Resumen

El polen de olivo se libera en altas cantidades al final de la estocion pnmaveral ¥ es una de las prnapales
causas de la alergia tipo 1 en dreas donde ol olive se cultiva de forma extensiva. La caracterizacion de los
alérgenos que provocan esta alergja es de gran utilidad para la estandanzacion de los extractos udlizados en
inmunoterapia. La variabilidad cualitativa y cuantitativa de diversos alérgenos, debido a la presencia de
diferentes isoformas y proporciones dependiendo del cultivar, ha dificultade la estandafizacién del
contenido de los extractos. Por otra parte, los alérgenos son proteinas que deben jugar un papel importante
en la biclogia del polen, influenciande por tanto, la reproduccion sexual v la fructificacion del olivo, siendo
este proceso de considerable importancia agronomica. Dada la cantidad limitante de polen de clive, asi
cotno la escasa disponibilidad de muesiras séricas de pacientes con polinosis, es necesana la opmizacidn de
protocolos pam la inmunodetecddn de alérgenos del polen y comprobacién de la reactividad de las
inminoglobilinas F (TgFs) frente a éstos. Por estos maotivos, se ha disefiado un sistema. multiplex para la.
inmunodeteccidn de diversas proteinas independientemente del oripen de la especie del anticuerpo a
ensayar. Este sistema se ha aplicado a la deteccidn y cuantificacion simultanea de cuatro alérzenos en
experimentos de inmunetransferencia en un gran numero de variedades de olive. Ello ha permitido la
clasificacadn de los cultivares en 14 grupos segun su contendo en estes alérgenos, en orden a sinph (car los
test de reactividad de IgEs y la eleccién de inmunoterapia espedifica. Ademds se ha ensayado este sistema
para la localizacion espacial de Ios alérgenas en e gmno de polen mediante microscopia laser confocal y
electrdnica de transmisidn, mostrando evidencias de la funcidn de estos alérgenos. Los resultados de los
ensayos abarcan una aproximacidn de la influencia de parametros meteorolégicos y fenoldgicos del olivo en
los niveles de estos alérgenos en su polen. Ademas se ha estudiade cémo estos alérgenos podnan influir en
variables de importancia agronémica.

Summary

Olive tree pollen is liberated in high amounts at the end of spring season. It is one of the main causes of
type [ allergy 1n areas where olive tree is under extensive cultvaton. The charactenization of allergens that
provoke this allergy is an important tool for standardization of extracts used in immunotherapy. The
qualitative and quantitative varability of allergens, due to the presence of different isoforms depending of
olive cultivars, has difficulted the standardization of allergen content m extracts.

On the other hand, allergens are proteins that must play an important role in the pollen biology, therefore
influencing the sexual reproduction and rthe fructification of the olive tree, heing this process of
considerable aproncmic importance. In consideration of the linntant amounts of clive tree pollen and the
shight available of serum samples from patients suffening polinosis, protocols are necessary to optimuzarion
inmunodetection of pollen allergens and to test the reactivity of the L imimunoglobuling (Igls). Tor these
reasons, 4 mulliplex systein has been designed, allowing the immmunodelection of several protemns
independently of the animal species otigin from the antibody to be tested. This system has been appled to
detection and simulraneous quantification of four clive pollen allergens in experiments by western hlotting,
using an elevated number of olive cultivars. It has allowed the classification of cultivars in 14 groups
according to its content in thesc allergens, in order to simplify the IgEs reactiviry test and the sclection of
specific immunotherapy. Also, this system has been essayed for the spatial location of the pollen grain
allergens by confocal laser microscopy and transmission electron microscopy, showing evidences of the role
of these allergens. The essays results include an approach of the influence of metectological parameters and
phenological parameters of the olive tree over allergen levels from its pollen Also, has been studied how
allergens might influence variables with agronomic importance.
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RESUMEN

El polen de olivo se libera en altas cantidades al final de la estacion
primaveral y es una de las principales causas de la alergia tipo I en
areas mediterraneas y en otras zonas de climas templados donde el
olivo se cultiva de forma extensiva. La alergia al polen de olivo tiene
un impacto negativo sobre la calidad de vida de los pacientes y su
prevencion y tratamiento se asocian a altos costes economicos.

La caracterizacién de los alérgenos que provocan esta alergia es de
gran utilidad para la estandarizacion de los extractos utilizados en la
practica clinica de la inmunoterapia. La variabilidad cualitativa y
cuantitativa de diversos alérgenos, debido a la presencia de diferentes
isoformas y proporciones dependiendo del cultivar, ha dificultado la
estandarizacion del contenido de los extractos. Esta variabilidad inter-
cultivar se encuentra escasamente representada en los extractos
comerciales, resultando en diferencias importantes entre estas
preparaciones y la exposicion real a un alérgeno en el entorno del
paciente.

Los extractos dirigidos a inmunoterapia presentan habitualmente una
amplia fluctuacién en su contenido proteico total, en su contenido en
alérgenos individuales y en la potencia alergénica. Ademas, no suele
disponerse de informacion del origen del cultivar del cual procede el
extracto.

Por otra parte, los alérgenos son proteinas que deben jugar un papel
importante en la biologia del polen, influenciando por tanto, la
reproduccién sexual y la fructificacion del olivo, siendo este proceso
de considerable importancia agronémica.

Dada la cantidad limitante de polen de olivo, por su produccion
exclusiva en primavera, asi como la escasa disponibilidad de muestras
séricas de pacientes con polinosis de olivo, es necesaria la
optimizacién de protocolos para la inmunodeteccion de alérgenos del
polen y comprobacién de la reactividad de las inmunoglobulinas E
(IgEs) frente a éstos. Su aplicacion facilitarfa la estandarizaciéon de
extractos para el diagnostico y terapia de pacientes alérgicos a polen de
olivo, y la deteccion de IgEs especificas para un alérgeno
determinado, con el objetivo de conseguir terapias mas eficaces.
Ademas, el estudio de la funciéon de estos alérgenos en el grano de
polen podria orientarse a la mejora de la produccién del olivar y a la



seleccion de variedades destinadas a cultivo intensivo con bajo
potencial alergénico.

Por estos motivos, se ha diseflado un sistema multiplex para la
inmunodeteccién de diversas proteinas independientemente del origen
de la especie del anticuerpo a ensayar. Este sistema se ha aplicado a la
deteccién y cuantificacion simultanea de los alérgenos mayoritarios
Ole e 1 y Ole e 9, y para los minoritarios Ole ¢ 2 y Ole e 5 en
experimentos de inmunotransferencia en un gran numero de
variedades de olivo. Ello ha permitido la clasificacién de los cultivares
en 14 grupos segin su contenido en estos alérgenos, en orden a
simplificar los test de reactividad de IgEs y la eleccion de
inmunoterapia especifica. Ademas se ha ensayado este sistema para la
localizacion espacial de los alérgenos en el grano de polen mediante
microscopia laser confocal y electronica de transmisién, mostrando
evidencias de la funcién de estos alérgenos.

Los resultados de los ensayos abarcan una aproximaciéon de la
influencia de parametros meteorolégicos y fenolégicos del olivo sobre
los niveles de estos alérgenos en el polen de olivo. Ademas se ha
estudiado cémo estos mismos alérgenos podrian influir sobre variables
de importancia agronémica, tales como la capacidad germinativa del
grano de polen, la variaciéon en sus niveles durante la germinacién de
éste y los fenémenos de autocompatibilidad.



SUMMARY

Olive tree pollen is liberated in high amounts at the end of spring
season. It is is one of the main causes of type I allergy in
mediterranean areas and in other regions of moderate climates where
olive tree is under extensive cultivation. Allergy to olive tree pollen has
a negative impact on the life quality of patients and its prevention and
treatment is associated to elevated economic costs.

The characterization of allergens that provoke this allergy is an
important tool for extract standardization used in clinic practice of
immunotherapy. The qualitative and quantitative variability of
allergens, due to the presence of different isoforms depending of olive
cultivars, has difficulted the standardization of allergen content in
extracts. This inter-cultivar variability is rarely represented in
commercial extracts, resulting in important differences between these
preparations and the real exhibition to allergens at the patient
environment.

Extracts administred by immunotherapy usually present a wide
fluctuation in total protein amounts, allergen content and allergenic
potency. Also, it is frequent a lack of information from cultivar origin
which the extract has been processed.

On the other hand, allergens are proteins that must play an important
role in the pollen biology, therefore influencing the sexual
reproduction and the fructification of the olive tree, being this process
of considerable agronomic importance.

In consideration of the limitant amounts of olive tree pollen, by its
exclusive production in spring season, and the slight available of
serum samples from patients with polinosis of olive tree, protocols are
necessary to optimization inmunodetection of pollen allergens and to
test the reactivity of the E immunoglobulins (IgEs). Its application
would facilitate the extract standardization to diagnosis and therapy of
allergy patients to olive pollen, and detection of specific IgEs for each
allergen, to obtain more effective therapies. Also, the study of the
allergen role in the pollen grain might be directed to the progress of
the olive fruit production and to selection of varieties destined to
intensive culture with low allergenic potency.

For these reasons, a multiplex system has been designed, allowing the
immunodetection of several proteins independently from the animal
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species origin of the antibody to be tested. This system has been
applied to detection and simultaneous quantification of the major
allergens Ole e 1 and Ole e 9, and for the minor allergens Ole e 2 and
Ole e 5 in experiments of western blotting, using an elevated number
of olive cultivars. It has allowed the classification of cultivars in 14
groups according to its content in these allergens, in order to simplify
the IgEs reactivity test and the selection of specific immunotherapy.
Also, this system has been essayed for the spatial location of the
pollen grain allergens by confocal laser microscopy and transmission
electron microscopy, showing evidences of the role of these allergens.

The essays results include an approach of the influence of
meteorological parameters and phenological parameters of the olive
tree over allergen levels from olive pollen. Also, it has been studied
how the same allergens might influence variables with agronomic
importance, such as the germinative capacity of the pollen grain, the
change in its levels during the germination and the autocompatibility
phenomena.
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Van Gogh. Olive trees in a mountain landscape
Saint-Rémy: June-late in month, 1889
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Van Gogh. Olive trees with the Alpilles in the Background
Saint-Rémy: June, 1889

The Museum of Modern Art

New York, New York, United States of America



@ Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. LA REACCION ALERGICA

Los procesos alérgicos estan experimentando un aumento de su
incidencia clinica en la poblacién mundial, afectando al 25% de los
habitantes en los paises desarrollados (Dahl ez a/ 2004). La respuesta
alérgica ha sido definida como una respuesta excesiva y alterada del
sistema inmune frente a determinados antigenos, por lo general
inocuos, llamados alérgenos (Kay 1997). Segun el patrén clinico de la
enfermedad, existen cuatro tipos de reacciones de hipersensibilidad,
denominadas tipo I - tipo IV. La alergia atdpica es una reaccién de
hipersensibilidad inmediata de tipo I, mediada por una producciéon
masiva de anticuerpos IgE frente a ciertos alérgenos y depende de la
interaccion entre el antigeno y los anticuerpos IgE unidos a
mastocitos. La causa de la reaccion alérgica es la liberacion de
histaminas y otros mediadores quimicos y los sintomas asociados
ocurren inmediatamente. Las bases moleculares y celulares de estos
procesos no se conocen con exactitud, aunque se pueden diferenciar
dos etapas en el desarrollo de la hipersensibilidad: sensibilizacién y
provocacion (Figura 1).

1.1.1 Etapa de sensibilizacion: Una reaccion alérgica esta precedida
por una fase de sensibilizacion, en la cual se producen IgE especificas
frente a una primera exposicion al alérgeno. Las IgE, producidas por
las células plasmaticas, se unen a la superficie de mastocitos y
basofilos. Cuando se produce la entrada del alérgeno ingerido,
inyectado o inhalado, éste es captado por las células presentadoras de
antigeno (APC; células dendriticas, macréfagos o monocitos). Las
APC procesan las moléculas alergénicas, generando fragmentos
peptidicos asociados a moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad de clase II (MHC-II). Estos fragmentos contienen
los determinantes antigénicos que seran expuestos en la superficie
celular de las APC, en el seno de una molécula del MHC-II. Las
células T colaboradoras nativas reconocen los determinantes
antigénicos de dichos fragmentos peptidicos expuestos en la superficie
de las APC, induciendo su diferenciacién a células T colaboradoras de
tipo 2 (Th2), las cuales secretan interleuquinas 4 y 13 entre otros
mediadores quimicos. Dichas interleuquinas actaan sobre las células B,
promoviendo su activaciéon y diferenciaciéon a células plasmaticas
productoras de IgE. Las IgE producidas se enlazan a receptores Fc,
presentes en la superficie de mastocitos y basoéfilos que se encuentran
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en una alta concentracién en los individuos atopicos. De esta forma,
habra tanto mastocitos en los tejidos, como baséfilos circulantes listos
para reaccionar en el préximo contacto con el alérgeno.

SENSIBILIZACION PROVOCACION
‘ Alérgeno . Entorno
S N9 NS0 I ey oy IO NSV Lo ~ - _ A

Submucosa
.
L
Célula presentadora Granulos de secrecion con mediadores
de antigeno (células R quimicos. EFECTOS CLINICOS
dendriticas, macrofagos y '
células M)

l Procesado del alérgeno ﬁ #Receptor Fc

Mastocito, Basofilo

Fragmentos de alérgeno
asociados a MHC ° IgE

Receptor de célula T

iferenciacion
IL-13 ’

Activacion "— 4
Diferenciacion

Célula T nativa Célula Th2 Célula B Célula plasmatica

Figura 1. Representacion de la secuencia de acontecimientos de la respuesta
inmediata dependiente de linfocitos T en la alergia tipo I. Modificado de Huecas
(Huecas 2001).

1.1.2 Etapa de provocaciéon: En el momento de un nuevo contacto
con el alérgeno (respuesta alérgica temprana o inmediata), éste se
enlaza a la IgE especifica de la superficie de mastocitos y baséfilos,
desencadenando la desgranulacion por exocitosis de estas células,
liberando altos niveles de una gran variedad de mediadores quimicos
preformados, tales como histamina y enzimas. Ademas se produce una
acumulacién de eosinéfilos y otras células inflamatorias, atraidas hacia
la zona de la reaccion alérgica, debido a la accién de moléculas de
atraccion quimiotactica. La reaccién se manifiesta con fendémenos
como edema, rinitis, asma y shock anafilactico.

La fase temprana es seguida a menudo por una reaccion de fase tardia,
en el caso de altos niveles de exposicion al alérgeno. La fase tardia
implica la sintesis de movo en eosinofilos (reclutados en la fase
temprana), de mediadores lipidicos proinflamatorios de la familia de
los eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos, etc.) y moléculas
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citotéxicas (Méndez de Inocencio 2009). Una vez liberados estos
componentes, se produce inflamacién y dafio tisular, con un
incremento de la permeabilidad vascular.

1.2 ALERGENOS
1.2.1 Caracteristicas moleculares

Los alérgenos son antigenos, en su mayoria de naturaleza proteica,
capaces de inducir una reacciéon alérgica de Tipo I mediada por
anticuerpos especificos IgE en individuos susceptibles de desarrollar
respuesta alérgica. La amplia variedad funcional y estructural de los
alérgenos no ha permitido encontrar un perfil de caracteristicas
comunes que explique su naturaleza alergénica. Sin embargo, ciertas
propiedades intrinsecas de éstos contribuyen a la alergenicidad, tales
como el tamano, solubilidad, estabilidad, composiciéon de
carbohidratos (glicoproteinas) y actividad enzimatica o surfactante. En
el caso de moléculas alergénicas de origen proteico, el limite inferior
de tamafo se encuentra alrededor de 5-10 kDa y estd determinado por
la minima complejidad para que una molécula sea inmunogénica. Las
particulas volatiles de diverso origen (polen, esporas) pueden contener
alérgenos. Los alérgenos transportados pueden actuar actiar a través
de la inhalacién de la particula (aeroalérgenos) y posterior liberacion de
ésta, posibilitando la penetracion del alérgeno a través de las mucosas.
Los alérgenos deben presentar un tamafio tal que permita atravesarlas.
En general se trata de proteinas menores de 70 kDa (Mygind 1996).
Los alérgenos, ademas, deben ser moléculas de alta solubilidad y
estabilidad en fluidos corporales. Los alérgenos inhalados de alta
solubilidad tienen facilitada su liberacion desde las particulas volatiles
para alcanzar el sistema respiratorio (Chapman 1998).

En cuanto a la composiciéon de los carbohidratos en alérgenos
glicoproteicos, los monosacaridos en células de mamiferos presentan
raramente fucosa, y nunca xilosa, residuos frecuentes por otra parte en
glicoproteinas vegetales. Las fracciones glicosidicas que contengan
fucosa y xilosa podrian ser reconocidas por el sistema inmunolégico
como elementos extrafios, aunque su presencia no es garantfa de
alergenicidad. A modo de ejemplo, el alérgeno glicoproteico Ole e 1
del polen de olivo posee un sitio de glicosilaciéon compartido para dos
oligosacaridos mayoritarios, uno rico en manosa y otro hibrido con
xilosa. Experimentos de desglicosilaciéon de Ole e 1 proporcionan un
derivado con una menor capacidad de unirse a las inmunoglobulinas
IgE de los sueros de los pacientes atopicos que la del alérgeno
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glicosilado original (Batanero ez a/. 1996b; Batanero et al. 1994). Este
efecto producido por la desglicosilaciéon ha sido demostrado también
para los alérgenos glicoproteicos de abeja PLA, (Prenner ef al 1992;
Weber et al. 1987) y los inhibidores de a-amilasa de los polenes de
cebada y trigo (Garcia-Casado ez a/. 1996; Sanchez-Monge ¢ al. 1992).

La gran variedad funcional de los alérgenos muestra que caracteristicas
como la actividad enzimatica no son necesarias para la alergenicidad.
Muchos alérgenos potentes no son enzimaticamente activos, aunque la
actividad proteolitica de algunos de ellos puede contribuir a la
alergenicidad, facilitando la penetraciéon en el epitelio pulmonar de
otros alérgenos. Asi mismo, las propiedades surfactantes de
determinados alérgenos podrian influir en su alergenicidad
favoreciendo la penetracion en el tejido pulmonar, por disminucién de
la tensién superficial del agua. Es el caso de la fosfolipasa PLA, del
veneno de abeja y de las lipocalinas de caballo Equ ¢ 1, Equ ¢ 4 y Equ
¢ 5 (Goubran Botros e al. 2001).

1.2.2 Fuentes bioldgicas y patron alergénico.

La capacidad de una molécula para inducir alergia guarda relacion
directa con su grado de accesibilidad al organismo. Debido a ello, se
ha seguido el criterio de la via de acceso al individuo alérgico para
clasificar las diversas fuentes biolégicas de los principales alérgenos
existentes en la naturaleza (Tabla 1). Los alérgenos se pueden clasificar
igualmente en funcién de otros multiples criterios, entre ellos, su
origen animal o vegetal, el lugar prioritario de su exposicioén (alérgenos
de interior o exterior), sus distintas actividades biolégicas demostradas
experimentalmente o su homologia con proteinas de funcion
conocida.

Un paciente alérgico puede desencadenar una respuesta alérgica frente
a un unico alérgeno, o frente a varios alérgenos de una o mas fuentes.
Los pacientes pueden reaccionar produciendo IgE especifica contra
uno o mas epitopos o determinantes antigénicos de un nico alérgeno,
que pueden ser diferentes de los epitopos reconocidos por otro
paciente para el mismo alérgeno.

Dependiendo de la fuente alergénica, se pueden encontrar patrones
alergénicos muy simples, conteniendo un bajo numero de alérgenos,
como es el caso de los venenos de avispas, o bien complejos,
conteniendo un elevado nimero de alérgenos, como en el polen de
olivo, en el que es posible clasificar alérgenos en funcién de la
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frecuencia con la que son reconocidos por una poblacién de pacientes
alérgicos. Asi, en extractos biologicos complejos, se puede realizar una

Tabla 1. Principales fuentes biologicas de alérgenos. Los alérgenos mas
frecuentemente asociados a enfermedades atépicas son los inhalados (aeroalérgenos)
y los ingeridos (alérgenos alimentarios), encontrandose también alérgenos que actdan
por inyecciéon o por contacto, como son el veneno de insectos y el latex.

Fuente Familia Género o especie

Alérgenos inhalados

Polenes
Gramineas
Poaceae Poa sp.,Dactylis sp., Phleum sp., Lolium sp., Avena sp.,
Oryza sp., Triticum sp.
Malezas
A Ch jum sp., Salsola sp., Amaranthus sp.,
Atriplex sp., Beta sp.
Compositae Ambrosia sp., Artemisia sp., Taraxacum sp., Helianthus sp.
P, ; P, -
Poligonaceae Rumzex sp.
Arboles y arbustos
Angiospermas
Fagaceae Quercus sp., Castanea sp., Fagus sp.
Betulaceae Betula sp., Alnus sp., Carpinus sp., Corylus sp.
Oleaceae Olea sp., Fraxinus sp., Ligustrum sp., Jasmine sp.
Juglandaceae Juglans sp., Carya sp.
Fabaceae Prosopis sp., Acacia sp.
Salicaceae Salixc sp., Populus sp.
Ulmaceae Ulmnns sp.
Aceraceae Acer sp.
Moraceae Morus sp., Ficus sp.
Mirtaceae Eucaliptus sp., Callisternon sp., Melaleuca sp.
H. i L iquic bar sp., H. is sp.
Platanaceae Platanus sp.
Gimnospermas
Cupressaceae Cupressus sp., Juniperus sp., Thuja sp., Sequoia sp.,
Cryptoneria sp.
Taxodiaceae Taxodinm sp.
Pinaceae Pinnus sp., Abies sp.
Hongos
A ia sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Clad. jum sp., Epi sp-, Fusarium sp.,
Curvularia sp., Stemphylium sp., Rhizopus sp.,
Mucor sp., Chaetomniun sp., Coprinus sp., Drechslera sp.
Acaros
Dermatophagoides sp., Blomia sp., Lepidoglyp sp.,
Acarus sp., Tirophagus sp., Choyphagus sp.,
E. bus sp., Chortoghphus sp.
Animales
Felix domesticus (gato), Cannis domesticus (perro),
Mus musculus (ratén),Rattus norvegicus (rata),
Equus caballus (caballo).
Insectos

Blatella germanica (cucaracha),
Chironomus thumi thumi (mosquito)
Semillas (Harinas)

Secale cereale, Horde lgare, Triticu
Alérgenos alimentarios

Leche, huevo, cereales, frutos secos, soja, trigo, pescado y mariscos.
Semillas: sésamo, girasol, algodén, amapola, guisantes, lentejas.
Frutas: manzana, melocotén, kiwi, melén.

Especias: ajo, canela, mostaza.

Alérgenos inyectados

Véspidos Apis ifera, Vespula vulgaris, Polistes
Hormigas Solenopsis invicta

Alérgenos de contacto

Latex Hevea brasiliensis
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clasificacion de alérgenos en principales y secundarios, de forma que
se considera que un alérgeno es principal cuando es reconocido por
mas del 50% de los pacientes (King ez 2/ 1964), y secundario cuando el
porcentaje es menor del 50%. Los alérgenos conocidos reciben un
nombre sistematico siguiendo la nomenclatura de la IUIS
(International Union of Immunology Societies) (King e a/. 1994).

Por otra parte, existen situaciones en las que un alérgeno distinto y de
otra fuente natural al que causé la sensibilizacién es capaz de producir
IgE, debido a un alto grado de homologia en la secuencia de
aminoacidos, por compartir una estructura tridimensional similar o
bien por compartir epitopos relevantes. A este fenémeno se le llama
reactividad cruzada. Los panalérgenos son aquellos antigenos
responsables de la reactividad cruzada entre especies relacionadas
taxonémicamente o no.

1.3 INFLUENCIA DE FACTORES GENETICOS Y
AMBIENTALES EN EL DESARROLLO DE LA ALERGIA.

La alergia es una enfermedad cuyo desarrollo esta influido de forma
decisiva no sélo por factores genéticos e intrinsecos de la fuente
alergénica, sino también por condicionantes ambientales como la dosis
y la ruta de exposicion del alérgeno, presencia de adyuvantes y la
predisposicion genética del individuo (Pomes 2002).

1.3.1 Polimorfismo alergénico

La mayoria de alérgenos son de naturaleza proteica, y presentan
epitopos o determinantes antigénicos para células B, células T e IgE.
Algunos alérgenos pueden estar constituidos por varias moléculas
similares en su secuencia de aminoacidos. Las variaciones en la
secuencia determinan el grado de polimorfismo alergénico,
denominandose isoalérgenos a aquellos alérgenos con una identidad
de al menos un 67% en su secuencia de aminoacidos. Por otra parte,
se denominan isoformas o variantes a aquellos isoalérgenos con
secuencias muy similares, con sustituciones unicamente en un bajo
numero de aminoacidos. El polimorfismo alergénico puede ser debido
a la presencia de familias génicas o de variantes alélicas, como se ha
observado entre otros en alérgenos del polen de Ambrosia (Griffith ez
al. 1991).

Los polimorfismos alergénicos pueden inducir una respuesta inmune
con caracteristicas diferenciales. Cuando la variaciéon de la secuencia
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entre isoalérgenos o isoformas (polimorfismo) se da en un fragmento
polipeptidico reconocido por las células T, células B o por las IgE de
pacientes alérgicos, esta variaciéon puede afectar a la capacidad
alergénica. Por ello, la presencia de isoformas en diferentes
proporciones en una fuente alergénica puede influir decisivamente en
la capacidad alergénica de ésta. Este es el caso de los extractos de olivo
de diferentes origenes varietales (Alche ez 2/ 2007).

1.3.2 Individuos atépicos

Los individuos atépicos son aquellos que presentan una
predisposicion hereditaria a producir niveles elevados de anticuerpos
IgE en respuesta a la exposicién de un alérgeno que no provoca
respuesta en individuos normales. Diversos estudios han puesto en
evidencia la importancia de la predisposicion genética en la respuesta
inmune de los procesos alérgicos (Ballesta 1998; Blumenthal ez /.
1981; Cookson ez al. 1989; Jenkins e al 1997; Liu et al. 2003; Moffatt
and Cookson 1998; Wadonda-Kabondo ez 4/ 2004). Sin embargo, la
elucidacion de los genes que la determinan es complicada, y no han
sido identificados de forma definitiva, aunque se han descrito
multiples genes canditatos (Figura 2).

Los estudios genéticos de la respuesta alérgica se han abordado
mediante la identificacién de polimorfismos en genes candidatos a
estar implicados, principalmente, en los puntos claves del
reconocimiento del antigeno a través del receptor de las células T y
los implicados en el control de la producciéon de IgE.

Los analisis de genética poblacional han permitido establecer
asociaciones entre antigenos del MHC de clase II de humanos o HLA-
IT (human leukocyte class II), localizados en el cromosoma 6 humano,
y la respuesta IgE especifica a distintos alérgenos. Asi, como ejemplo,
se ha observado la asociacion entre el alérgeno del polen de Artemisia
vulgaris Art v 1 y el haplotipo HLA-DRI1, en el polen de Awbrosia
artemisitfolia (Jahn-Schmid ez a/. 2008), la asociacion de Amb a 5 y el
haplotipo HLA-DR2/Dw2 (Marsh e al. 1982), entre los alérgenos de
Lolium perenne Lol p Iy Lol p 1I con el haplotipo HLA-DR3 (Freidhoff
et al. 1988) y el alérgeno del olivo Ole e 1 con los haplotipos HLA-
DR7 y HLA-DQ?2 (Cardaba ez al. 1996).

Asi mismo, se ha estudiado la asociaciéon entre la atopia y el
polimorfismo de ciertos genes, codificantes de citoquinas, para
comprobar la participacién de estos polimorfismos en el control de la
respuesta de IgE. Entre los mas relevantes destacan polimorfismos en
el gen del cromosoma 5 humano que codifica para IL-4, IL-5, IL.-13 e
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IL-12p40 (Heinzmann ez a/. 2000; Llanes ez al. 2009; Miescher and
Vogel 2002). Ademas, se han disefiado estudios para determinar la
influencia de polimorfismos en los genes que codifican proteinas de
importancia fisiopatolégica, como la via de las prostaglandinas
(Oguma et al. 2004; Sanz et al. 2009) o la via de los leucotrienos
(Arriba-Mendez ef al. 2008).

Otros estudios recientes estan relacionando varios genes con los
procesos alérgicos mediante potentes analisis de asociacién por rastreo
gendémico (GWAS). Algunos de ellos son genes codificantes de la
interleuquina 33 y su receptor, o los genes denominados ORMDL3 y
GSDML (Ober and Yao 2011), asi como como los genes STAT6 o los
genes codificantes de la cadena alfa del receptor de alta afinidad de
IgE (FCER1A) (Weidinger ez al. 2008).

1.3.3 Factores de riesgo ambientales

La prevalencia de enfermedades alérgicas de tipo I esta aumentando
considerablemente en las dltimas dos décadas, particularmente, en los
paises industrializados y en los centros urbanos de los paises
occidentales. En vista del corto intervalo de tiempo, los factores
genéticos no permiten explicar la etiologia de esta prevalencia. El
factor hereditario se ha estimado en aproximadamente un 60%
(Strachan 1995), sugiriendo una influencia clara del entorno. Por ello,
se han llevado a cabo un alto nimero de estudios poblacionales
epidemiolégicos y clinicos, estableciéndose asociaciones con factores
relacionados con el estilo de vida (Figura 2). Asi, los factores
prenatales que aumentan la probabilidad de padecer alergia atépica son
el tabaquismo (Yuan ef al. 2003), padecer gripe durante la gestacion
(Calvani ef al. 2004) o infecciones respiratorias (Hughes ez a/ 1999).
También se han encontrado factores postnatales, como la disminucién
de la duracién de la lactancia materna (Oddy ez a/. 2003), el tabaquismo
pasivo en la infancia (Baier ez a/ 2002; Kabesch ez a/ 2004), o la
exposicion precoz a un alérgeno (Holt 1995; Lau e a/. 2000). Ademas,
exposiciones elevadas a un alérgeno en el entorno laboral son causa de
alergia ocupacional (Lachowsky and Lopez 2001).

La teoria con mayor impacto en la explicaciéon del aumento de la
prevalencia de las enfermedades atdpicas ha sido la hipdtesis de la
higiene, planteada hace 22 afios por Strachan (Strachan 1989). Esta
hipétesis propone que la ausencia o la reduccién de infecciones de
origen microbiano o virico (que normalmente estimularfan al sistema
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inmune), facilitarfan el desarrollo de reacciones inmunes alérgicas,
permitiendo una mayor sensibilizacion y progreso de la enfermedad.
De esta forma, la reducciéon de infecciones debido a la mejora de la
higiene en los paises desarrollados, el uso de vacunas y antibiéticos, y
una mejor sanidad publica, contribuirfan a la modificacién del balance
de la respuesta inmune alérgica (respuesta mediada por células Th2)
sobre la respuesta frente a patdégenos (respuesta mediada por células
Th1). Esta teorfa esta apoyada por diversos estudios epidemioldgicos,
que muestran un riesgo menor de desarrollar enfermedades alérgicas
en los casos de ser integrantes de familias numerosas (Strachan 1989),
vivir en granjas con animales (Kilpelainen ez 4/ 2000), convivir con
mascotas (Anyo ez al. 2002; Gern et al. 2004), o haber sufrido
infecciones por hepatitis A, Helicobacter pylori o de Toxoplasma gondii
(Matricardi ef @/ 2002). Sin embargo, la hipétesis de la higiene es aun
controvertida, y sus mecanismos moleculares no han sido claramente
identificados (Romagnani 2004).

Predisposicion genética para la atopia

Cromosoma Polimorfismos del gen
2q14-33 IL-1RA, CTLA4, DPP10 Factores ambientales
5Q31-33 IL-3, IL-5, IL-4, IL-9, IL-13,

receptor B2, LTC4 sintetasa
6p21.3-23 HLAII, TNFa

Sociedad industrializada
Entorno libre de gérmenes

6p12 IL-4Ra Sin hermanos

7p15-14 GPRA Uso de antibidticos y vacunas Respuesta Th2
11q24.3 cc16 BajoLactobacillus Al f
129243 NOS-1 Tabaquismo maternal durante la gestacién e ergla
13q14-qta PHF11 infancia

14q11.2 TCRa, NF-k B inh Exposicién a alérgenos en ambiente

ocupacional

-~
e

Factores ambientales

Infecciones en la infancia

Hermanos mayores
Asistencia a guarderias Respuesta Th1

Vivir en granjas Protectora de alergia
Exposicion a animales durante la infancia

Infecciones por Helmintos, Toxoplasma godii,

Helicobacter pilori, virus de la hepatitis A

Figura 2. Factores genéticos y ambientales involucrados en el desarrollo de la
sensibilizacién y progresion de las enfermedades alérgicas. Modificado de Umetsu
(Umetsu ez al. 2002).

Por otra parte, existen evidencias de otros factores ambientales que
exacerban una enfermedad alérgica preestablecida (adyuvantes). Asi,
por ejemplo, los altos niveles de polucién aumentan la respuesta
alérgica potenciando sus sintomas (Burastero e# a/. 2009; von Mutius
1999), debido a la presencia en la atmodsfera de adyuvantes como el
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ozono, el diéxido de nitrégeno (NO,), el didxido de azufre (SO,) y
particulas resultantes de la combustion del gaséleo. Estas ultimas
pueden concentrar en su superficie a los alérgenos y actuar como
transportadores hasta alcanzar los pulmones (Knox e a/. 1997).

1.4 DIAGNOSTICO Y TERAPIA DE LA ALERGIA TIPO I.
ESTRATEGIAS PARA SU MEJORA.

De forma general, la diagnosis e inmunoterapia de la alergia hace uso
actualmente de extractos crudos preparados a partir de
homogeneizados de las fuentes naturales alergénicas, lo que permite
detectar unicamente la fuente bioldgica de sensibilizacién y no el
alérgeno causante de ésta. Se estan proponiendo diversas alternativas
que pretender profundizar en la especificidad de la reaccién en cada
paciente, aumentando la individualizacién terapeutica con vistas a
mejorar la eficacia.

1.4.1 Diagnostico

El diagnostico de la alergia de tipo I se basa en una combinacién de
criterios  sintomaticos clinicos y caracteristicas fisiopatolégicas,
determinadas por pruebas zz vivo, tales como las epicutineas SPT
(Skin Prick Test), o pruebas de provocaciéon nasal u oral con el
extracto  alergénico, o con pruebas i wtrv como la
radioalergoabsorciéon (RAST). Los ensayos SPT consisten en la
punciéon de la piel mediante una lanceta. Una vez depositado el
extracto alergénico en la piel, se evalua la superficie inflamada, en
concreto la respuesta edematosa y el eritema que lo rodea en la zona
de punciéon. Estas pruebas se complementan con los ensayos RAST,
de deteccion de IgE especificas, denominado también como ensayo de
potencia biologica. Los ensayos RAST se realizan a partir de una
muestra de sangre y permiten cuantificar los niveles de IgE especifica
presentes en el suero del paciente, y tienen la ventaja de que no se ven
afectados por la toma de drogas, tales como los antihistaminicos.

1.4.2 Tratamiento

Una vez diagnosticada la alergia, el tratamiento sintomatico consiste en
la administracién de farmacos que mitiguen los sintomas clinicos de
esta afecciéon. El tratamiento incluye alternativas como la
administracion de anti-histaminas, [2-agonistas, corticosteroides y

10
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estabilizadores de células mastociticas. Los tratamientos etiologicos
duraderos consisten generalmente en inmunoterapia especifica. Esta se
fundamenta en la administracién repetitiva de dosis crecientes de un
extracto de protefnas a la que el paciente esta sensibilizado,
aumentando su tolerancia y disminuyendo la reaccién en exposiciones
posteriores. Existen diversas teorias sobre como los tratamientos de
inmunoterapia consiguen reducir paulatinamente los sintomas. Una de
las mas aceptadas consiste en que la inmunoterapia desvia la respuesta
inmune alérgica Th2 hacia una respuesta Th1l. En la respuesta Th2, las
células T estimulan a las células B para que produzcan altos niveles de
IgE especifica. La inmunodesviacién inducida por la inmunoterapia
cambia la respuesta de la célula T, que estimula a las células B para que
produzcan anticuerpos IgG, los cuales bloquean la respuesta Th2,
interceptando a los alérgenos antes de que se enlacen a IgE o a células
mastociticas (Durham and Till 1998; Shamji and Durham 2011).

1.4.3 Estrategias para la mejora de la diagnosis y la
inmunoterapia especifica

La utilizacion de extractos biologicos para la diagnosis e
inmunoterapia presenta diversos problemas. Entre ellos, figuran la
variabilidad en la composicion de los extractos, la presencia en los
mismos de moléculas alergénicas a las que el paciente no es alérgico
(con los consiguientes riesgos de una diagnosis incorrecta, nuevas
sensibilizaciones y reacciones sistémicas) y en casos como la
polisensibilizacién, una eficacia limitada. Todo ello restringe la
utilizacién de la inmunoterapia especifica. Se estan llevando a cabo
diversas estrategias para resolver estos problemas, entre las que cabe
destacar la estandarizacién y purificaciéon de los extractos, asi como
nuevas alternativas biotecnologicas.

Estandarizacién: Para lograr una reproducibilidad aceptable de los
extractos es necesaria su estandarizacion, controlando la composicion
de cada uno de los alérgenos (e isoformas si corresponde) de los que
estd constituido el extracto, cuantificando su concentracion,
comprobando su estabilidad, y midiendo su actividad alergénica total
(potencia biologica).

El sistema de estandarizacion bioldgica se suele referir a la potencia de
la respuesta IgE de una poblacion, representada por la reaccion de un
conjunto de sueros de pacientes alérgicos al alérgeno o alérgenos de
un extracto. Habitualmente se lleva a cabo en extractos naturales de la
fuente alergénica, conteniendo una mezcla de alérgenos mayoritarios y
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minoritarios. Los alérgenos mayoritarios pueden constituir un elevado
porcentaje de la proteina total del extracto. En este caso, el resto de
alérgenos pueden quedar levemente representados en el extracto (van
Ree 1997; 2007). Por este motivo, la respuesta del conjunto sérico esta
dominada por los alérgenos mayoritarios, quedando la respuesta a los
alérgenos minoritarios muy diluida debido a que no todos los
pacientes son alérgicos a éstos. En consecuencia, solo los alérgenos
mayoritarios muestran diferencias en la estandarizacién bioldgica.
Debido a ello, la cuantificaciéon de los alérgenos en el caso de extractos
naturales es de gran importancia para llevar a cabo diagnosticos e
inmunizaciones correctas en pacientes alérgicos a alérgenos
minoritarios.

La fuente del alérgeno usada para la preparacién de los extractos
alergénicos naturales o recombinantes puede reflejar diferentes
isoformas del alérgeno o proporciones de éstas en los extractos.
Ademas, el contenido en las isoformas alergénicas varia dependiendo
del origen geografico de la fuente, por lo que pacientes alérgicos de
distintas 4areas pueden exhibir diferencias en los perfiles de
sensibilizacién a moléculas alergénicas (Moverare e/ al. 2002).

La presencia de dichas isoformas de alérgenos da lugar a una notable
variabilidad en la composicion de un alérgeno, que puede cambiar
considerablemente de unas preparaciones a otras. Este hecho puede
dificultar el reconocimiento de los pacientes a un determinado
extracto. La complejidad de la obtenciéon de multiples variantes del
alérgeno, bien de origen natural o recombinante, hace que para el
disefio de extractos efectivos con fines inmunoterapeuticos sea
necesario conocer los alérgenos de una fuente biolégica dada.

Purificacién de alérgenos: El objetivo de la purificacién del extracto es
eliminar del extracto crudo el material no antigénico potencialmente
irritante, que puede interferir en la diagnosis y ademas, promover
nuevas sensibilizaciones (Rodriguez e a/. 2000).

Los productos no relevantes en el tratamiento pueden ser moléculas
que ejerzan un efecto coadyuvante, o por el contrario enmascarar
ciertos alérgenos del extracto disminuyendo su capacidad de unir IgEs
(Rodriguez et al. 2000). Como ejemplo, en el polen de olivo se
observan gran cantidad de lipidos que deben extraerse con disolventes
organicos antes de proceder a la preparacion del extracto salino de
proteinas.

Para eliminar ademas de las impurezas, otras proteinas alergénicas que
no interesan, de modo que sélo queden los alérgenos a los que el

12



@ Introduccion

paciente es alérgico, se han llevado a cabo purificaciones de alérgenos
a partir del aislamiento de su fuente natural. Estos procesos presentan
muchas dificultades técnicas y un bajo rendimiento, por lo que se esta
recurriendo a la produccién recombinante de alérgenos, que permite
conseguir cantidades ilimitadas de alérgenos y definir el perfil de
sensibilizacién de cada paciente en la diagnosis con dichos extractos
aislados individualmente (Chapman e a/ 2000). Se han llegado a
desarrollar microarrays para testar 94 alérgenos especificos (Hiller ez a/.
2002), en su mayoria recombinantes, representativos de las fuentes
biologicas alergénicas mas comunes. Con estos extractos diagnodsticos
se pueden ser discriminar las moléculas que causan la alergia.

Estrategias biotecnolégicas: La inmunoterapia especifica presenta
riesgo de anafilaxia debido a efectos mediados por IgE. Los
tratamientos actuales se realizan inicalmente con dosis bajas del
extracto alergénico, incrementandolas paulatinamente hasta lograr un
estado de tolerancia. Algunos pacientes pueden desencadenar una
respuesta Th2 exacerbada, en vez de la desviacion buscada de la
respuesta hacia Th1. Una solucién para ello estriba en la busqueda de
alérgenos o isoformas hipoalergénicas (Ferreira ez a/ 1996) naturales,
recombinantes o fragmentos de éstos (Valenta ¢z 2/ 2011), con una
baja reactividad a IgE y que reconozcan a los epitopos de las células T.
Sin embargo, los ensayos clinicos de inmunoterapia con alérgenos
recombinantes se estan unicamente llevando a cabo en la actualidad
para el alérgeno mayoritario Bet v 1 del polen de abedul o con
derivados hipoalergénicos de alérgenos recombinantes del polen de
abedul (Bet v 1) y del polen de Phleun: pratense (Phl p 1, Phl p 2, Phl p
5a, Phl p 5b y Phl p 6) (Valenta ez a/. 2011).

1.5 POLINOSIS

Entre los tipos de hipersensibilidad de tipo I, la alergia a los pélenes,
también denominada polinosis, es la mas comun, afectando del orden
del 11-19 % de la poblacion del oeste de Europa y aproximadamente
al 20% de la poblacién espafiola. Los sintomas originados por la
alergia a polenes son de caracter estacional. Se producen cuando los
granos de polen se ponen en contacto con las mucosas. Como
consecuencia el polen se hidrata liberando altas cantidades de
proteinas, desencadenando la reacciéon alérgica. Las manifestaciones
tipicas derivadas de la polinosis son mucosidad, rinitis alérgica, picor
de ojos, nariz y garganta y conjuntivitis alérgica. Ademas, diversos
estudios han descrito que los alérgenos se pueden encontrar en la
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atmosfera asociados a particulas de menor tamafio que un grano de
polen, tales como granulos de almidén (Suphioglu e al 1992),
granulos procedentes de citoplasma de polen (Abou Chakra e al.
2011), particulas de platino derivadas de la polucién ambiental
(Burastero e al. 2009) y otra serie de particulas que facilitarfan su
penetracion en las vias respiratorias distales, induciendo ademas
procesos asmaticos.

La incidencia de la polinosis depende de diversos factores
aerobioldgicos, tales como la composicion de la vegetacion (Corsico ef
al. 2000), el grado de urbanizacién (Crimi ez al. 1999), las condiciones
climaticas (Latalova M. 2002), la fecha y la duracion de la exposicion al
polen, y la fenologia de las plantas alergénicas (Emberlin ez a/. 2002).
Ademas, el grano de polen debe reunir ciertos requisitos para llevar a
cabo un transporte eficaz de los alérgenos y causar alergia. Entre los
mas importantes estan: un diametro de polen comprendido entre 15y
60 pum, siendo lo suficientemente ligero para ser desplazado a largas
distancias por el aire (polen anemofilo), pertenecer a una especie
ampliamente representada en un area geografica y producirse en gran
cantidad, contener un componente antigénico capaz de inducir
sensibilidad, y liberar facilmente los alérgenos al llegar a las mucosas
del individuo alérgico (Coca ef al. 1931).

1.5.1 Polinosis en el area mediterranea

El clima del area mediterranea se caracteriza por unos inviernos
templados y unos veranos muy secos. Ello propicia una vegetacion
diferenciada de otras zonas europeas, favoreciendo la producciéon de
especies polinicas incluidas en los géneros Parietaria, Olea y Cupressus,
escasamente representadas en el norte de Europa y en la zona
centroeuropea (D'Amato and Liccardi 1994).

El analisis del contenido polinico de muestras aerobioldgicas de la
atmosfera de varias ciudades mediterraneas permite identificar tres
estaciones polinicas de plantas, cuyo polen presenta una elevada
capacidad alergénica (D'Amato and Liccardi 1994; D Amato et al.
1991; D’Amato 2009; D’Amato ez al. 2001).

Una estacion baja en polen en invierno (diciembre a finales de marzo),
marcada por la polinizacion de arboles de las familias Cupressaceae,
Corilaceae, Acacieae y algunas Betulaceae. Un periodo con alta cantidad de
polen, correspondiente a la estaciéon de primavera y verano (abril-
julio), que es la mas relevante desde el punto de vista alergolégico. En
este periodo, se desarrolla la polinizacion de las familias Gramineae,
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Urticaceae,  Platanaceae 'y — Oleaceae. Y por ultimo, el periodo
correspondiente a la estacion de verano y otofio (agosto-octubre) que
esta marcado por la polinizaciéon de plantas de la familia Urticaceae,
algunas de la familia Gramineae y otras plantas herbaceas, tales como las
de la familia Chenopodiaceae y Asteraceae.

1.6 EL OLIVO COMO FUENTE DE ALERGENOS
POLINICOS

1.6.1 Origen y propagacion del cultivo

El olivo (Olea enrgpaea 1..) es el arbol frutal mas extensamente cultivado
del mundo ((FAO 2008) y es originario del Mediterraneo oriental
(Besnard and Bervillé 2000). Empez6 a cultivarse para aprovechar sus
frutos (las aceitunas), de los que se extrae el aceite (aceite de oliva), asi
como su madera. El cultivo del olivo se expandié por todas las riberas
mediterraneas debido al alto valor de su produccién. Actualmente, el
olivo sigue ejerciendo una importante influencia econémica y social, ya
que constituye la base de las economias locales donde se cultiva.
Ademais de las 4reas mediterraneas, su cultivo se ha extendido a
algunas zonas climaticas templadas, como California, Argentina,
Australia y el sur de Africa (figura 3).

Figura 3. Distribucién geografica del cultivo en el mundo (http://www.olives.com).

Durante todo su periodo de difusiéon desde el extremo oriental del
mediterraneo hacia el oeste, el olivo ha sido objeto de selecciéon por
sus caracteristicas de interés agronémico y propagado de forma
vegetativa, siendo ello una de las principales razones de la marcada
homogeneidad genética en las variedades cultivadas. El namero
estimado de variedades descritas mediante marcadores pomologicos es
de 2.000 (Lavee 1994). Se han catalogado como autéctonas 1.200
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variedades (Bartolini 1994; 1998). En Espafa se han descrito 272
variedades, de las cuales, en Andalucia se cultivan 156 (Rallo 2005).

1.6.2 Aspectos botanicos

La familia Ofeaceae, a la que pertenece el olivo, abarca
aproximadamente 29 géneros, entre las que se incluyen especies de
interés comercial como el fresno (Fraxinus excelsior), el jazmin
(Jasminum officinale), o el lilo comun (Syringa vulgaris). El olivo (Olea
europaea) es una especie arboérea que alcanza de media unos 4 a2 8 m de
altura, de tronco erecto, robusto y nudoso, con hojas perennes de
forma lanceolada y opuestas (Figura 4), que pueden medir de 2 a 8 cm
de longitud. El haz de éstas es verde-grisiceo, mientras que el envés es
de color plateado. Las flores son hermafroditas, pequefas vy
actinomorficas, con cuatro pétalos de color blanco y dos estambres
opuestos. Las flores estan reunidas en inflorescencias paniculadas con
10-40 flores dependiendo del cultivar. El fruto es una drupa altamente
oleosa, de color verde al inicio de su formacién y negro cuando
alcanza su maduracién completa (Barranco ef a/. 2008).

Figura 4. Detalle de A) una rama de olivo (Kéhler 1887), B) de una flor de olivo,
mostrando las dos anteras (a) y el pistilo (P) (Serrano e a/. 2008) y C) exina reticulada
de un grano de polen de olivo (Alché ez a/. 2010).

El grano de polen de olivo maduro es trizonocolporado, isopolar, con
simetria radial, subcircular-lobulado en visién polar, con un perimetro
de 22-28 um. Es eliptico en visién ecuatorial, con un perimetro de 19-
30 um. Posee una exina gruesa y reticulada, tipica de la familia de las
oleaceas (De Linares 2007). El grano maduro de polen de olivo es
bicelular.

La polinizacion del olivo es anemofila, aunque los granos se pueden
transportar también por insectos (De Linares 2007).
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El gran interés econémico en la produccién del olivo hace que la
reproduccion sexual de éste sea de crucial importancia, ya que afecta a
los porcentajes de produccion del fruto, la aceituna

La estructura de la mayoria de las flores, incluidas las del olivo,
favorecen que su propio polen, se deposite en el estigma de la misma
flor. Las adaptaciones evolutivas de las plantas han propiciado la
polinizaciéon cruzada, como estrategia para promover la formacién de
poblaciones genéticamente diferentes. Entre los mecanismos de
esterilidad desarrollados destaca la autoincompatibilidad, por la cual
una planta hermafrodita fértil es incapaz de producir cigotos tras la
autopolinizaciéon (de Nettancourt 1997). Las pruebas de paternidad
con marcadores moleculares han mostrado evidencias de sistemas de
incompatibilidad en determinadas variedades de olivo.

1.6.3 Desarrollo del grano de polen

El grano de polen, o gametofito masculino, es un organismo haploide
esencial en el ciclo de vida de las plantas con semillas (espermatofitas),
ya que tiene la capacidad de formar un cigoto tras la unién con el
gameto femenino, llevando a término la reproducién sexual de estas
plantas. La formacién y maduracién del polen se produce en dos fases
distintas y sucesivas, la microesporogénesis y la microgametogénesis
(Figura5). La microesporogénesis se produce en los sacos polinicos
(microesporangios) de las anteras, en los que se forman células
independientes haploides denominadas microsporas a partir de una
division meidtica de las células madres del polen diploides. La
microgametogénesis comienza con la extensiéon de la microspora
comunmente asociada con la formacién de una vacuola unica. La
vacuolizacién esta acompafiada por el desplazamiento del nicleo de la
microspora a una posicion excéntrica contra la pared de la microspora.
En esta posicion el nacleo se somete a la primera mitosis que causa la
formacion de dos células desiguales en tamafo y funcién que son la
célula vegetativa y la célula generativa. La célula vegetativa es grande y
la célula generativa es pequefia, cada una conteniendo un nucleo
haploide. La célula generativa posteriormente se separa de la pared de
grano de polen y es englobada por la célula vegetativa que forma una
estructura Unica de una célula dentro de otra célula. La célula
generativa englobada se divide una vez mas por mitosis, de forma
simétrica, para formar dos células espermaticas que quedan imbuidas
dentro del citoplama de la célula vegetativa. Esta ultima division
mitética, dependiendo de las especies, se produce antes de que el
polen sea liberado (polen tricelular) o dentro del tubo polinico durante
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el proceso de la germinacién (polen bicelular); tal es el caso del polen
de olivo. La célula vegetativa es responsable del crecimiento del tubo
polinico hacia la célula huevo o megaspora, mientras las dos células
espermaticas estan implicadas en la fertilizacién y en la formacién de la
semilla.

El grano de polen maduro se encuentra rodeado por dos paredes. La
interna o intina, compuesta por celulosa, pectina, polisacaridos, entre
ellos calosa, y proteinas. Todos estos elementos conforman la pared
del tubo polinico en el proceso de germinacion del grano de polen. La
capa externa O exina estd compuesta fundamentalmente por
esporopolenina, un politerpeno muy resistente a la degradacion
quimica y a agresiones mecanicas.

La deshidrataciéon del polen, producida antes de su liberaciéon de la
antera, induce un estado quiescente que le confiere una elevada
resistencia a agresiones ambientales. Una vez liberado el polen, éste es
transportado mediante el viento (polinizacién anemofila) insectos
(polinizacion entoméfila) u otros agentes de origen fisico o biolégico
hasta el estigma de una flor compatible. Cuando el grano de polen
entra en contacto con el estigma se inicia su germinacién. Fste
atraviesa el estilo hasta llegar al ovario. El proceso comienza con la
rehidratacion del grano de polen, desencadenandose una serie de
procesos celulares que conducen a la profusion del tubo polinico en el
estigma. De forma resumida, dichos procesos consisten en una
reorganizacion citoplasmatica, la generacion de un gradiente de calcio
y la deposicién de calosa en uno de los poros que deja la exina, del
cual emergera el tubo polinico. La célula vegetativa inicia el
crecimiento del tubo polinico por elongaciéon de la capa interna del
grano de polen, la intina.

Los fenémenos de elongacion celular se encuentran limitados a la
extremidad del tubo. El crecimiento se realiza mediante la generacion
de un flujo continuo de vesiculas derivadas del Golgi que contienen
materiales precursores de la pared del tubo, y que se mantiene por la
continua actividad del citoesqueleto (Li YQ. ¢z @/ 1997). Durante el
crecimiento del tubo polinico, se produce un desplazamiento del
citoplasma y las células espermaticas hacia el apice y la deposicion de
calosa impide su retroceso. El tubo polinico se nutre de los tejidos del
estilo, hasta ponerse en contacto con el saco embrionario. En este
momento el tubo polinico libera las dos células espermaticas. Una se
fusiona con la ovocélula y otra con la célula central diploide del saco
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embrionario, dando lugar al cigoto diploide y a un nucleo triploide en
el saco embrionario, respectivamente. El cigoto, mediante divisién
celular, da lugar al embrion. La célula triploide formara el tejido de
nutricién del embrién o endospermo.

El proceso de germinacién del grano de polen se puede reproducir
vitro, permitiendo el estudio de la expresion de las proteinas
alergénicas, algunas de las cuales, son liberadas durante la
rehidratacién del polen o durante su germinacién, tanto desde su
pared, como del interior del mismo (Alche ez al 2004; Morales e al.
2008; Suen ez al. 2003).

Pared de calosa
=
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Figura 5. Esquema de la microesporogénesis y la microgametogénesis de la mayorfa
de angiospermas (polen bicelular). Adaptado de Mckormick (McCormick 1993).
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1.6.4 Alergia al polen de olivo

El olivo libera altos niveles de polen al final de la primavera (abril-
mayo). El polen de olivo es una de las causas principales de alergia
Tipo I en las regiones donde su cultivo esta ampliamente extendido,
especialmente en Espafia, Grecia y el sur de Italia y de Francia
(Wheeler 1992). En Andalucia existe una amplia tradicién olivarera,
por ello, la incidencia de la polinosis al olivo se acrecienta respecto a
zonas del norte de Espana. La incidencia de la alergia al olivo en
pacientes con alergia tipo I supera el 97 % en Jaén, 90 % en Sevilla
(Subiza ez al. 1998), 81 % en Granada (Diaz de la Guardia ef a/. 1991),
72% en Cérdoba (Dominguez 1995), 69 % en Malaga (Torrecillas ez al.
1996) 'y 66.2% en Almerfa (Sabariego 2003). El patron de
reconocimiento de alérgenos en el extracto del polen de olivo depende
del area geografica donde viven los pacientes. De esta forma, se
verifica que pacientes de Jaén o Coérdoba muestran un alergograma o
perfil alergénico mas complejo, determinado por mayores niveles de
IgE especificas respecto a los pacientes de Madrid, donde los niveles
de polen de olivo en la época de polinizacién son mucho menores que
en Andalucia (Casanovas ez al. 1997; Rodriguez ez al. 1998).

La polinosis debida al olivo se caracteriza por sintomas clinicos de
tinitis, conjuntivitis, y/o asma bronquial. En consecuencia, la alergia
tiene un impacto negativo en la calidad de vida de los pacientes y esta
asociada con altos costes economicos (Meltzer 2001), representando
un objetivo relevante de prevencién en dichas areas.

1.6.5 Alérgenos del polen de olivo

El grano de polen de olivo posee un perfil alergénico complejo
(Rodriguez et al. 2002; Rodriguez et al. 2001). El extracto proteico del
polen de olivo en SDS-PAGE esta caracterizado por un gran numero
de bandas proteicas, reconocidas por anticuerpos IgE de sueros de
pacientes sensibilizados. Hasta el momento, se han identificado y
caracterizado hasta 11 alérgenos (Tabla 2).

Algunos de ellos son miembros de familias de proteinas conocidas,
como profilinas (Ole e 2), proteinas de unién a Calcio (Ole e 3 y Ole e
8), superdxido dismutasas (Ole e 5), proteinas de transferencia de
lipidos o LTPs (Ole e 7), B-glucanasas (Ole e 9), proteinas de unién a
carbohidratos (Ole e 10) o pectin metil-esterasas (Ole e 11). La
expresion recombinante de algunos de estos alérgenos en bacterias,
levaduras, células de insectos, o en Arabidopsis thaliana ha permitido su
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estudio a nivel molecular, resolviendo los problemas de bajo
rendimiento en la purificacion a partir del extracto natural de polen.

Tabla 2. Alérgenos descritos del polen de olivo. * Las masas moleculares se han
determinado mediante espectrometria de masas (¥) o SDS-PAGE (**).

Alérgeno PM (kDa)? Expresion recombinante Homologia Prevalencia (%)
Frae 1, Syrv 1
E cofi ' '
« F. Pastoris Ligwv 1 Pla 11,
Qlee1 163 4 thatians Cheal LATS?2, 55-90
Lolp 1, Zme 13
Olee2 14-167" E colf Profilinas 24
. E col
Olee3 9.z A thakana Polcalcinas 20
Oleed 32 —_ —_ 80
Ole e B 15 £ cafi Superdxido 35
dismutasas
Qleeb 5.8° = pagtoﬁg —_— 10-55
Olee? 9.9-10.3* — LTPs 47
or £ cofi . g
Olee8 188 A thaliana Polcalcinas 3-4
Olee9 46 4% F. pastoris 1.3-B-glucanasas 55
Ole e 10 10.4° F. pastorts Homologia con 55
5 frugiperda Olse9
(céiulas de ingecto)
Ole & 11 374+ £ pastor Pectin BO-75
metilesterasa

Ole e 1 esta considerado como el principal alérgeno del polen de
olivo, por su prevalencia entre pacientes atopicos y la alta proporcion
de proteina que supone respecto al contenido total de un extracto
proteico de polen, en comparacién con otros alérgenos de olivo
(Lombardero et al 1992). Se ha determinado su secuencia
aminoacidica (Villalba ez a/ 1993), constituida por 145 aminoacidos,
con una masa molecular de 16.33 kDa. La proteina es de caracter
glicoproteico. Contiene un grupo glicosidico unido covalentemente a
la Asn-111 (De Cesare e al 1993). Debido a las variantes de
glicosilacién, que se distribuyen incluso de manera especifica entre
cultivares (Castro ez al. 2010b), presenta un perfil complejo de varias
bandas en SDS-PAGE, formado por dos bandas mayoritarias de 18.5
y 20 kDa, esta ultima glicosilada, y dos componentes minoritarios de
22 y 40 kDa que corresponden a una molécula con un mayor
contenido en azicares y a la forma dimérica de 20 kDa,
respectivamente (Villalba ez 2/ 1993). La fraccion oligosacaridica de
Ole e 1 esta implicada en su actividad alergénica, asi como en la
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reactividad cruzada con proteinas de plantas taxonémicamente no
relacionadas con el olivo (Batanero ef a/. 1996b). Ole e 1 se ha clonado
y secuenciado (Hamman Khalifa 2008; Lombardero ez al 1994,
Villalba e# al. 1994), obteniéndose hasta 24 isoformas diferentes. Ello
es debido a las numerosas microheterogenidades en la secuencia
nucleotidica de Ole e 1, que pueden resultar en sustituciones de
aminoacidos, influenciando cambios en el plegamiento de la proteina
natural, asi como en la capacidad de unién a moléculas IgE (Gonzalez
et al. 2002). La funcién biolégica de Ole e 1 en el polen de olivo es
desconocida, aunque se ha sugerido, por su homologia con la proteina
de tomate LAT52, que debe participar en vias de sefalizacion,
controlando los procesos previos a la germinacién, emergencia del
tubo polinico y guia del tubo polinico a través del pistilo de la flor de
olivo. Se ha descrito un incremento de transcritos durante la
germinacion y crecimiento del tubo polinico, asi como un aumento de
la proteina tras emerger el tubo polinico, liberaindose una parte al
medio de cultivo durante la germinacién del polen (Alche ez a/. 2004).

Ole e 2 pertenece a la familia de las profilinas, ampliamente
distribuidas en la mayoria de las células eucaridticas (Gibbon ef al.
1997; Sohn and Goldschmidt-Clermont 1994). Las profilinas son
proteinas muy solubles, y multifuncionales. Las funciones son
dependientes de su interacciéon con sus ligandos naturales. Pueden
actuar  secuestrando mondémeros de actina, regulando la
polimerizaciéon de filamentos, o se pueden unir a fosfoinositidos, poli-
L-prolina, y proteinas ricas en motivos de prolina. Por ello, se ha
sugerido, ademas de su implicacién en los cambios de la arquitectura
celular por modulacién del citoesqueleto, su implicacion en la
transduccion de sefiales.

Las profilinas han sido reconocidas como alergénicas en varias
fuentes vegetales tales como pdlenes, frutas y vegetales. Su ubicuidad,
unida a su secuencia altamente conservada, hace que hayan sido
consideradas panalérgenos, causantes de reactividad cruzada (Valenta
et al. 1992). Ole e 2 muestra una prevalencia del 24% en pacientes
atopicos (Quiralte ez al. 2007). La profilina del olivo ha sido purificada
a partir del extracto de polen (Ledesma e al. 1998a), y ha sido
caracterizada, clonada y secuenciada (Asturias ez al 1997). Ole e 2
posee un alto grado de polimorfismo tanto en su secuencia
nucleotidica, como en la aminoacidica, presentando tres isoformas en
el polen de olivo, con peso molecular en SDS-PAGE en el rango de
14-16 kDa (Morales et al. 2008). Al igual que ocurre con Ole e 1, se
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libera en parte al medio de cultivo durante la germinacién del polen.
Esta alta solubilidad de ambas proteinas facilita su disponibilidad a las
células epiteliales de las mucosas, y las convierte en potentes alérgenos.
En el grano de polen en germinacién, Ole e 2 se acumula tanto en la
region apical del tubo polinico, como en el area proxima a la apertura
por la cual emerge éste (Morales ez al. 2008).

Ole e 3 y Ole e 8 han sido identificadas como proteinas alergénicas de
olivo, pertenecientes a la familia de proteinas polcalcinas, que son
protefnas ligantes de Ca®" en polen (Batanero ez a/. 1996a; Ledesma ez
al. 1998b). Poseen motivos estructurales EF-hand (Ledesma et al.
2000), consistentes en 12 residuos de aminoacidos consecutivos y
altamente conservados que forman un lazo capaz de unir iones calcio
(Ledesma et al. 1998b). Ole e 3 y Ole e 8 contienen dos y cuatro
motivos, respectivamente.

Ole e 3 es una proteina pequefia, constituida por 84 aminoacidos, con
una elevada homologia con otras proteinas de poélenes de distintas
especies ligantes de Ca2’, por lo que presenta reactividad cruzada
(Batanero ¢t al. 1996a; Ledesma e al. 1998b). Este alérgeno se produce
especificamente en polen y no se expresa en otros tejidos (Alché ef al.
2003).

Ole e 8 es una proteina consistente en 171 aminoacidos y ha sido
clonada, secuenciada y expresada en E. /i (Ledesma ez a/. 2000). Este
alérgeno esta presente en muy bajos niveles en el grano de polen de
olivo, de ahfi la prevalencia del 3-4% en pacientes atépicos (Ledesma ef
al. 2002).

Ole e 4 es un alérgeno de polen de olivo que ha sido purificado y
parcialmente caracterizado (Boluda e a4/ 1998). El analisis de la
secuencia de aminoacidos de Ole e 4 no revel6 homologias con otras
proteinas. Ole e 4 tiene una masa molecular aparente de de 32 kDa,
esta constituido por una sola cadena polipeptidica y presenta al menos
tres isoformas de pl entre 4.6 y 5.1.

Ole e 5 es un alérgeno que fue parcialmente purificado y caracterizado
como una proteina de 16 kDa (Boluda ez 4/ 1998). La secuencia
amino-terminal mostré un alto grado de homologia con superdxido
dismutasas (SODs) de diversas especies de plantas. Las SODs
catalizan la dismutacién del radical superdxido en oxigeno y perdxido
de hidrégeno, formando parte de los sistemas celulares de defensa
antioxidante. Ole e 5 es reconocido por el 30% de los pacientes
sensibilizados al olivo. Posteriormente, se cloné y expresé en E. coli
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(Butteroni e al. 2005), resultando ser una Cu/Zn SOD de 152
aminoacidos y un peso molecular teérico de 15.3 kDa. La elevada
identidad de Ole e 5 con SODs de otras especies (80-90%), unida a su
ubiquidad, indica que este alérgeno podria presentar reactividad
cruzada. Alché y colaboradores verificaron la presencia de Ole e 5 en
el citoplasma de la célula vegetativa y generativa, asi como en la pared
del grano de polen mediante microscopia electrénica de transmision,
sugitiendo que las Cu/Zn SODs podtian tener una funcién de
proteccion contra el estrés oxidativo durante el desarrollo del polen

(Alché et al. 1998).

Ole e 6 es una proteina que se ha aislado del polen de olivo, se ha
clonado y secuenciado (Batanero ef a4/ 1997). Su secuencia
aminoacidica presenta 50 residuos, con un elevado numero de
cisteinas (Trevino ez a/. 2004). Su peso molecular es de 5.8 kDa, y no se
ha encontrado homologia con ninguna proteina. Las isoformas
recombinantes de Ole e 6 han sido caracterizadas tras su expresion en
P. pastoris (Barral ef al. 2004b).

La prevalencia de Ole e 6 varfa mucho en diferentes areas geograficas,
llegando desde el 10 hasta el 55% en areas donde el olivo es
extensamente cultivado (Batanero e al. 1997).

Ole e 7 es una proteina que presenta homologia con la familia de
proteinas de transferencia de lipidos (LTP). Fue purificada del polen
de olivo y caracterizada, con una masa molecular aparente de 10 kDa
(Tejera et al. 1999). La secuencia primaria ha sido determinada
parcialmente. Se ha encontrado una notable heterogeneidad en la
secuencia  aminoacidica, confirmada mediante analisis = por
espectrometria de masas, que indica que Ole e 7 estd compuesto por
varias isoformas. La frecuencia de reconocimiento por sueros de
pacientes alérgicos a olivo es del 47%. Debido a la ubicuidad de su
distribucion en las diferentes especies vegetales, y a la homologia que
presenta con diversas especies vegetales, presenta reactividad cruzada
y se ha propuesto como panalérgeno (Diaz-Perales ¢ a/. 2000). Por
otra parte, Ole e 7 esta implicada en el mecanismo de defensa contra
patégenos (Wirtz 1997).

Ole e 9 es una proteina que ha sido aislada, caracterizada vy
secuenciada (Huecas ¢f a/. 2001). Su peso molecular es de 46,4 kDa, y
esta compuesta por 460 aminoacidos. Tiene caracter polimorfico, y
presenta dos dominios estructuralmente e inmunoldgicamente
independientes (Palomares ¢z al/ 2005; Palomares et al. 2003). El
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dominio N-terminal, de 36 kDa, con actividad 1,3-B-glucanasa e
implicado en reactividad cruzada con diferentes especies vegetales,
alimentos derivados de plantas y latex (Palomares ez a/ 2005) y el
dominio C-terminal, de 10 kDa, que enlaza 1,3-8-glucanos, y cuya
secuencia presenta homologia con Ole e 10 (Palomares ez al. 2003;
Rodriguez ez al. 2007).

Las 1,3-B-glucanasas son una familia de proteinas relacionadas con la
patogénesis, es decir, con los mecanismos de defensa de las plantas
frente al ataque de patdgenos, asi como con procesos normales del
desarrollo de éstas. Ole e 9 es la primera 1,3-8-glucanasa detectada en
polen, donde podria ejercer un papel biolégico durante la formacioén
del mismo, durante el desarrollo del tubo polinico, o bien de defensa
ante el ataque de agentes patégenos.

Esta proteina esta implicada en la respuesta alérgica del 65% de los
pacientes que sufren polinosis de olivo.

Ole e 10 es una es una proteina aislada a partir del extracto salino del
polen de olivo, clonada y secuenciada. Contiene 102 aminoacidos, y
presenta homologia con el dominio C-terminal del alérgeno Ole e 9.
Se ha descrito reactividad cruzada a nivel de IgE entre ambos
alérgenos, asi como la implicaciéon de Ole e 10 en fenémenos de
reactividad cruzada entre distintos podlenes, alimentos y latex, por lo
que ha sido propuesta como candidata a estar involucrada en el
sindrome polen-latex-frutas (Barral ez a/. 2004a). La prevalencia entre
pacientes sensibilizados al olivo es del 55%.

Ole e 10 une carbohidratos solubles, por lo que se propuso como
primer miembro de una nueva familia de unién de carbohidratos, la
familia CBM43. La familia de las CBMs (carbohydrate-binding
modules) son los médulos no cataliticos mas comunes asociados con
enzimas con funcién de hidrolisis de pared celular en plantas. La co-
localizaciéon de Ole e 10 con calosa (un 1,3-beta-glucano) en el tubo
polinico sugiere una funcién de este alérgeno en el metabolismo de los
carbohidratos y en la remodelacién de la pared del tubo polinico
durante la germinacion del grano de polen (Barral ez a/. 2005).

Ole e 11 es el ultimo alérgeno que ha sido identificado, clonado y
secuenciado en el polen de olivo (Salamanca et 4/ 2010). Esta
integrado por 342 aminoacidos, con un peso molecular de 37,4 kDa.
El alérgeno presenta homologias con enzimas pectin metilesterasas
(PME). Las enzimas PMEs estain implicadas en procesos de
reproduccion y de fertilidad masculina en polen. La prevalencia entre
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diferentes poblaciones de individuos alérgicos fluctua entre el 55.9% y
el 75.6%.

1.6.6 Polimorfismo en los alérgenos del polen de olivo

Los estudios realizados para caracterizar las proteinas alergénicas del
polen de olivo muestran que el polimorfismo estd presente en una
gran parte de estos alérgenos. En este contexto, observamos que Ole e
1 presenta un amplio polimorfismo, tanto en su secuencia nucleotidica
como aminoacidica (Hamman Khalifa 2008; Lombardero et al. 1994
Villalba e al. 1993; Villalba e al. 1994), asi como una amplia diversidad
generada por los componentes de las cadenas oligosacaridicas (Castro
et al. 2010a). También se ha descrito la presencia de heterogeneidades
en la secuencia de Ole e 2 (Asturias ef al. 1997; Jiménez Lopez 2008,
Martinez ez al. 2002), de Ole e 5 (Alché ez al. 1998; Boluda e al. 1998;
Zafra 2007), Ole e 7 (Tejera ef al. 1999), y Ole e 9 (Huecas ef a/. 2001).
Los polimorfismos de Ole e 9 pueden ser atribuidos a la presencia de
microheterogeneidades en la cadena peptidica y/o en la cadena
oligosacaridica del alérgeno, que presenta dos posibles sitios de N-
glicosilacién, tal como ocurre con Ole e 1.

El amplio polimorfismo en los alérgenos se evidencia aun mas entre
diferentes cultivares de olivo. Los estudios de caracterizaciéon de
secuencias de cDNA de Ole e 1 en un pequefio nimero de cultivares
han  mostrado la  existencia de un alto ndamero de
microheterogeneidades entre cultivares, mientras que la variabilidad
intra-cultivar fue mucho menor (Hamman Khalifa 2008).

Los estudios de heterogeneidad en la secuencia de los alérgenos, y la
caracterizacion de los niveles de expresion en diferentes cultivares se
han comenzado a extender a diversos alérgenos, tales como Ole e 2,
Ole e 3, Ole e 5, y Ole e 6, que han sido analizados en un pequefio
numero de cultivares, dando como resultado la presencia de
diferencias significativas (Alché e @/ 2003; Hamman Khalifa 2005;
Jiménez Lopez 2008).

Napoli y colaboradores han obtenido idénticos resultados, mostrando
diferencias significativas en la composicién alergénica de un pequefio
nimero de extractos de polen de olivo de diferentes cultivares
analizados mediante espectrometria de masas (Napoli ez a/ 2000).
Ademas de las diferencias cualitativas en la composicion de alérgenos,
varios estudios han descrito diferencias cuantitativas en la expresion de
los alérgenos del polen entre diferentes variedades (Barber e a/. 1990;
Castro et al. 2003) y en la reactividad de los sueros frente a éstos
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dependiendo del cultivar de olivo (Carnes Sanchez ef al. 2002; Castro
2001; Conde Hernandez er 4l 2002; Fernandez-Caldas e 4/ 2007;
Geller-Bernstein ¢z al. 1996; Waisel and Geller-Bernstein 1996). Estos
estudios han permitido identificar a Ole e 1 como una de las
principales causas de las diferencias observadas. Las diferencias se
mantienen a lo largo de los afios, sugiriendo que esta variabilidad es
intrinseca a los cultivares (Fernandez-Caldas e# a/. 2007). Sin embargo,
la implicaciéon de otros alérgenos distintos a Ole e 1 puede ser
excluida.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis ha consistido en la optimizaciéon de
un sistema de deteccion multiple de proteinas y su aplicaciéon a
inmunotransferencias, microscopia laser confocal y microscopia
electrénica de transmision. Mediante este sistema se han determinado
simultineamente cuatro alérgenos de polen de olivo y sus isoformas.
La aproximacion a la funcién de estos alérgenos en el grano de polen
se ha realizado mediante la relacién entre estos alérgenos con diversos
parametros de la biologia del grano de polen y su distribucién espacial.
Ademas, se ha observado la incidencia de parametros de la biologia del
cultivar y variables climatologicas sobre la expresion de los alérgenos.
Los resultados propuestos podrian mejorar la reproduccion sexual del
olivo, la productividad del olivar y contribuir a la prevencion,
diagnosis y terapia de la alergia al polen de olivo.

Los objetivos especificos en esta tesis se detallan a continuacién:

1) Desarrollo y optimizacién de un sistema analitico y cuantitativo de
deteccion multiplex de alérgenos del polen de olivo, basado en un
sistema de inmunolocalizacién con anticuerpos de la misma o de
diferentes especies y revelado mediante métodos de fluorescencia.

2) Utlizacion del sistema desarrollado para caracterizar el
polimorfismo alergénico a lo largo de una amplia representacion del
germoplasma de esta especie y estudiar su relacién con parametros de
la biologfa del grano de polen y del cultivar.

3) Analizar la expresion de los alérgenos en siete cultivares durante
diversos afios y estudiar la implicacién de factores ambientales.

4) Analizar la expresion de estos alérgenos en la variedad de referencia
Picual durante el proceso de germinacién 7 vitro, asi como la cinética
de liberacién de proteinas alergénicas al medio de cultivo.

5) Aplicaciones clinicas practicas. Determinacioén de la antigenicidad y
alergenicidad de extractos comerciales procedentes de distintos
cultivares. Agrupacion del amplio germoplasma analizado, de acuerdo
a los niveles de alérgenos en cada una de las variedades, con el fin de
simplificar los test de vacunas estandarizados y diagnosticar de forma
personalizada a los pacientes alérgicos a polen de olivo.
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6) Aplicaciéon del sistema multiplex a la localizacién simultinea de
alérgenos a nivel celular, mediante microscopia confocal sobre el
grano de polen de olivo durante su germinacién, y adaptacion del
método para microscopia electronica.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL
3.1.1 Polen maduro

La presente investigaciéon comienza con la recolecciéon de polen
maduro de olivo (Olea europaea 1..) al final de cada periodo de floracién
(meses de mayo y junio). El material procedente de 52 variedades y 5
cruzamientos fue recolectado entre los afios 2000 y 2007. En la tabla
3 aparecen los datos concernientes al origen de recolecciéon de cada
variedad y cruzamientos utilizados para este estudio. Asi mismo, se
indica la denominacién de las variedades espanolas (Barranco D. 2005)
subdivididas en principales, secundarias, difundidas y locales. Los
datos del origen de cada cultivar de olivo, tanto los originarios de
Espafia, como de otros paises de la cuenca mediterranea, proceden del
COI (Consejo Oleicola Internacional, http://www.coi.org/).

Se utilizaron dos métodos de recoleccion: el método por aspiracion
directa de polen a partir de las inflorescencias, y el método basado en
introducir las inflorescencias dentro de bolsas de papel. En este
ultimo, se retiran las bolsas pasados de 3 a 5 dfas. En ambos casos, el
material obtenido fue filtrado a través de tamices de 150 pum y
posteriormente, de 50 pm, con objeto de eliminar restos vegetales
(hojas, pétalos, anteras, etc...). A continuacion, el polen tamizado fue
congelado en nitrégeno liquido y preservado a -80 °C hasta su uso.

3.1.2 Extractos proteicos liofilizados de polen de olivo

La empresa Inmunal S.A.U. suministr6 diversos extractos
liofilizados de polen de olivo, entre los que figuran extractos de Ola
europaea 1. (genérico, sin origen varietal establecido), asi como
extractos univarietales de polen de olivo de las variedades Picual,
Arbequina, Cornicabra, Verdial de Vélez-Malaga y Lechin de Sevilla.

3.1.3 Sueros de pacientes alérgicos a olivo

Los sueros de ocho pacientes alérgicos al polen de olivo fueron
amablemente cedidos por el Dr. Fernado Florido, de la Unidad de
alergologia del servicio de alergia del Hospital Clinico San Cecilio, en
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Tabla 3. Variedades y cruzamientos de olivo en los que se basa el estudio.
Colecciéon de la que procede cada variedad: BGMO (Banco mundial de
germoplasma de olivo del CIFA “Alameda del Obispo”, Junta de Andalucfa,
Coérdoba); BGOJ (Banco de germoplasma de olivo del CIFA “Venta del Llano®,
Junta de Andalucfa, Jaén); MCO (Museo de la cultura del olivo, Baeza, Jaén);
GUE (Guéjar Sierra, Granada). *: Asignacién numérica a las variedades.

Cultivar Coleccidén Denominacién Origen Clasificacién?
Aceitera BGMO — 32
Cruzamiento

2-67 BGMO — 38
Cruzamiento

8-7 BGMO 39
Hibrido 39-51 BGMO — 10
Hibrido 40-52 BGMO — 13
Hibrido 41-54 BGMO — 14
Arbequina BGMO Principal Espafia 2
Blanqueta BGMO Principal FEspaiia 4
Changlot real BGMO Principal Espaiia 40
Cornczuclo dec

Jaén MCO Difundida Espafia 37
Cornicabra BGO]J Principal FEspaiia 5
Targa MCO Principal Lspaiia 43
Gordal de

Sevilla MCO Principal Espafia 9
Hojiblanca BGMO Principal FEspaiia 15
T.echin de

Granada BGO] Principal Espaiia 19
Lechin de

Sevilla BGOJ Principal Espafia 20
Loaime BGMO Secundaria Espaiia 21
Lucio GUE Secundaria Espaiia 22
Macho de

Jaén BGO]J Local Espafia 45
Manzanilla de

Jaén MCO Difundida Lspaiia 46
Manzanilla dc

Sevilla BGMO Principal Espaiia 23
Morisca MCO Principal FEspaiia 48
Morrut BGMO Principal Lspaiia 24
Negrillo de

Estepa BGMO Difundida Espaiia 49
Nevadillo

negro BGMO Secundaria Espaiia 50
Olivo macho BGO] Local Espaiia 51
Pajarero BGMO Difundida Espaiia 52
Picual BGMO Principal Espaifia 12
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(Continuacién tabla 3):

Cultivar Coleccion Denominacién Origen Clasificacién?®
Picudo BGO]J Principal Espana 26
Sevillenca MCO Principal Espana 27
Verdial de
Alcaudete MCO Difundida Espana 56
Verdial de
Badajoz BGO]J Principal Espana 57
Verdial de
Huévar BGMO Principal Espana 29
Verdial de
Velex BGMC Principal Esparia 30
Villalonga MCO Principal Espana 31
Picholine BGMOC Francia 53
Kalamon BGMO Grecia 17
Koroneiki MCO Grecia 44
Bella de
Espania BGMOC Italia 3
Caninese BGMOC Italia 35
Coratina MCO Italia 36
Dolce agogia BGMOC Italia 42
Frantoio BGO]J Italia 7
Leccino MCO Italia 18
Ouvo di
piccione BGMOC Italia 25
Rosciola MCO Italia 55
Ayrouni BCMO Libano 34
Picholine
marrocaine BGMO Marruecos 54
Galego BGMO Difundida Portugal 8
Sourani MCO Siria 28
Chetoui BGO]J Tlnez 41
Mesky BGOT Thnez 47
Avbalik MCO Turquia 33
Domat BGMO Turquia 6
Lzmir
safralik BGWMO Turquia 16
Acebuche MCO Var. Silvestre Var. 1
Silvesire

Granada. Todos los pacientes seleccionados tenfan un historial clinico
de rinitis y/o asma estacional durante los meses de abril a junio.
Ademas, los pacientes fueron positivos en las pruebas de puncién
cutaneas (skin prick test, SPT) al extracto del polen de Olea eurgpaca 1.
Las muestras fueron almacenadas individualmente a -80 °C hasta su
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utilizacién. Se consideraron exclusivamente los pacientes que no
habian estado sometidos a inmunoterapia frente al polen de olivo.

3.2 METODOS

3.2.1 Métodos de analisis bioquimico

Germinacion in vitro del polen de olivo

PROCEDIMIENTO:

1. Incubar el polen en cimara himeda durante 30 min a 30 °C. Se
utilizé polen de la variedad de referencia Picual (0,02 g/placa Petti).

2. Diluir el polen en 10 ml de medio de germinaciéon (a) segun el
protocolo descrito por M’rani-Alaoui (M’rani-Alaoui 2000).

3. Mantener a 25 °C en oscuridad y tomar muestras de polen a
diferentes tiempos de germinacion, dependiendo del experimento.

4. Separar las fracciones de polen germinado y no germinado (en el
caso de muestras germinadas durante 4 h o mas) mediante filtros de
20 um de diametro. El polen filtrado por la malla, sera el polen que no
ha germinado. El medio de cultivo se separa del polen no germinado
mediante una malla de 5 um, en la que quedara retenido.

REACTIVOS

(a) Medio de germinacién: sacarosa 10 % (p/v), Ca(NO;), 0,03 %
(p/v), KNO,0,01 % (p/v), MgSO, 0,02 % (p/v), HBO, 0,03 % (p/v),
polietilenglicol (PEG) 10 % (p/v).

Extraccion de proteinas totales de polen de olivo
PROCEDIMIENTO:

1. Pesar 0,1 gr de polen en un recipiente de cristal. Resuspender en 1,5
ml de tampén de extraccion (a). Agitar durante 4 h a 4 °C.

2. Clarificar el sobrenadante, mediante centrifugacién a 4 °C y 12.000
r.p.m., durante 30 min, dos veces.

3. Filtrar el sobrenadante a través de un filtro de 20 pm y almacenar en
alicuotas a —80 °C.
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REACTIVOS:

(a) Tampon de extraccion: Tris-HCl 40 mM pH 8,8; Triton X-100 2%
(v/v). Guardar a -20 °C. En el momento de uso, adicionar 10 pl de
PMSF (phenylmethylsulfonylfluoride) 100 mM por ml de tampon
utilizado.

(b) PMSF 100 mM: Preparar en isopropanol. Almacenar a —20 °C. El
PMSF es un agente inhibidor de proteasas. Antes de usar, mantener a
temperatura ambiente y disolver los cristales, formados durante su
almacenamiento prolongado a bajas temperaturas.

Precipitacion de proteinas
PROCEDIMIENTO:

1. Precipitar las proteinas durante 1 h en 5 volimenes de una solucién
de precipitacion (a) enfriada a - 20 °C.

2. Centrifugar a 12.000 r.p.m. a 4 °C durante 30 minutos.

3. Descartar el sobrenadante y lavar el precipitado durante 15 min en
acetona al 0,2 % de DTT (dithiothreitol), enfriada a -20 °C.
Centrifugar 15 min a 12.000 rpm. Repetir este lavado 3 veces.

4. Dejar secar a temperatura ambiente durante 5-10 min para que se
evaporen los restos de acetona.

5. Resuspender el precipitado en tampoén de extraccion (b).
REACTIVOS:

(a) Solucién de precipitacion: acido tricloroacético (TCA) 20% (p/v) y
DTT 0,2% (p/v) en acetona.

(b) Tampon de extraccion: Tris-HCI 40 mM pH 8,8; Tritén X-100 2%
(v/v). Guardar a -20 °C. En el momento de uso, adicionar 10 pl de
PMSF 100 mM por cada ml de tampoén utilizado.

Cuantificacion proteica
PROCEDIMIENTO:

El procedimiento de cuantificaciéon espectrofotométrica de proteinas
esta basado en el método disefiado por Bradford (Bradford 1976):
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1. Preparar una curva patrén con muestras de 0, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 pg
de la proteina estandar (bovine serum albumin, BSA) a partir de una

solucién de 1 pg/ul y completar con agua destilada hasta un volumen
de 800 pl.

2. Preparar la siguiente mezcla de cada una de las muestras que van a
ser cuantificadas: 5 pl del extracto proteico y 795 pl de H,O destilada.

3. Afiadir 200 pl del colorante Bradford a cada muestra y mezclar
invirtiendo los tubos.

4. Transcurridos un minimo de 5 min, en un espectrofotémetro, medir
la densidad 6ptica a 595 nm (DO,,;) de los diferentes estandar de BSA
para determinar la curva patrén. Posteriormente se miden volumenes
conocidos de la muestra. A partir de los valores de densidad ptica
obtenidos para las diferentes muestras, se extrapolaran los valores de
concentracion.

REACTIVOS:
Colorante de Bradford (Bio-Rad, USA): guardar a 4 °C.
Solucién de BSA 1 pg/pl: almacenar a —20 °C.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS (SDS-PAGE)

PROCEDIMIENTO

Las electroforesis se llevaron a cabo en un sistema discontinuo
siguiendo el procedimiento descrito por Laemmli (Laemmli 1970).

1. Preparar geles de poliacrilamida, segun el ensayo a realizar, con gel
separador al 12% o al 15 % (a) y gel concentrador al 4 % (b),
utilizando un equipo de electroforesis Mini-Protean III o Maxiprotean
(Bio-Rad, USA).

2. Preparar las muestras, mezclando 30 pg de proteina total con un
tampén de carga 6x (c¢). Las muestras se sometieron a
desnaturalizacién durante 5 min a 95 °C en un bafio termostatizado.

3. Cargar dichas muestras y el marcador de peso molecular
correspondiente (Ej. Kaleidoscope Polypeptide Standards, Bio-Rad,;
Precision Plus Protein Standards, Bio-Rad; o ECL Plex Fluorescent
Rainbow Markers, Ammersham) en los pocillos.

4. La electroforesis se desarrollé en un tampén de Laemmli (d).
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5. Conectar a fuente de voltaje constante (200 V) hasta el final de la
carrera electroforética.

REACTIVOS

(a) Tampén del gel separador: Acrilamida 12% (p/v) 6 15% (p/v)
(segun ensayo), Tris-HCI 0,375 M pH 8.8, SDS (sodium dodecyl
sulfate) 0,10% (p/v), APS (ammonium persulfate) 0,055% (p/v),
Temed (tetramethylethylenediamine) 0,05% (v/v).

(b) Tampén del gel concentrador: Actilamida 4% (p/v), Ttis-HCl
0,125 M pH 6,8, SDS 0,1 % (p/v), APS 0,05 % (p/v) , Temed 0,1%
®/v)-

(c) Tampoén de carga 6x: Tris-CIH 0,15 M pH 6,8; SDS 12 % (p/v),
glicerina 36 % (v/v), B-mercaptoetanol 6 % (v/v) y azul de
bromofenol 0,03 % (p/v).

(d) Tampon de electroforesis: Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS
0,1% (p/v).

Tincion de geles SDS-PAGE con plata
PROCEDIMIENTO

La tincién con plata de los geles procesados mediante SDS-PAGE se
realiz6 segun el método de Rabilloud (Rabilloud e a/. 1994):

1. Fijaciéon: 1-12 h a temperatura ambiente en solucién de fijacion
(@)-

2. Sensibilizaciéon: 6 h a temperatura ambiente en soluciéon de
sensibilizaciéon (b) y protegido de la luz.

3. Lavados: 6 lavados de 20 min, cada uno con agua destilada.
4. Tincién: 1-2 h a temperatura ambiente en solucién de tincién (c).
5. Lavados: un lavado de 10 segundos con agua destilada.

6. Revelado: 5-10 min a temperatura ambiente en solucién de

revelado (d).

7. Parada de la reaccion: el revelado del gel se detiene con solucién
de parada de reaccion (e) y se mantiene en dicha soluciéon 1 h. Sustituir
por agua destilada.

36



Material y métodos @

REACTIVOS:
(a) Solucién de fijacion: Etanol 30 % (v/v), acido acético glacial 10%
v/v).

(b) Solucién de sensibilizaciéon: Etanol 20 % (v/v), acetato potdsico
4,9 %(p/v), tetrationato potasico 0,3 % (p/v), glutaraldehido 0,5 %

®/v)-

(c) Solucién de tincion: nitrato de plata 0.2 % (p/v), formaldehido
0,026% (v/v).

(d) Solucién de desarrollo: carbonato potasico 3%  (p/v),
formaldehido 0,0185 % (v/v), tiosulfato sédico pentahidratado
0,00124 % (p/v).

(e) Solucion de parada: Tris-base 3 % (p/v), acido acético glacial 2,5
% (v/v).

Tincion de geles SDS-PAGE con azul Coomassie

La tincién con azul de Coomassie de los geles procesados mediante
SDS-PAGE se realiz6 segin el siguiente protocolo:

PROCEDIMIENTO:
1. Tefir el gel en una solucién de tincién (a) durante 6 h en agitacion.
2. Lavar con agua destilada.

3. Desteilir el gel con una solucién de destincion (b) en agitacion para
eliminar el exceso de colorante.

REACTIVOS:

(a) Solucion de tincidn: acido acético 10 % (v/v), metanol 25 % (v/v),
azul coomassie 0.1% (p/v).

(b) Solucién de destincion: etanol al 25 % (v/v) y acido acético al 10

% (v/v).

Transferencia electroforética de geles a membranas

El sistema de transferencia para geles procesados mediante SDS-
PAGE fue llevado a cabo mediante un sistema semiseco (Trans-Blot
SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

37



@ Material y métodos

PROCEDIMIENTO:

1. Equilibrar el gel de poliacrilamida en tampén de transferencia (a)
durante 30 min.

2. Pretratamiento de la membrana de PVDF (polyvinylidene fluoride,
Biotrace 0,45 mm, PALL): Hidratar la membrana con metanol durante
10 segundos. Lavar con agua destilada durante 5 minutos.

3. Equilibrar l]a membrana en tampén de transferencia (a) durante 10
minutos.

4. Desarrollar la transferencia a 15 V, durante 30 min en el caso de
geles realizados en Miniprotean. En el caso de geles realizados en
Maxiprotean realizar la transferencia a 25 V durante 1 h

5. Una vez finalizada la transferencia, secar la membrana sobre papel
secante, con el lado de las proteinas transferidas hacia arriba, y guardar
a 4 °C hasta su posterior uso, o bien continuar con la
inmunodeteccién.

REACTIVOS

(a) Tampon de transferencia: Tris-base 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20 %.

Inmunodeteccion estandar sobre membrana
PROCEDIMIENTO:

1. Hidratar de nuevo la membrana de PVDF con metanol durante 10
segundos. Lavar con agua destilada durante 5 minutos. Equilibrar en
agitacion con tampén TBST (a) durante 5 minutos.

2. Bloquear la membrana con una solucién de bloqueo (b) 1 h a
temperatura ambiente en agitacion.

3. Incubar durante 1 h a temperatura ambiente (6 12 h a 4 °C) con el
anticuerpo primario correspondiente, o con sueros de pacientes
alérgicos a polen de olivo (ver tabla 4) diluidos en la misma solucién

de bloqueo.
4. Lavar tres veces, durante 15 min con TBST (a).

5. Incubar durante 1 h a T* ambiente con el anticuerpo secundario
correspondiente (ver tabla 5), diluido en tampén TBST (a).
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6. Lavar la membrana con tampén TBST tres veces, durante 15 min a
T* ambiente.

7. Detectar la sefial mediante un sistema compatible con el anticuerpo
secundatio utilizado.

REACTIVOS
(a) TBST: Tris-CIH 10 mM pH 7,4, cloruro sédico 150 mM y Tween
2021 0,3 % (v/v).

(b) Solucién de bloqueo: leche desnatada en polvo al 10 % (p/v) en
tampon TBST.

Nota:

Anti-Ole e 1 (10H1) fue cedido por el Dr. Carlos Lahoz, Fundacién Jiménez
Diaz, Madrid (Lauzurica ef al. 1988).

Anti-Ole e 2: antisuero policlonal desarrollado en conejo frente al fragmento
aminoacidico AQSATFPQFKPEEM de la proteina Ole e 2 de olivo
(Morales et al. 2008).

El anticuerpo comercial utilizado para localizar Ole e 5 (Rabbit anti-Cu/Zn
SOD, Agtisera) se hizo contra la Cu/Zn SOD cloroplastidica de A. Thaliana.

Anti-Ole e 9: antisuero policlonal desarrollado en conejo frente al fragmento
aminoacidico YPYFAYKNQPTPDT de la proteina Ole ¢ 9 de olivo
(Genosphere).

Tabla 4. Anticuerpos primarios y diluciones ensayadas en inmunodeteccion de
proteinas sobre membrana.

Anticuerpo Primario Dilucion
Monoclonal (ratén) Anti-Ole e 1 (10 H1) 1:20.000
Policlonal (conejo) Anti-Ole e 2 1:20.000

Policlonal (conejo) Anti-CuZnSOD (Agrisera) | 1:500
Policlonal (conejo) Anti-Ole e 9 (N-terminal) 1:10.000

Sueros de pacientes alérgicos a polen de olivo | 1:10
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Tabla 5. Anticuerpos secundatios y diluciones ensayadas en inmunodeteccion de
proteinas sobre membrana.

Anticuerpo Secundario Dilucién

Anti-IgG de ratén (cabra) conjugado con Alexa Fluor
488 (Molecular Probes) 1:10.000

Anti-IgG de conejo (cabra) conjugado con Alexa
Fluor 633 (Molecular Probes) 1:10.000

Fab Anti-IgG de conejo (burro) conjugado con Cy3
(Jackson ImmunoResearch) 1:10.000

Fab Anti-IgG de conejo (burro) no conjugado con
fluorocromo (Jackson ImmunoResearch) 1:200

Anti-IgE humana (cabra), conjugado con peroxidasa
(Sigma)

1:10.000

Inmunodeteccion multiplex sobre membrana con anticuerpos
de la misma especie

PROCEDIMIENTO:

1. Hidratar de nuevo la membrana de PVDF con metanol durante 10
segundos. Lavar con agua destilada durante 5 minutos. Equilibrar en
agitacion con TBST (a) durante 5 minutos.

2. Bloquear la membrana con una solucién de bloqueo (b) durante 1 h,
a temperatura ambiente, en agitacion.

3. Incubar simultaneamente durante 1 h a temperatura ambiente (o 12
h a 4 °C) con dos anticuerpos primarios procedentes de diferentes
especies (ej. anticuerpo monoclonal anti-Ole e 1 10H1 (ratén) y
anticuerpo policlonal anti-Ole e 2 (conejo)) diluidos en la misma
solucion de bloqueo (ver tabla 4).

4, Lavar tres veces durante 15 min con TBST.

5. Incubar durante 1 h a T* ambiente con los anticuerpos secundarios
correspondientes conjugados con fluorocromos (ver tabla 5), diluidos
en tamp6n TBST. Estos han de presentar longitudes de onda de
emisiéon no solapantes (ej. Anti-IgG de ratén (cabra) conjugado con
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) y Anti-IgG (fragmentos Fab) de
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conejo (burro) conjugado con Cy3 (Jackson ImmunoResearch) para
detectar Ole e 1 y Ole e 2, respectivamente.

Nota: El anticuerpo secundario (fragmentos Fab Anti-IgG- de conejo
(burro) conjugados con Cy3) utilizado para la deteccion del anticuerpo
primario (anti-Ole e 2 de conejo) ha de ser un fragmento Fab, para evitar el
enlace con primarios de la segunda ronda de deteccién (anti-Ole e 5 de
conejo).

6. Lavar la membrana con tampén TBST, tres veces, durante 15 min a
T* ambiente.

7. Incubar durante 2 h a temperatura ambiente (6 12 h a 4 °C) con
fragmentos Fab anti-IgG sin conjugar con fluorocromos (ver tabla 5)
de la especie a bloquear (en este caso usamos fragmentos Fab anti-IgG
de conejo, para bloquear el anticuerpo policlonal anti-Ole e 2 (conejo)
ensayado anteriormente). Los fragmentos Fab (ej. Anti-conejo)
enlazan con la porcion Fc de la inmunoglobulina G (IgG) del
anticuerpo primario utilizado previamente (ej. procedente conejo),
bloqueando la unién de otros anticuerpos secundarios (ej. procedentes
de conejo) en los experimentos donde se emplean multiples
anticuerpos procedentes de la misma especie (conejo).

8. Lavar la membrana con tampén TBST, tres veces, durante 15 min a
T* ambiente.

9. Incubar durante 1 h a temperatura ambiente (6 12 h a 4 °C) la
membrana en una soluciéon de bloqueo con un anticuerpo primario de
la misma especie bloqueada previamente. En nuestro caso, se
realizaron ensayos con dos anticuerpos simultineamente (anti-Ole e 5
(conejo) y anti-Ole e 9 (conejo), ya que la diferencia de peso molecular
permiti6 la diferenciacion entre las proteinas Ole e 5y Ole e 9.

10. Lavar la membrana con tampon TBST tres veces durante 15 min a
T* ambiente.

11. Incubar, durante 1 h a T* ambiente, con el anticuerpo secundario
correspondiente diluido en tampoén TBST. Este anticuerpo (ej. Anti-
IgG de conejo (cabra) conjugado con Alexa Fluor 633), debe estar
conjugado con un fluorocromo de longitud de onda de emisiéon no
solapante (figura 6) con los utilizados anteriormente.

13. Dejar secar la membrana.

14. Detectar la sefial emitida por los diferentes fluorocromos con un
equipo de escaner que tenga acoplado laseres de excitacién adecuados
y filtros para detectar especificamente la emisién de los fluorocromos
(Pharos FX Plus Molecular Imager, Bio-Rad).
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REACTIVOS

(a) TBST: Tris-CIH 10 mM, pH 7,4; cloruro sédico 150 mM y Tween
202l 0,3 % (v/v).

(b) Solucién de bloqueo: leche desnatada en polvo al 10 % (p/v) en
tampon TBST.

La figura 6 muestra con flechas la longitud de onda de excitacién
correspondiente a los tres laseres disponibles en el sistema de escaner
utilizado (laser 488, 532 y 633). Asi mismo, ilustra la posicion de los
picos de maxima excitacion y emisioén para cada anticuerpo conjugado
a un fluorocromo:

Verde: Espectro fluorescente de absorcién y emision del anticuerpo
anti-IgG de ratén (cabra) conjugado con Alexa Fluor 488. Presenta un
pico de excitaciéon a 495 nm y un pico de emisiéon a 519 nm.

Rojo: Espectro fluorescente de absorciéon y emision del fragmento
Fab anti-IgG de conejo (burro) conjugado con Cy3. Presenta un pico
de excitaciéon a 550 nm, y un pico de emisién a 570 nm.

Azul: Espectro fluorescente de absorcién y emision del anticuerpo
anti-IgG de conejo (cabra) conjugado con Alexa Fluor 633. Presenta
un pico de excitacion a 632 nm, y un pico de emision a 647 nm.

Laser de excitacion

633

3w g
s 8
I AWA A 174
g s AL NI !
£ I WA i IR - - - - Excitacion
5 s J VO il I \ — Emisién
z [P AV T
T o / !“ \} 3 \ 1 1 \
I LS AN I NLEDN N B
T sl Ty L7 71’ \ /l /.Yi\ N \\
S — . WA \
A i == Pty S ) et e e

300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 6. Espectro de excitacién y emisién de los anticuerpos conjugados a los
fluorocromos ensayados.
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Revelado de actividad peroxidasa
PROCEDIMIENTO:

1. Tras incubar con el anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa (ver tabla 5), lavar la membrana con TBST 3 veces, durante
10 min a temperatura ambiente.

2. La deteccién con quimioluminiscencia se llevé a cabo mediante el
empleo del reactivo Immun-StarTM WesternCTM (Bio-Rad) segun las
instrucciones del fabricante.

Documentacion de geles y membranas
PROCEDIMIENTO:

Para la detecciéon de la quimioluminiscencia se emple6 el ChemiDoc
XRS Molecular Imager (Bio-Rad).

La lectura de geles SDS-PAGE con tincién de Coomasie o plata se
realiz6 mediante el equipo (Pharos FX Plus Molecular Imager, Bio-
Rad) en el modo de luz visible y seleccionando la tinciéon
correspondiente.

Las medidas de fluorescencia se realiza escaneando la membrana,
después de la inmunodeteccion, con un equipo (Pharos X Plus
Molecular Imager, Bio-Rad) dotado de laseres (488, 532 y 635 nm),
para excitar y los filtros 530 BP 40, 605 DF 50 y 695 DF para detectar
y evitar el solapamiento entre las diferentes emisiones de los
fluorocromos conjugados a anticuerpos secundarios (figura 6). En el
caso de utilizar distintos fluorocromos, se tealiza un escaneo
secuencial con los laseres adecuados, que darda como resultado una
imagen por cada canal de emisiéon. Después se realizara un
procesamiento de los datos con el software Quantity One 4.6.2 (Bio-
Rad, U.S.A.). En el caso de inmunodeteccion mdaltiple de proteinas,
permite solapar las imagenes de los tres canales de emision con la
funcién multicanal.

43



@ Material y métodos

3.2.2 Métodos de analisis celular

Procesamiento de muestras para microscopia electronica de
transmision (TEM)

PROCEDIMIENTO:

1. Tras la germinacion de polen, se toma la muestra en el estadio de
germinacion de interés, y se adiciona el mismo volumen de solucion
de fijacion (a) que el volumen de muestra, aplicando 1 h de vacio.

2. Eliminar la solucién de fijacion y lavar tres veces durante 5 minutos
con tampén de lavado (b).

3. Deshidratar la muestra mediante cambios sucesivos en:
- Etanol 30 % a 4 °C durante 1 h,

- Etanol 50 % a 4 °C durante 1 h,

- Etanol 70 % a -20 °C durante 12 h,

- Etanol 90 % a -20 °C durante 6 h,

- Etanol 100% a -20 °C durante 4 dias (renovando la solucion
trancurridos 2 dias).

4 Adicionar etanol 100 % vy Unicryl (BioCell International) en
proporciéon 1:1 y mantener durante dos dias a -20 °C. Repetir el
proceso renovando la solucion.

5. Sustituir la solucién de infiltracién por Unicryl puro, y dejarla actuar
durante una semana a -20 °C. Repetir la sustitucion durante 24 h.

0. Introducir una pequena cantidad de muestra en capsulas de gelatina,
rellenas previamente con Unicryl y polimerizar con luz UV a -20 °C
durante tres dias.

7. Recubrir con una fina pelicula de Formvar (c) rejillas de niquel de
300 agujeros. Secar a temperatura ambiente.

8. Obtener secciones ultrafinas (80 nm de grosor) de la muestra
incluida y previamente polimerizada en unycril con un ultramicrotomo
(Reichert-Jung) y depositarlas sobre las rejillas.

44



Material y métodos @

REACTIVOS

(a) Fijador: paraformaldehido 3,7 % (p/v), glutaraldehido 0,1 % (v/v)
en tampon MTSB pH 6,9.

(b) Tampoén MTSB: acido sulfénico 1,4-piperazina dietano (PIPES) 50
mM, MgSO,.7H,0O 5mM, acido etilen glicol bis(2-aminoetil éter)-
N,N,N_,N_-tetraacético (EGTA) 5 mM. Ajustar a pH 6,9 con KOH.

(c) Formvar al 0,3 % (p/v) en cloroformo.

Inmunolocalizacién convencional de proteinas a TEM
PROCEDIMIENTO:

1. Bloquear los sitios de unién inespecificos incubando las rejillas
durante 2,5 h en una solucién de bloqueo (a).

2. Lavar con tampén PBS (b) durante 10 minutos.

3. Incubar las secciones con el anticuerpo primario de interés (tabla 06),
diluido en solucién de bloqueo, durante 2 h a temperatura ambiente.

4. Lavar las rejillas con PBS, 5 veces, durante 5 min cada vez.

5. Incubar las secciones con un anticuerpo secundario (tabla 7),
conjugado con oro, durante 2 h a temperatura ambiente.

0. Lavar las rejillas con PBS 5 veces, durante 5 min cada vez.
7. Lavar las rejillas en H,O bidestilada 3 veces, durante 5 min cada vez.
8. Secar las rejillas a temperatura ambiente.

9. Teiiir los cortes con una solucién de acetato de uranilo 5 % (p/v)
durante 20 min y en oscuridad.

10. Lavar las rejillas en H,O bidestilada 10 veces durante 3 min cada
vez. Dejar secar a temperatura ambiente.

11. Observar los resultados en un microscopio electrénico de
transmision (JEM-1011, JEOL).

Nota:

Controles Negativos: El tratamiento para las secciones de controles
negativos es el mismo, exceptuando la omisién de la incubacion con el
anticuerpo primario.
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REACTIVOS:
(a) Solucién de bloqueo: BSA al 5 % (p/v) en PBS.

(b) Tampon PBS: 140 mM CINa, 2,7 mM CIK, KH,PO, 1,5 mM,
Na,HPO, 8,1 mM, pH 7,2

Tabla 6. Anticuerpos primarios y diluciones ensayadas en inmunolocalizaciéon
convencional y multiple de proteinas a TEM.

Anticuerpo Primario Dilucién
Monoclonal (ratén) Anti-Ole e 1 (10 H1) 1:10
Policlonal (conejo) Anti-Ole e 2 1:20
Policlonal (conejo) Anti-Ole e 9 (N-terminal) 1:15
Sueros de pacientes alérgicos a polen de olivo 1:2
Monoclonal (ratén) Anti-actina (MP Biomedicals) 1:15
Suero preinmune de conejo. IgG inespecifica (Sigma) | 1:15

Tabla 7. Anticuerpos secundatios y diluciones ensayadas en inmunolocalizacién
convencional y multiplex de proteinas a TEM.

Anticuerpo Secundario Dilucion
Anti-IgG de ratéon (cabra) conjugado con oro 20nm
(BB International) 1:100
Anti-IgG de conejo (cabra) conjugado con oro 40 nm
(Emgar) 1:50
Anti-IgG de conejo (cabra) conjugado con oro 30nm
(Emgar) 1:100
Anti-IgG de conejo (cabra) conjugado con oro 15 nm
(BB International) 1:100
Fab Anti-IgG de conejo (burro) no conjugado con
fluorocromo (Jackson ImmunoResearch) 1:2

Inmunolocalizacién maultiple con anticuerpos de la misma
especie a TEM

PROCEDIMIENTO:

1. Seguir el protocolo descrito para inmunolocalizaciéon convencional
de proteinas a TEM (paso 1-7), a excepciéon de que se incubaran
simultaneamente dos anticuerpos primarios de diferentes especies, asi
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como los anticuerpos secundarios correspondientes a las especies
ensayadas, conjugados con oro de diferente tamafio, para poder
visualizarlos por separado.

2. Incubar 2,5 h a temperatura ambiente, en una solucién sin diluir,
con fragmentos Fab anti-IgG (tabla 5) de la misma especie que el
anticuerpo primario a bloquear, permitiendo asi la localizacion
posterior de otra proteina con un anticuerpo de la misma especie que
el anticuerpo que se ha bloqueado.

3. Lavar con tampé6n PBS durante 10 minutos.

4. Incubar con suero preinmune (procedente de la especie que se
desea bloquear) al 5% en PBS durante 45 minutos.

5. Lavar con tampén PBS durante 10 minutos.

0. Incubar las secciones con otro anticuerpo primario de interés,
diluido en solucién de bloqueo, durante 2 h a temperatura ambiente.
El anticuerpo primario ha de ser de la misma especie bloqueada con
Fab (a no ser que se disponga de anticuerpos de diferentes especies,
con lo que no serfa necesario el bloqueo con Fab y el suero
preinmune).

7. Seguir el protocolo de inmunolocalizacién convencional de
proteinas a TEM, desde el paso 5, hasta el final. La deteccién de esta
segunda ronda de anticuerpos se realiza utilizando un anticuerpo
secundario adecuado, conjugado con oro de diferente tamafo a los
utilizados anteriormente.

Procesamiento convencional para inmunolocalizacién a
microscopia confocal (CLSM)

PROCEDIMIENTO:

1. Fijar las muestras de polen en el estadio de germinaciéon de interés, a
4 °C durante 30 min en una solucién de fijacion (a).

2. Lavar 3 veces, durante 10 min cada vez, en solucion de lavado (b).
3. Permeabilizar con acetona fria (-20 °C) durante 5 minutos.

4. Lavar 3 veces, durante 10 min cada vez, en solucién de lavado (b).
5. Incubar con solucién de bloqueo (c) durante 20 minutos.

6. Lavar 3 veces, durante 10 min cada vez, en solucion de lavado (b).
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REACTIVOS:

(a) Solucién de fijacion: 4% (p/v) paraformaldehido, 0,1%
glutaraldehido en tampén MTSB (acido sulfénico 1,4-piperazina
dietano (PIPES) 50 mM, MgSO, .7TH,0 5mM, acido etilen-glicol
bis(2-aminoetil éter)-N,N,N_,N_-tetraacético (EGTA) 5 mM). Ajustar
a pH 6,9 con KOH.

(b) Solucién de lavado: 0,1 % Triton X-100 en tampoén MTSB.

(c) Solucién de bloqueo: 2% BSA en solucién de lavado.

Inmunolocalizacién convencional para CLSM
PROCEDIMIENTO:

1. Incubar la muestra, después de su procesado, con una solucién de
bloqueo durante 1 h, a temperatura ambiente.

2. Incubar con el anticuerpo primario (ver tabla 8), durante 12 h a 4
°C, diluido en solucién de bloqueo (b).

3. Lavar 3 veces, 10 min cada vez, en solucioén de lavado (a).

4. Incubar con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado
con un fluorocromo (ver tabla 9) diluido en solucién de bloqueo,
durante 2,5 h. Mantener a partir de este momento en oscuridad.

5. Lavar 3 veces, 10 min cada vez, en solucion de lavado (a).
6. Lavar en tampon MTSB 2 veces, durante 2 min cada vez.

7. Finalmente, resuspender las muestras en una solucién que evita la
pérdida de fluorescencia (CITIFLUOR/Glicerol/PBS, Sigma).

8. Observar en un microscopio laser confocal (Nikon C1) equipado
con tres laseres, utilizando el adecuado segin el fluorocromo ensayado
(Ar-488 para fluorocromo Alexa 488, He/Ne-543 para fluorocromo
Cy3 y He/Ne-633 para fluorocromo Alexa 633) y un conjunto de
filtros de paso de luz (Nikon). El montaje de las secciones en el eje Z

tomadas se procesan con el software del equipo (EZ-C1 Gold version
2.10 build 240, Nikon).

REACTIVOS:

(a) Solucién de lavado: 0,1 % Triton X-100 en tampén MTSB (acido
sulfénico 1,4-piperazina dietano (PIPES) 50 mM, MgSO,.7H,0 5mM,
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acido etilen glicol bis(2-aminoetil éter)-N,N,N_,N_-tetraacético
(EGTA) 5 mM). Ajustar a pH 6,9 con KOH).

(b) Solucién de bloqueo: 2% BSA en solucién de lavado.

Tabla 8. Anticuerpos primatios y diluciones ensayadas en inmunolocalizacién
convencional y multiplex de proteinas a CLSM

Anticuerpo Primario Dilucién
Monoclonal (ratén) Anti-Ole e 1 (10 H1) 1:10
Policlonal (conejo) Anti-Ole e 2 1:10
Policlonal (conejo) Anti-Ole e 9 (N-terminal) 1:10
Monoclonal (ratén) Anti-actina (MP Biomedicals) |1:5

Tabla 9. Anticuerpos secundatios y diluciones ensayadas en inmunolocalizacién
convencional y multiplex de proteinas a CLSM

Anticuerpo Secundario Dilucion
Anti-IgG de ratén (cabra) conjugado con Alexa

Fluor 488 (Molecular Probes) 1:100

Anti-IgG de conejo (cabra) conjugado con Alexa

Fluor 633 (Molecular Probes) 1:100

Fab Anti-IgG de conejo (burro) conjugado con

Cy3 (Jackson ImmunoResearch) 1:100

Anti-IgG de conejo (cabra) conjugado con Cy3

(Sigma) 1:100
Procesamiento de alta permeabilizacion para

inmunolocalizacion a CLSM.

El actual protocolo esta basado en procedimientos descritos
previamente (Friml ez a/. 2003; Szechynska-Hebda ez a/ 2006), con
algunas modificaciones (Morales ez a/. 2008).

PROCEDIMIENTO:

1. Fijar las muestras de polen en el estadio de germinacion de interés, a
4 °C durante 5 min con una solucién de fijacion al 2% de PF (a).
Repetir la fijacién con una solucién de fijacion al 4% de PF (a).
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2. Lavar 3 veces, durante 10 min cada vez, en solucién de lavado (b).

3. Equilibrar las muestras en soluciéon de equilibrado (c) durante 10
minutos. Repetir 2 veces.

4. Digerir la pared celular del polen con 2% (p/v) de driselasa, 6%
(p/v) pectinasa y 4% (p/v) celulasa en solucién de equilibrado (c)
durante 1h a 50 °C.

5. Lavar con solucién de lavado 5 veces, durante 10 min cada vez.

6. Incubar en 10% de dimetil sulféxido (IDMSO) y 3% de NP-40 in
MTSB durante 50 min a temperatura ambiente.

7. Lavar 3 veces durante 10 min cada vez en solucion de lavado (b).

8. Realizar una postfijaciéon con una solucién de fijacion al 4% de PF
durante 15 minutos.

9. Lavar 3 veces, durante 10 min cada vez, en solucion de lavado (b).

REACTIVOS:

(a) Solucion de fijacion: Paraformaldehido (PF) en MTSB (acido
sulfénico 1,4-piperazina dietano (PIPES) 50 mM, MgSO,.7H,0 5mM,
acido etilen glicol bis(2-aminoetil éter)-N,N,N_,N_-tetraacético
(EGTA) 5 mM). Ajustar a pH 6,9 con KOH.

(b) Solucioén de lavado: 0,1 % Triton X-100 en tampén MTSB pH 6,9.
(c) Solucion de equilibrado: MTSB pH 4,5; 0,1% Triton X-100.

Inmunolocalizacién multiplex para CLSM.
PROCEDIMIENTO:

1. Tras el procesamiento convencional o el de alta permeabilizaciéon de
muestras  de  polen, seguir el protocolo descrito, para
inmunolocalizacién convencional de proteinas a CLSM (paso 1-5), a
excepcion de que se incubaran simultineamente dos anticuerpos
primarios de diferentes especies (tabla 8), asi como los anticuerpos
secundarios correspondientes a las especies ensayadas (tabla 9),
conjugados con fluorocromos de diferente longitud de onda de
excitacion (ver figura 6), para poder visualizarlos por separado.

2. Incubar 20 min a temperatura ambiente, con fragmentos Fab anti-
IgG (tabla 5) de la misma especie que el anticuerpo primario a
bloquear, permitiendo asi la localizacion posterior de otra proteina con
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un anticuerpo de la misma especie que se ha bloqueado. La dilucion se
lleva a cabo en una proporcion 1:2 en tampoén MTSB.

3. Lavar con tampoén MTSB durante 10 minutos.

4. Incubar con un anticuerpo primario de interés (tabla 8), diluido en
solucién de bloqueo durante 12 h a 4 °C. En este caso, se incubaran
anticuerpos primarios de la misma especie animal utilizada en la
primera ronda de incubacién de anticuerpos primarios. El anticuerpo
primario ha de ser contra un antigeno (o epitopo) diferente al
detectado previamente y de la misma especie bloqueada con Fab.

5. Lavar con tampén MTSB durante 10 minutos.

6. La deteccion de este ultimo anticuerpo ensayado se realiza en las
mismas condiciones que los anticuerpos secundarios previamente
ensayados, utilizando un anticuerpo secundario apropiado (tabla 9),
conjugado con un fluorocromo de diferente longitud de onda de
excitacion de los utilizados anteriormente.

3.2.3 Métodos de analisis estadistico
PROCEDIMIENTO:

1. Las variables continuas se sometieron al estudio de la distribucién
de normalidad mediante el test Kolmorov-Smirnov. El estudio de la
homocedasticidad o igualdad de varianzas se llevé a cabo mediante el
test de Levene.

2. Las asociaciones entre variables continuas se describieron mediante
los coeficientes de correlaciéon de Pearson (distribucién normal) o
Spearman (distribucién no normal). Se consideraron significativos
valores de p<0,05.

3. Las comparaciones de medias de variables continuas para tres o mas
grupos se realizaron mediante el test de Kruskal-Wallis (las variables
estudiadas no siguieron una distribucién normal). Las comparaciones
de medias entre dos grupos se realizaron mediante el test de Mann-
Whitney (las variables estudiadas no siguieron una distribucion
normal). Se consideraron significativos valores de p<<0,05.

4. Los datos de variables continuas se presentaron como
mediatdesviacion estandar. La representaciéon en diagrama de caja
correspondiente a datos ordinales, muestra la mediana como una linea
horizontal en la caja, el primer y cuarto cuartl como lineas
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horizontales en la base y en la zona superior de la caja,
respectivamente. El percentil 10 y 90 se muestra en corchetes. Las
representaciones en diagramas de cajas y el estudio estadistico se
realizaron con el software SPSS 15.0. Las representaciones de valores
ordinales en graficos de barras y puntos conectados por lineas se
llevaron a cabo con el software GrahpPad Prism 5.02.
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4.1 Desarrollo y optimizacion de un sistema analitico y
cuantitativo de deteccion multiplex de alérgenos del polen de
olivo, basado en un sistema de inmunolocalizacion con
anticuerpos de la misma o de diferentes especies y revelado
mediante métodos de fluorescencia.

Se ha desarrollado un método multiplex de 5 pasos (Figura 7), que
detecta simultineamente 4 proteinas alergénicas, llamadas Ole e 1, Ole
e 2,Ole eb5yOlee9 en Western blots. Las dianas y anticuerpos
usados para ello se sumarizan en la tabla 10.

- Oleeb Oleed
] Incubacién simultanea con los anticuerpos primarios anti-Cle e 1 (raton)
g y anti-Ole € 2 (conejo) Y Y
o | Incubacion simuftanea con los anticuerpos secundarios Alexa @ @ O es
3 fluor 488 conjugados con IgG anti-raton (cabra) y Cy3 conjugado
g con fragmentos Fab de IgG anti-conejo {butro) Y% W
- e | @) @ @
3 Incubacion con fragmentos Fab de IgG anti-conejo (burro)
s ¥
Dy, =
7S
N , . . . _ @ @ Okes
§ | Incubacion con los anticuerpos primarios ant-Ole e 9 (conejo) y anti-
o Cw/Zn SOD (consjo) ~ %\gx Y
7
n
" ‘ ) ) Olee$ Oleed
@ | Incubacion con Alexa fluor 633 conjugado con anticuerpo IgG anti- o
@ ; g8
§ conejo (cabra) Y&: ﬂl‘;'x Y
IN
S Anti-Ole ¢ 1 de olivo (ratdn) }gg 19G (H+L) anti-ratén (cabra), conjugado con Alexa fluor 488
>— Anti-Ole e 2 de olivo (conejo) 19G (H+L) anti-conejo (cabra), conjugado con Alexa fluor 633
Anti-Cu/Zn 80D cloroplastidica de Arabidopsis (conejo) =5¢ IgG (fragmento Fab) anti-conejo {burra), conjugado con Cy3
>- Anti-N-terminal de Ole e 9 de olivo (conejo) = lgG (fragmento Fab) anti-conejo (burro)

Figura 7. Organigrama para la deteccién multiplex fluorescente de los alérgenos de
polen de olivo Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y Ole e 9 en inmunotransferencias.

Con la finalidad de demostrar su especificidad, primero se ha ensayado
cada anticuerpo de forma individual en blots que contienen extractos
proteicos totales de proteinas de polen procedentes del cultivar de
olivo Picual (Figura 8, calles 2-5). La imagen muestra que el anticuerpo
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anti-Ole e 1 reconoce principalmente 2 isoformas, de
aproximadamente 18,4 y 20 kDa, las cuales corresponden a las
isoformas no glicosilada y a la monoglicosilada del alérgeno,
respectivamente. La banda de 22 kDa, correspondiente a la variante
poli-glicosilada, aparece de forma muy débil.

Tabla 10. Dianas y anticuerpos usados para el procedimiento de deteccién multiplex
en experimentos de Western blot

. Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
Diana . . : .
(especie de origen) (especie de origen)
Oleel Anti-Ole e 1 de olivo IgG (H+L) anti-rat6n (cabra),
(raton) conjugado con Alexa fluor 488

Ole e 2 (profilina) Anti-Ole e 2de olivo  IgG (fragmento Fab) anti-
(conejo) conejo (burro), conjugado con
Cy3
Anti-Ole e 2 de

olivo (conejo) IgG (fragmento Fab) anti-

conejo (burro)

Cu/Zn SOD Anti-Cu/Zn SOD IeG (H+L) anti-conejo

cloroplastidica de cloroplastidica de (cabra), conjugado con Alexa

Arabidopsis Arabidopsis (conejo) fluor 633

N-terminal de Ole e Anti-N-terminal de IgG (H+L) anti-conejo

9 de olivo Ole e 9 de olivo (cabra), conjugado con Alexa
(conejo) fluor 633

El ensayo con el anticuerpo anti-Ole e 2 mostro tres bandas reactivas
en el rango de 14-16 kDa. El anticuerpo anti-Cu/Zn SOD enlaza con
una proteina de aproximadamente 16,4 kDa, correspondiente a la
forma citosdlica de esta enzima, identificada previamente como el
alérgeno Ole e 5 (Boluda ez 4/ 1998). Finalmente, el anticuerpo anti-
Ole e 9 reconoce una banda proteica de 46 kDa.

Los anticuerpos utilizados muestran especificidad. Sin embargo, el
anticuerpo anti-SOD también reconoce una isoforma Cu/Zn SOD de
22 kDa, y una banda de alto peso molecular, de 66 kDa, que debe
corresponder a una forma multimérica de la isoforma de 22 kDa. La
limitaciéon de disponibilidad de un anticuerpo especifico para Ole e 5
en el momento del ensayo, llevé a usar un anticuerpo que muestra
reactividad para otras isoformas de Cu/Zn SOD presentes en el grano
de polen.

En un paso intermedio, Ole e 1 y Ole e 2 se detectaron
simultaneamente en inmunotransferencias usando dos anticuerpos
especificos, procedentes de diferentes especies animales. Tal como se
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esperaba, la sefal resultante es una combinacién de los patrones de
marcado de Ole e 1 y Ole e 2 (Figura8, calle 6).

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8

225»
1500
102>

76»

52»
+0le e 9 (1,3B-glucanasa)

!

38»
31

24»

Olee1
L1+ 0le e 5(Cu/zn SOD, citoplasmatica)
Ole & 2 (profilina)

17»

12»

6 ) ) D E)
T % V. R

Clave de anticuerpos
S Anti-Ole € 1 de olivo {ratén)
Skt 1gG (H+L) anti-raton (cabra), conjugado con Alexa fluor 488
>= Anti-Ole e 2 de olivo (conejo)
=% |gG (fragmento Fab) anti-conejo (burro), conjugado con Cy3
= |gG (fragmento Fab) anti-conejo (burro)

Anti-Cu/Zn SOD cloroplastidica de Arabidopsis (conejo)
>= Anti-N-terminal de Ole & 8 de olivo {conejo)

1gG (H+L) anti-conejo (cabra), conjugado con Alexa fluor 633

Figura 8. Deteccion fluorescente de los alérgenos de polen de olivo Ole e 1, Ole e
2, Ole e 5y Ole e 9 en inmunotransferencias. Para testar la especificidad de los
anticuerpos, los extractos proteicos totales de olivo procedentes del cultivar Picual
(calle 1, tincién con plata) se transfirieron a membranas de PVDF y se ensayaron
con diversos anticuerpos: anti-Ole e 1 de ratén (calle 2), anti-Ole e 2 de conejo (calle
3), anti-Cu/Zn SOD de conejo (calle 4) y anti-Ole ¢ 9 de conejo (calle 5). En un
segundo paso, las proteinas Ole e 1 y Ole e 2 (calle 6), asi como Ole e 5y Ole e 9
(calle 7) se detectaron simultineamente sobre Western blots. Finalmente, usando el
disefio del sistema multiplex, los cuatro alérgenos se detectaron simultineamente
sobre el mismo blot (calle 8). Se cargaron treinta microgramos de proteina total por
calle. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda del panel.
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De la misma forma, Ole e 5 y Ole e 9 se ensayaron simultaneamente,
obteniéndose la combinaciéon de los patrones obtenidos para estos
alérgenos (Figura 8, calle 7). Finalmente, los cuatro alérgenos se
testaron simultineamente en el mismo blot (Figura 8, calle 8),
siguiendo los 5 pasos descritos en la figura 7. El apartado de materiales
y métodos “inmunolocalizacion multiplex sobre membrana” muestra
los procesos de forma mas detallada. Tras la detecciéon por escaneo en
una plataforma apropiada, equipada con tres laseres, a la imagen
resultante se le asignd un color falso en cada canal, correspondiendo a
la longitud de onda de excitacién del fluorocromo usado.

La expresion de los alérgenos se puede cuantificar de forma muy
precisa. Sin embargo, solo deben ser comparados por su abundancia
cuando los anticuerpos usados en su detecciéon son los mismos.
Aunque se han cuantificado todos los alérgenos correspondientes al
blot de la figura 8, calle 8, para demostrar la posibilidad de su
cuantificacién (Figura 9), compararemos unicamente las diferentes
isoformas de los alérgenos Ole e 1y Ole e 2. Las tres isoformas de Ole
e 1 presentes, se describen de mayor a menor abundancia tal como
sigue: Isoforma de 20 kDa, isoforma de 18,4 kDa e isoforma de 22
kDa. La isoforma de 22 kDa es siete veces menos abundante que la
isoforma de 20 kDa, y casi cuatro veces menos abundante que la de 22
kDa. El alérgeno Ole e 2 muestra dos bandas correspondientes al peso
molecular de 15,1 kDa y 14 kDa. La diferencia entre éstas es menor
que las observadas para las isoformas de Ole e 1. La isoforma de Ole e
2 de 15,1 kDa es 0,3 veces mas abundante que la isoforma de 14 kDa.

Alérgenos
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Figura 9. Anilisis cuantitativo de la intensidad de las bandas reactivas observadas en
el blot multiplex, correspondientes a los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y Ole e 9.
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4.2 Utilizacion del sistema desarrollado para caracterizar el
polimorfismo alergénico a lo largo de una amplia representacion
del germoplasma del olivo. Implicaciones en la biologia
reproductiva de éste.

Se ha ensayado el método multiplex en extractos proteicos de polen de
olivo de 57 cultivares diferentes, cubriendo asi una gran parte de la
variacion proteica en la especie Olea europaea 1. El objetivo fue obtener
el perfil antigénico de estas variedades para los cuatro alérgenos
anteriormente ensayados en la variedad Picual, Ole e 1, Ole ¢ 2, Ole ¢
5y Ole e 9. Ademas se evaludé la relaciéon entre la composicion
alergénica de variedades de olivo con diversos parametros de
repercusiéon agronomica, como capacidad germinativa del polen,
compatibilidad y fenologfa de la floracién.

El estudio de la expresiéon de los alérgenos se realizdé a través de
ensayos de SDS-PAGE en geles de alta resolucion, de 20 x 18 cm, e
inmunotransferencia en modo multiplex.

Los 57 cultivares estudiados se detallaron en la tabla 3 del apartado
material y métodos, especificandose su origen, y se relacionaron con
un ndmero, que se mostrara de nuevo seguidamente entre paréntesis:
Acebuche (1), Arbequina (2), Bella de Espafia (3), Blanqueta (4),
Cornicabra (5), Domat (6), Frantoio (7), Gallega (8), Gordal de Sevilla
(9), Hibrido 39-51 (10), Picual (12), Hibrido 40-52 (13), Hibrido 41-54
(14), Hojiblanca (15), Izmir sofralik (16), Kalamon (17), Leccino (18),
Lechin de Granada (19), Lechin de Sevilla (20), Loaime (21), Lucio
(22), Manzanilla de Sevilla (23), Morrut (24), Ouvo di piccione (25),
Picudo (26), Sevillenca (27), Sourani (28), Verdial de Huévar (29),
Verdial de Vélez (30), Villalonga (31), Aceitera (32), Aybalik (33),
Ayoruni (34), Caninese (35), Coratina (36), Cornezuelo (37), Hibrido
2-67 (38), Hibrido 8-7 (39), Changlot real (40), Chetoui (41), Dolce
agogia (42), Farga (43), Koroneiki (44), Macho de Jaén (45),
Manzanilla de Jaén (46), Mesky (47), Morisca (48), Negrillo de Estepa
(49), Nevadillo (50), Olivo macho (51), Pajarero (52), Picholine (53),
Picholine marrocaine (54), Rosciola (55), Verdial de Alcaudete (56) y
Verdial de Badajoz (57).

Los pertiles proteicos de los diversos extractos de polen de variedades
se observan en los geles SDS-PAGE tefiidos con plata (Figura 10A).
Se pueden apreciar bandas de distintas intensidades, entre las que
destacan tres formas de la proteina alergénica mayoritaria del polen del
olivo, Ole e 1 de 18,4 kDa, 20 kDa y 22 kDa. Los alérgenos Ole e 2,

57



Resultados @

Ole e 5y Ole e 9 no se distinguen con facilidad, sin embargo, si son
identificables en las inmunotransferencias realizadas (Figura 10B). El
perfil antigénico muestra la gran variabilidad en el patrén de expresion
de las isoformas de alérgenos entre cultivares (Figura 10B).

El alérgeno Ole e 1, mostrado en azul, presenta 4 bandas reactivas,
cuyas masas moleculares calculadas son: 18 kDa (forma de Ole e 1 no
glicosilada), 20 kDa (forma monoglicosilada), 22 kDa (forma
diglicosilada) y una banda muy débil de 40 kDa, correspondiendo ésta
a una forma dimérica de la isoforma de 20 kDa. El alérgeno Ole e 2,
mostrado en rojo, presenta bandas de 15,6 kDa, 15,1 kDa y 14 kDa.
Los alérgenos Ole e 5 y Ole e 9 se muestran en verde. La banda
correspondiente a Ole e 5, una CuZn-Superéxido dismutasa (Cu/Zn
SOD) presenta un peso molecular de 16,4 kDa, similar al descrito
previamente para una subunidad de la enzima Cu/Zn SOD en su
forma citosolica en el polen del olivo (Alché 2002; Butteroni e al.
2005). La presencia de distintas bandas de superoxido dismutasas
(SODs) en los inmunoblots, también en verde, se debe a la utilizacion
de un anticuerpo comercial que fue desarrollado frente a la forma
cloroplastidica de la Cu/Zn SOD de Arabidopsis. Este anticuerpo
reconoce formas citosolicas del enzima a elevadas concentraciones, y
parece presentar reactividad cruzada con SOD, diferentes a Ole e 5. El

alérgeno Ole e 9 se muestra a un peso molecular correspondiente a 46
kDa.

La intensidad de fluorescencia de cada banda detectada en las
inmunotransferencias se midi6 con objeto de cuantificar el nivel
relativo de expresion de Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y Ole e 9 en las 57
variedades analizadas. El analisis densitométrico de la expresion se
llevé a cabo en cada una de las bandas mostradas para los alérgenos
estudiados, y se calculé la razén entre estas bandas y las
correspondientes a la variedad Picual, correspondiente al nimero 12
de cada uno de los blots. De esta forma, se expresaron las diferencias
entre cultivares segun su contenido relativo en los alérgenos
analizados.

La abundancia relativa de cada isoforma y de la suma total de ellas se
muestra para los alérgenos Ole e 1 (figura 11) y Ole e 2 (figura 12), asi
como la abundancia relativa de las bandas correspondientes a Ole e 5
(figura 13A) y Ole e 9 (figura 13B).
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Los resultados muestran las diferencias cuantitativas de los alérgenos
estudiados entre variedades. Las variedades que presentaron de forma
notable un mayor o un menor contenido en un determinado alérgeno
son las siguientes, expresadas como: “variedades con mayor contenido
en el alérgeno / variedades con menor contenido en el alérgeno”. En
el caso del alérgeno Ole e 1, en concreto para la banda de 40 kDa
(figura 11A), las variedades de mayor y menor contenido fueron
Pajarero (52), Picholine marrocaine (54) / Verdial de Vélez (30),
Verdial de Huévar (29). Para la isoforma de 22 kDa de Ole e 1 (figura
11B), fueron Kalamén (17)/ Chetoui (41), Koroneiki (44). El
mayor/menor contenido para la isoforma de 20 kDa de Ole e 1 (figura
11C) fue en las variedades Loaime (21), Kalamon (17)/ Koroneiki
(44), Chetoui (41).

Las variedades correspondientes a Ole e 1 de 18 kDa (figura 11D)
fueron Izmir sofralik (16), Lechin de Granada (19)/ Gordal de Sevilla
9). El contenido total de Ole e 1 (figura 11E) se presenta en los mas

altos niveles en Kalamon (17) y Loaime (21) y en sus menores niveles
en Koroneiki (44) y Chetoui (41).

En el caso del alérgeno Ole e 2 (figura 12), se observan los niveles mas
altos / mas bajos para la isoforma 15,6 kDa (figura 12A), en las
vatriedades Loaime (21), Verdial de Huévar (29)/ Farga (43), Koroneiki
(44). La isoforma de 15.1 kDa de Ole e 2 (figura 12B) presenta sus
maximos niveles en los hibridos 39-52 (11) e Hibrido 40-52 (13),
siendo los menores niveles de alérgeno correspondientes a las
variedades Cornicabra (5) y Mesky (47). Para la isoforma 14 kDa de
Ole e 2 (figura 12C) encontramos Loaime (21), Lechin de Sevilla (20)/
Cornicabra (5), Gordal de Sevilla (9). Cuantificando la cantidad total
de Ole e 2 (figura 12D), obtenemos Loaime (21)/ Cornicabra (5),
Gordal de Sevilla (9).

El alérgeno Ole e 5 (figura 13A) se presenta en sus niveles mas altos
en las variedades Leccino (18) y Lechin de Sevilla (20), y en sus cotas
inferiores en Acebuche (1) y Chetoui (41).

La distribucién de Ole e 9 (figura 13B) corresponde a Picudo (20),
Ouvo di Piccione (25)/ Cotnicabra (5), Dolce Agogia (42).
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Figura 11. Cuantificacion relativa de las bandas correspondientes a la deteccién de
Ole e 1. A) Banda de 40 kDa, B) Isoforma de 22 kDa, C) Isoforma de 20 kDa, D)
Isoforma de 18,4 kDa, E) Suma de las cuantificaciones de todas las bandas
obtenidas de Ole e 1.
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Figura 12. Cuantificacion relativa de las bandas correspondientes a la deteccion Ole
e 2. A) Isoforma de 15,6 kDa, B) Isoforma de 15,1 kDa, C) Isoforma de 14 kDa, D)

Suma de las cuantificaciones de todas las bandas obtenidas de Ole e 2.
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Figura 13. Cuantificacion relativa de las bandas correspondientes a la deteccion de
A) Ole e 5,y B) Ole e 9.
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Para una lectura mas comprensiva, se han distribuido los datos de las
diferentes intensidades de los alérgenos totales en terciles (tabla 11).
Las variedades que presentan una baja expresion de un alérgeno se
encuentran en el tercil uno, la expresién intermedia en el tercil dos, y
las variedades con una alta expresion del alérgeno se distribuyen en el
tercer tercil.

Tabla 11. Distribucién en terciles de datos correspondientes a las intensidades
relativas de los alérgenos. En el caso de los alérgenos Ole e 1 y Ole e 2, se ha
considerado la suma de las intensidades de todas las isoformas para cada alérgeno.

N° asignado a Ole e 1total | Ole e 2 total Olee5 Olee9
variedad
2,3,5,0,7,8,9, 1,2,3,4,5,6,8, 1,2,3,7,10, 1,2,3,4,5,7,
10,25,38,39, 9,12,32,34, 12,30,31,32, 12,35,36,37,
Tercil 1 40,41,42,44, 36,37,38,39, 33,34,35,30, 39,40,41,42,
46,48,53,56. 40,41,42,44, 37,41,44.,46, 43,44,45,50,
45,47,50,51. 47,48 54
1,4,12,15,18, 7,10,18,22, 4,5,6,8,9,21, 9,10,11,16,
20,29,30,32, 27,31,33,35, 22,23,24,25, 17,19,22,23,
Tercil 2 33,36,37,43, 46,43,46,48, 26,27,28,29, 28,29,30,31,
45,47,50,51, 49,52,54,55. 38,39,40,42, 38,47,48,49,
55,57. 45. 51,52.
11,13,14,16, 4,11,13,14, 11,13,14,15, | 8,13,14,15,18,
17,19,21,22, 16,15,16,17, 16,17,18,19, 20,21,24,25,
Tercil 3 23,24,26,27, 19,20,21,23, | 20,43,49,0,51, | 26,27,32,33,
28,31,34,35, 24,25,26,28, 52,53,54,55, 34,46,53,55,
49,52,54. 29,30,53,56, 56,57. 56,57.
57.

4.2.1 Correlacion de la expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole e
2,0leeb5yOlee9

Las asociaciones entre las intensidades de expresion relativa de los
diferentes alérgenos se realizaron mediante el analisis de correlacion de
Spearman (tabla 12). Los wvalores de P menores de 0,05 se
consideraron significativos estadisticamente. Los analisis estadisticos
se llevaron a cabo usando el programa SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL).

Los resultados muestran que las proteinas del alérgeno Ole e 1
correlacionan entre ellas de forma significativa. Ademas, las tres
isoformas de Ole e 1 de 22 kDa, 20 kDa y 18,4 kDa respectivamente,
correlacionan con dos isoformas de Ole e 2, de 15,1 kDa y 14 kDa.
Las proteinas de Ole e 1 de 40 kDa, 22 kDa y 18,4 kDa se asocian con
Ole e 5. Las isoformas de Ole e 1 de 20 kDa y 18,4 kDa se encuentran
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asociadas a Ole e 9. Ademas, considerando la suma total de las bandas
obtenidas para el alérgeno Ole e 1, se puede comprobar la correlacion

con todas la isoformas obtenidas para Ole e 1, Ole e 2 y su correlacion
conOle e 5y Ole e 9.

Tabla 12. Analisis de correlacion bivariada entre alérgenos (n=>57).

**fLa correlacién es significativa al nivel de 0,01 (2 colas). *La correlacién es
significativa al nivel de 0,05 (2 colas). R: Coeficiente de correlaciéon de Spearman. P.:
Significacién. ns: valores no significativos.

Ole Ole Ole e QOlee | Ole e
Olee| el el 1. Suma | 2. 2. Ole e | Suma
1.40 |22 |20 |[184 |Olee |156 151 [2.14 |Olee |Olee
kDa |kDa |kDa |kDa |1 kDa (kDa |kDa |2 5
Oleel | R | 456%
2D 5| gan
Oleel | R| ,320% | 889+
20KDa p| 0153 | 0000
Ole el | R [.273" | 827 | 867
184 kDa | p | o401 | ,0000 | ,0000
Suma R|,378%% | 941% | 978+ | op4+*
Oleel 5| g3z | 0000 | 0000 | L0000
Olee2. R
156kDa 5w | m | w = i~
Olee2. R 420" | 454w | L5e1v* | 498"
151kDa "p | 0 | o009 | 0004 | L0000 | L0001 | ms
Olee2. R 4350 | 514v | 7070 | 5420 T75
WkDa p| . | 0007 | 0000 | ,0000 | ,0000 | ns | ,0000
Suma | K G2 | 493 | L6617 | 54zm | 270 | 891 | olam
Olee2 p| o | ooos |,0001 | ,0000 | ,0000 | ,0423 | ,0000 | ,0000
K| 330 | ,320¢ 454ve | 294 485w | 574 | 550+
Olee5 v o125 | 0152 | ns | ,0004 | 0264 | ns | ,0001 | ,0000 | 0000
R 275 | 36T | 296 536w | 5727 | 652 | 3a2¢
Olee? | as | 0398 | ,0049 | ,0255 | =ns | ,0000 | ,0000 | L0000 | ,0115

Por otra parte, las isoformas de Ole e 2 de 15,1 kDa y 14 kDa se
correlacionan a su vez entre ellas, y con los alérgenos Ole e 5y Ole e
9. Curiosamente, la proteina Ole e 2 de 15,6 kDa, no correlaciona con
ninguno de los alérgenos estudiados.

Ole e 5, como se ha comentado, esti asociado a determinadas
isoformas de Ole e 1 y Ole e 2, y se asocia ademas con Ole e 9.
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4.2.2 Asociacion de la expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2,
Ole e 5 y Ole e 9 con la capacidad germinativa del polen de
olivo.

El objetivo de este estudio fue realizar una aproximacion de la posible
relacién entre la capacidad germinativa y la expresion de los alérgenos
Olee 1,0le e 2,0le e 5y Ole e 9 en el grano de polen maduro de 18
variedades.

En el olivo, se han realizado distintos trabajos para estudiar la
germinabilidad del polen, encontrandose valores fluctuantes,
dependiendo del momento de recogida del polen, variedad y medio de
germinacion utilizado, aunque puede suponerse que la comparacion de
la germinacion ‘i witro” entre cultivares en idénticas condiciones
ambientales en un mismo ensayo puede servir para establecer
categorias que agrupen a cultivares atendiendo a la calidad de su polen.
Los datos de la germinacién “zz vitro” de 16 variedades se tomaron de
un extenso estudio previo de Fernandez-Escobar (Fernandez- Escobar
1981). El polen de variedades de dicho estudio, al igual que en la
presente investigacion, procede del banco de germoplasma de
Cordoba. En la investigacion mencionada, los autores consideraron
polen germinado aquél cuyo diametro del grano de polen era inferior a
la longitud del tubo polinico, realizando 12 réplicas independientes de
medida, y contabilizando hasta 200 granos por medida.

Para llevar a cabo el presente estudio, se agruparon los datos de
germinaciéon ‘i vitro” en dos categorias, considerandose baja aquella
capacidad germinativa por debajo del 5% de granos de polen
germinados, y alta la que se encontraba por encima, coincidiendo las
variedades incluidas en estas categorias con los datos de baja y alta
germinabilidad aportados por Barranco y colaboradores (Barranco D.
2005) para las mismas variedades.

De esta forma, se distribuyen las variedades con baja capacidad
germinativa “/z vitro” (Bella de Espafia, Cornicabra, Gordal de Sevilla,
y Dolce agogia) y las de alta capacidad germinativa “z vitro” (Frantoio,
Gallega, Picual, Hojiblanca, Leccino, Manzanilla de Sevilla, Picudo,
Caninese, Coratina, Cornezuelo, Chetoui, y Picholine).

Las comparaciones de expresion de alérgenos entre los dos grupos se
llevaron a cabo mediante el uso del test U de Mann-Whitney y los
datos se presentan como media * desviacion estandar.

Las comparaciones entre los dos grupos de baja y alta capacidad

germinativa (tabla 13) muestran, en general, un mayor nivel de los
alérgenos estudiados en el grupo de alta capacidad germinativa. Sin
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embargo, unicamente se establecen asociaciones significativas entre los
grupos de baja sr alta capacidad germinativa en Ole e 1 de 18,4 kDa
(0,23£0,19 25 0,49£9,80; p<0,05), en la suma de las isoformas de Ole e
1 (0,13%£0,06 »s 0,77£0,78; p<0,05), en las isoformas de Ole e 2 de
15,1 kDa (0,57£0,54 »s 2,61+2,16; p<0,05) y 14 kDa (0,47£0,66 »s
2,78%1,73; p<0,05), y en su suma (0,36+0,35 »s 1,85£0,99; p<0,01).
Los resultados se muestran graficamente para el alérgeno Ole e 1
(figura 14), Ole e 2 (figura 16), Ole e 5 y Ole e 9 (figura 15).

Tabla 13. Comparacién de la expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y
Ole e 9 en variedades con baja (n=4) y alta (n=12) capacidad de germinacién 7 vitro.

Olee1l
Intensidad relativa
(CNT*mm?) 40 kDa 22 kDa 20 kDa 18,4 kDa Suma Ole e 1

Baja capacidad 0,2810,21 0,01£0,02 0,16£0,09 0,23£0,19* 0,13£0,06*
germinativa

Alta capacidad 11,024£20,52  0,27£0,38 0,81%0,77 4,921+9,80* 0,77%0,78*

germinativa

* Diferencia significativa entre grupos (P<0,05)

Olee2
Intensidad relativa
(CNT*mm?) 15,6 kDa 15,1 kDa 14 kDa Suma Ole e 2

Baja capacidad 0,13 £0,18 0,57£0,54* 0,47£0,66% 0,36£0,35%*
germinativa

Alta capacidad 0,55+0,63 2,61+2,16* 2,78+1,73* 1,85+0,99**

germinativa

* Diferencia significativa entre grupos (P<0,05)
** Diferencia significativa entre grupos (P<0,01)

Olee5yOlee9
Intensidad relativa
(CNT*mm?) Olee 5 Ole e 9

Baja capacidad 1,3310,8 0,72%0,62

germinativa

Alta capacidad 29,38+52,74 1,91+1,34
germinativa
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Figura 14. Comparacién de los niveles de Ole e 1 en los grupos de vatiedades con
baja y alta capacidad germinativa. A) Dimero de 40 kDa, B) Isoforma de 22 kDa, C)
Isoforma de 20 kDa, D) Isoforma de 18,4 kDa y E) Suma de Ole e 1. Se indican
diferencias significativas entre grupos, dadas por el test U de Mann-Withney

(P<0,05).
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Figura 15. Comparaciéon de los niveles de Ole ¢ 5 y Ole e 9 en los grupos de
variedades con baja y alta capacidad germinativa. Panel izquierdo Ole e 5. Panel
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derecho: Ole e 9. Las diferencias significativas entre grupos vienen dadas por el test
U de Mann-Withney (P<0,05).
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Figura 16. Comparacion entre los niveles de isoformas de Ole e 2 en los grupos de
variedades con baja (n=4) y alta capacidad germinativa (n=12). A) Isoforma de 15,6
kDa, B) Isoforma de 15,1 kDa, C) Isoforma de 14 kDa. D) Suma de isoformas de
Ole e 2. Se indican diferencias significativas entre grupos segun el test U de Mann-
Withney (P<0,05).

4.2.3 Asociacion de la expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2,
Ole e 5y Ole e 9 con el indice de compatibilidad del polen de
olivo.

El objetivo de este estudio fue determinar la posible influencia de los
sistemas de compatibilidad entre cultivares en los niveles de alérgenos
presentes en su polen.
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La autoincompatibilidad polen-pistilo es un mecanismo por el cual una
planta hermafrodita fértil es incapaz de producir cigotos después de la
autopolinizaciéon (de Nettancourt 1997). El olivo se ha considerado
tradicionalmente una planta autocompatible. Recientemente, las
pruebas de paternidad con marcadores moleculares han mostrado
evidencias de sistemas de incompatibilidad en determinadas variedades
de olivo. Sin embargo, en la literatura aparecen datos contradictorios
de multiples cultivares, relacionados con el comportamiento
autocompatible e incompatible del olivo en el mismo cultivar.
Ochenta y cinco variedades han sido descritas como autocompatibles,
e incompatibles a la vez (entrada de Julio 2011 de la base de datos de
la F.A.O. http://www.oleadb.it/olivodb.html). Este hecho se ha
atribuido a factores ambientales, a errores de identificacion varietal, asi
como a la metodologfa no uniforme empleada entre los estudios.

Por ello, se han tomado datos de un previo ensayo para la medida de
la respuesta incompatible (Cuevas 2005). Dicho estudio fue realizado
con un disefio experimental homogéneo durante 3 afios consecutivos
en el banco de germoplasma de olivo de Cérdoba, lugar de dénde
proceden las muestras de polen estudiadas. Para ello, este autor realiza
pruebas de campo consistentes en autopolinizaciéon (AP) vy
polinizacién cruzada (PC) o libre (PL), realizando finalmente un
recuento del n°® de frutos cuajados en cada caso. El indice de
compatibilidad corresponde al n° de frutos en AP dividido por el n® de
frutos en PC 6 PL. De esta forma, se clasificaron los cultivares en base
al indice de compatibilidad medido (IC). Las variedades
autocompatibles clasificadas por su mayor indice de compatibilidad
(IC>0,8) fueron las variedades Arbequina, Cornezuelo de jaén, Gordal
sevillana, y Manzanilla de Jaén. Las variedades parcialmente
autoincompatibles  (0,5<IC<0,8) fueron Blanqueta, Cornicabra,
Hojiblanca, Pajarero, Picual, Picudo y Verdial de Huévar, y entre las
autoincompatibles (IC<0,5) se encontraron Changlot real, Manzanilla
de Sevilla, Nevadillo negro de Jaén, Sevillenca.

En la investigacion presente, estudiamos la relacion de los alérgenos y
el indice de compatibilidad. El andlisis de correlacién bivariada de
Spearman de los alérgenos en estudio y del indice de
autocompatibilidad (tabla 14) revela una asociacion entre los indices de
autocompatibilidad y los niveles del alérgeno Ole e 1 en sus isoformas
de 20 kDa y 18,4 kDa, y con la suma total de las bandas proteicas
detectadas de Ole e 1. El aumento de estos alérgenos mantiene una
relacion inversa con el aumento del indice de autocompatibilidad. Asf,
variedades autocompatibles mantienen bajos niveles de los alérgenos
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Ole e 1 de 20 kDa y 18,4 kDa, y de la suma total de Ole e 1 y
variedades autoincompatibles proceden de forma que los niveles de
estos alérgenos se ven aumentados.

Tabla 14. Analisis de correlacion bivariada entre el indice de autocompatibilidad y
diversos alérgenos (n=15). * La correlacion es significativa al nivel de 0,05 (2 colas).
R: Coeficiente de correlaciéon de Spearman. P: Significacién. ns: valores no
significativos.

Ole Ole Ole |Olee
Alérgenos el. |Olee |el Olee |Suma |e2. |2. Ole e | Suma

40 1.22 |20 1.18,4 | Olee | 15,6 | 15,1 2.14 | Olee | Olee | Olee
kDa | kDa kDa | kDa 1 kDa | kDa | kDa 2 5 9

R|-31 | -31 | -61%| -53 L6k |02 | 531 -46 | 519 -,51 04

IC
P ns ns | ,015*% ,04% ,015% ns ns ns ns ns ns
(0,08)

La diferencia del nivel de alérgenos entre los tres grupos de variedades
autocompatibles, parcialmente autoincompatibles y autoincompatibles
se analiz6 mediante el test de Kruskal-Wallis (tabla 15). ILa
comparacion entre grupos resultd en una diferencia de expresion de
isoformas de los alérgenos Ole e 1 entre los tres grupos divididos
segun su indice de compatibilidad, con una asociacién significativa de
los grupos respecto a los niveles de las isoformas de Ole e 1 de 20 kDa
(P=0,022) y 18,4 kDa (P=0,036), asi como la suma de Ole e 1 total
(P=0,022). Los demas alérgenos no presentaron diferencias
significativas entre grupos. Sin embargo, se observa una mayor
expresion de los alérgenos, aunque no significativa, en los grupos de
variedades autoincompatibles y parcialmente autoincompatibles
respecto de las variedades autocompatibles, exceptuando el caso del
alérgeno Ole e 9.

Para comprobar la implicacion de cada grupo en las diferencias
observadas, se realizé un analisis por parejas, contrastando variedades
autoincompatibles vs parcialmente autoincompatibles,
autoincompatibles »s autocompatibles y compatibles »s parcialmente
autoincompatibles. El analisis por el test de Mann-Whitney (figura 17)
confirma los resultados previos. Se observaron diferencias
significativas entre grupos de las isoformas Ole e 1 de 20 kDa (figura
17B) y 18,4 kDa (figura 17C), asi como la suma de Ole e 1 (figura
17D). Adicionalmente, se observaron diferencias en el alérgeno Ole e
1 de 22 kDa (figura 17A), presentando una mayor expresion del
alérgeno entre el grupo de variedades parcialmente autoincompatibles
respecto a las autocompatibles. Asi mismo, se observaron diferencias
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significativas con un aumento en la expresion de la isoforma de Ole e
2 de 14 kDa en el grupo de variedades autoincompatibles respecto de
las autocompatibles (figura 17E).

Tabla 15. Comparacién de la expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y
Ole ¢ 9 y el indice de compatibilidad (n=15). Test de Kruskal-Wallis. Los datos se
presentan como media * desviacion tipica. * La asociacion es significativa al nivel de

0,05 (2 colas).

Oleel

Intensidad relativa

(CNT*mm?) 40 kDa 22 kDa 20 kDa 18,4 kDa Suma Ole e 1
Autoincompatibles 15,55+28.01  0,57£0,38 1,35+0,97%  10,35£16,64*  1,37+1,05*%
Parcialmente 20,89£53,06  0,60£0,46 1,00+0,52* 3,18+2,45* 1,03+0,51*
Autoincompatibles

Autocompatibles 5,65+10,67 0,02£0,05 0,23 £0,25*  0,23+0,34* 0,18%0,19*
* Diferencia significativa entre grupos (P<0,05)

Olee?2

Intensidad relativa

(CNT*mm?) 15,6 kDa 15,1 kDa 14 kDa Suma Ole e 2
Autoincompatibles 0,69 +0,98 1,90+1,47 2,54%1,40 1,5940,86
Parcialmente 0,79£1,06 3,02%2,52 2,75+1,97 2,10+£1,44
Autoincompatibles

Autocompatibles 0,52£0,58 0,81£0,31 0,86£0,73 0,70£0,49
Olee5yOlee9

Intensidad relativa

(CNT*mm?) Olee5 Olee9

Autoincompatibles  8,18%12,63 1,77£0,89

Parcialmente 29,18+47,71 1,81£1,83

Autoincompatibles

Autocompatibles 1,01+0,54 1,83+1,21
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y

autocompatibles (n=4). Se muestran los valores significativos obtenidos segun el
test U de Mann-Whitney (P<0,05).
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4.2.4 Asociacion entre los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y
Ole e 9 del polen de olivo con su época de floracion.

El objetivo de este estudio fue determinar la posible influencia de las
épocas de floracion de cultivares en los niveles de alérgenos presentes
en su polen.

La producciéon anual del olivo depende en gran medida de su
floracion. La época de floracion entre las variedades es muy variable y
tiene una gran repercusion en el momento de seleccionar variedades
en las que se promueva la polinizacién cruzada.

Un estudio realizado en el banco mundial de germoplasma del olivo de
Coérdoba durante 12 afios, muestra en detalle los dias de plena
floracioén de un amplio nimero de cultivares (Barranco D 2005).

Para el presente estudio, las variedades fueron agrupadas en 13 grupos,
segun su fecha media de plena floraciéon en el mes de Mayo,
correspondiendo el grupo 0 al de floracién mas temprana, y el grupo
13 al de floracion mas tardia (tabla 16). Se consider6 floracion
temprana en las variedades cuyo dia medio de plena floracién se
encontraba en el primer tercil de datos, floraciéon intermedia a las
variedades incluidas en el segundo tercil, y floraciéon tardia a las
variedades incluidas en el tercil tercero.

El analisis de correlacion bivariada de Spearman se ha centrado en el
dia medio de la plena floracién para cada variedad y su relacién con
los niveles de alérgenos detectados en los cultivares, también
procedentes del banco de germoplasma de Cérdoba (tabla 17).

La influencia del dfa medio de plena floraciéon de las variedades de
olivo en los niveles de las isoformas de Ole e 1 y en la suma de todas
las bandas de Ole e 1 en el polen de olivo se hace evidente por una
correlacién positiva y una significaciéon de p<0,05. El resto de los
alérgenos no presentaron correlacion.

La determinacién de la asociacion del nivel de alérgenos en los tres
grupos de floracién temprana (n=9Y), intermedia (n=14) y tardia
(n=11) se realiz6 mediante el test de Kruskal-Wallis. Los datos se
presentan como media * desviacion estandar (tabla 18).
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Tabla 16. Fecha media de plena floracién de variedades, y agrupacion segin éstas.

Dia medio de
Grupo Floracion plena floracién | Variedades

0 Temprana 35 Mortut.

1 Temprana 45 Manzanilla de Jaén, Chetoui,
Picholine, Ouvo di piccione.

2 Temprana 5 Farga, Frantoio, Mesky,
Cornezzuelo de Jaén.

3 Intermedia 6,5 Rosciola, Gordal de Sevilla,
Pajarero.

4 Intermedia 7 Manzanilla de Sevilla, Picudo.

5 Intermedia 7,5 Villalonga, Atbequina, Domat,
Gallega, Lechin de Sevilla,
Macho de Jaén.

6 Intermedia 8 Picholine marrocaine.

7 Intermedia 8,5 Motisca.

8 Intermedia 9 Picual.

9 Tardfa 9,5 Blanqueta,Hojiblanca, Leccino,
Verdial de Vélez, Kalamon.

10 Tardia 10,5 Izmir  sofralik,  Caninese,
Nevadillo de Jaén.

11 Tardfa 11 Ayoruni.

12 Tardia 12 Verdial de Huévar.

13 Tardia 12,5 Dolce agogia.

Tabla 17. Analisis de correlacién bivariada de Spearman entre el dia medio de
floracién de cultivares durante el mes de mayo y el nivel de diversos alérgenos
(n=35). *P<0,05; **P<0,005.

Alérgenos Olee | Olee |Olee [Olee |Suma |Olee |[Olee |Olee | Suma
1.40 | 1L.22 1.20 1.184 [ Olee |2.156 |2.151 |2.14 Olee |Olee | Ole
kDa | kDa kDa kDa 1 kDa kDa kDa 2 5 e9
R ,025 | ,480%% | 516%* | 534%x | 423% ,019 218 116 | -,031 ,055 | -,263
Floracién
ns ,004 ,003 ,002 ,014 ns ns ns ns ns ns

Tras el analisis con el test de Kruskal-Wallis (tabla 18), se observa una
diferencia significativa entre grupos en la isoforma del alérgeno Ole e

1 de 22 kDa (P=0,024), de 20 kDa (P=0,015), de 18,4 kDa (P=0,006)

y en la suma total de las formas del alérgeno Ole e 1 (P=0,03).

Todas las variedades del grupo de floracién temprana presentan
menor contenido alergénico en todos los alérgenos estudiados,
respecto al grupo de floracién tardia, tal como se puede comprobar en
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los datos. El analisis por el test de Mann-Whitney define una
diferencia significativa unicamente entre las variedades tempranas y
tardias en los alérgenos Ole el de 22 kDa, 20 kDa, 18,4 kDa, y en la
suma total de Ole e 1 (figura 18).

Tabla 18. Analisis por el test Kruskal-Wallis exacto a 2 colas para la comprobacién
de diferencias de contenido de alérgenos en los grupos segin la época de floracién
de variedades. * Diferencia significativa entre grupos al nivel de P<0,05; ** P<0,01.

Oleel
Intensidad relativa
(CNT*mm?) 40 kDa 22 kDa 20 kDa 18,4 kDa Suma Ole e 1

Floracion temprana 4,91+9,37 0,03+0,05* 0,29+0,29%  0,331£0,39** 0,21+0,21*

Floracién intermedia 27,7475 0,4710,55* 0,65+0,53*  1,76+1,80%* 0,71+0,61*

Floracion tardia 11,78+23,4 1,16£2,19% 1,60 £1,68%  20,13%£39,68*¢  1,74£2,07*
Olee2

Intensidad relativa

(CNT*mm?) 15,6 kDa 15,1 kDa 14 kDa Suma Ole € 2
Floracién temprana  0,57£0,53 1,41+0,67 1,491+0,21 1,10+0,10
Floracion intermedia  0,63+0,58 1,56£1,07 1,62£1,13 1,21£0,65
Floracion tardia 0,74+1,09 2,64+1,87 3,01+1,81 1,99£1,12
Olee5yOlee9

Intensidad relativa

(CNT*mm?) Olee 5 Ole e 9

Floracién temprana 1,4311,06 1,45+1,25

Floracion intermedia  28,72%41,98 1,41+0,57

Floracion tardia 45,5+58,17 1,5+0,86
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4.3 Expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y Ole € 9
en siete cultivares durante varios afios e implicacion de factores
ambientales.

Las concentraciones de alérgenos estan implicadas en la alergenicidad
del polen, y son un factor determinante de los efectos en la salud de
los pacientes alérgicos. Estudios en polen de Abedul muestran que
existe un aumento del contenido alergénico y de la alergenicidad de su
alérgeno mayoritario de polen (Bet vl) a mayores temperaturas
(Ahlholm ez al. 1998; Buters et al. 2008). Los estudios realizados con
seis variedades de olivo a lo largo de cinco afios consecutivos
(Fernandez-Caldas ez a/. 2007), muestran que la potencia alergénica
total del polen (cuantificaciéon de IgE en sueros de pacientes atdpicos)
correlaciona con las precipitaciones ocurridas en los meses de
invierno, previos a la floracién del olivo.

El objetivo de este estudio fue analizar la expresion de los alérgenos
Ole e ], Ole e 2, Ole e 5y Ole e 9 en polen de siete variedades,
estudiadas a lo largo de diversos afos y la relaciéon existente con
variables meteoroldgicas (temperatura, precipitaciones, numero de dias
de lluvia y humedad relativa) previas a la estacion polinica.

Se recolect6 polen de olivo de siete diferentes variedades (Arbequina,
Blanqueta, Hojiblanca, Manzanilla de Sevilla, Picual, Verdial de
Huévar y Verdial de Vélez). La recoleccion se realiz6 durante la
estacion primaveral de los afos 2000 al 2007 en el banco de
germoplasma de olivo de Alameda del Obispo (Coérdoba). El
contenido de los extractos proteicos se estandarizé a iguales
concentraciones de proteina total, y se evalud el perfil antigénico de
Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y Ole e 9, siguiendo el procedimiento SDS-
PAGE e inmunotransferencia multiplex descrito anteriormente. Los
datos meteorologicos fueron obtenidos de la red espafiola de
observaciones temporales de ecosistemas (REDOTE).

4.3.1 Expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y Ole e
9 en siete cultivares durante varios afos.

La figura 19A muestra el gel SDS-PAGE al 12% de acrilamida con
tincion de plata. Los diversos paneles corresponden a las variedades
estudiadas entre los afios 2000 y 2007. Las bandas visualizadas se
encuentran en el rango de 75 kDa a 15 kDa. Se pueden observar las
variaciones en las diferentes variedades en el contenido de Ole e 1 de
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20 kDa y 18,4 kDa afio a afio, exceptuando a Arbequina, Verdial de
Huévar y Hojiblanca, en las que no se pueden diferenciar claramente
las bandas correspondientes a Ole e 1. El resto de los alérgenos no se
diferencian bien en la tincién con plata.

El perfil antigénico se evalué mediante inmunotransferencia multiplex
(figura 19B). Las variedades Arbequina y Hojiblanca muestran dos
isoformas de Ole e 1, de 20 kDa y 18,4 kDa, en contraste con el resto
de variedades, en las que estan presentes en mayor o menor medida las
tres isofomas de Ole e 1 de 22 kDa, 20 kDa y 18,4 kDa. La existencia
de diferencias en la expresion de este alérgeno dependiendo del afio de
recolecciéon del polen se puede observar facilmente.

Ole e 2 es visualizado en todas las variedades por dos bandas de
tamafio 15,1 kDa y 14 kDa, exceptuando a la variedad Verdial de
Vélez, en la que se visualiza tnicamente la banda de 15,1 kDa. La
existencia de diferencias en la expresion de Ole e 2 dependiendo del
afio de recoleccion del polen queda reflejada en las inmutransferencias.
Ole e 5 se puede observar en las variedades estudiadas. Las variedades
Hojiblanca y Verdial de Huévar presentan una sefial muy débil para
este alérgeno. Las diferencias inter-anuales en la expresion del alérgeno
Ole e 5 quedan patentes de forma muy clara en las variedades Picual y
Blanqueta.

Ole e 9 se puede observar en todas las variedades estudiadas, y
también se muestran diferencias en el contenido de Ole e 9
dependiendo del afio de recoleccion. Las variedades Blanqueta y
Manzanilla de Sevilla evidencian estas diferencias de forma mas
destacada.

4.3.2 Implicacién de factores ambientales en la expresion de los
alérgenos Ole e 1, Ole e 2,0le e 5y Ole e 9.

Los analisis realizados de parametros climatolégicos y expresion de los
alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y Ole e 9 se llevaron a cabo
individualmente para cada variedad mediante correlacion de
Spearman.

El analisis de correlacion de Spearman entre los niveles del alérgeno
Ole e 1 y diversas variables meteorologicas se muesta en la tabla 19. Se
determiné una correlacién significativa positiva en la variedad
Blanqueta entre la expresion de isoformas de Ole e 1 y la sumatoria de
ellas con la temperatura media anual acumulada (sumatoria de las
temperaturas medias mensuales de los meses previos a la floracion
(julio-junio). Los niveles totales del alérgeno Ole e 1 correlacionan
positivamente con las temperaturas medias de meses de invierno
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(variedad Verdial de Huévar) o primavera (variedades Blanqueta,
Hojiblanca).

Tabla 19. Analisis de correlacién bivariada de Spearman a 2 colas de la expresion de
las isoformas del alérgeno Ole e 1 y la sumatoria de éstos (CNT*mm?) con diversos
pardmetros climaticos. R: Coeficiente de correlacién de Spearman. * Correlacion
significativa al nivel de P<0,05; ** P<0,01.

Oleel | Oleel Oleel. | Suma Ole
22 KDa 20 kDa 18,4 kDa el
Arbequina | Tm anual acumulada °C) R - G5
P 156
Tm anual acomulada (°C) R 9* 1%+ L9
p| 037 <0,001 037
Tm absil (°C) R o=
P 037
Blangqueta Tm mayo (°C) R Lo
P 037
Tminima mayo (°C) R 9% 1% 0,9
P| 037 <0,001 ,037
Tm Marzo (°C) R —— Tk 1
P <0,001 0,001
Tminima marzo (°C) L — L L
P <0,001 =<0,001
Hojiblanca  ["precipitacién acumulada i e
invierno (enero-marzo) P =0,001
(znm)
Precipitaciones febrero L Ik
{mm) P <0,001
. ) Rl ,643
Tmedia abril (°C) D 119
. .. ] R B2O*
Picual Tminima abril (°C) D 021
, L — ,757*
Tmaxima abril (*C) D 049
Verdial Vélez | N°dias de lluvia agosto R e e
P| =0,001 =0,001 <0001
Tmedia febrero (°C) N b " L
P <0,001 <0,001 <0,001
Precipitacion acurnulada R 1+ 1+ 14
(enero-mayo) (mm) P =0,001 = 0,001 <0,001
. . K 949 949 949 249
N°dias de lluvia febrero P ‘105 J,O5 ’105 ‘:05
I° dias de lluvia abril R
P| <0,001
Verdial de HRm acumulada (enero- Rl 1+ 1+* ¥+
Huévar mayc) (%) P <0001 | <0001 <0,001
HRm enero (%) K = = e
P <0001 0,001 <0,001
HRm febrero (%) R
P| =<0,001
. R] T+ 14+ 1
FRm abzil (%) P <0001 | <0001 <0,001
R] 1%+ 1+ 1+
HRm mayo (%) P =0,001 =0,001 0,001
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(Continuacién de tabla 19)

Oleel. | Oleel. Oleel. | Suma Ole
22 kKDa 20kDa | 184 kDa el
Tm marzo (°C) R 8
P ,104
Tm mayo (°C) R N
P 108
Tminitma marze (°C) R J9*
P 037
T'maxima mayo (°C) R 0%
P ,037
. Precipitacion anual Rl 9% ek 0,9
M asnz:fml]a zcumulada (mm) B 037 001 037
deSevilla 15 ones jolio Gam) | N 394 394
P 04 04
Precipitaciones R 1ok
septiembre (nm) P| =0,001
Precipitaciones R ,9* % K
nowiembre (mm) Pl ,03 ,037 ,037
Precipitaciones abril (mm) R A T
i 037 037
1° dias de lluvia enero R 6P 0%
P 037 037
IN© dias de lluvia abril Rl ok K
P 037 037
HRm anual acumulada (%) R
7| <0001
HRm diciembre (%) R
Pl 037
R o 9%
HRm febrero (%) P 037 037

Ademas, se observaron correlaciones significativas positivas entre la
expresion de Ole e 1 con las temperaturas en meses de primavera
minimas (variedades Blanqueta, Hojiblanca, Picual y Manzanilla de
Sevilla) y maximas (variedades Picual y Manzanilla de Sevilla).

La expresion total de Ole e 1 correlaciona positivamente con la
sumatoria de las precipitaciones mensuales ocurridas en meses de
invierno y primavera (variedades Hojiblanca y Verdial de Huévar), asi
como con la sumatoria anual de la precipitacion de los meses
anteriores a la floraciéon (variedad Manzanilla de Sevilla). Se
manifiestan correlaciones positivas entre el nivel total del alérgeno Ole
e 1 y las precipitaciones, el numero de dias de lluvia y la media de la
humedad relativa mensual de meses anteriores a la floracion.

La expresion de las bandas observadas de Ole e 2 (tabla 20) y/o la
suma de éstas, correlaciona positivamente con las temperaturas medias
de determinados meses de invierno (variedades Hojiblanca y Verdial
de Huévar) o primavera (variedad Arbequina). Se mostraron
correlaciones significativas positivas entre la expresion de Ole e 2 con
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la temperatura maxima y/o minima de meses de primavera (variedades
Arbequina y Hojiblanca).

Tabla 20. Anilisis de correlacion bivariada de Spearman a 2 colas de la expresion de
las bandas observadas del alérgeno Ole e 2 y la sumatoria de éstas (CNT*mm?) con
diversos pardmetros climaticos. R: Coeficiente de correlacién de Spearman.

* Correlacion significativa al nivel de P<0,05; ** P<0,01.

Ole e 2. Ole e2. Suma Ole
15,1 kDa 14 kDa e
Arbequina Tm junio (°C) R| ,886* ,386*
P ,019 ,019
Tmaxima junio (°C) R| ,886* ,886%*
P ,019 ,019
Precipitacion invierno R ,943%*
acumulada (enero-marzo) P 005
) :
Precipitaciones febrero R ,943k*
(mm) P ,005
T'm febrero £C) R 1%
P| <0,001
T'minima abril C) R ,829%*
P ,021
Hojiblanca *
Trmaxima abril CC) 113 ’705279
HRm acumulada {enero- R 1H*
mayo) (Vo) P| <0,001
R| 1%
HRm enero (%) Bl <0001
R| 1;*
HRm mayo (%) Bl <0001
. R ] 1k
Verdial Vélez | HRm diciembre (%) P <0.001
. R 1o ]
Tmedia enero (°C) P <0001
Precipitaciones junio (mm) R J75%
P ,041
N° dias de lluvia R 1%
acumulados (enero-mayo) P <0,001
N° dias de lluvia febrero I]:j ’90459 ’90459 ’9[;9
Verdial de , . . R i** ) i**
Huévar NP dias de lluvia abril P| <0001 <0,001
HRm acumulada (enero- R| 1+*
mayo) (Ya) P <0,001
R 1 ok 1 ek
HRm febrero (%) Pl <0001 <0.001
. R 1:"* )
HRm abril (%) Pl <0001
R| 1;*
HRm mayo (%) Bl <0001
Precipitaciones junio {(mm) R ,949% 949% 949%
Manzanilla P I BP| ,014 014 014
de Sevilla N dias de lluvia junio 113 ’80752 ’80752 ’8352
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La expresion de una de las isoformas de Ole e 2 correlaciona
positivamente con la sumatoria de las precipitaciones mensuales
ocurridas en meses de invierno en la variedad Arbequina, asi como las
precipitaciones ocurridas en determinados meses de invierno o
primavera (variedades Arbequina, Verdial de Huévar y Manzanilla de
Sevilla). La isoforma de Ole e 2 de mayor peso molecular (15,1 kDa)
correlaciona también con la sumatoria de la media de la humedad
relativa mensual de los meses de invierno y primavera (variedades
Hojiblanca y Verdial de Huévar). Asi mismo, existe correlaciéon entre
los niveles totales de Ole e 2 y la sumatoria del nimero de dias de
lluvia en los meses de invierno y primavera (variedad Verdial de
Huévar).

En el caso de Ole e 5 (tabla 21) se ha podido determinar una
correlacion positiva significativa para la temperatura minima en el mes
de mayo y las precipitaciones ocurridas en el mes de febrero en la
variedad Blanqueta. En la variedad Verdial de Vélez, Ole e 5
correlaciona positivamente con el n® de dias de lluvia y la humedad
relativa de los meses de febrero y abril.

Tabla 21. Analisis de correlacioén bivariada de Spearman a 2 colas de la expresion de
Ole e 5 (CNT*mm? con diversos parametros climaticos. R: Coeficiente de
correlacion de Spearman. * Correlacion significativa al nivel de P<0,05; ** P<0,01.

Blanqueta | Tminima mayo (°C)

Precipitaciones febrero
(mm)

IN* dias de lluvia febrero

N dias de lluvia abril

Verdial Vélez [[7p —For - o %)

HRm abril (%)

oo gl g g Y
A
o
o
o
=2

Por otra parte, la expresion de Ole e 9 corrrelaciona significativamente
(tabla 22) con la temperatura media de los meses de enero (variedades
Arbequina, y Verdial de Huévar) y marzo (Hojiblanca). De la misma
forma, el numero de dias de lluvia de marzo correlaciona con la
expresion de Ole e 9 en las variedades Arbequina y Verdial de Vélez.
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LLa humedad relativa media muestra relevancia significativa durante los
meses de invierno correspondientes a diciembre (variedad Picual) y
enero (variedad Verdial de Huévar). Adicionalmente, en esta ultima
variedad, Verdial de Huévar, la humedad telativa media muestra
correlacion positiva en los meses de primavera abril y mayo.

Tabla 22. Analisis de correlacion bivariada de Spearman a 2 colas de la expresion de
Ole e 9 (CNT*mm? con diversos parametros climaticos. R: Coeficiente de
correlacion de Spearman. * Correlacion significativa al nivel de P<0,05; ** P<0,01.

Olee9
Tm enero (FC) R ,829*
Arbequina Bl 042
IN® dias lluvia marzo Rl ,088*
Bl 02
Tm marzo (°C) R 1#*
Hojiblanca B <0,001
Tminima marzo C) R 1+
Bl <0,001
Picual HRm diciembre (%) Rl ,857*
Pl 014
Verdial de IN® dias de lluvia marzo R ,949
Vélez P 05
Rl 1%
Tm enero (°C) P <0,001
, , R 049
N dias de lluvia febrero P 05
Verdial de R 1
Huévar HRm enero (%) P| <0,001
. R 1#*
HRm abril (%) Pl <0,001
B 1
HRm mayo (%) Bl <0001

Seguidamente, se muestra un ejemplo de la distribuciéon de datos de
variables meteorologicas que correlacionan significativamente con las
intensidades de alérgenos. Los graficos representan las intensidades de
los alérgenos respecto a variables meteorologicas referentes a
temperaturas (figura 20) y a variables tales como precipitacion,
humedad relativa y nimero de dias de lluvia (figura 21). Se ha afiadido
una linea de referencia en los graficos para mostrar la correlacion
positiva entre las variables.
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Figura 20. Graficos de diferentes variedades mostrando la distribucién de datos de
las tempetaturas respecto a la expresion del alérgeno A) Ole e 1, B) Ole e 2, C) Ole
e5yD)Oleed.
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Figura 21. Graficos de diferentes variedades mostrando la distribucién de datos de
las precipitaciones, humedad relativa y nimero de dias de lluvia respecto a la
expresion del alérgeno A) Olee 1, B) Ole ¢ 2, C) Ole e 5y D) Ole e 9.
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4.4 Caracterizacion de la expresion y la reactividad diferencial de
las proteinas Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y Ole e 9 en el polen de
Olea europaea (cv. Picual) durante diversas etapas de su
germinacion in vitro.

Con el fin de analizar la expresion de las diferentes isoformas de Ole e
1,0le e 2,Ole e 5y Ole e 9 alo largo de la germinacién 7 vitro del
grano de polen del olivo (cv. Picual), se llevaron a cabo analisis de
SDS-PAGE e inmutransferencias a distintos tiempos de germinacion.
Para ello fue necesario proceder a la germinaciéon zz vitro del polen de
olivo y al aislamiento del polen germinado del no germinado, asi como
del medio de cultivo. La iniciacién de la germinacién de los granos de
polen de olivo se hace evidente tras una hora de cultivo, previa
hidrataciéon. Los granos de polen pasan de una forma prolada a
adoptar una forma esferoidal, y se detecta la emergencia del tubo
polinico por uno de sus tres poros. Después de 4 horas, se hace
efectiva la separaciéon de polen germinado y no germinado por
filtracion. El crecimiento del tubo polinico se observa incluso hasta 13
horas después de su cultivo zz vitro, momento en que comienzan a
degenerar los granos de polen.

El apartado A de la figura 22 ilustra, mediante tinciéon con plata, la
evoluciéon en SDS-PAGE de los perfiles polipeptidicos de extractos
proteicos de polen de polen maduro y polen germinado 7z vitro (panel
1), polen no germinado (panel 2) y medio de cultivo (panel 3), todos
ellos hasta las 13 horas de cultivo.

El apartado B de la figura 22 representa inmunotransferencias de los
mismos geles correspondientes al apartado A, tras ensayar con
anticuerpos anti-Ole e 1, anti-Ole e 2, anti-CuZn SOD y anti-Ole e 9.

4.4.1 Anailisis de la expresion de Ole e 1 durante la germinacién
in vitro de polen de olivo

En la tincién con plata de los 3 paneles (Panel 1A, 2A y 3A) se puede
observar el perfil proteico de los diversos extractos de polen. Se
pueden apreciar bandas de distintas intensidades, entre las que
destacan dos formas de la proteina alergénica mayoritaria del polen del
olivo (Ole e 1), de 18,4 kDa y 20 kDa. Se observa una clara
disminucion de la intensidad de estas bandas a las 13 horas de cultivo,
tanto en el panel 1A (polen en diversas etapas de germinacion), como
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la practica desaparicién en el panel 2A (polen no germinado) y panel
3A (medio de cultivo).

4h 7h 13h 5 1h 4h 7h 13h

. o

Da Pm Ph 5 th 4h 7h 13h  ,no  4h 7h 13h  ypg 5 th 4h 7h 13h

~QOlee9
}Olee1
+Oleeb
}OIeeZ

Figura 22. Germinacién iz vitro de polen de olivo durante las fases de polen maduro
(Pm), polen hidratado (Ph), y desde 5 minutos (5°) hasta varias horas de germinacién
(1h, 4h, 7h, 13h). Panel 1: Polen germinado; Panel 2: Polen no germinado; Panel 3:
medio de cultivo. A) Tincién con plata de geles SDS-PAGE de extractos proteicos
crudos, B) Inmunotransferencias de geles equivalentes SDS-PAGE ensayados con
anticuerpo monoclonal anti-Ole e 1 (azul), anticuerpo policlonal de conejo anti-Ole e
2 (rojo), anticuerpos policlonales de conejo anti-CuZn-SOD y anti-Ole e 9 (verde).

A Pm Ph 5 th 4h 7h 13h
kDa

66.2m

Las bandas son identificables en las correspondientes
inmunotransferencias, y se pueden distinguir hasta 3 bandas reactivas
de Ole e 1 en los paneles 1B y 2B, cuyas masas moleculares son: 18,4
kDa (forma de Ole e 1 no glicosilada), 20 kDa (forma
monoglicosilada) y 22 kDa (forma diglicosilada). El inmunoblot
correspondiente a las muestras del medio de cultivo (panel 3B),
presentd las formas de la proteina Ole e 1 no glicosiladas, de 18,4 kDa,
y las monoglicosiladas de 20 kDa, no ocurriendo asi con la forma
diglicosilada de 22 kDa. Se confirman los resultados obtenidos de Ole
e 1 alas 13 h de cultivo en la tincién con plata, en cuanto a la
disminucién (panel 1B) o desaparicion (panel 2B y 3B) de este
alérgeno en la fase de 13 h de germinacion.
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El analisis densitométrico de la expresion de cada forma de Ole e 1 se
muestra en la figura 23. Los niveles de expresion, durante la
germinacion 7 vitro (figura 23A), varfan dependiendo de la forma de
Ole e 1 que se trate. La forma monoglicosilada de 20 kDa es la mas
abundante, apreciandose un aumento paulatino en su expresion en la
fase de polen hidratado y 1 h de cultivo, hasta una caida de ésta a las 4
h de cultivo, donde se produce una notable disminucion,
recuperandose a las 7 h y volviendo a caer su expresion al final del
cultivo (13 h). Las formas no glicosiladas (18,4 kDa) y diglicosiladas
(22 kDa) presentan ciclos de aumento y disminucién en su expresion,
similares a las observadas para la isoforma de Ole e 1 de 20 kDa,
encontrandose en su punto mas algido durante la hidratacién del polen
y su punto mas bajo a las 4 h de cultivo, mostrandose disminuidas a
los 5 minutos de cultivo, as{ como al final de éste (13 h).

La expresion de todas las formas de Ole e 1 en los granos de polen no
germinados (figura 23B) disminuye secuencialmente, desapareciendo al
tinal del periodo de cultivo.

En el caso de los medios de cultivo (figura 23C) se observa la
presencia de las formas no glicosiladas (18,4 kDa) y de forma mas
abundante, las isoformas monoglicosiladas (20 kDa), apareciendo a los
5 minutos de cultivo, incrementando gradualmente su presencia hasta
las 4 h, y posteriormente disminuyendo hasta su desaparicion al final
del cultivo.
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Figura 23. Analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas de Ole e 1 de 22
kDa, 20 kDa y 18,4 kDa. A) polen germinado B) polen no germinado y C) medio de
cultivo.
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4.4.2 Analisis de la expresion de Ole e 2 durante la germinacion
In vitro de polen de olivo.

En el gel tefiido con plata (figura 22A) son indistinguibles las bandas
para el tamafio esperado de las profilinas del olivo. Estas bandas si son
identificables en las correspondientes inmunotransferencias (figura
22B). En los tres paneles de la figura 22B (panel 1, panel 2 y panel 3)
se pueden diferenciar hasta 2 bandas correspondientes a 2 isoformas
de profilina, con pesos moleculares calculados de 15,1 kDa y 14 kDa.
El analisis densitométrico de los niveles de las 2 isoformas de
profilinas durante la germinacién del polen de olivo (figura 24A)
revel6 un comportamiento similar para ambas. De forma alternada, se
produjeron aumentos y disminuciones en los niveles de profilinas,
mostrando incrementos en la etapas de hidratacion y durante el cultivo
a 1 hora yalas 7 h. La disminucién se produjo a los 5 minutos, las 4 h
y finalmente, a las 13 h se observa un descenso en los niveles de las 2
isoformas.

La expresion de Ole e 2 de 14 kDa en los granos de polen no
germinados (figura 24B) disminuye secuencialmente, desapareciendo al
final del periodo de cultivo. Sin embargo, la isoforma de 15,1 kDa
desaparece a las 7 h de cultivo.
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Figura 24. Analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas de Ole e 2 de 15,1
kDa y 14 kDa. A) polen germinado B) polen no germinado y C) medio de cultivo.

En el caso de los medios de cultivo (figura 24C) se observa la
presencia de las 2 isoformas, excepto al final del cultivo, a las 13h,
donde no se aprecia ninguna banda. A los 5 minutos de cultivo, se
observa la gran difusion que experimenta la mayor isoforma de Ole e 2
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(15,1 kDa), aumentando y siendo superada ampliamente en la etapa de
4 h, disminuyendo paulatinamente su presencia hasta su desaparicion
al final del cultivo. La isoforma menor de Ole e 2 (14 kDa) se detecta a
los 5 minutos, y su difusién se ve disminuida drasticamente a la hora
del cultivo, observandose una recuperacion de la difusiéon durante las 4
y 7 h del cultivo, para volver a caer a las 13 h del cultivo.

4.4.3 Analisis de la expresion de Ole e 5 y otras SODs durante la
germinacion in vitro de polen de olivo.

El patrén de bandas correspondientes a Ole e 5 en el gel tefiido con
plata (figura 22A) no se distingue facilmente.

Las bandas de diversas superoxido dismutasas (SODs), ensayadas con
el anticuerpo policlonal de conejo contra CuZn-SOD cloroplastidicas,
son identificables en las correspondientes inmunotransferencias (figura
22B). En particular, la CuZn-SOD de olivo Ole e 5, de peso molecular
16,4 kDa, se puede observar en la etapa de polen maduro e hidratado
(figura 22B, panel 1), asi como en el medio de cultivo (figura 22B,
panel 3). Ole e 5 no es detectable en el polen no germinado (figura
22B, panel 2).

El analisis densitométrico de los niveles de CuZn-SOD de 16,4 kDa
(Ole e 5) durante la germinaciéon del polen de olivo (figura 25A),
revel6 un elevado nivel en polen maduro e hidratado, cayendo su
expresion a los 5 minutos del cultivo, aumentando a la hora del cultivo
y volviendo a caer a las 4h del cultivo, manteniéndose indetectable
hasta el final de éste.
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Figura 25. Anilisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas de Ole e 5. A)
polen germinado B) polen no germinado y C) medio de cultivo.
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En el polen no germinado (figura 25B), la expresion de Ole e 5 no se
muestra representada. En el medio de cultivo (figura 25 C) se observa
a Ole e 5 desde el inicio del cultivo, aumentando gradualmente hasta
las 4 h, momento en que comienza a descender su presencia hasta su
desaparicion a las 13 h del cultivo.

4.4.4 Analisis de la expresion de Ole e 9 durante la germinacion
In vitro de polen de olivo.

En el caso de Ole e 9 se observan en la tincién con plata (figura 22A),
multiples bandas en la zona correspondiente al tamafio esperado, con
lo que resulta dificil discernir Ole e 9 del resto de las bandas.

El andlisis de las inmunotransferencias correspondientes a las etapas
de polen en germinaciéon (figura 22B, panel 1), polen no germinado
(figura 22B, panel 2), y medio de cultivo (figura 22B, panel 3),
confirma la presencia de Ole e 9 de 46 kDa. En la figura 22B, panel 1,
aparece Ole ¢ 9 en forma de dos bandas en los estadios de polen
maduro, polen hidratado y 1h de germinacién. Cuando Ole e 9 no se
desnaturaliza por completo, aparece esta doble banda. Una de ellas
corresponde a Ole e 9 desnaturalizada, y la otra banda de Ole ¢ 9, a la
que no esta completamente desnaturalizada.

El analisis densitométrico de polen en diversas etapas de germinacion
(figura 26A) revela un mayor nivel de estas proteinas al inicio del
cultivo, en las etapas de polen maduro e hidratado. Después se
presenta un comportamiento ciclico en su presencia, de forma que los
altos niveles de Ole e 9 se muestran a 1 h y 7 h, alternando con su
desaparicion en las etapas de 5 minutos, 4 h y 13 h de cultivo.
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Figura 26. Analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas de Ole e 9. A)
polen germinado B) polen no germinado y C) medio de cultivo.
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El andlisis de polen no germinado (figura 26B), refleja los mayores
niveles de Ole e 9 a las 4 h del cultivo, disminuyendo posteriormente.
En el caso del medio de cultivo (figura 26C), Ole e 9 tiene su maxima
difusién a los 5 minutos del cultivo, bajando a la hora, y
manteniéndose ese nivel hasta la finalizacién del cultivo a las 13 h.

Adicionalmente, se ha realizado un anilisis de correlaciéon entre los
alérgenos estudiados en la germinacion 7z vitro (tabla 23), y los
presentes en el medio de cultivo (tabla 24). Existe un marcado patréon
de correlacion durante la germinacion 7z vitro entre la expresion de Ole
e 1 de 22 kDa y la expresion de Ole e 1 de 20 kDa, las dos isoformas
de Ole e 2, de 15,1 kDa y 14 kDa, asi como con Ole ¢ 9. Ademas, la
expresion de Ole e 1 de 18,4 kDa correlaciona significativamente con
los dos alérgenos presentes de Ole e 2, con Ole e 5y Ole e 9.

La expresion de Ole e 2 de 15,1 kDa y 14 kDa correlaciona con todos
los alérgenos estudiados, exceptuando a la isoforma de Ole e 1 de 20
kDa.

La expresion de Ole e 5 durante la germinacion correlaciona de forma
significativa con todos los alérgenos estudiados, exceptuando a las
isoformas de 22 kDa y 20 kDa de Ole e 1.

La expresion de Ole e 9 correlaciona de forma significativa con todos
los alérgenos, exceptuando la isoforma de 20 kDa de Ole e 1.

Tabla 23. Anilisis de cotrelacion bivariada entre alérgenos durante su germinacién
in vitro (n=T7). *La correlacién es significativa al nivel de 0,05 (2 colas). **La
correlacion es significativa al nivel de 0,01 (2 colas). R: Coeficiente de correlacion de
Pearson. P: Significacion. ns: valores no significativos.

[

Oleel. | Oleel. Olee2. |[Olee?2.
20kDa | 184 kDa 15,1 kDa (14 kDa | Oleeb5 Ole e 9
Oleel | 794 663 802F | 770* 677 803
RIDa 033 ns ,030 043 ns ,030
Oleel R 552 451 450 248 267
20kDa 3 ns ns ns ns ns
Oleel. X 88a* | 827+ | 004 | 766
184 kDa p 008 022 005 045
Olee2. R 944 | ol4m | 926+
151 kDa P 001 004 003
Olee2. R 068F | 903%*
4 kDa P ,000 ,000
Olee5 R ,935%#
P 002
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El analisis por correlacion bivariada de la difusion de los alérgenos en
el medio de cultivo (tabla 24) establece un patrén similar de difusion
entre los alérgenos Ole e 1 de 20 kDa y los alérgenos Ole e 1 de 18,4
kDa, Ole e 2 de 15,1 kDa y Ole ¢ 5.

La isoforma de Ole e 1 de 18,4 kDa correlaciona de forma significativa
con la isoforma de Ole e 1 de 20 kDa y con la isoforma de Ole e 2 de
15,1 kDa.

La isoforma de Ole e 2 de 15,1 kDa, coincide en su patrén tanto con
las isoformas de Ole e 1 de 20 kDa y 18,4 kDa, como con Ole e 5.

Tabla 24. Analisis de correlacion bivariada entre alérgenos en el medio de cultivo
durante su germinacion # vitro (n=0). *La correlacion es significativa al nivel de 0,05
(2 colas). **La correlacion es significativa al nivel de 0,01 (2 colas). R: Coeficiente de
correlacion de Pearson. P: Significacion. ns: valores no significativos.

Oleel. Olee2. |[Olee2.
18,4 kDa 15,1 kDa |14 kDa |[Oleeb5 Olee?9
Oleel. R ,898* 946+ ,099 ,980%* -,156
20kDa 'pl 39 015 ns 003 ns
Oleel. R ,980%* ,093 ,858 -,099
184 kDa | p ,003 ns ns ns
Olee2. R ,209 ,888* ,009
151 kDa P ns ,044 ns
Olee2. R -,086 ,855
14kDa P ns ns
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4.5 Aplicaciones clinicas practicas.

Determinaciéon de la antigenicidad y alergenicidad de distintos
extractos comerciales procedentes de distintos cultivares.
Agrupacion del germoplasma analizado de acuerdo a los niveles
de alérgenos en cada una de las variedades.

La variabilidad cuantitativa y cualitativa de los alérgenos esta
escasamente representada en los extractos comerciales de polen de
olivo, usados para la diagnosis y el tratamiento de la alergia. Ademas,
los procedimientos para preparar los extractos se basan en la medida
de la potencia bioldgica del extracto (medida de IgE total), pero no
explican la contribucién de cada alérgeno.

Por ello, el objetivo del presente estudio fue determinar la
antigenicidad y alergenicidad de distintos extractos comerciales
utilizados para diagnosis e inmunoterapia, procedentes de distintos
cultivares. Se ha seguido el método multiplex, permitiendo la
cuantificaciéon de los alérgenos estudiados en cada extracto y
comprobar la reactividad presentada a determinados alérgenos por los
sueros de un conjunto de pacientes. Adicionalmente, se procedi6 a la
agrupacion del germoplasma analizado en el capitulo 4.2, de acuerdo a
los niveles de alérgenos en cada una de las variedades, con el fin de
simplificar los test de vacunas estandarizados y diagnosticar de forma
personalizada a los pacientes alérgicos a polen de olivo.

4.5.1 Deteccion multiplex cuantificacion de alérgenos
y

procedentes de extractos comerciales de seis cultivares, usados

para diagnosis e inmunoterapia.

Los seis extractos comerciales estudiados muestran una notable
variabilidad en el contenido alergénico (figura 27). Las variedades
Picual y Cornicabra y Lechin muestran niveles elevados de las
isoformas de Ole e 1 de 18,4 kDa y 20 kDa, mientras que los niveles
de los demas cultivares fueron menores, especialmente, en el caso del
extracto genérico Olea enropaea, en los que los niveles de Ole e 1 fueron
practicamente indetectables. Ademas, la isoforma de 22 kDa de este
alérgeno se detecté como una banda débil en las variedades Picual y
Cornicabra y en el extracto genérico.

Ole ¢ 2 también mostrd diferencias entre cultivares, tanto en namero
como en cantidad de isoformas alergénicas. Las variedades se podrian
agrupar en dos categorias segin su contenido en Ole e 2. Las
variedades de alto contenido corresponderfan a Arbequina, Verdial y
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Lechin y las de bajo contenido serfan Picual, Cornicabra y el extracto
genérico de Olea enropaca.
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Figura 27. A) Tincién con plata de extractos comerciales totales de polen de olivo
de cinco diferentes cultivares de olivo y un extracto total genérico de olivo, de origen
varietal desconocido. B) Deteccién multiplex fluorescente de los alérgenos Ole e 1,
Ole e 2, Ole e 5y Ole e 9 sobre la misma inmunotransferencia. Se cargaron treinta
microgramos de proteina total por calle. Los marcadores de peso molecular se
muestran a la izquierda de cada imagen.

Ademais, se observan diferencias cualitativas. Se detectaron tres
isoformas de Ole e 2 con peso molecular estimado de 14,0, 15,1 y 15,6
kDa en Lechin y Picual. La isoforma de 15,6 kDa estuvo ausente en
Arbequina, Picual, Cornicabra y en el extracto genérico. Por otra parte,
la isoforma de 15,1 kDa no se detecté en Cornicabra y Verdial. Ole e 9
se detecté en todos los cultivares analizados y se encontraron
diferencias cuantitativas. L.a mayor intensidad de sefial fluorescente se
observo en Picual y en el extracto genérico, mientras que en el resto de
las variedades Ole e 9 se encuentra escasamente representada.
Finalmente, Ole e 5 se detectdé en todos los cultivares en cantidades
similares.

La intensidad de fluorescencia de cada banda detectada en Ia
inmunotransferencia multiplex (figura 27B) se midié para cuantificar
los niveles relativos de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole ¢ 5y Ole e 9
en los seis extractos de polen analizados. La cuantificacion de cada
isoforma proteica y la suma de ellas se muestran en la figura 28 para
los cuatro alérgenos estudiados.
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Figura 28. Analisis cuantitativo de los alérgenos Ole e 1 (A), Ole e 2 (B), Ole e 5 (C)
y Ole e 9 (D) detectados en la inmunotransferencia de la figura 27B. La intensidad
de la sefial fluorescente se midié por densitometria y se expresa en cuentas (CNT)
port unidad de superficie (mm?).

4.5.2 Reactividad a IgE procedente de un conjunto de sueros de
pacientes hipersensibles a polen de olivo frente a proteinas de
polen de olivo.

La alergergenidad de proteinas del polen de olivo en los seis cultivares
se ensay6 estudiando mediante inmunotransferencias su capacidad de
enlace a IgE. Para ello, la misma membrana utilizada anteriormente se
probd con un conjunto de sueros de ocho pacientes hipersensibles al
polen de olivo y la reacciéon se detectdé por quimioluminiscencia. El
patrén de IgE enlazada a proteinas de cada cultivar se mostré en la
figura 29A. La incubacién con sueros revelé hasta siete bandas
reactivas con pesos moleculares desde 10,3 a 74,2 kDa. Los resultados
muestran diferencias entre cultivares, en nimero e intensidad de las
proteinas enlazadas a IgE. El extracto comercial genérico no mostrd
ninguna inmunoreactividad a los sueros. En la variedad Picual, se
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observaron dos bandas intensas de 18,4 y 20 kDa. Estas mismas
bandas fueron observadas con menor intensidad en la variedad
Cornicabra. El espectro de las proteinas alergénicas en los extractos de
Arbequina y Lechin incluyen una proteina de 10,3 kDa, mostrando la
mayor reactividad al conjunto de sueros y a otras cuatro bandas,
bastante menos intensas, de alto peso molecular. Finalmente, Verdial
mostré bandas inmunoreactivas coincidentes con las observadas para
Arbequenina y Lechin, pero todas exhibian una sefial muy débil.

@ o
A qé © B g ©
: g 2 g £ 3
— = T = - 3 T =
« ¥ § £ £ £ s T § £ £ £
o 3 2 5 5 S 2 3 1 S ] 8
kDa O o < [¢] > 3 kDa o o < [¢] > 3
R
4 ; N
>
76> - ~—74.2kDa
. v - |<61.1kDa
A e W ~ |+—46.4kDa
38» XA X ~ |+37.4kDa

3| .

24»

+—20.0 kDa

17r Y <+—18.5kDa

«—10.3 kDa

Figura 29. A) Analisis de la capacidad de enlace de IgE a proteinas totales de polen
de olivo procedentes de extractos comerciales de cinco variedades y un extracto
genérico de olivo (Olka europaea) por inmunotransferencia. L.a membrana utilizada
para la deteccién multiplex se reprob6é con un conjunto de sueros de pacientes
alérgicos a polen de olivo. Las siete bandas reactivas con pesos moleculares de 10,3 a
74,2 kDa se visualizaron en la membrana tras su deteccién por quimioluminiscencia.
B) Superposicién de bandas reactivas a IgE y bandas detectadas en el experimento
multiplex. Tres de las siete proteinas reactivas a IgE se identificaron como dos
isoformas de Ole e 1 y el alérgeno Ole e 9. Los marcadores de peso molecular se
muestran a la izquierda de cada imagen.

La identidad de algunas de las proteinas enlazantes a IgE se confirmé
facilmente solapando las imagenes multiplex y quimioluminiscente
obtenidas de la misma inmunotransferencia (Figura 29B). Las bandas
de 18,4 y 20 kDa inequivocamente corresponden a las isoformas no
glicosiladas y mono-glicosiladas de Ole e 1, mientras que la banda de
46 kDa se identificé como Ole e 9. Las restantes cinco bandas no
solaparon con ninguna de las bandas mostradas en el experimento
multiplex. Se podtia especular que la banda de 10,3 kDa
corresponderia a Ole e 7 o Ole e 10, ya que ambos alérgenos tienen
masas moleculares similares (Barral ez al 2005; Tejera et al. 1999).
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Adicionalmente, las proteinas de 37,4 kDa deben corresponder al
alérgeno Ole e 11, caracterizado recientemente (Salamanca e 2/ 2010).
Se visualizaron dos bandas adicionales de alto peso molecular, pero no

se encontrd correspondencia a ningun alérgeno de olivo descrito hasta
la fecha.

4.5.3 Agrupacion de las variedades estudiadas en el capitulo 4.2
segun su contenido en los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y
Ole e 9.

Con el fin de simplificar los extractos de polen de olivo de variedades
a utilizar en diagnosis e inmunoterapia especifica se ha propuesto una
agrupacion del germoplasma de variedades de olivo estudiado en el
capitulo 4.2. A partir de las intensidades obtenidas de cada alérgeno en
dichas variedades (capitulo 4.2, figura 11,12 y 13) se generd una tabla
de agrupaciéon de éstas (tabla 25) segun su contenido alergénico
relativo total de Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y Ole e 9.

Tabla 25. Agrupacion de variedades dependiendo de la sumatoria de las
intensidades relativas de las bandas de un alérgeno. Los alérgenos tienen asignado el
n® 1 cuando presentan un bajo contenido del alérgeno y se indica con el n° 2 un
contenido intermedio-alto total del alérgeno.

Ole | Ole e | Ole e | Ole e | Grupo | Variedades
el |2 5 9

1 1 1 1 1 Atbequina, Bella de Espafia, Chetoui,
Koroneiki.

1 1 2 1 2 Changlot real, Cornicabra, Dolce agogia,
hibrido.

1 1 2 2 3 Domat, Gallega, Gordal de Sevilla, hibrido
2-67.

1 2 1 1 4 Frantoio

1 2 1 2 5 Manzanilla de Jaén, Morisca, Hibrido 39-51.

1 2 2 2 6 Ouvo di Piccione, Picholine, Verdial de
Alcaudete.

2 1 1 1 7 Acebuche, Coratina, Cornezuelo, Picual.

2 1 1 2 8 Aceitera, Mesky.

2 1 2 1 9 Blanqueta, Macho de Jaén, Nevadillo.

2 1 2 2 10 Olivo Macho.

2 2 1 1 11 Caninese.

2 2 1 2 12 Aybalik, Ayoruni, Verdial de Vélez,
Villalonga.

2 2 2 1 13 Farga, Picholine marrocaine.
Hibrido 40-52, Hibtido 41-54, Hojiblanca,
Izmir sofralik, Kalamon, Leccino, Lechin de

2 2 2 2 14 Granada, Lechin de Sevilla, Loaime, Lucio,
Manzanilla de Sevilla, Morrut, Negrillo de
Estepa,  Pajarero, Picudo, Rosciola,
Sevillenca, Sourani, Verdial de Badajoz,
Verdial de Huévar

98



@ Resultados

Se calcularon los terciles de la distribucion de datos de la sumatoria de
intensidades relativas para cada alérgeno (mostrado en capitulo 4.2,
tabla 11). Para simplificar la agrupacion de cultivares, se di6 el valor 1
a la intensidad relativa del alérgeno que se encuentra en el primer tercil
de datos, correspondiente a una baja expresion del alérgeno. El valor 2
se otorga a las intensidades relativas de los alérgenos incluidos en el
tercil 2 y 3 de la distribucién, correspondiendo en este caso a valores
de expresion medios o altos de los alérgenos estudiados.

Las variedades que integran el grupo 1 representan a aquéllas con
menor contenido alergénico conjunto de los alérgenos estudiados
(variedades Arbequina, Bella de Espafia, Chetoui y Koroneiki). Las
correspondientes al grupo 14 son aquéllas con el mayor contenido
conjunto de los alérgenos estudiados. En particular, destacan en este
grupo las variedades Morrut y Picudo. El resto de grupos representa
las combinaciones posibles en nimero y nivel de alérgenos.
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4.6 Aplicacion del sistema multiplex a la localizacién simultanea
de alérgenos a nivel celular, mediante microscopia confocal
sobre el grano de polen de olivo de la variedad Picual durante su
germinacion y adaptacion del método para microscopia
electronica.

El estudio de los alérgenos del polen de olivo es una de las claves para
comprender los procesos alérgicos en pacientes hipersensibles a éstos
y buscar una alternativa terapeutica. Por otra parte, muchas de las
proteinas alergénicas son consideradas esenciales en la fisiologia del
polen y por tanto, en la fisiologfa de la reproduccion sexual del olivo.
La localizaciéon celular y la organizacién de estas proteinas pueden
ofrecer pistas sobre su papel biolégico. La metodologia habitual para
el estudio de la distribucion celular de las proteinas alergénicas y de
otros antigenos, se basa en la inmunolocalizacién indirecta con
anticuerpos primarios procedentes de una especie animal y una
segunda ronda con anticuerpos secundarios contra dicha especie,
conjugados con fluorocromos en microscopia de fluorescencia (MF) o
particulas de oro en microscopia electrénica de transmision (TEM).
Ademas, se pueden revelar simultaneamente multiples antigenos tras el
uso de anticuerpos primarios procedentes de diferentes especies y sus
correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con fluoréforos
de caracteristicas espectrales diferenciadas (MF) o con particulas de
oro de diferente tamano (TEM). Sin embargo, los estudios de
inmunolocalizaciéon indirecta multiple a menudo necesitan ensayarse
con anticuerpos primarios procedentes de la misma especie. En este
caso, se debe prevenir la interferencia entre diferentes rondas de
anticuerpos secundarios contra la misma especie.

El objetivo del presente capitulo fue la aproximaciéon al papel
biol6gico de diversas proteinas alergénicas en el polen, adaptando el
método multiplex para la multiple localizacién de estos antigenos a
microscopia confocal y electrénica. El método adaptado esta basado
en la aplicacién de fragmentos Fab (Morales ¢f a/. 2010), usados como
agentes bloqueantes y como anticuerpos secundarios conjugados con
fluorocromos y su base se ha descrito en el capitulo 4.1 .
Seguidamente, se presentan resultados de inmunolocalizacion indirecta
simple y resultados finales de inmunolocalizacion multiple por
adaptacion del método multiplex, usando anticuerpos primarios
procedentes de la misma especie sobre granos de polen de la variedad
de olivo Picual.
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4.6.1 Inmunolocalizacién simple sobre polen de olivo del
alérgeno Ole e 1 durante la germinaciéon del polen mediante
CLSM.

El estudio en detalle de la expresioén de Ole e 1 en el grano de polen se
realiz6 mediante inmunolocalizacién durante diversas etapas de la
germinaciéon iz vitro del polen, a microscopia laser confocal de
fluorescencia (CLSM), siguiendo un procesamiento de muestra de alta
permeabilizacion para facilitar el acceso de los anticuerpos (figura 30).

Figura 30. Localizacién de Ole e 1 en el grano de polen germinado 7z witro por
inmunofluorescencia a CLSM, tras procedimientos de alta permeabilizacién, que
incluyen digestiéon de pared celular. ITa sefial de Ole e 1 se muestra a diferentes
tiempos durante el cultivo. La sefial se localiza en A-A") las aperturas (puntas de
flecha) a 1 h de la incubacién B-B”) las aperturas (puntas de flecha), en la zona
apertural rodeando al tubo polinico (flechas largas), y en el extremo apical del tubo
(flechas huecas) a 2 h de la incubacién, y C-D y C’-D") en la regién apical y
proximal del tubo polinico (flechas huecas), en la region apertural (flechas largas) y
en la pared del grano de polen (estrellas) a 3 h y 5 h de incubacién. D, D’) Controles
negativos que no muestran sefial.

(A-D) CLSM, proyecciéon de 30 secciones opticas y luz transmitida. E) CLSM de
una Unica seccién y luz transmitida. (A’-D’) CLSM, proyeccién de 30 secciones
opticas. GP: grano de polen, TP: tubo polinico. Barras: 5 pm.

La figura 30 A y A" muestra que la expresiéon de Ole e 1 ocurre en las
tres regiones aperturales del polen de olivo, en el incicio de la
incubacién. Tras 2 h de incubacion, se observa la emergencia del tubo
polinico, en el que la sefial fluorescente se localizaba intensamente en
la regién apertural rodeando al tubo polinico (flechas largas, figura 30
B y B’), observandose un leve marcado en la regiéon apical del tubo
polinico, indicado con flechas huecas en las mismas figuras. Pasadas
3h del cultivo, la sefial de Ole e 1 se muestra intensamente en la region
apical del tubo polinico y mas débilmente en la regiéon proximal (figura
30 Cy C). Esta localizacion de Ole e 1 apical y proximal en el tubo
polinico se mantiene durante la elongacion del tubo (figura 30 D y
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D"). Ademas se muestra marcado en la pared del grano de polen,
indicado con estrellas (figura C-D, C"-D") No se encontré marcado en
el control negativo preparado por omision del anticuerpo primario en
el procedimiento de inmunolocalizacion (figura 30E).

4.6.2 Inmunolocalizaciéon sobre polen de olivo de la variedad
Picual del alérgeno Ole e 2 (profilina) y su ligando, actina,
durante la germinacioén in vitro del polen.

El proceso de elongaciéon del tubo polinico es muy rapido y es
dependiente de la presencia de un citoesqueleto dinamico de actina.
Ole e 2 es una profilina del polen de olivo. Las profilinas son proteinas
enlazantes a actina, que puede tener un efecto positivo o negativo en la
polimerizacién de actina, promoviendo el ensamblaje de filamentos de
actina (por liberacién de mondémeros de actina unida) o inhibiéndolo
(por secuestro de monémeros de actina).

El objetivo de este trabajo fue describir la distribucién intracelular de
profilina y actina en el grano de polen maduro de olivo a través de las
primeras etapas de la germinacion del polen.

Inmunolocalizacion simple de Ole e 2 en granos de polen germinando in vitro
mediante CLLSM.

Para determinar la localizacién de profilina se realizé6 una inicial
localizaciéon con procedimientos convencionales de fijacion celular,
seguido por una permeabilizacién suave de la membrana e
inmunomarcado usando un anticuerpo secundario conjugado con el
fluorocromo Cy3 (figura 31). Se observa un marcado de Ole e 2 en
forma de estructura anular, localizado alrededor de la region apertural
correspondiente a la apertura por la cual emerge el tubo polinico, sin
observarse marcado en las restantes dos aperturas (figura 31A y A”).
Ademas, el marcado se muestra en la pared del grano de polen y en el
medio de germinacién. Los granos de polen no hidratados o en los
que no ha emergido el tubo polinico no muestran sefial en su
superficie, y tampoco muestran el marcado en forma de estructura
anular. El interior del grano de polen y del tubo polinico no mostraron
fluorescencia. Los controles negativos no mostraron marcado
fluorescente (figura 31B y B").

La penetraciéon de los reactivos se mejoré mediante un protocolo de

procesamiento de muestra con pasos adiciones de fijacién, digestion
celular con enzimas y permeabilizacién con una soluciéon de DMSO y
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el detergente NP-40. Mediante el uso de este protocolo, el marcado
fluorescente de profilina se observé en las tres regiones aperturales del
grano de polen en las primeras etapas de la germinacion 7z vitro del
polen (1h), (figura 32A y A").

Figura 31. Inmunolocalizacién a CLSM del alérgeno Ole e 2 (profilina) en polen de
olivo cultivado 7z vitro con procesamiento convencional de muestras. A-A’) La sefial
fluorescente de profilina se observa alrededor de la regién apertural por la que
emerge el tubo polinico, formando una estructura anular (flechas). La fluorescencia
se observa también en la exina del polen (estrellas huecas) y en el medio de cultivo
(estrellas llenas) de los granos de polen en germinacion. La fluorescencia no se
observé en tubos polinicos. B-B’) Los controles negativos no muestran
fluorescencia significativa.

(A-B) CLSM, proyeccion de 30 secciones 6pticas y luz transmitida. (A’-B’) CLSM,
proyeccién de 30 secciones 6pticas. GP: grano de polen, TP: tubo polinico. Barras:
10 pum.

El marcado no es igual de intenso en las tres aperturas, una de ellas
muestra un mayor marcado que las dos restantes. Esto fue
particularmente evidente cuando las proyecciones opticas seriadas del
grano de polen completo se analizaron por secciones individuales
(figura 32A-B, A"-B”). Tras 5 h de cultivo i vitro del polen (figura 32C
y C’) se observa una emergencia suficiente del tubo polinico del grano
de polen como para comprobar el marcado diferencial por regiones.
El tubo polinico se muestra marcado en su regiéon apical y en el
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citoplasma cercano a la apertura. El marcado dentro del grano de
polen no se observé en ninguna de las etapas estudiadas. Tras el uso
de este protocolo extendido, se hizo significativa la disminuciéon de
seflales presentes en la exina del polen y en el medio de cultivo,
respecto del protocolo convencional. Asi mismo, se redujo el marcado
en estructura anular alrededor de la apertura de emergencia del tubo
polinico. La intensidad de marcado en estas estructuras externas fue
dependiente de la intensidad y duraciéon de los pasos de lavado
incluidos en el protocolo. Los controles negativos no mostraron
fluorescencia (figura 32D y D”)

Figura 32. Inmunolocalizaciéon de profilina en preparaciones de polen de olivo
cultivado ## vitro tras el uso de un protocolo extendido que incluye digestién de pared
celular y alta permeabilizacién de membrana. (A—C y A’~C’) El marcado de profilina
se observa a diferentes tiempos tras el cultivo (1 h, 2 h y 5 h) en las aperturas
(puntas de flecha) y en la exina del polen (estrellas huecas). El tubo polinico muestra
una intensa fluorescencia en la zona de emergencia (flechas estrechas, figura B-C, B'-
C") y en las areas apical y basal (flechas gruesas, figura C y C”). El medio de cultivo
presenta marcado fluorescente (estrellas llenas, figura C y C’). Los controles
negativos no presentan fluorescencia significativa (figura D y D”).

(A) CLSM vy luz transmitida de una seccién individual (B-D) CLSM, proyeccién de
30 secciones oOpticas y luz transmitida. (A”) CLSM de una seccién individual. (B’-D’)
CLSM, proyeccién de 30 secciones 6pticas. Ap: Apertura, GP: grano de polen, TP:
tubo polinico. Barras: 10 pm.

Inmunolocalizacion simple de actina en granos de polen germinando in vitro
mediante CLLSM.

La actina fue inmunolocalizada siguiendo el protocolo extendido de
fijacion, digestion enzimatica y permeabilizacion. Durante las primeras
etapas del cultivo zz vitro, correspondientes a la hidratacién del polen y
la emergencia inicial del tubo polinico (1-3 h), la actina se localiz6 en
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las tres regiones aperturales del grano de polen. No se observo
marcado en la exina del polen o en el interior del grano de polen
(Figura 33A-B, A’-B’). Tras la emergencia del tubo polinico (figura
33C y C") se observaron acumulaciones importantes de actina en el
citoplasma del tubo polinico, particularmente en la regién apical y en
el area inmediatamente proxima a la apertura. Algunas acumulaciones
estuvieron presentes en las proximidades del nicleo generativo. Los
microfilamentos de actina no se pudieron discernir en el tubo polinico.
No se observé fluorescencia en los controles negativos (figura 33D y
D).

Figura33. Inmunolocalizacién a CLSM de actina en preparaciones de polen de olivo
cultivado iz vitro después de un tratamiento extendido de fijacién, digestion celular y
permeabilizacién de membrana. (A—C y A’-C’) La actina se localiza a diferentes
tiempos tras el cultivo (1 h, 3 h y 5 h) en las aperturas (puntas de flecha en figuras A-
By A’-B). En la figura C y C” se observa que el tubo polinico muestra marcado en
las areas apical y basal (flechas gruesas y flechas estrechas, respectivamente. Algunos
puntos de fluorescencia se hicieron visibles en el citoplasma, sin embargo, no se
visualizaron filamentos individualizados. El nucleo generativo no muestra
fluorescencia. Los controles negativos no mostraron fluorescencia (figura D y D).
(A-D) CLSM (secciones Opticas, excepto (C), la cual es una proyecciéon de 30
secciones opticas, solapadas con luz transmitida. (A’-C’) CLSM (secciones 6pticas
excepto (C), la cual es una proyeccion de 30 secciones épticas. N: nucleo, GP: grano
de polen, TP: tubo polinico. Barras: 10 pm.

4.6.3 Inmunolocalizaciéon multiplex usando anticuerpos contra
Ole e 1 (anti-ratén), Ole e 2 y Ole e 9 (anti-conejo, ambos
procedentes de la misma especie).

Este estudio muestra la inmunolocalizaciéon mdltiple usando
fragmentos Fab para marcado y bloqueo de anticuerpos primarios. La
aplicacion de los fragmentos Fab ha permitido realizar ensayos en los

105



Resultados @

que se utilizan anticuerpos primarios policlonales procedentes de las
mismas especies (anti-Ole e 2 y anti-Ole e 9 de conejo) mediante
CLSM (Figura 34), junto con el uso de un anticuerpo primario contra
una especie diferente (anti-Ole e 1 de ratén). Las condiciones de
trabajo, incluyendo la concentracion de fragmentos Fabs, las
concentraciones de los restantes anticuerpos utilizados y los tiempos
de incubacién han sido cuidadosamente adaptados para cada
anticuerpo de interés, verificaindose la no existencia de interferencias
entre anticuerpos.

La figura 34 muestra la localizaciéon mediante CLSM de los diferentes
alérgenos en preparaciones de polen de olivo germinado 7z witro
durante 4 h. El alérgeno Ole e 1 (Figura 34A, mostrado en verde) esta
presente de forma abundante en la regién apical del tubo polinico
(flechas gruesas), y como punteado fluorescente en el citoplasma del
tubo polinico (flechas estrechas). El alérgeno es abundante también en
la exina del polen (puntas de flecha) y en la zona préxima a la apertura
de emergencia del tubo polinico (estrellas). La localizaciéon de Ole e 2
(profilina) en el mismo grano de polen se muestra en la figura 34B
mostrado en amarillo. En este caso, el alérgeno co-localiza con Ole e 1
en la region apical del tubo polinico (flechas gruesas) y en diversos
puntos de la zona apertural de emergencia del tubo polinico (estrellas).
Ademas, se observa marcado en el citoplasma del polen en diversos
puntos (flechas estrechas), co-localizando algunos de éstos con el
marcado de Ole e 1. También aparece un marcado leve en la exina del
polen (puntas de flecha). El marcado de Ole e 9 en el mismo grano de
polen (figura 34C, mostrado en azul) es muy escaso y practicamente
limitado a la region apical del tubo polinico (flechas gruesas), a la zona
de emergencia del tubo polinico (estrellas) y a la exina del grano de
polen (puntas de flecha). Las regiones aperturales aparecen marcadas
en las tres imagenes, con diferente intensidad y localizaciéon de los
alérgenos. La figura 34D muestra la superposicion de las tres imagenes
obtenidas, observandose el marcado de los tres alérgenos en la zona
apical del tubo polinico (flechas gruesas) y en la region de emergencia
del tubo polinico (estrellas). La figura 34E muestra la misma imagen
superpuesta con luz transmitida. Los experimentos de localizacion
individual de los tres alérgenos mostraron una localizacion similar
(mostrados en apartados anteriores para Ole ¢ 1 y Ole e 2). Los
controles negativos preparados por omisiéon de los anticuerpos
primarios no mostraron fluorescencia bajo las mismas condiciones de
captura de imagen (no se muestran estos resultados).
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Figura 34. Localizacion simultanea de tres diferentes alérgenos mediante CLLSM en
preparaciones 7 vitro de granos de polen de olivo germinado durante 4 h. A)
Localizacién del alérgeno Ole e 1 usando un anticuerpo secundario conjugado con
Alexa 488; mostrado en verde. B) Localizacién del alérgeno Ole e 2 usando un
fragmento Fab conjugado con Cy3; mostrado en amarillo. D) TLocalizacién del
alérgeno Ole e 9 con un anticuerpo secundario conjugado con Alexa 633; mostrado
en azul. D) Imagen de la superposicién de las imdgenes correspondientes a los tres
alérgenos. E) Imagen de la superposicion de los tres alérgenos y luz transmitida en el
mismo grano de polen. Las imagenes son el resultado de la proyeccion de 30
secciones Opticas. Ap: apertura, GP: grano de polen, TP: tubo polinico. Flechas
estrechas: marcado presente en el citoplasma del tubo polinico. Flechas gruesas:
marcado presente en la region apical del tubo polinico. Puntas de flecha: marcado
observado en la exina del polen. Estrellas: marcado del tubo polinico en la region
cercana a la apertura.
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4.6.4 Inmunolocalizacién simple de profilinas y actina a TEM en
granos de polen.

Se realizaron inmunolocalizaciones de profilina en granos de polen
maduro y germinado 7z vitro. Ademas se localiz6 actina en granos de
polen maduro. ILas secciones de polen mostraban una ultraestructura
bien preservada.

Inmunolocalizacion simple de profilinas a TEM en granos de polen maduro.

Las particulas de oro de 15 nm en el grano de polen maduro se
mostraron distribuidas uniformemente a lo largo del citoplasma de la
célula vegetativa (figura 35A).

Figura 35. Inmunolocalizacién de profilinas mediante TEM sobre secciones
ultrafinas de granos de polen maduro. A) Citoplasma de la célula vegetativa
mostrando particulas de oro (flechas negras llenas). B) Detalle de la pared del grano
de polen mostrando patticulas de oro en la exina (flechas huecas) y en el material
adherido a la exina (flechas blancas llenas). C) Seccién correspondiente al control
negativo en el que se omitié el anticuerpo anti-profilina.

C: citoplasma, Ex: exina, In: intina, V: vesicula. Barras: 1 pm.
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Las membranas y los compartimentos delimitados por éstas
(organulos, vesiculas y vacuolas) no se mostraron marcados. La
profilina se localiz6 ampliamente en la exina del polen,
particularmente, en la ectexina y en el material adherido externamente
a la pared del grano de polen. La intina se mostr6 practicamente libre
de particulas de oro (figura 35B). Los controles negativos no
mostraron marcado de particulas de oro (figura 35C).

Inmunolocalizacion simple de profilinas a TEM en granos de polen germinados.

La figura 36 muestra la inmunolocalizacién de profilina durante las
primeras etapas de la germinacion.

Figura 36. Inmunolocalizacién a TEM de profilina sobre secciones ultrafinas de
granos de polen de olivo en germinaciéon. A) Citoplasma de la célula vegetativa y
citoplasma de la regién proximal del tubo polinico. El marcado con oro se extiende a
lo largo del citoplasma del tubo polinico. B) Detalle del citoplasma del tubo
polinico. Las particulas de oro se localizan uniformemente en el citoplasma y estan
practicamente ausentes en vacuolas y vesiculas. C) Regién apertural mostrando un
intenso marcado con oro en el citoplasma (flechas negras llenas). El marcado incluye
una numerosa cantidad de particulas de oro en la endexina de la region apertural
(flechas huecas). El material adherido a la ectexina también muestra un intenso
marcado con particulas de oro (flechas blancas llenas).

Ap: apertura, PC: pared celular, C: citoplasma, En: endexina, Ex: exina, V: vesicula.
Barras: 1 um.
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Los tubos polinicos mostraron una localizacion abundante y
homogénea de particulas de oro de 15 nm en su citoplasma, como
continuacién del citoplasma de la célula vegetativa (figura 36A). El
marcado en vesiculas u organelas del tubo polinico fue insignificante.
La pared del tubo polinico no mostré apenas particulas de oro (figura
36B).

Las particulas de oro se observaron acumuladas en la regién apertural
correspondiente a la zona de emergencia del tubo polinico. En esta
region que delimita la zona de apertura se mostré una numerosa
cantidad de particulas de oro en la exina, tanto en la ectexina como en
la endexina (figura 36C).

Inmunolocalizacion simple de actina a TEM en granos de polen maduro.

Las particulas de oro en el grano de polen maduro se mostraron
distribuidas a lo largo del citoplasma de la célula vegetativa (figura
37A).

Las organulos, vesiculas y vacuolas no se mostraron marcados. La
actina se mostré ausente en la intina y la exina del polen. Los controles
negativos no mostraron marcado de particulas de oro (figura 37B).

Figura 37. Inmunolocalizacién a TEM de actina sobre secciones ultrafinas de
granos de polen de olivo maduro. A) La imagen muestra el citoplasma de la célula
vegetativa marcado con oro de 20 nm (flechas). El marcado esta ausente en
organulos, vacuolas y vesiculas. B) Seccién correspondiente al control negativo en el
que se omiti6 el anticuerpo anti-actina. C: citoplasma, V: vacuola, M: mitocondria, P:
plastidio, In: intina, Ap:apertura.

4.6.5 Inmunolocalizacién simple de Ole e 9 a TEM en granos de
polen maduro.

En el grano de polen maduro, Ole e 9 se localizé en el citoplasma de la
célula vegetativa (figura 38A). El mismo resultado, con una
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concentracién mayor de Ole e 9, se observé en la proximidad de la
apertura del grano de polen (figura 38B). En esta misma zona, el
marcado se extendi6 a vacuolas y a la intina de la regién apertural
(figura 38B). No se observaron particulas de oro en los controles
negativos preparados omitiendo el anticuerpo primario (figura 38C).

Figura 38. Inmunolocalizacién a TEM de Ole e 9 sobre secciones ultrafinas de
granos de polen de olivo maduro. A) Las particulas de oro (30 nm) se encontraron
distribuidas por el citoplasma de la célula vegetativa (flechas negras). La exina
mostr6 un escaso marcado (flecha blanca). B) Imagen mostrando una de las regiones
aperturales del grano de polen. Se muestra el marcado en el citoplasma (flehas negras
anchas), en vacuolas (flechas negras estrechas) y en la pared de la region apertural
(flechas blancas). C) Los controles negativos omitiendo el anticuerpo primario no
presentaron marcado. C: citoplasma, V: vacuola, Ap: apertura, Ex: exina, In: intina.

4.6.6 Inmunolocalizacion multiple a TEM usando anticuerpos
contra actina (anti-ratén), Ole e 2 y Ole e 9 (anti-conejo, ambos
procedentes de la misma especie) en granos de polen maduro.

La localizacion simultanea de actina y de los alérgenos Ole e 2y Ole e 9 a TEM
se muestran en la figura 39. Las imagenes a bajo aumento (Figuras 39A y B)
indican que todas las particulas de oro se encuentran esparcidas en el citoplasma
de la célula vegetativa y en la exina del grano de polen. La mitocondria, el
nucleo, y la intina del polen estan libres de marcado. Las imagenes a alto aumento
muestran una mejor discriminacion del marcado (figura 39C). Las pequefias
particulas de oro (20 nm) indican la presencia de actina, con localizacion
exclusivamente citoplasmatica. La presencia de los alérgenos Ole e 2 y Ole e 9
visualizados por medio de particulas grandes y medianas (40 y 30 nm,
respectivamente) es mucho mas ubicua y se encuentran presentes a lo largo del
citoplasma de la célula vegetativa (figura 39C), asi como en diferentes estratos de
la exina del polen (Figura 39B y C). Existe una marcado de Ole e 9 en algunas
vacuolas (figura 39C). Esta localizacion se mostrdé similar a la presentada en
experimentos independientes (en apartados anteriores). Los controles negativos
preparados por omision de los anticuerpos primarios no mostraron marcado (no
se muestran estos resultados).
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Figura 39. Inmunolocalizacién mdltiple de actina y de los alérgenos Ole ¢ 2 y Ole ¢
9 sobre secciones ultrafinas de granos de polen maduro. A) Vista a bajo aumento del
citoplasma de la célula vegetativa. El marcado estd restringido al citoplasma de la
célula vegetativa. Algunas vesiculas muestran marcado correspondiente a Ole ¢ 9. B)
Detalle a bajo aumento de la pared del polen de olivo. El marcado de particulas de
oro correspondientes a Ole e 2 y Ole e 9 esta presente en la exina. La intina no
muestra marcado. C) Imagen de alto aumento del citoplasma de la célula vegetativa y
la pared del polen. Los organulos y las vacuolas presentan una ausencia de marcado
de Ole e 2 con particulas de oro. Sin embargo, se presenta marcado de Ole ¢ 9 en
vacuolas. Ole e 2y Ole ¢ 9 estan ampliamente distribuidos a lo largo del citoplasma.
La actina se observa también ampliamente distribuida en el citoplasma. C:
Citoplasma, Ex: exina, In: intina, M: mitocondria, N: nucleo vegetativo, V: vacuola.
Flechas negras llenas: Ole e 2 (profilina) (40nm); flechas huecas: Ole e 9 (30 nm);
puntas de flecha: actina (20 nm). Barras: 1 pm.
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5.1 El método multiplex es una herramienta versatil en la
deteccion de multiples antigenos en polen de olivo,
independientemente del origen de la especie de los anticuerpos.

El desarrollo del método multiplex para la deteccién simultanea de
alérgenos, independientemente del origen de la especie de los
anticuerpos, ha mostrado ser una herramienta simple, rapida y con
grandes ventajas. Se ha aplicado a inmunotransferencias (IT),
inmunolocalizaciones sobre material completo en microscopia
confocal (CLSM) y se ha adaptado para las inmunolocalizaciones en
secciones a microscopia electrénica de transmision (TEM). La
cuantificacién de proteinas es precisa, al utilizar fluorocromos con un
amplio rango dinamico (IT), los antigenos solapantes se discriminan
facilmente (IT y CLSM), la adquisicién de imagen se lleva a cabo por
escaneo secuencial (IT y CLSM) o fotografia (TEM) en un unico paso,
los anticuerpos primarios procedentes de las mismas especies se
pueden ensayar simultineamente con los obtenidos de diferentes
especies y la cantidad de proteina o muestra necesaria para los ensayos
es minima. Ademas, este método podria ser aplicado al estudio de
otros alérgenos en el polen de olivo y en otras especies de plantas
alergénicas.

Un primer paso para demostrar la detecciéon de multiples proteinas,
incluso cuando los anticuerpos primarios proceden de la misma
especie, es el uso de la inmunolocalizacién directa con anticuerpos
primarios directamente conjugados con fluorocromos o particulas de
oro de diferentes tamanos (Tsurui ez a/. 2000). Sin embargo, los
anticuerpos primarios requeridos no estan habitualmente disponibles
comercialmente como conjugados y la unién covalente entre los
anticuerpos primarios y el conjugado correspondiente no es un
protocolo rutinario en la mayoria de los laboratorios. Ademas, este
método requiere grandes cantidades de anticuerpos purificados y no es
practico debido a su baja sensibilidad para la deteccion de niveles
endogenos de proteinas (Mao and Walker 2002). As{ mismo, para
mantener abierta la posibilidad de alternar sistemas de deteccion, es a
menudo necesario disponer de una coleccién de anticuerpos primarios
conjugados con diferentes fluorocromos o particulas de oro de
diversos tamafios. Estos factores determinan que la mayoria de los
laboratorios elijan el método indirecto para los experimentos de
inmunolocalizaciéon mdaltiple (Ferri e al. 1997; Staines ez al. 1988). La
inmunolocalizacion indirecta de antigenos hace que no sean necesarios
los pasos de enlace covalente de anticuerpos primarios con
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fluorocromos, enzimas o particulas de oro que consumen tiempo, son
caros y podrian modificar quimicamente la capacidad antigénica del
anticuerpo primario (Kim ez a/. 2008; Makrides ef al. 2005; Xing et al.
2007). Ademas, en la inmunolocalizaciéon indirecta se necesita un
nimero limitado de anticuerpos  secundarios que  sean
complementarios al pequefio nimero de especies animales utilizadas
habitualmente para la producciéon de anticuerpos. En dichos ensayos
indirectos, en los cuales el anticuerpo secundario conjugado reconoce
a anticuerpos primarios no conjugados, los procedimientos son
sencillos, siempre que los anticuerpos primarios procedan de
diferentes especies, debido a que los anticuerpos secundarios son
capaces de distinguir entre los primarios. Sin embargo, en algunos
casos, los experimentos de inmunolocalizacién multiple requieren la
utilizacioén de anticuerpos desarrollados en la misma especie.

Para solventar este problema, en este trabajo se desarroll6 la deteccion
multiple de antigenos mediante el uso de fragmentos Fab, que son
capaces de saturar completamente el anticuerpo primario utilizado,
ademas de bloquear su reconocimiento por un anticuerpo secundario
usado en la inmunodeteccién de un segundo antigeno (Negoescu ef .
1994).

La inmunolocalizacién indirecta con anticuerpos procedentes de la
misma especie se ha aplicado en los experimentos de esta tesis para la
deteccion de anticuerpos policlonales mediante ciclos de incubacion
con anticuerpos primarios y secundarios. El bloqueo completo de los
sitios de enlace para los anticuerpos primarios procedentes de la
misma especie que los utilizados en posteriores incubaciones ha sido el
proceso critico para una deteccion especifica. Para ello, se han
aplicado fragmentos Fab conjugados con fluorocromos (CLSM e IT)
para el marcado y fragmentos no conjugados para el bloqueo de los
sitios libres de los anticuerpos primarios. Los fragmentos Fab tienen
un unico sitio de unién a las regiones Fc o F(ab’), de una
inmunoglobulina IgG. De esta forma, los fragmentos monovalentes
Fab (con o sin conjugar) hacen imposible la captura del anticuerpo
primario de las proximas rondas de incubacion.

En contraposicion, los métodos de inmunolocalizacion de fragmentos
Fab tienen una serie de inconvenientes potenciales. En un limitado
numero de casos, los fragmentos Fab se podrfan disociar de la
inmunoglobulina  (anticuerpo  primario) y asociarse a otra,
comprometiendo la especificidad (Kattah ez @/ 2006). En el caso de su
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utilizacioén para bloqueo, es posible que ocurra un bloqueo incompleto
de inmunoglobulinas (anticuerpos primarios) con fragmentos Fab
(Nielsen ez al. 1987). Ademas, el uso de las concentraciones saturantes
de los fragmentos en el bloqueo debe estar asegurado. Sin embargo,
ninguno de estos efectos adversos han sido apreciados en nuestros
ensayos.

Método multiplex: en inmunotransferencias.

Los trabajos previos realizados en inmunotransferencias siguiendo
métodos indirectos de inmunolocalizaciéon de multiples antigenos,
independientemente de la especie de procedencia de los anticuerpos,
fueron desarrollados por Krajewski y colaboradores (Kaufmann ez a/.
1987). Este procedimiento, llamado “MAD inmunoblotting” detectaba
secuencialmente multiples antigenos en una unica membrana de
inmunotransferencia, evitando pasos de lavado y eliminaciéon de
anticuerpos o el uso de réplicas. El anticuerpo secundario utilizado
estaba conjugado con peroxidasa, seguido de una deteccién por
quimioluminiscencia y  exposicion a un film fotografico.
Posteriormente, los complejos antigeno-anticuerpo sobre la membrana
se ensayaban con un sustrato cromogénico (3,3'-diaminobenzidina,
siglas DAB; o el sustrato SG (nhombre comercial de Vector labs, Inc.)
lo que hacia que los complejos que participaban en las reacciones
basadas en la peroxidasa fuesen incapaces de reaccionar en siguientes
exposiciones a sustratos de peroxidasa en los secuenciales ensayos de
la misma membrana. Una variacién de este método, llamada esta vez
“Rainbow Western” se ha desarrollado recientemente por los mismos
autores (Krajewski 2009), usando cuatro diferentes sustratos de
enzimas (por ejemplo sustratos para peroxidasa) que producen
precipitados de colores marrén, negro, rojo y verde. Sin embargo,
ambos métodos tienen una serie de limitaciones. Los sustratos de
enzimas (ej. DAB) precipitan, pudiendo bloquear epitopos no
solapantes de la misma proteina o la deteccion de otros antigenos en la
membrana. Ademas, los tratamientos repetitivos con H,O, dafian
algunos epitopos de proteinas. La deteccién simultinea con este
método es unicamente posible cuando las proteinas antigénicas
presentan pesos moleculares muy diferentes y no se superponen en la
membrana. Finalmente, la cuantificacién entre extractos proteicos es
demasiado cambiante debido a la baja reproducibilidad de las
reacciones enzimaticas.

Las novedades metodoldgicas en el ensayo multiplex en membranas
para inmunotransferencia se resumieron en dos conceptos:
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Primero, el uso de fragmentos Fab como anticuerpos secundarios para
el bloqueo de anticuerpos primarios procedentes de la misma especie.
En un estudio pionero, Martin y colaboradores (Martin ¢ al. 2003)
utilizaron fragmentos Fab conjugados con enzimas para el bloqueo y
detecciéon de antigenos simultaneamente. Para ello, ensayaron los
fragmentos conjugados con enzimas en exceso. Sin embargo, el uso de
fragmentos Fab conjugados en exceso producia manchas
desdibujadas, particularmente cuando el antigeno se hallaba presente
en cantidades altas. Este efecto hace complicada la distinciéon de
antigenos cercanos unos de otros en la misma membrana. Con la
presente metodologia descrita para multiplex se resuelven estos
problemas, ya que la deteccién y el bloqueo se llevaron a cabo de
forma separada, usando fragmentos Fab conjugados y no conjugados
con fluorocromos, respectivamente. Por otra parte, se observo que los
tiempos largos de incubacion y/o un exceso de fragmentos Fab no
conjugados disminufan la sefial fluorescente previa de los anticuerpos
secundarios conjugados con fluorocromos contra la misma especie ya
enlazados a su correspondiente primario, a causa de que ambos
compiten por el mismo anticuerpo primario. Para evitar este efecto, es
esencial optimizar la concentracién y los tiempos de incubacién de los
fragmentos Fab no conjugados usados para el bloqueo.

Segundo, los alérgenos se detectan simultineamente usando
anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos,
comercialmente disponibles y con una alta diversidad de rangos de
excitaciéon y emision. Las interferencias entre diversos ensayos
fluorescentes se minimiza por el uso de diferentes fluorocromos
conjugados con anticuerpos secundarios, excitandose con diferentes
lineas de laser y emitiendo a diferentes longitudes de onda, captadas
por diversos filtros de emision, permitiendo la separaciéon de las
longitudes de onda de emisién. Ademas, los fluorocromos presentan
un amplio rango dinamico y las imagenes se capturan con un
densitometro de alta sensibilidad. Debido a ello, las sefiales pueden ser
separadas espectralmente, usando laseres de emisién vy filtros
apropiados de emision, y se pueden obtener cuantificaciones precisas
por analisis volumétrico de las intensidades de emision a partir de una
unica imagen digital.

El estudio sobre membranas para inmunotransferencias se centré en
cuatro proteinas alergénicas, Ole e 1, Ole e 2, Ole ¢ 5 y Ole e 9. Sin
embargo, se puede extender el analisis a un alto numero de alérgenos u
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otras proteinas, independientemente del origen de la especie del
anticuerpo, usando una combinacién de fluorocromos compatible con
plataformas de detecciéon equipadas con un mayor numero de filtros
de emisién y excitacion. Ademas, esta metodologfa multiplex para
inmunotransferencias podria desarrollarse en experimentos de
electroforesis 2-D, aumentandose la resoluciéon y la deteccion de
isoformas de alérgenos.

Método multiplex: en microscopia ldser confocal.

Uno de los métodos utilizados para solventar el problema de las
interferencias en la deteccién de mdltiples antigenos, cuando los
anticuerpos contra éstos proceden de la misma especie, es la seleccion
de anticuerpos primarios monoclonales de diferentes clases o
subclases de inmunoglobulinas y dirigir a los anticuerpos secundarios
contra el correspondiente isotipo. Este procedimiento ha sido
desarrollado para microscopia de fluorescencia convencional
(Buchwalow ez @/ 2005). Sin embargo los diferentes isotipos de
anticuerpos primarios monoclonales no estin de forma general
disponibles comercialmente. Ademas, el uso de los anticuerpos
policlonales en los laboratorios esta mas extendido que los
monoclonales y normalmente los anticuerpos policlonales contienen
una diversidad de clases y subclases de anticuerpos. En estos casos, el
uso de anticuerpos secundarios especificos contra cada clase o
subclase de primarios policlonales no debe ser efectivo.

El primer trabajo en microscopia de fluorescencia donde se utilizaron
dos anticuerpos procedentes de la misma especie (monoclonales
diferentes de ratéon) y fragmentos Fab, éstos se utilizaron en exceso
conjugados con  fluorocromos  para  bloquear y  marcar
simultaneamente (Wessel and McClay 1986). Este articulo fue la base
para que diversos autores desarrollaran detecciones ensayando
anticuerpos primarios procedentes de la misma especie y fragmentos
Fab, utilizados en exceso, conjugados con fluorocromos o enzimas
fostatasa alcalina y peroxidasa (Negoescu ¢z al. 1994) y desarrollados
mediante fluorescencia, quimioluminiscencia o colorimetrfa. Una
aproximacioén a la utilizaciéon de fragmentos sin conjugar para el
bloqueo de anticuerpos primarios monoclonales (raton) se realizé de
forma que tras la primera ronda de anticuerpos primarios y
secundarios, se usaron inmunoglobulinas inespecificas de ratén
(bloqueo de los sitios libres del anticuerpo secundario marcado con
fluorocromo) y después fragmentos Fab sin conjugar (bloqueo de las
inmunoglobulinas inespecificas y del anticuerpo primario) (Lewis Carl
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et al. 1993). Otra técnica reciente y muy ingeniosa ha sido usada por
diversos autores. Consiste en usar complejos preformados de
anticuerpos primarios con fragmentos Fab o F(ab’)2 como complejo
reactivo para el reconocimiento del antigeno (Brown e a/. 2004; Owen
et al. 2010). Para bloquear los fragmentos libres Fab que no se han
unido a los anticuerpos primarios se incuba la soluciéon con un exceso
de inmunoglobulinas inespecificas procedentes de suero preinmune de
la misma especie que los anticuerpos primarios.

En la presente investigacion, se establecié la relacion espacial entre
alérgenos de polen de olivo Ole e 1, Ole e 2 y Ole e 9 mediante CLSM
utilizando un anticuerpo monoclonal de ratén (anti-Ole e 1) y dos
anticuerpos policlonales de conejo (anti-Ole e 2 y anti-Ole e 9). El
método utilizado consiste en ensayar, de forma separada, fragmentos
Fab conjugados con fluorocromos que debido a su monovalencia,
evitan la captaciéon de anticuerpos primarios de la misma especie
utilizados en las siguientes rondas de incubacién y por otra parte,
ensayar un exceso de fragmentos Fab no conjugados para el bloqueo
de los anticuerpos primarios procedentes de la misma especie de
anteriores rondas de incubacién. Ademas, el ensayo con fragmentos
Fab conjugados se realiza sin un exceso de éstos, de forma que no se
satura la sefal fluorescente y permitiria, si es necesario, una
cuantificacién relativa del marcado, normalizando la sefial a una
proteina usada como estandar interno marcada dentro de la misma
muestra.

El presente estudio demuestra la posibilidad de usar dos anticuerpos
de suero policlonal de conejo y un monoclonal de ratén, obteniendo
una localizaciéon especifica fluorescente en los tres diferentes alérgenos
en la misma muestra. La técnica es rapida, se podria aplicar para
procedimientos analiticos, ya que se podrian cuantificar las sefiales y
ofrece una alternativa para los estudios de inmunolocalizaciéon usando
anticuerpos primarios procedentes de las mismas especies.

Adaptaciin del método multiplex para microscopia electronica de transmision.

La aplicacién del método descrito anteriormente se ha realizado para
la deteccion simultanea de los alérgenos Ole e 2 y Ole e 9, asi como
para la deteccion del ligando de Ole e 2, la actina. Se ensayaron para
ello dos diferentes anticuerpos (anti-Ole e 2 y anti-Ole e 9)
procedentes de la misma especie animal (conejo) y un anticuerpo
monoclonal (anti-actina) de una especie diferente (raton), detectandose
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simultaneamente mediante el uso de anticuerpos secundarios
conjugados con oro coloidal de diferente tamafio. Debido a la no
disponibilidad a nivel comercial de anticuerpos secundarios Fab
conjugados con oro coloidal, utilizamos en este caso
inmunoglobulinas IgG completas conjugadas con oro. La deteccion se
realiz6 mediante una adaptaciéon de un método realizado por otros
autores para microscopia de fluorescencia (Lewis Catl ez 2/ 1993). Para
evitar interferencias entre anticuerpos, tras la primera ronda de
anticuerpos primarios y secundarios, se aplicO en exceso suero
preinmune de conejo, cuyas Ig inespecificas se uniran a los sitios libres
del anticuerpo secundario, bloqueandolos. Posteriormente se aplican
fragmentos Fab no conjugados en exceso contra la especie de la que
procede el primario, de forma que se bloquean tanto los anticuerpos
primarios como la IgG inespecifica. Seguidamente, se ensaya la
siguiente ronda de anticuerpos primarios procedentes de la misma
especie.

Hasta el momento, diversos autores han utilizado inmunolocalizacién
indirecta multiple a microscopia electronica mediante el uso de
anticuerpos primarios de diferentes especies y anticuerpos secundarios
conjugados con diferentes tamafos de oro coloidal. También se han
llevado a cabo localizaciones con diversos protocolos quimicos para la
deteccién de anticuerpos primarios procedentes de la misma especie.
Entre otros, se han desarrollado protocolos en los que se utilizaron
excesos de anticuerpos secundarios y posterior bloqueo de éstos por
desnaturalizaciéon de sus sitios libres a través de tratamientos con
formaldehido (Jensen and Norrild 2005; Wang and Larsson 1985) o
por tratamientos de reduccién de plata que se localiza en la superficie
de las particulas de oro conjugadas con los anticuerpos secundarios,
bloqueandolos (Bienz and Egger 1998). En estos ultimos
procedimientos, tnicamente se bloquean los anticuerpos secundarios.
Los primarios pueden ser susceptibles de unirse a secundarios de
proximas rondas de incubacién, con lo que existe la posibilidad de
interferencias entre anticuerpos.

El protocolo utilizado en la presente investigacion para la localizacion
de la distribuciéon de proteinas a nivel subcelular es el primero, a
nuestro conocimiento, que usa fragmentos Fab para el bloqueo de los
anticuerpos primarios, mostrando especificidad en las localizaciones.
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5.2 Diversidad cuantitativa y cualitativa de los alérgenos Ole e 1,
Ole e 2, Ole e 5 y Ole e 9 en los cultivares de olivo e
implicaciones en la biologia reproductiva del olivar.

El método seguido para el estudio de los perfiles de expresion de los
alérgenos en el polen de olivo se ha llevado a cabo a nivel proteémico,
ya que es mas adecuado para aproximarse al estudio de la expresion
proteica y la funcién de los alérgenos en el polen de olivo que los
estudios a nivel transcripcional de la expresion de proteinas.
Recientemente, se han desarrollado potentes herramientas para
estudiar a nivel transcripcional la expresion de proteinas (microarrays y
chips Affymetrix). Sin embargo, diversos estudios destacan la falta de
una correlacion directa entre datos transcripcionales y perfil proteico
de células o tejidos eucariotas (Greenbaum ez a/. 2003). Esto se debe a
que de forma prevalente se da la codificaciéon de un gen para diversas
isoformas proteicas que pueden presentar modificaciones post-
transcripcionales y post-transduccionales, también puede variar la tasa
de sintesis de proteina para llevar a cabo diferentes adaptaciones y
funciones fisiolégicas, sobre todo cuando se considera la necesidad de
la diversificacion en el genoma haploide del grano de polen.

Los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y Ole ¢ 9 en el polen de variedades de olivo
presentan una gran diversidad cnantitativa y cualitativa.

La diversidad de isoformas de proteinas alergénicas y de sus niveles de
expresion en el polen de olivo en diferentes cultivares sugieren que
éstas deben jugar un papel especifico en la biologia de la reproduccion
sexual del olivo. El conocimiento de las funciones de estas proteinas
es de interés por su repercusiéon agrondmica. Sin embargo, la
informacién acerca de las diferencias cualitativas y cuantitativas en la
composicion alergénica del polen de olivo entre cultivares y sus
implicaciones en la biologia reproductiva del olivar es muy limitada.
En el presente estudio se obtuvieron los perfiles antigénicos de 57
variedades para cuatro de los once alérgenos caracterizados hasta la
fecha en el polen de olivo. Ademas se evalué la relacion entre la
composicion alergénica de variedades de olivo con diversos
parametros, como capacidad germinativa del polen, compatibilidad y
fenologia de la floraciéon. Estas relaciones no han sido estudiadas
previamente por otros autores.

Los datos obtenidos confirmaron la presencia de tres isoformas de
Ole e 1 en el estadio de polen maduro, tres isoformas de Ole e 2, una
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banda correspondiente a Ole e 5 y otra correspondiente a Ole e 9. Los
niveles de estos alérgenos fueron variables entre diferentes variedades
de olivo y su presencia se detectd en la mayor parte de éstas. Asi, la
presencia de estos alérgenos se verifica en el estadio en el que se han
realizado los ensayos, correspondiente al estadio de polen maduro, en
el que el polen es liberado de la antera. Este dato, junto con el hecho
de que se presente polimorfismo proteico, es decir, que existan
multiples isoformas de las proteinas Ole e 1 y Ole e 2 y se presenten
variaciones en el nivel de expresion de todos los alérgenos, sugiere una
implicaciéon de dichos alérgenos y sus isoformas en el desempefio de
un papel importante y especifico en el crecimiento del tubo polinico y
la fertilizacion.

Los niveles de expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y Ole e 9 en el
grano de polen maduro de diferentes cultivares correlacionan entre si.

La correlacion de los niveles de expresion proteica entre los alérgenos
Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y Ole e 9 a lo largo de las variedades
estudiadas sugiere que la sintesis proteica de estos alérgenos presentes
en el polen maduro ha seguido un mismo patrén (exceptuando a la
isoforma de Ole e 2 de 15,6 kDa), probablemente debido a que todas
ellas se coordinan y son necesarias para desempefar funciones
celulares cruciales durante el proceso de germinacién y elongacion del
tubo polinico, tales como remodelado del citoesqueleto, biosintesis de
pared celular y transduccion de sefiales. La isoforma de Ole e 2 de 15,6
kDa debe presentar un funcién muy especifica, puesto que no sigue el
patrén de expresion de los demas alérgenos o isoformas alergénicas
estudiadas.

La expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole ¢ 5 y Ole e 9 en polen de
variedades de olivo con alta capacidad germinativa es de media mayor gue las
corvespondientes a baja capacidad germinativa. Sin embargo, rinicamente son
significativas las diferencias para el contenido total en los alérgenos Ole e 1y Ole e
2y para ciertas isoformas de éstos.

Los bajos niveles de germinaciéon del polen de ciertas variedades de
olivo impiden que los procesos de polinizacién y cuajado del fruto, de
los que depende la cosecha final, se lleven a cabo. Ademas, la
capacidad germinativa del polen de una determinada variedad es una
de las caracteristicas necesarias para utilizarla como polinizadora de
otras.
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Los niveles de diversos alérgenos podrian estar implicados en la
germinabilidad del polen. Estudios previos del alérgeno Ole e 1 (Alche
et al. 1999; Alche et al. 2004), Ole e 2 (Morales ez al. 2008) y de
proteinas con actividad 1,3-beta-glucanasa, actividad llevada a cabo
por el alérgeno Ole e 9 (Roggen and Stanley 1969), sugieren que estas
proteinas podrian estar implicadas en funciones relacionadas con el
comienzo de la germinacién. En base a estas hipotesis, se intentd
averiguar la existencia de relacién entre la capacidad germinativa y la
expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y Ole ¢ 9 en el
grano de polen maduro de 16 variedades.

La funcién biolégica de Ole e 1 no se ha establecido previamente de
una forma clara, aunque se apunta a su implicacion en la maduracion
del polen y su germinacion (Alche ef al. 1999; Alche ez al. 2004). En la
presente investigacion, parece existir una implicacién de Ole e 1 en la
capacidad germinativa del polen por el aumento significativo de la
isoforma de Ole e 1 de 18,4 kDa y la suma de las isoformas de Ole e 1
en el grupo de variedades con mayor capacidad germinativa. Las
demas isoformas y la banda multimérica de 40 kDa de Ole e 1
presentan mayores niveles de expresion en el grupo de mayor
capacidad germinativa, aunque las diferencias no son significativas
respecto al grupo de menor capacidad germinativa.

Las diferentes funciones que se han atribuido a las profilinas
responden a la organizacion del citoesqueleto de actina (Morales e7 al.
2008; Ostrander ez al. 1995; Singh ef al. 1996) y transduccién de sefiales
(Goldschmidt-Clermont ez al. 1990; Kovar e al. 2000), regulando el
crecimiento apical del tubo polinico. La asociacion de las isoformas de
la profilina Ole e 2 y la suma de éstas (totalidad del alérgeno Ole e 2) a
mayores niveles de expresion en el grupo de variedades con alta
capacidad germinativa se muestra significativa, exceptuando a la
isoforma de 15,6 kDa de Ole e 2, que si bien sus niveles son mayores
en el grupo de alta capacidad germinativa, las diferencias no son
significativas respecto al grupo de baja capacidad germinativa. Por
tanto, el alérgeno Ole e 2 podria estar implicado en la capacidad de
germinacion del grano de polen.

Ole e 5 no parece estar implicado en la capacidad germinativa en
nuestro estudio, sin embargo, los niveles del alérgeno en las variedades
con mayor capacidad germinativa son mayores en su media respecto al
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grupo de menor capacidad germinativa. La desviacion tipica tan amplia
no permite establecer diferencias significativas.

El alérgeno Ole e 9, atn no presentando diferencias significativas en
ambos grupos de capacidad germinativa, se aproxima bastante (p=
0,06). El alérgeno Ole e 9 presenta actividad 1,3-glucanasa, y parece
ser relevante en el comienzo de la germinacién del polen, tal como fue
propuesto para estas enzimas (Roggen and Stanley 1969), disolviendo
la pared de calosa presente en el poro producido en la intina en el
lugar donde comienza a crecer el tubo polinico. La hidrolisis debida a
esta enzima en la pared del polen facilitarfa la extensiéon y desarrollo
del tubo polinico. Los resultados establecen unicamente un aumento
no significativo en la presencia de esta proteina en las variedades con
mayor capacidad germinativa.

Por otra parte, se debe tener en cuenta que los resultados se realizaron
a partit de 16 variedades agrupadas por su baja germinativa (4
variedades) y su alta capacidad germinativa (12 variedades). Por ello, se
muestran como una aproximacion a la relacién que podria existir entre
la capacidad germinativa del grano de polen y los niveles de los
alérgenos presentes en dicho polen, siendo necesario ampliar el
estudio con un mayor numero de variedades para ambos grupos con
objeto de verificar estos resultados.

En resumen, en las variedades estudiadas existe de media un mayor
nivel de alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole ¢ 5y Ole e 9 en el grano de
polen de las variedades con alta capacidad germinativa. Las diferencias
son significativas para los niveles totales en los alérgenos Ole e 1 y Ole
e e 2. Asi, uno de los parimetros a tener en cuenta para la
productividad del olivar, y asegurar la germinacién del grano de polen
(siempre que estos resultados se reproduzcan en un mayor nimero de
muestras), setfa la eleccion de variedades con altos niveles en el grano
de polen de los alérgenos Ole e 1 y Ole e 2. Estas variedades podtian
utilizarse en los cultivos preferentemente aplicadas como variedades
polinizadoras para evitar los efectos indeseados en pacientes
sensibilizados a dichos alérgenos.

E7 contenido total de Ole e 1y de sus isoformas de 20 kDa y de 18,4 &kDa
presenta una relacion inversa con el indice de compatibilidad de variedades de olivo
Y junto con la isoforma de Ole e 2 de 14 kDa muestran una menor expresion en
polen de variedades autocompatibles respecto a variedades antoincompatibles.
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La relacién entre la compatibilidad polen-pistilo intra-cultivar y la
expresion de alérgenos no habia sido caracterizada hasta la fecha.

La correlaciéon bivariada entre el indice de autocompatibilidad y la
expresion de las isoformas de Ole e 1 de 20 kDa y 18,4 kDa, asi como
la suma de la expresion de todas las bandas presentes de Ole e 1, di6
como resultado una relaciéon inversa, es decir, a mayor indice de
autocompatibilidad, menor expresion de los alérgenos mencionados.
La media de los alérgenos, tanto a nivel de isoformas, como en
contenido total del alérgeno correspondiente, en las variedades
autoincompatibles es mayor que la media de los mismos alérgenos en
las variedades autocompatibles, exceptuando el caso del alérgeno Ole e
9. Sin embargo, unicamente se presentan diferencias significativas de
las medias para isoformas de Ole e 1 y Ole e 2.

En el caso de Ole e 1, el test de Kruskal-Wallis, que indica poblaciones
diferentes, mostré diferencias significativas en los valores de expresion
de Ole e 1 de 18,4 kDa, 20 kDa y la suma de las intensidades de
bandas de Ole e 1 entre las tres poblaciones correspondientes a las
variedades autoincompatibles, parcialmente autoincompatibles y
autocompatibles. El test de diferencias de medias (test U de Mann-
Whitney) es significativo para la variante monoglicosilada de Ole e 1
(20 kDa) y la no glicosilada (18,4 kDa), asi como la suma total de
isoformas de Ole e 1 cuyas expresiones son menotres en el grupo de
variedades autocompatibles respecto a los grupos de variedades
autoincompatibles y parcialmente autoincompatibles. La isoforma de
22 kDa de Ole e 1 muestra una mayor expresion significativa
unicamente en las variedades parcialmente autoincompatibles respecto
a las autocompatibles.

Estudios previos muestran la localizaciéon de Ole e 1 en la exina del
polen, el tubo polinico y su liberacién al medio de germinacion (Alche
et al. 2004), por lo que los autores sugieren que Ole e 1 podria estar
involucrado en el fenémeno de reconocimiento polen-pistilo. De
forma relevante, las isoformas de Ole e 1 liberadas al medio de
germinacion, segun se ha mostrado en el capitulo 4.4 de la presente
tesis, son las isoformas de 18,4 kDa y 20 kDa coincidiendo con las
isoformas significativamente asociadas al indice de autocompatibilidad.

El alérgeno Ole e 2 muestra medias significativamente diferentes en la
isoforma de 14 kDa para las variedades autocompatibles respecto de
las autoincompatibles. La correlaciéon bivariada entre el indice de
autocompatibilidad y los niveles de esta isoforma en las variedades en
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todos los grupos (variedades autoincompatibles, parcialmente
autoincompatibles y autocompatibles) es inversa, aunque no llega a ser
estadisticamente significativa (p=0,08). En el caso de estudios de
localizaciéon de Ole e 2 (capitulo 4.6), éste se ha observado en la exina
del polen, el tubo polinico y su liberacién al medio de germinacion
(Morales ez al. 2008), por lo que podtia estar involucrado también en el
fenémeno de reconocimiento polen-pistilo. Ademas, se ha mostrado la
liberacién masiva de la isoforma de 14 kDa de Ole e 2 al medio de
germinaciéon en los primeros minutos de hidrataciéon del grano de
polen (capitulo 4.4 de la presente tesis).

De ello se deduce que el indice de autocompatibilidad del olivo podria
modular el contenido alergénico de Ole e 1 y de al menos, una de las
isoformas de Ole e 2 en el grano de polen. Las variedades con un
menor indice de autocompatibilidad presentaran un mayor nivel total
del alérgeno Ole e 1 y de la isoforma de Ole e 2 de 14 kDa.

Los problemas de produccién observados en el olivo, relacionados
con los sistemas de incompatibilidad, podrian minimizarse al utilizar
en las plantaciones variedades con un menor contenido en Ole e 1y
de la isoforma de Ole e 2 de 14 kDa. Es decir, variedades con menor
contenido en su polen de Ole e 1 y de la isoforma de Ole e 2 de 14
kDa presentaran mayor indice de compatibilidad, aunque como se
observé en el apartado anterior, podria ocurrir que como
contrapartida, la capacidad germinativa de su polen sea menor.

En cualquier caso, de forma preliminar se podria establecer que el uso
de wvariedades autocompatibles en las plantaciones extensivas
conllevarfa un menor contenido del alérgeno Ole e 1 y de la isoforma
de Ole e 2 de 14 kDa en el polen de estas variedades y se podria
complementar con la utilizacién de variedades polinizadoras de alta
capacidad germinativa (de alto contenido de Ole e 1 y Ole e 2) que
fuesen compatibles entre ellas, con lo que se aumentarfa la produccion
del olivar y disminuiria el efecto nocivo principalmente para los
pacientes sensibles al alérgeno mayoritario del polen de olivo y de Ole
e2.

En resumen, en las variedades estudiadas se observa una asociacién de
bajos niveles de Ole e 1 total y en concreto, de sus isoformas de 20
kDa y 18,4 kDa a cultivares autocompatibles (indice de compatibilidad
mayor de 0,8), as{ como de la isoforma de Ole e 2 de 14 kDa. Por el
contrario, los cultivares autoincompatibles presentan altos niveles de
Ole e 1y Ole e 2 en las mismas isoformas mencionadas.
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Un mayor nivel de expresion en el polen de isoformas de Ole e 1 y de la totalidad
de Ole e 1 en el polen de variedades se relaciona con una época de floracion tardia
en dichas variedades.

La asociaciéon entre los niveles de alérgenos del polen de olivo de
variedades y la fenologia de la floracién en las mismas variedades no
ha sido estudiada hasta la fecha.

Todos los alérgenos, exceptuando Ole e 9, presentan una media
menor de su nivel de expresiéon en el grupo de floraciéon temprana,
aumentando en el grupo de variedades de floracién intermedia, y
presentando los mayores niveles en los grupos de floracién tardia. Sin
embargo, la correlacion entre nivel de alérgenos y época de floracion
es significativa de forma directa inicamente para las isoformas de Ole
e 1y para el contenido total de Ole e 1.

El test de Kruskal-Wallis determina la existencia de diferencias de
poblaciones en las isoformas y el contenido total de Ole e 1. El test de
Mann-Withney de diferencia de medias entre los valores de intensidad
de las isoformas y la suma de Ole e 1 es significativo en el grupo de
variedades tempranas respecto al grupo de variedades tardias.

Por tanto, la época de floracién estd implicada en la alergenicidad del
polen de las variedades de olivo, a través del alérgeno Ole e 1, alérgeno
mayoritario del polen de olivo. La floracién tardfa parece aumentar el
contenido en el alérgeno Ole e 1 del grano de polen de olivo, con lo
que se podria propiciar que estas variedades presentasen un indice de
compatibilidad menor, fomentandose la polinizaciéon cruzada.

En resumen, el estudio de los alérgenos del polen, en combinaciéon
con los criterios agronémicos convencionales de seleccion de
variedades podria considerarse como una herramienta efectiva en los
programas de cruzamientos, para la eleccion de variedades
polinizadoras con altos niveles de germinabilidad, seleccion de
variedades autocompatibles o autoincompatibles o de floracién
coetanea en un tiempo corto de experimentacion, utilizando como
modelo el analisis de la expresion de los alérgenos en el grano de polen
de olivo, principalmente, Ole e 1 y Ole e 2.
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5.3 Las temperaturas, precipitaciones y humedad relativa
correlacionan con el contenido alergénico de Ole e 1, Ole e 2,
Ole e 5y Ole ¢ 9 en el grano de polen de olivo de siete
variedades a lo largo de diversos afios.

En este estudio se ha evaluado la composicion en los alérgenos Ole e
1,0le e 2,0Ole e 5y Ole e 9 alo largo de una serie de anos, analizando
la posible relaciéon entre las variables climaticas de cada afio y los
cambios en la expresion de los alérgenos.

El contenido alergénico de los cultivares de olivo se debe a
propiedades genéticas de la variedad (Hamman Khalifa 2008). Por otra
parte, se ha apuntado una implicacién de los factores climaticos de los
meses anteriores a la estacioén polinica en la floracion y el desarrollo
del grano de polen de olivo (Galan e a/. 2001; Orlandi ez a/. 2010) y la
alergenicidad de éste (Fernandez-Caldas ez a/. 2007).

Los resultados presentados mostraron una variacion de la expresion de
los cuatro alérgenos en las siete variedades a lo largo de los afos. Los
analisis de correlacion bivariada entre el contenido alergénico medido
para diferentes anos en el polen de cada variedad y los parametros
meteorolégicos mostraron unos resultados muy heterogéneos entre
variedades. Las variables meteoroldgicas tomadas en consideracion
fueron la temperatura, precipitaciones, numero de dias de lluvia o
humedad relativa acaecidas en meses anteriores o durante la época de
floracién (mayo-junio).

Influencia de la temperatura en el contenido alergénico.

El contenido alergénico total de Ole e 1 presentd una alta correlacion
con las temperaturas medias y minimas de los meses de marzo
(Hojiblanca), con la temperatura media de febrero (Verdial de Huévar)
y una correlacion moderada con la temperatura media anual
acumulada (meses de julio a junio anteriores a la floracién) y con la
temperatura minima de mayo (Blanqueta). En las variedades
Hojiblanca, Verdial de Huévar y Blanqueta parece mostrarse una
mayor expresion de Ole e 1 en el grano de polen cuanto mayor es la
temperatura de los meses previos a la floraciéon, en particular, de
febrero a mayo.

El contenido total del alérgeno Ole e 2 se correlaciona positivamente
con la temperatura media y maxima de junio (Arbequina) y la
temperatura minima y maxima de abril (Hojiblanca). En ambas
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variedades, las correlaciones se observan cercanas a los meses de
floracion.

Ole e 5 muestra correlacion positiva tinicamente con la temperatura
minima de mayo en la variedad Blanqueta.

Ole e 9 muestra una correlacion positiva para la temperatura media del
mes de enero (Arbequina y Verdial de Huévar) y de Marzo
(Hojiblanca).

En resumen, no se observan correlaciones de la temperatura en un
mes determinado o de la temperatura acumulada anual en todas las
variedades de forma simultinea. Ello puede ser debido a las
caracteristicas intrinsecas y requerimientos de cada cultivar, o al bajo
numero de variedades y afos estudiados, que podrian limitar el poder
estadistico. Sin embargo, en todas las correlaciones positivas
observadas entre el contenido en los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e
5y Ole e 9 y las temperaturas, éstas corresponden a los meses
pertenecientes al periodo invernal y primaveral (enero-junio) previo a
la floracion.

Estos resultados son acordes a los presentados para el alérgeno
mayoritario Bet v 1 del polen de Abedul (Buters ez a/ 2008), en los que
se observé un aumento de este alérgeno a mayores temperaturas,
determinadas por regiones climaticas diferentes durante dos afios
consecutivos. Por otra parte, otro estudio sugiere una mayor respuesta
alergénica a Bet v 1 procedente de extractos de polen de Abedul,
cultivado en condiciones de temperaturas medias diarias altas, respecto
a los cultivados con menores temperaturas (Ahlholm e a/. 1998). Este
ultimo ensayo se realizé con sueros de pacientes sensibles a polen de
Abedul en inmunotransferencia.

Las altas temperaturas parecen ejercer un efecto en el aumento de la
expresion de estos alérgenos en determinadas variedades de olivo
como se ha propuesto con anterioridad. El bajo nimero de variedades
y afios en los que se ha realizado el experimento pueden ser la causa de
que los resultados no sean homogéneos para todas las variedades.
También existe la posibilidad de que los factores genéticos intrinsecos
de cada cultivar impidan que se pueda llegar a un consenso de los
meses concretos en los que la temperatura afecta al contenido
alergénico del grano de polen en todas las variedades.

Finalmente, una consecuencia del aumento de la temperatura seria el
aumento del contenido alergénico y la alergenicidad del polen. Por
ello, un aumento de la temperatura global producida por el efecto
invernadero se podria traducir en los mismos efectos (Ahlholm e al.
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1998; Cecchi ef al. 2010). En la misma linea, otra posible consecuencia
de que las areas urbanas presenten a menudo temperaturas de entre 2
a 8 °C mayores que las areas rurales (Oke 1987) podria ejercer un
aumento de la alergenicidad del polen de olivo y la alergia a éste en la
proximidad de areas urbanas, en las que este arbol ademas, es
cultivado habitualmente como ornamental.

Influencia de las precipitaciones y humedad relativa en el contenido alergénico.

El contenido alergénico de Ole e 1 correlaciona positivamente con la
precipitacion anual acumulada (Manzanilla de Sevilla), la precipitacion
y la humedad relativa acumulada de los meses de invierno y primavera
(Verdial de Huévar), las precipitaciones del mes de noviembre y abril
(Manzanilla de Sevilla), el nimero de dias de lluvia de enero y abril
(Manzanilla de Sevilla), la humedad relativa de los meses de enero,
abril y mayo (Verdial de Huévar) y febrero (Manzanilla de Sevilla).

El contenido alergénico total de Ole e 2 correlaciona positivamente
con la precipitacion de junio (Manzanilla de Sevilla), el nimero de dias
de lluvia de abril (Verdial de Huévar) y la humedad relativa de los
meses de diciembre y febrero (Verdial de Vélez y Verdial de Huévar).
El contenido alergénico de Ole e 5 correlaciona positivamente con las
precipitaciones ocurridas en febrero (Blanqueta), el nimero de dias de
lluvia de abril, y con la humedad relativa de febrero, abril y mayo
(Verdial de Vélez).

El contenido alergénico de Ole e 9 correlaciona positivamente con el
numero de dias de lluvia de marzo (Arbequina), y la humedad relativa
de diciembre (Picual), enero, abril y mayo (Verdial de Huévar).

Las correlaciones positivas del contenido alergénico en Ole e 1, Ole e
2, Ole e 5y Ole e 9 con las precipitaciones, numero de dias de lluvia y
humedad relativa presentan un patrén similar al obtenido para la
temperatura. Estos parametros climatolégicos no correlacionan de
forma simultanea en todas las variedades. Sin embargo, se muestran
las correlaciones entre el contenido alergénico y estos parametros
durante el periodo invernal y primaveral (diciembre-junio) previo o
durante la floracion.

Un estudio similar fue realizado con seis variedades de olivo en cinco
afios consecutivos, en el que se analizé el contenido alergénico en el
alérgeno mayoritario del olivo Ole e 1, no mostrando una correlacion
significativa con la media de la precipitaciéon o la temperatura de los
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meses de invierno previos a la floracién (Fernandez-Caldas ez a/. 2007).
Sin embargo, al medir la alergenicidad total encontraron una
correlacién positiva entre ésta y la media de las precipitaciones
ocurridas en meses de invierno para todas las variedades analizadas.
Este experimento se realiz6 por dichos autores utilizando membranas
de inmunotransferencia con los distintos extractos de variedades, y
ensayando los sueros de pacientes sensibles a polen de olivo en
inmunotransferencia.

Nuestros resultados, en los que se ha analizado el contenido en cuatro
alérgenos, Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y Ole e 9, cubren en gran medida
los once alérgenos conocidos hasta el momento. La concordancia
entre los resultados del anterior estudio (correlacion entre
alergenicidad total y media de las precipitaciones en invierno) con el
presente, consistente en una correlacion entre el contenido alergénico
en cuatro alérgenos y las precipitaciones, nimero de dias de lluvia y
humedad relativa de meses de invierno y primavera apoya los
resultados obtenidos. En cualquier caso, en el presente estudio se
tomaron datos acumulados y no de medias en los parametros
precipitaciéon y nimero de dfas de lluvia mensuales, estacionales o
anuales, a diferencia del estudio llevado a cabo por Fernandez-Caldas y
col. Asi mismo, aunque se tomaron las medias de los datos de
temperatura y humedad relativa mensuales, se tomaron en cambio
datos acumulados para periodos estacionales y anuales. A ello puede
ser debida la existencia de correlaciéon para la estacion de invierno y
primavera de los datos meteorolégicos con el contenido alergénico en
los cuatro alérgenos estudiados en las variedades, aunque esta
correlacion no sea homogénea para todas ellas.

Desde el punto de vista alergologico, estos resultados sugieren que
afios con altas precipitaciones y temperaturas elevadas durante los
meses de invierno y primavera pueden contribuir a que el contenido
alergénico del grano de polen de olivo sea elevado. Las areas con
cultivos de olivo en regadio también podrian ser potencialmente mas
alergénicas para pacientes sensibilizados a olivo, asi como las zonas
urbanas en las que se cultiven olivos ornamentales, puesto que la
mayor temperatura y los riegos contribuirian a ello.

Desde el punto de vista agronémico, es de particular importancia el
aumento en el alérgeno Ole e 1 con temperaturas elevadas y
precipitaciones abundantes. En capitulos anteriores se ha observado
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que los mayores niveles de expresion de este alérgeno indican una
mayor capacidad germinativa del grano de polen y un menor grado de
auto-compatibilidad.  Asi, el aumento de temperaturas y
precipitaciones, es decir, condiciones favorables para el cultivar,
estimularfan la polinizacién cruzada inter-varietal y la variabilidad
genética.

Esta hipotesis se apoya con las descritas por otros autores en las que
presentan variaciones inter-anuales en el grado de compatibilidad del
polen (Androulakis and Loupassaki 1990), asi como altas temperaturas
como factor de inhibicién de la auto-polinizaciéon. De esta forma, se
ha observado que el frio invernal en los cultivares propicia un
aumento en su grado de auto-compatibilidad (Lavee e# a/. 2002).

Este efecto de las variables meteorolégicas podtia repercutir en una
reduccion de la produccion del cultivar monovarietal, ya que podria
comportarse como auto-incompatible en determinadas circunstancias
climaticas, lo que obligaria a disponer de un donador de polen de otra
variedad compatible con el cultivar para asegurar la produccion.
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5.4 Dinamica ciclica de la expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole
e 2, Ole e 5y Ole e 9y liberacion al medio de cultivo durante la
germinacion in vitro del grano de polen de olivo.

Este estudio se centra en los cambios dindmicos de las proteinas
alergénicas Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y Ole e 9 que ocurren durante la
transicion de polen maduro a las diversas fases de polen de olivo en
germinacion. Estas proteinas son necesarias para la germinacion y el
crecimiento del grano de polen, ya que estan presentes desde el inicio
de su liberaciéon de la antera, tal como ocurre con las proteinas
necesarias para la germinacién de la mayoria de plantas estudiadas
hasta la fecha, aunque se requieren nuevas sintesis para el crecimiento
posterior del tubo polinico (Honys and Twell 2004; Mascarenhas
1993). Durante la germinaciéon del tubo polinico, se observa una
regulacion especifica en la expresién de las proteinas estudiadas. Fstas
son selectivamente expresadas de nuevo en momentos puntuales del
desarrollo del tubo polinico. Existe un aumento en la expresion de la
mayoria de las proteinas estudiadas durante la transicion de polen
maduro a polen hidratado. Estos resultados son acordes a los
presentados para estudios de expresion de genes a nivel transcripcional
en polen de Arabidopsis, en los que se muestra un aumento en la
expresion de genes en la transicion de polen maduro a polen hidratado
(Wang ez al 2008). Adicionalmente, también se distingue una
expresion diferencial de estas proteinas en los diversos estadios de
crecimiento. En algunos casos, la expresion muestra un patron
preferentemente ciclico. La aparicién de estas proteinas recientemente
expresadas indica que deben tener una funcién especifica en este
complejo proceso del desarrollo del tubo polinico. Por otra parte, la
disminucién observada en el nivel de algunas isoformas en ciertos
estadios del polen germinado podria ser el resultado tanto de su
metabolizacién, como de su liberacién al medio, de forma que en este
ultimo caso podrian sustentar un papel en el metabolismo de la
superficie del polen-estigma.

El hecho de que existan multiples isoformas de las proteinas
estudiadas en polen implica que desempefian un papel importante y
especifico en el crecimiento del tubo polinico y la fertilizacion. La
correlacion de la expresion en un gran numero de los alérgenos e
isoformas durante la germinacién indica que los mecanismos de
sintesis proteica estan coordinados dependiendo del estadio de
germinacion en el grano de polen de olivo. Los datos presentados en
este estudio muestran, por primera vez, una vision de los cambios en
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la expresiéon proteica de varias proteinas alergénicas de forma
simultanea, durante la transiciéon de polen maduro a diversos estadios
de polen germinado de olivo.

Seguidamente, se analizaran y discutiran los resultados obtenidos para
cada una de las proteinas objeto de este estudio:

Oleel

Ole e 1 muestra interesantes cambios durante la germinacién debido a
diferentes grados de distribucion en sus tres isoformas. Se confirma la
presencia de tres isoformas de Ole e 1 en el estadio de polen maduro,
por lo que su sintesis y acumulaciéon se produce antes de la antesis.
Las tres isoformas de esta proteina, aunque presentan niveles
cuantitativos muy diferentes, estan presentes en todos los estadios
analizados, existiendo una nueva sintesis de proteina en determinadas
fases durante la germinacion 7z vitro y posterior crecimiento del tubo
polinico, caracterizado por ciclos de aumento-disminuciéon de
proteina.

El alto grado de polimorfismo que presenta Ole e 1 se atribuye a la
presencia de microheterogeneidades en la secuencia nucleotidica,
ratificadas en su secuencia aminoacidica (Villalba ez a/. 1993; Villalba ez
al.  1994), asi como a presentar multiples modificaciones
postraduccionales, basadas en glicosilaciones (Castro ez a/. 2010a).

Los analisis cuantitativos de las inmunotransferencias durante diversos
estadios de la germinacién han permitido determinar la abundancia de
las tres variantes de esta proteina alergénica de manera cuantitativa. Su
variacion a lo largo de la germinacién del tubo polinico es paralela para
las tres isoformas, siendo la presencia mas abundante en todos los
estadios la correspondiente a la isoforma mono-glicosilada de 20 kDa.
Se aprecia un aumento de las tres isoformas en el estadio de polen
hidratado, respecto del polen maduro, asi como un descenso
cuantitativo a los 5 minutos, y en las 4 y 13 h siguientes al inicio de la
germinacion. La cantidad de alérgeno desciende significativamente con
el tiempo en aquellos granos que no germinan, probablemente como
resultado de su degradacién. En el medio de germinacion se detectan
dos de las variantes, correspondientes a las isoformas no glicosiladas, y
las mono-glicosiladas, a partir de los 5 minutos de incubacion,
incrementandose progresivamente hasta las 4 horas de cultivo. A partir
de este momento, los niveles del alérgeno disminuyen, siendo
indetectables transcurridas 13 horas desde el inicio de la germinacion.
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Los descensos experimentados en los niveles de la isoforma di-
glicosilada en los ciclos de menor expresién en la germinaciéon del
grano de polen probablemente se deban a su metabolizacion, puesto
que esta isoforma no difunde al exterior. En el caso de las proteinas
no glicosiladas y monoglicosiladas, ademas de wuna evidente
disminucién debido a su liberaciéon al medio de cultivo, se podria
deber su disminucién tanto a su metabolizacion, como a la ausencia de
nuevas sintesis en ese estadio de germinacion. Este hecho, puede ser
contrastado al observar la homogeneidad en los niveles de difusion
hasta las 7 horas de la isoforma no glicosilada, y en especial, de la
isoforma mono-glicosilada, presentandose igualmente ciclos de mayor
y menor expresion durante la germinaciéon. La sintesis de nuevas
formas glicosiladas de Ole e 1 (ej. a las 7 h de cultivo), indica que los
mecanismos de glicosilacién estan presentes y activos en el citoplasma
del tubo polinico.

La deteccion de Ole e 1 en el medio de cultivo durante la germinacion
in vitro responde a su caracter hidrofilico, permitiendo que difunda con
cierta facilidad en medios acuosos (Carnes e al. 2002). Los altos
niveles de Ole e 1 en el grano de polen, asi como la rapida difusiéon y
gran solubilidad de las formas no glicosilada y mono-glicosilada hacen
que esta protefna retna cualidades para ser un alérgeno mayoritario,
sin olvidar las implicaciones en el reconocimiento polen-pistilo que
podria tener la liberacion de esta proteina en la superficie del pistilo.
Estudios previos proponen a Ole e 1 como proteina con funciones
similares a la de su homologa en polen de tomate, la proteina LAT52
(Alche et al 2004) que participa en transduccion de sefiales, en la
hidratacion y la germinacién del polen (Muschietti ez a/. 1994).

La acumulaciéon de proteina encontrada desde la liberaciéon del grano
de polen en el estadio de polen maduro y su posterior nueva sintesis
durante su hidrataciéon y el transcurso del crecimiento del tubo
polinico, asi como su capacidad de difusion, confirman que Ole e 1
podria jugar un papel clave en la dindmica de la germinacion, el
crecimiento del tubo polinico y el reconocimiento polen-pistilo.

Olee2

El estudio realizado confirma la presencia de dos bandas en las
inmunotransferencias de Ole e 2. La banda de 14 kDa y la de 15,1
kDa. Esta ultima banda corresponde al menos, a dos isoformas
observadas en inmunotransferencias de gran tamafio, la isoforma de
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15,1 kDa y la de 15,6 kDa. Debido al peso molecular tan préximo
entre ambas, no se resuelven en inmunotransferencias de pequeno
tamafo, tal como se presenta en los resultados. El polimorfismo
alergénico de Ole e 2 se atribuye a la presencia de
microheterogeneidades en su secuencia nucleotidica, asi como a la
existencia de modificaciones postraduccionales (Jiménez Lopez 2008).
La diversidad de isoformas de profilinas se manifiesta a su vez en
diferentes afinidades por ATP, actina y PLP (Gibbon e al 1997,
Gibbon ez al. 1998; Staiger et al. 1993). Las diversas funciones que se
han atribuido a profilinas responden a sefalizaciéon por calcio y
fosfoinositidos, resultando en cambios de la arquitectura de la actina
(Ostrander ez al. 1995; Singh et al. 1996) regulando su ensamblaje,
formando filamentos subapicales en el tubo polinico y manteniendo su
organizaciéon y polaridad. Otra funcién de las profilinas es la
participacion en la transduccion de sefiales (Goldschmidt-Clermont e#
al. 1990) y la regulaciéon de la actividad kinasa y fosfatasa de otras
proteinas, teniendo un posible papel en vias de sefializaciéon que deben
regular el crecimiento del tubo polinico (Kovar ez 2/ 2000).

Por tanto, la co-expresion de varias isoformas de profilinas ampliarfa
las diferentes respuestas del citoesqueleto o multiplicaria las vias de
seflalizacion en respuesta a cambios ambientales, entre otras
funciones.

La presencia de 2 bandas de Ole e 2 en el estadio de polen maduro
verifica que su sintesis y acumulaciéon se produce antes de la antesis.

La cantidad de alérgeno presenta los mayores niveles durante la
hidrataciéon del polen, seguido de un descenso significativo a los 5
minutos, a las 4 y 13 h siguientes al inicio de la germinacion.

Las dos bandas cuantificadas de esta proteina, presentan niveles
cuantitativos diferentes y su variaciéon a lo largo de la germinacion del
tubo polinico es paralela, presentandose asi mismo ciclos de aumento-
disminucion en estadios consecutivos, existiendo una sintesis nueva de
proteina en determinadas fases durante la germinacidon 7 vitro y
posterior crecimiento del tubo polinico. Por otra parte, la practica
desaparicion de la difusion en el medio de cultivo de la isoforma de 14
kDa a partir de los 5 minutos del inicio del cultivo, sugiere que la
disminucién de expresion en algunos estadios de la germinacion se
debe a su metabolizaciéon en el interior del grano de polen, en
contraste con la isoforma de 15,1 kDa, liberada al medio de una forma
practicamente homogénea, excepto al final del cultivo donde ya no es
detectada, presentando también disminucion de cantidad de proteina
durante algunas fases de la germinaciéon pudiendo deberse a su
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metabolizacién o a la ausencia de nueva sintesis de la proteina en
dichas fases.

Por otra parte, la cantidad de Ole e 2 desciende significativamente con
el tiempo en aquellos granos que no germinan, probablemente como
resultado de su degradacion.

Esta dinamica ciclica de expresion durante la germinacion del grano de
polen sugiere que el crecimiento del tubo polinico debe depender de la
nueva sintesis de profilinas. Ademas, la difusién de estas proteinas de
forma diferencial sugiere que llevan a cabo funciones diferentes. El
patrén de expresion de la isoforma de Ole e 2 de 15.1 kDa y su amplia
difusiéon parece responder a funciones de sefializaciéon en el exterior
del tubo polinico, en el metabolismo del reconocimiento polen-pistilo
en vistas a la fertilizacion. La isoforma de 14 kDa, cuya difusion se
produce tnicamente al comienzo de la germinacién, parece responder
a un papel exclusivamente en el inicio del proceso de reconocimiento
polen-pistilo, sin exclusiéon de otras funciones celulares.

Al igual que sucede con Ole e 1, los altos niveles de Ole e 2 en el
grano de polen, asi como su rapida difusién y gran solubilidad
explicarian el papel de esta proteina como un potente alérgeno.

Olees

Ole e 5 es una enzima CuZn superoxido dismutasa (CuZn-SOD). Las
enzimas SODs se encargan de convertir las especies reactivas de
oxigeno (ROS) en formas del oxigeno no toxicas, catalizando la
dismutacion del radical superdxido a peréxido de hidrogeno, limitando
asf la produccién de radicales hidroxilo. Debido a esto es una
importante defensa antioxidante en la mayoria de las células expuestas
al oxigeno. La presencia de distintas isoformas de SODs en los
inmunoblots durante la germinacién de polen de olivo se debe a la
utilizacién de un anticuerpo comercial que fue desarrollado frente a la
forma cloroplastidica de la CuZn-SOD de Arabidopsis. Este anticuerpo
reconoce formas citosolicas del enzima a elevadas concentraciones, y
parece presentar reactividad cruzada con otras SOD, diferentes a Ole e
5. Este hecho se apoya con una alta identidad presentada por Ole e 5
con SODs de otras especies, correspondiendo a un 80-90% de
identidad (Butteroni e a/. 2005).

Una de las bandas encontradas en polen maduro y en otros estadios de
la germinaciéon presenta un peso molecular de 16,4 kDa, similar al
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descrito previamente para la enzima CuZn-SOD en su forma
citosélica en el polen del olivo, de aproximadamente 16,5 kDa (Alché
et al. 1998; Butteroni e al. 2005). Las bandas restantes podrian
representar tanto subunidades de CuZn-SODs como otros tipos de
SODs.

En plantas superiores, las enzimas CuZn-SODs son las SODs mas
abundantes, encontradas en el citosol y en el cloroplasto. Las Mn-
SODs estan presentes en mitocondria y peroxisomas y las Fe-SODs se
encuentran generalmente en cloroplastos (Alscher et al 2002).
Estudios previos en polen de tabaco muestran la presencia de Mn-
SOD y CuZn-SOD (Jing et al. 2009), en polen de maiz se observan
Mn-SODs, similares a una de las identificadas en polen de tabaco
(Odén et al 1992) y en polen de camelia se ha purificado y
caracterizado una CuZn-SOD de peso molecular 69,5 kDa, siendo un
dimero compuesto por 2 subunidades idénticas (He ez 2/ 2005). En
polen de olivo se han descrito 4 CuZn-SODs y en ensayos
inmunoblot se observa una unica banda de 16,5 kDa, consistente con
la masa molecular de una de las subunidades de CuZn-SOD
encontradas en otras especies vegetales (Alché ez a/. 1998). Es por ello
que, basados en hallazgos anteriores, asumimos que la Fe-SOD no
sera una de las SODs encontradas en nuestro patrén de bandas
inmunoreactivas al anticuerpo utilizado para detectar Ole e 5, ya que el
polen no presenta cloroplastos.

Los resultados de los inmunoblots nos revelan que la sintesis y
acumulacién de todas las SODs observadas, se produce antes de la
antesis, puesto que todas estan presentes en el polen maduro. La
proteina Ole e 5 presenta su mayor expresion en este estadio y
posteriormente en el estadio de polen hidratado, cayendo su expresion
a los 5 minutos del cultivo, recuperandose levemente a una hora de la
germinacion y posteriormente, se mantiene practicamente indetectable
hasta el final de ésta. Estos datos sugieren la importancia de Ole e 5 en
la fase previa a la germinacion del grano de polen, momento en el que
se produce un drastico cambio en su estado de hidratacion. Las tres
bandas correspondientes a proteinas SODs de peso molecular 19, 22y
29 kDa también se observan en su maxima expresion en la fase de
polen maduro e hidratado, siendo inapreciables en las demas fases de
la germinacién. Las isoformas SODs de 31,3 y 66 kDa se aprecian en
varios estadios del desarrollo del tubo polinico, con una alta expresion
en polen maduro e hidratado, aunque su nivel de expresion es variable
a lo largo de la germinacion.

Estudios previos en plantas de tomate y en maiz han mostrado una
correlacion entre el incremento de la actividad de CuZn-SOD vy la
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tolerancia a la intensa sequia (Arora e a/. 2002). También se ha
comprobado que la sobreexpresion de genes SODs en plantas
transgénicas incrementan la tolerancia a la sequia y a la congelacion en
diversas especies (Gupta e al. 1993; McKersie et al. 1996; McKersie ef
al. 1993). Estos hallazgos sugieren que la expresion de enzimas SODs
confieren tolerancia a la deshidratacion, revelando la importancia de
los altos niveles de Ole e 5 y de las SODs encontradas en el polen
maduro, momento en que el polen ha alcanzado su maximo grado de
deshidratacion.

El hecho de que multiples isoenzimas de SODs co-existan en el grano
de polen implica que juegan un papel importante en la germinacién y
el crecimiento del tubo polinico. Investigaciones anteriores indican
que la formacién de ROS esta implicada en la polarizacion del
crecimiento del tubo. La presencia de ROS en el extremo del tubo
polinico del grano de polen debe involucrar la eliminacién o purgado
de ROS por enzimas SODs (Hiscock et al. 2007; Potocky ez al. 2007).
Por tanto las SODs observadas durante el desarrollo del polen,
podrian tener una funcién protectora contra el estrés oxidativo.

Por otra parte, el medio de cultivo mostré visiblemente a Ole e 5 en
los estadios de 1 h y 4h, asi como a la SODs de 66 kDa. Estudios
previos han apuntado hacia la implicacion de SODs en el proceso de
reconocimiento polen-estigma (Dickinson and Lewis 1975; Hodgkin e#
al. 1988), lo que se ha visto apoyado por su localizacién a microscopia
electrénica en la pared del grano de polen de olivo, concretamente, en
la exina(Alché 1998). De esta forma, podria ser posible que Ole e 5 y
la SODs de 66 kDa, observadas en el medio de cultivo, participasen en
dichos procesos de reconocimiento.

Olee 9

Los inmunoblots muestran la presencia de dos bandas de la proteina
Ole e 9 de peso molecular calculado 43 y 46 kDa en los estadios de
polen maduro, polen hidratado y 1h de germinacién. Ello es debido
probablemente a una ausencia de una completa desnaturalizacion,
provocando la apariciéon de una banda de Ole e 9 desnaturalizada de
46 kDa, y la otra banda de Ole e 9 no completamente desnaturalizada
de 43 kDa. Se muestran efectivamente las acumulaciones de las dos
formas de la proteina Ole ¢ 9 antes de la antesis, en el estadio de polen
maduro y la alta expresién también en polen hidratado, momento en el
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que se hace necesario un balance entre formacioén y pérdida de pared
en la apertura de germinacion, para facilitar la emergencia del tubo
polinico.

La proteina Ole e 9 ha mostrado actividad hidrolitica 1,3-beta-
glucanasa (Huecas ¢f 2/ 2001). La actividad 1,3-beta-glucanasa parece
ser relevante en el comienzo de la germinaciéon del polen (Roggen
H.P.J.R. 1969), disolviendo la pared de calosa presente en el poro que
se produce en la intina en el lugar donde comienza a crecer el tubo
polinico, por lo que la presencia masiva en el inicio del cultivo en los
presentes experimentos se corresponderia a la mayor actividad
hidrolitica de Ole e 9 en esta fase.

Asi mismo, se observan fases ciclicas de aumento-disminucion de
expresion de proteina a lo largo del cultivo, probablemente debido a la
sintetizacion de nuevo de Ole e 9 en determinadas fases del desarrollo,
en relacion a la necesidad de extension del tubo polinico, y
consecuentemente de pérdida y formacion de pared.

Por otra parte, en el medio de cultivo encontramos una gran difusion
de la proteina de Ole e 9 al inicio de la inmersiéon del polen en el
medio, manteniéndose a niveles mas bajos a lo largo del cultivo.
Estudios previos sugieren que Ole e 9 es una proteina de secrecion al
medio extracelular (Huecas ez 2/ 2001). Ademas, se ha propuesto que
las proteinas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos son
liberadas al medio con un posible papel en el metabolismo de la
supetficie polen/estigma (Dai ¢t al. 2007; Suen et al. 2003) y con
funciones de reconocimiento de azucares, en concreto, se ha
relacionado a Ole e 9 con la capacidad de interactuar con el
polisacarido 1,3-beta-laminarina (Rodriguez ez al. 2007).

Por tanto, Ole e 9 podria tener un papel fisiolégico importante tanto
en la hidrélisis de la pared del polen para facilitar la formacién del
poro por el que emergera el tubo polinico, asi como en la extensiéon y
desarrollo del tubo polinico. Ademas, la difusién experimentada por
Ole e 9 podria dar lugar a la interacciéon y reconocimiento polen-
pistilo, asi como a funciones de hidrolizacién de paredes del estigma y
células del tracto en pistilos, facilitando el crecimiento e invasioén del
tubo polinico por medio de su localizacién alrededor de la pared del
tubo o siendo liberadas a nivel del tracto.

A nivel clinico, la solubilidad de esta proteina, junto a su capacidad de
difusién, facilitarfa la reaccion alérgica durante el contacto del polen
con las mucosas de los pacientes sensibilizados a ella.
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5.5 Antigenicidad y alergenicidad diferencial de distintos
extractos comerciales procedentes de distintos cultivares y
agrupacion de 57 cultivares de acuerdo a los niveles de los
alérgenos Ole e 1, Ole e 2,0le e 5y Ole e 9.

Los extractos proteicos destinados a vacunas para diagnosis e
inmunoterapia se estandarizan habitualmente en base a su potencia
alergénica (medida de IgE total). La determinaciéon de la variabilidad
de los extractos en cantidad y naturaleza de los alérgenos que
contienen los extractos ayudarfa a una estandarizacion precisa de
éstos. El método multiplex desarrollado permite la deteccion
fluorescente y la cuantificacion de dos alérgenos mayoritarios (Ole e 1
y Ole ¢ 9) y dos minoritarios (Ole ¢ 2 y Ole e 5) en la misma
membrana. De esta forma, se podrian disefiar dosis adecuadas en
relacion a los alérgenos contenidos en un extracto. Ademads, el analisis
se ha extendido al estudio de la reactividad IgE de un conjunto de
sueros de ocho pacientes alérgicos al polen de olivo, usando un
método de deteccion quimioluminiscente sobre la misma membrana,
de forma que se han podido identificar las bandas que se superponen
en la detecciéon fluorescente de alérgenos y quimioluminiscente de
alérgenos que reaccionan con IgE. Se ha comprobado la variabilidad
cuantitativa y cualitativa de alérgenos en los diferentes extractos y su
respuesta diferencial a IgE, mostrando que dicha variabilidad debe
afectar a la potencia alergénica total de estos extractos. La alta
reactividad de las IgE frente a Ole e 1 (isoformas de 18,4 y 20 kDa) en
los extractos coincide con los altos niveles de expresion de estas
isoformas, cuantificadas en los mismos extractos. Diversos
polimorfismos de Ole e 9 podria estar presentes en las variedades,
afectando a la capacidad de enlace de IgE. Se ha sugerido que para
una inmunoterapia eficiente, los pacientes alérgicos deberfan ser
tratados con los alérgenos a los que reaccionan con altos niveles de
IgE (Valenta ez al. 1999; Valenta ez al. 1998). De acuerdo a esta teoria,
el extracto comercial genérico de Olea europaea testado en esta
investigacion no serfa eficaz para inmunoterapia en los ocho pacientes
alérgicos estudiados, ya que no muestra reactividad IgE. Por el
contrario, una combinaciéon de los extractos procedentes de Picual y
Lechin o Picual y Arbequina podrian ser la mejor elecciéon para la
vacunacion en este caso. Para asegurar la eficacia del tratamiento, serfa
necesario determinar inicialmente el perfil de IgE de cada paciente
testando sueros individuales para los diversos extractos.

Debido al gran numero de cultivares existentes y la gran variabilidad
en el patron de expresion de los alérgenos del polen entre cultivares, se
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hace necesaria una agrupacion de éstos segun su contenido alergénico,
constituyendo una herramienta muy util para la diagnosis y eleccién de
inmunoterapias especificas. Para ello, se proponen 14 grupos que
integran los 57 cultivares estudiados, catalogados segun su contenido
en los alérgenos del polen Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y Ole ¢ 9, en orden
a simplificar los test de reactividad frente a IgE y la eleccion de
inmunoterapia especifica. De esta forma, un paciente alérgico a Ole e
5, sin respuesta frente a Ole e 1, Ole e 2 y Ole e 9, podria tratarse con
un extracto procedente del grupo 2. Un paciente con reactividad
frente a Ole e 1 y Ole e 5 y sin reactividad frente a Ole e 2 y Ole e 9
podria tratarse con extractos procedentes del grupo 9, evitando de esta
forma posibles nuevas sensibilizaciones.

Por otra parte, un resultado claro de estas agrupaciones, una vez
detectadas las variedades con un bajo contenido en alérgenos o con
ausencia de isoformas de alta alergenicidad, sera facilitar la seleccion e
introducciéon de variedades de olivo para su cultivo extensivo u
ornamental, contribuyendo a la reduccién de los niveles de alérgenos
en el aire y a la prevencion de alergia al polen de olivo. Claramente,
por nivel de alérgenos, para estos fines se aconsejarian variedades del
grupo 1, tales como Arbequina y Bella de Espafia.

5.6 Localizaciéon y aproximacion a la funciéon de los alérgenos
Ole e 1, Ole e 2, Ole e 9 y de actina, ligando de Ole e 2, en el
grano de polen de olivo.

La localizacion de Ole e 1 en la exina, en la region apertural y en la zona apical
del tubo polinico aporta evidencias de su posible papel en la hidratacion y
germinacion del grano de polen, asi como molécula senial en procesos de
reconocimiento polen-pistilo.

La proteina Ole e 1 ha sido localizada durante la hidratacién y la
germinaciéon del grano de polen de olivo. Su localizacion en las
regiones aperturales, en la exina del grano de polen y a lo largo del
crecimiento del tubo polinico, con una alta expresiéon en su extremo
proximal y apical, aporta evidencias de que debe ser una molécula
clave en la hidratacion y germinacion del grano de polen. Su presencia
en la exina y en el extremo apical del tubo podria deberse a una
posible implicacién en el proceso de reconocimiento entre polen y
estigma y células estilares. Resultados previos del grupo de
investigacion sugirieron estas dos hipotesis (Alche ef al. 1999; Alche et
al. 2004). En la primera de ellas, Ole e 1 crearfa el gradiente osmotico
necesario para la hidratacién y germinacion del polen. Ello implicaria
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que el polen de variedades con diferente contenido en Ole e 1
experimentarfan cambios en su capacidad de hidratarse y germinar. En
la segunda hipdtesis, en la que Ole e 1 estarfa implicado en el
reconocimiento polen-estigma, se podria postular que variedades con
diferente contenido en Ole e 1 presentarfan diferentes grados de
compatibilidad. Los resultados mostrados en capitulos anteriores
muestran que ambas funciones podrian ser desarrolladas por Ole e 1.
Ole e 1 se expresa en altas cantidades en granos de polen de
variedades con alta capacidad de germinacion. Ademas, el estudio de la
germinacion z vitro ha permitido determinar que Ole e 1 se encuentra
altamente expresada en la fase de la hidratacion del grano de polen.

Por otra parte, se observa que las variedades autoincompatibles
presentan altos niveles de Ole e 1 respecto a variedades
autocompatibles. Adicionalmente, los estudios de germinacion 7 vitro
determinan una alta difusién, hasta practicamente el final del cultivo,
de dos de las tres isoformas de la proteina, lo que podria significar un
papel en la senalizacion de Ole e 1 para el reconocimiento estilar y guia
del tubo polinico en vistas a la fertilizacion.

Ole ¢ 2 co-localiza con dreas altamente activas del citoesqueleto y se libera al medio
de cultivo durante la germinacion in vitro, apoyando la hipdtesis de la disociacion de
los complejos actina-profilina para promover la polimerizacion de filamentos de
actina.

Las diferencias en la localizacion de profilina entre los dos
procedimientos descritos (estandar y de alta permeabilizacién) se
atribuyen a diferencias en la capacidad de los compuestos quimicos y
particularmente, de los anticuerpos ensayados para penetrar a través de
la pared celular del polen. Esta limitacion, claramente observada tras el
uso del protocolo estandar, fue resuelta con la aplicaciéon de enzimas
para la digestion de la pared celular, mejorando la permeabilizacion.
Por otra parte, el procedimiento estandar permite visualizar una rapida
solubilizacién y liberacion en el medio acuoso de la proteina alergénica
Ole e 2 o profilina. Esta caracteristica se ha demostrado a nivel celular
para los alérgenos Bet v 1 y profilina de polen de abedul, Ole e 1 de
olivo y diversos alérgenos de la hierba timotea (Phleun pratense) (Alche
et al. 2004; Grote et al. 1993; Vrtala ef al. 1993). En el caso de la hierba
timotea, la profilina se liberaba rapidamente en grandes cantidades a
partir del polen hidratado, sin embargo, la profilina de abedul quedaba
retenida en el grano de polen hidratado (Vrtala e 4/ 1993). Se ha
propuesto que la liberacion de proteinas alergénicas al medio de
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cultivo se realiza a través de microcanales de la superficie del grano de
polen, y en el caso de que el grano de polen esté expuesto a largos
tiempos en el medio de cultivo, la liberacién masiva se harfa efectiva a
través de las regiones aperturales (Grote e a/ 1993; Howlett ez al.
1973). En el grano de polen de olivo, la presencia de una intensa sefial
en el medio de cultivo y en la exina indica que la profilina del polen de
olivo se libera de forma masiva en el medio acuoso tras la
prehidratacion. La fluorescencia se localizé intensamente en forma de
anillo, rodeando las aperturas por las que emerge el tubo polinico, lo
que representa una evidencia clara de la liberacion sustancial de
profilinas. Los mecanismos de descarga deben implicar o ser
dependientes de algun tipo de transporte fisiologico, ya que los granos
de polen no germinados no presentan sefial de profilinas en la exina.

Por otra parte, la estructura en forma de anillo unicamente se observa
alrededor de la zona de emergencia del tubo polinico y no en las otras
dos regiones aperturales. Esta liberacion de alérgenos del grano de
polen, que en el olivo afecta entre otros, a Ole e 1 y Ole e 2, hace que
estas proteinas estén disponibles para el sistema inmune y las
caracteriza como potentes alérgenos. Diversos autores llegan a la
misma conclusion para el alérgeno Ole e 1 (Alche e a/. 2004; Carnes et
al. 2002).

El uso de procedimientos de fijacion convencionales para la
visualizacién de actina induce una disrupcion de la reorganizacion de
actina, incluyendo los microfilamentos (Doris and Steer 1996; He and
Wetzstein 1995). En los ensayos realizados se han utilizado protocolos
de preservacion de filamentos de actina. A pesar de ello, y debido a
protocolos agresivos de permeabilizacion, tales como digestion de
pared celular para mejorar la penetraciéon de los anticuerpos, no se ha
podido visualizar correctamente la organizacion de actina, aunque si
se ha obtenido una visién general de su distribucion. La sefial de actina
detectada en el tubo polinico del polen de olivo representa areas de
alta densidad de microfilamentos y/o grandes acumulaciones de
mondémeros de actina enlazados o libres, los cuales son reconocidos
por el anticuerpo. La fluorescencia acumulada en la zona proximal y
apical del tubo polinico debe indicar la presencia de regiones
implicadas en un metabolismo muy alto de actina. Ambas regiones
también coinciden con areas de alta concentraciéon de profilina en el
polen de olivo. En el extremo apical del tubo polinico de polen de
tabaco se ha descrito un marcado de profilinas muy intenso
(Mittermann et al. 1995). En regiones coincidentes con extremos
apicales de otros tipos celulares, tales como pelos radicales, las
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profilinas se localizan especificamente en la regién apical (Baluska e a/.
2000; Braun et al. 1999). La co-localizaciéon de Ole e 2 y actina en la
apertura donde se hace efectiva la salida del tubo polinico y en la
region apical del tubo polinico puede ser interpretada como una
evidencia de una disociacién masiva de los complejos de actina-
profilina, tal como ha sido previamente sugerido (Grote et al. 1993), o
una mobilizacién de los monémeros de actina almacenados y por
tanto, una iniciacién de la polimerizacién de filamentos de actina en
estas areas. Esta actividad debe comenzar a ocurrir en las tres regiones
aperturales del grano de polen para finalizar enfocandose hacia la
apertura “efectiva” del polen y hacia el tubo polinico, anclandose los
filamentos en el inicio y en el final del tubo polinico. Estas dos zonas
se podrian considerar los sitios de mayor formacioén, dinamica y
control celular sobre el citoesqueleto de actina, permitiendo el
crecimiento polarizado del tubo polinico y la presencia de un “flujo
invertido” de corrientes citoplamaticas (Cardenas e a/ 2005; Vidali
and Hepler 2001), observadas ampliamente en el tubo polinico de
olivo (resultados no mostrados). La visualizacién del cerco cortical de
actina observado en el apice del tubo polinico de Liium (Lovy-
Wheeler ef al. 2005) se ha podido apreciar muy levemente en el polen
de olivo.

El uso de anticuerpos especificos para cada isoforma de profilina,
todas ellas localizadas con un mismo anticuerpo en el presente trabajo,
nos darfa informacién de una posible localizacion diferencial de las
isoformas de profilinas, tal como se ha descrito para polen de
diferentes especies y células vegetales (Kandasamy ef 2/ 2002; Ren and
Xiang 2007; von Witsch ez al. 1998).

La localizacion ultraestructural de profilina en el grano de polen y en el
tubo polinico de diferentes especies de plantas ha sido investigada
usando analisis inmunocitoquimicos (Fischer ez al. 1996; Grote et al.
1995; Grote e al. 1993; Hess et al. 1995; Kandasamy ez a/. 2002; Vidali
and Hepler 1997). Con algunas excepciones (por ejemplo, se ha
localizado Phl p 4 en amiloplastos (Fischer ez a/. 1996) de polen de
hierba timotea), la mayoria de autores localizaron la profilina en el
citoplasma, en la exina del grano de polen y en el citoplasma del tubo
polinico. En el polen de olivo, la profilina y la actina estan localizadas
como proteinas solubles, distribuidas uniformemente en el citoplasma
del grano de polen y del tubo polinico, sin observarse una localizacion
preferencial en organulos, estructuras o compartimentos. La actina
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tampoco se encuentra representada en las paredes del grano de polen,
indicando la integridad de la membrana plasmatica. La presencia de
marcado de profilina con particulas de oro asociadas a la exina, al
material adherido a la exina y la endexina de la zona apertural es
distintiva, representando una evidencia de la liberacién masiva del
alérgeno mostrada también por inmunofluorescencia.

Ole ¢ 9 podria promover el remodelado de la pared del grano de polen y del tubo
polinico, aumentado la capacidad de germinacion del polen y es liberada al medio de
cultivo durante la germinacion in vitro, probablemente para permitir la entrada del
tubo polinico mediante hidrdlisis de la pared del estigma.

El ensayo multiplex de microscopia confocal ha permitido mostrar la
localizaciéon de Ole e 9 en la exina del grano de polen, en la zona
inmediata a la emergencia del tubo polinico y en su extremo apical. La
presencia de esta proteina en la exina apoya la hipotesis de que Ole e 9
es una proteina de secrecion al medio extracelular (Huecas ez 2/ 2001).
Ademas, esta proteina fue detectada en el medio de cultivo en
experimentos de germinacion 7z vitro en todas sus fases (resultados
mostrados en el capitulo 4.4). Considerando su papel como enzima
1,3-beta-glucanasa y su implicacion en el metabolismo de
carbohidratos (Rodriguez e# a/. 2007) se podria sugerir su participacion
en la hidrélisis de la pared del estigma y del tracto transmisor para la
entrada y avance del tubo polinico, tal como se ha sugerido para
proteinas de la familia de las beta-glucanasas en polen (Dai ef a/. 2007,
Suen ez al. 2003). La localizacion en la apertura “efectiva” del tubo
polinico podria facilitar la hidrélisis de la pared del grano de polen
para formar y extender el poro por el que emerge el tubo, disolviendo
el tapon de calosa inicialmente presente en la intina de la region
apertural, funcién mostrada en otras enzimas hidroliticas de pared de
polen (Roggen H.P.J.R. 1969). La localizacién de Ole e 9 en la zona
apical del tubo polinico podria promover la extensién y desarrollo del
tubo polinico a través de la pérdida de pared, permitiendo la entrada
de nuevos constituyentes en ésta. Esta misma funcién ha sido sugerida
en proteinas del metabolismo de carbohidratos en polen de maiz
(Suen ez al. 2003). De esta forma, variedades con mayor contenido en
Ole e 9 deberfan mostrar una mayor capacidad germinativa de su
polen. Los resultados mostrados en el capitulo 4.2 presentan un
aumento casi significativo (p=0,06) en la cantidad de Ole e 9 de
variedades con alta capacidad germinativa respecto de las que
presentan baja capacidad germinativa.
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La localizacion ultraestructural de Ole e 9 muestra su distribucion en el
citoplasma, manifestando su caracter soluble. En particular, se ha
observado un marcado asociado a vacuolas en las que la proteina Ole
e 9 podria ser almacenada. La exina del polen también muestra sefial
de Ole e 9, siendo esto una evidencia mis de la liberacién de la
proteina al medio. Ademas se ha observado una acumulacién en la
region apertural del grano de polen, estando de acuerdo esta
localizaciéon con la funcién de hidrélisis de calosa en dicha region del
grano de polen.

La inmunolocalizacion miiltiple de proteinas muestra una localizacion similar a la
obtenida mediante inmunolocalizacion simple.

Finalmente, apuntar que la localizacion multiple de proteinas, tanto a
microscopia confocal como electrénica ha permitido verificar una
localizaciéon  especifica 'y  similar a la  obtenida en las
inmunolocalizaciones simples, siendo este método mas rapido y
eficiente en la co-localizacion espacial de proteinas. De esta forma, se
ha verificado que el mas intenso marcado a microscopia confocal de
los alérgenos Ole e 1, Ole e 2 y Ole e 9 se localiza en la region
apertural de emergencia del tubo polinico, asi como en el extremo
apical de éste, ambas zonas de intensa actividad metabolica. En el caso
del ensayo mediante microscopia electrénica, destaca la presencia de
Ole e 2y Ole e 9 en la exina del grano de polen, confirmando su
liberaciéon al medio y facilitando la reaccidon alérgica durante el
contacto del polen con las mucosas de los pacientes sensibilizados a
estas proteinas.
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6. CONCLUSIONES

1. Se ha desarrollado un sistema multiplex para su aplicacion en
técnicas de inmunotransferencia, microscopia laser confocal y se
ha adaptado el método para microspopia electrénica de
transmisiéon. Este sistema permite la deteccion de multiples
antigenos en polen de olivo, independientemente del origen de la
especie de los anticuerpos. El sistema se ha validado en las tres
técnicas descritas, logrando la inmunodeteccién especifica de tres
antigenos con dos anticuerpos de suero policlonal de conejo y un
monoclonal de ratén.

2. Se han obtenido los perfiles antigénicos de los alérgenos Ole e 1,
Ole e 2, Ole e 5 y Ole e 9 procedentes de polen maduro de 57
cultivares. Los niveles totales de estos alérgenos y sus isoformas
fueron variables cuantitativa y cualitativamente entre variedades de
olivo. El estudio de los niveles de expresiéon de los alérgenos
parece indicar un patrén homogéneo en su sintesis proteica,
exceptuando el caso de la isoforma de mayor peso molecular de
Olee 2.

3. Se ha evaluado la relacién entre diversos parametros de interés
agronomico y los niveles de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5
y Ole e 9 en polen maduro de diferentes cultivares:

a) Los resultados sugieren una implicaciéon de la capacidad de
germinacion del grano de polen con altos niveles de Ole e 1 y
Ole e 2.

b) La autoincompatibilidad de los cultivares de olivo muestra
relacién con altos niveles en su polen de Ole e 1 y de la
isoforma de menor peso molecular de Ole e 2.

¢) Existe una relacion directa entre el dia medio de la floracion de
las variedades y el contenido en su polen de Ole e 1. Los
niveles de expresion de Ole e 1 son mayores en variedades con
floracién tardia.

4. Las altas temperaturas, el elevado volumen y frecuencia de las
precipitaciones, asi como una alta humedad relativa, anterior y
durante la floracion, parecen ejercer un efecto en el aumento de la
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expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y Ole e 9 en el
polen de olivo.

5. Los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y Ole e 9 presentan un
aumento en su expresion durante la transicion de polen maduro a
polen hidratado. El patrén ciclico de la expresion de los alérgenos
es comun a lo largo del cultivo 7 vitro.

6. La difusiéon de isoformas de los alérgenos es diferencial. En el
medio de germinaciéon se detectan unicamente dos de las tres
isoformas de Ole e 1. Las dos isoformas de Ole e 2 detectadas se
liberan al medio de cultivo unicamente al inicio, en el caso de la
isoforma de menor peso molecular o de forma homogénea a lo
largo del cultivo, en el caso de la isoforma de mayor peso
molecular. Los alérgenos Ole e 5 y Ole e 9 muestran una mayor
difusién a la mitad y al inicio del cultivo, respectivamente.
Ademas, debido a la liberaciéon de estos alérgenos en medios
acuosos, se facilitan las reacciones alérgicas de pacientes
sensibilizados a ellos.

7. Los extractos de polen comerciales testados, de diferente origen
varietal y utilizados en diagnéstico e inmunoterapia especifica,
muestran una variabilidad cuantitativa y cualitativa en los alérgenos
Ole e 1,Ole e 2, Ole e 5y Ole e 9 y una respuesta diferencial a
IgEs de pacientes alérgicos a polen de olivo. En orden a
simplificar los test de reactividad de diversos extractos varietales
frente a IgE y la eleccién de inmunoterapia especifica, se han
propuesto 14 grupos de variedades que integran los cultivares
estudiados, catalogados segin su contenido en los alérgenos de
polen Ole e 1, Ole e 2, Ole ¢ 5y Ole e 9.

8. La distribucién espacial de los alérgenos Ole e 1, Ole ¢ 9 y Ole e 2
y del ligando de este ultimo, la actina, se confirma en zonas de
intensa actividad metabolica, tales como la regiéon de emergencia
del tubo polinico y en su extremo apical. Dichos alérgenos se
localizan también en la exina del grano de polen. Estas evidencias,
unidas a todos los resultados obtenidos, sugieren que estos
alérgenos participan en la hidratacion, la germinacién del grano de
polen, el remodelado del tubo polinico (Ole e 2 y Ole ¢ 9) y la
interaccién con el estigma.
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9. Los resultados presentados se podrian aplicar a la mejora de la
producciéon en el olivar y paralelamente, disminuir las
repercusiones en la salud publica que provoca su cultivo intensivo.
Los ensayos de campo para alcanzar este objetivo incluirfan la
utilizacién de variedades autocompatibles de floracién temprana,
alternando su cultivo con variedades de alta capacidad germinativa,
inter-compatibles con la variedad de interés y cuya fenologia
permita su uso como polinizadora. La seleccion de las variedades
de cultivo extensivo y de las variedades polinizadoras se podria
apoyar en la agrupaciéon de cultivares propuesta, escogiendo
aquéllas con baja y moderada o alta cantidad en los alérgenos
estudiados, respectivamente. Finalmente, el cultivo deberia
mantenerse en secano, tanto para evitar una desviacion en el indice
de compatibilidad de variedades parcialmente autocompatibles,
como para mantener bajos los niveles de alérgenos en el grano de
polen.
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Listado de figuras

8. ANEXOS

8.1 LISTADO DE FIGURAS

Figura 1. Representacion de la secuencia de acontecimientos de la
respuesta inmediata dependiente de linfocitos T en la alergia tipo 1.
Figura 2. Factores genéticos y ambientales involucrados en el
desarrollo de la sensibilizaciéon y progresion de las enfermedades
alérgicas.

Figura 3. Distribucién geografica del cultivo en el mundo

Figura 4. Detalle de una rama de olivo, de una flor de olivo
mostrando las dos anteras y el pistilo y de la exina reticulada de un
grano de polen de olivo.

Figura 5. Esquema de la microesporogénesis y la
microgametogénesis de la mayoria de angiospermas (polen bicelular).
Figura 6. Espectro de excitacién y emisiéon de los anticuerpos
conjugados a fluorocromos ensayados.

Figura 7. Organigrama para la deteccién multiplex fluorescente de
los alérgenos de polen de olivo Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y Ole e 9 en
Western blots.

Figura 8. Deteccion fluorescente de los alérgenos de polen de olivo
Olee1,0le e 2,0Olee 5y Ole e 9 en Western blots.

Figura 9. Analisis cuantitativo de la intensidad de las bandas
reactivas observadas en el blot multiplex, correspondientes a los
alérgenos Ole e 1, Ole e 2,0le e 5y Ole e 9.

Figura 10. Tincién con plata de extractos totales proteicos de 57
cultivares diferentes y deteccién multiplex de los alérgenos Ole e 1,
Olee2,0le e 5y Olee9.

Figura 11. Cuantificacién relativa de las bandas correspondientes a la
deteccion de Ole e 1 en 57 cultivares.

Figura 12. Cuantificacion relativa de las bandas correspondientes a la
deteccion Ole e 2 en 57 cultivares.

Figura 13. Cuantificacion relativa de las bandas correspondientes a la
deteccién de Ole e 5y Ole e 9 en 57 cultivares .

Figura 14. Comparacién de los niveles de Ole e 1 en los grupos de
variedades con baja y alta capacidad germinativa.

Figura 15. Comparacién de los niveles de Ole e 5 y Ole e 9 en los
grupos de variedades con baja y alta capacidad germinativa.

Figura 16. Comparacion entre los niveles de Ole e 2 en los grupos de
variedades con baja y alta capacidad germinativa.

Figura 17: Comparacién entre los niveles de Ole e 1 y de la isoforma
Ole e 2 de 14 kDa en los grupos de variedades autoincompatibles,
parcialmente autocompatibles y autocompatibles.

Figura 18: Comparacién entre los niveles de isoformas de Ole e 1 en
los grupos de variedades de floracién temprana, floracién intermedia
y floracién tardfa.

Figura 19. Tincién con azul de Coomassie de extractos totales
proteicos de siete cultivares diferentes a lo largo de diversos afios y
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deteccion multiplex de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y Ole e
9.

Figura 20. Graficos de diferentes variedades mostrando la
distribucién de datos de las temperaturas respecto a la expresion del
alérgeno Ole e 1,0le e 2,Ole e 5y Ole e 9.

Figura 21. Gréficos de diferentes variedades mostrando la
distribuciéon de datos de las precipitaciones, humedad relativa y
numero de dias de lluvia respecto a la expresion del alérgeno Ole e 1,
Olee 2,0le e 5y Ole e 9.

Figura 22. Germinacién 7 vifro de polen de olivo durante las fases de
polen maduro (Pm), polen hidratado (Ph), y desde 5 minutos (5)
hasta varias horas de germinaciéon (lh, 4h, 7h, 13h) e
inmunodeteccién multiplex en blots de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2,
Olee5yOlee?.

Figura 23. Analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas de
Ole e 1 en polen germinado, polen no germinado y medio de cultivo.
Figura 24. Analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas de
Ole e 2 en polen germinado, polen no germinado y medio de cultivo.
Figura 25. Analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas de
Ole e 5 en en polen germinado, polen no germinado y medio de
cultivo.

Figura 26. Analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas de
Ole e 9 en polen germinado, polen no germinado y medio de cultivo.
Figura 27. Tincién con plata de extractos comerciales totales de
polen de olivo de cinco diferentes cultivares de olivo y un extracto
total genérico de olivo, de origen varietal desconocido. Deteccién
multiplex fluorescente de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5y Ole
e 9 sobre la misma inmunotransferencia.

Figura 28. Analisis cuantitativo de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole
e 5y Ole e 9 detectados en la inmunotransferencia de la figura 27.
Figura 29. Analisis de la capacidad de enlace de IgE a proteinas
totales de polen de olivo procedentes de extractos comerciales de
cinco variedades y un extracto genérico de olivo (Olea eunropaea) por
inmunotransferencia.

Figura 30. Localizacién de Ole e 1 en el grano de polen germinado
in vitro por inmunofluorescencia a CLSM.

Figura 31. Inmunolocalizacion a CLSM del alérgeno Ole e 2
(profilina) en polen de olivo cultivado iz witro con procesamiento
convencional de muestras.

Figura 32. Inmunolocalizaciéon de profilina en preparaciones de
polen de olivo cultivado 7 vitro tras el uso de un protocolo extendido
que incluye digestion de pared celular y alta permeabilizacién de
membrana.

Figura 33. Inmunolocalizacién a CLLSM de actina en prepatraciones
de polen de olivo cultivado 7 witro después de un tratamiento
extendido de fijacién, digestion celular y permeabilizacion de
membrana.

Figura 34. Localizacién simultinea de tres diferentes alérgenos
mediante CLSM en preparaciones 7z vitro de granos de polen de olivo
germinado durante 4 h.

78

85

85

87
88

89

90

91

95

96

97

101

103

104

105

107

167



Listado de figuras

Figura 35. Inmunolocalizaciéon de profilinas mediante TEM sobre
secciones ultrafinas de granos de polen maduro.

Figura 36. Inmunolocalizacién a TEM de profilina sobre secciones
ultrafinas de granos de polen de olivo en germinacién.

Figura 37. Inmunolocalizacion a TEM de actina sobre secciones
ultrafinas de granos de polen de olivo maduro.

Figura 38. Inmunolocalizacién a TEM de Ole e 9 sobre secciones
ultrafinas de granos de polen de olivo maduro.

Figura 39. Inmunolocalizacién multiple de actina y de los alérgenos
Ole e 2 y Ole e 9 sobre secciones ultrafinas de granos de polen
maduro.

168

108

109

110

111

112



@ Listado de tablas

8.2 LISTADO DE TABLAS

Tabla 1. Principales fuentes bioldgicas de alérgenos.

Tabla 2. Alérgenos desctitos del polen de olivo.

Tabla 3. Variedades y cruzamientos de olivo en los que se basa el
estudio.

Tabla 4. Anticuerpos primarios y diluciones ensayadas en
inmunodeteccién de proteinas sobre membrana.

Tabla 5. Anticuerpos secundarios y diluciones ensayadas en
inmunodeteccién de proteinas sobre membrana.

Tabla 6.  Anticuerpos primarios y diluciones ensayadas en
inmunolocalizacién convencional y multiple de proteinas a TEM.
Tabla 7. Anticuerpos secundatios y diluciones ensayadas en
inmunolocalizaciéon convencional y multiple de proteinasa TEM.
Tabla 8.  Anticuerpos primarios y diluciones ensayadas en
inmunolocalizacién convencional y multiplex de proteinas a CLSM .
Tabla 9. Anticuerpos secundarios y diluciones ensayadas en
inmunolocalizacién convencional y multiplex de protefnas a CLSM.
Tabla 10. Dianas y anticuerpos usados para el procedimiento de
deteccion multiplex en experimentos de Western blot.

Tabla 11. Distribucién en terciles de datos cortespondientes a las
intensidades relativas de los alérgenos Ole e 1, Ole e 2, Ole e 5 y Ole
e 9 en 57 cultivares.

Tabla 12. Analisis de correlacién bivariada entre los alérgenos de 57
cultivares.

Tabla 13. Comparacion de la expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole
e 2,0le e 5y Olee9 en variedades con baja y alta capacidad de
germinacion zn vitro.

Tabla 14. Anilisis de correlacién bivariada entre el indice de
autocompatibilidad y diversos alérgenos en variedades.

Tabla 15. Comparacion de la expresion de los alérgenos Ole e 1, Ole
e2,0lee5yOlee9y el indice de compatibilidad. Test de Kruskal-
Wallis.

Tabla 16. Fecha media de plena floracién de variedades y agrupacion
segun éstas.

Tabla 17. Anilisis de correlacién bivariada entre el dia medio de
floracién de variedades y nivel de diversos alérgenos.

Tabla 18. Analisis de diferencias de medias en el contenido de
alérgenos en los grupos segin la época de floracién de variedades.
Tabla 19. Analisis de correlacion bivariada de la expresion de las
isoformas del alérgeno Ole e 1 con diversos parametros climaticos.
Tabla 20. Analisis de cortrelacién bivariada de la expresién de las
bandas observadas del alérgeno Ole e 2 con diversos parametros
climaticos.

Tabla 21. Analisis de correlacion bivariada de la expresion de Ole e 5
con diversos parametros climaticos.

Tabla 22. Analisis de correlacién bivatiada de la expresion de Ole e 9
con diversos parametros climaticos.

Tabla 23. Analisis de correlacién bivariada entre los alérgenos Ole e
1,0le e 2, Ole e 5y Ole e 9 durante su germinacion 7 vitro.

31
39
40
46
46
49
49

54

63

64

66

70

71
74
74
75

80

82
83
84

92

169



Listado de tablas @

Tabla 24. Analisis de correlacién bivariada entre los alérgenos Ole e
1, O0le e 2, Ole e 5y Ole ¢ 9 en el medio de cultivo durante su
germinacion zn vitro. 93
Tabla 25. Agrupacion de variedades dependiendo del contenido total
de los alérgenos Ole e 1,Ole e 2, Olee 5y Ole e 9 . 98

170



@ Abreviaturas

8.3 ABREVIATURAS

AC Autocompatible

ADN Acido desoxirribonucleico

Al Autoincompatible

AP Autopolinizacion

Ap Apertura

APC Células presentadoras de antigeno

APS Persulfato amonico

Ar Argon

BGMO Banco mundial de germoplasma del olivo
BSA Albumina de suero bovino

C Citoplasma

cDNA ADN complementario

CLSM Microscopio de escaneo laser confocal
COlI Consejo Oleicola Internacional
Cu/Zn-SOD Cupro/zinc superdxido dismutasa

DAB 3,3’-diaminobencidina

DOsos Densidad 6ptica a 595 nm

DMSO Dimetilsulféxido

DTT Ditiotreitol

EEZ Estacion Experimental del Zaidin
EGTA Acido etilen-glicol tetraacético

Ex Exina

Fab Fragmento del anticuerpo de unién a antigenos
Fc Fragmento cristalizable del anticuerpo
FAO Organizacion para la alimentacién y agricultura
GP Grano de polen

GUE Guéjar Sierra

GWAS Asociacién por rastreo gendémico

He/Ne Helio/Neén

HLA Antigeno leucocitario humano

HR Humedad relativa

HRm Humedad relativa media

IC Indice de autocompatibilidad

Ig Inmunoglobulina

IgE/G Imunoglobulina E/G

IgG (H+L) Inmunoglobulina G (cadena pesada+cadena ligera)
IL Interleucina o intetleuquina

In Intina

1T Inmunotransferencia

LTP Proteina de transferencia de lipidos

M Mitocondria

MCO Museo de la cultura del olivo

TEM Microscopia electrénica de transmision
MHC Complejo principal de histocompatibilidad
MTSB Tampon estabilizador de microtubulos

N Nucleo
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PAI
PBS
PC
PEG
PH
PL
PF
PIPES
PLP
PM
PMSF
p/v
PVDF
RAST
RE
ROS
rpm
SDS
SDS-PAGE
SOD
sp
SPT
Ta
TBS

TBST
TCA
TEMED
'Th1/Th2
Tm

TP
Tricina
Tris-base
uv

v

v/v
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Parcialmente autoincompatible
Tampon fosfato salino
Polinizacion cruzada
Poli-etilen-glicol

Polen hidratado

Polinizacion libre
Paraformaldehido

Acido piperazin-N,N2-bis(2-etanosulfénico)
Poli-L-prolina

Polen maduro

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
Peso/volumen

Fluoruro de polivinilidina

Test de radioalergoabsorcion
Reticulo endoplasmatico

Especies reactivas del oxigeno
revoluciones por minuto

Dodecil sulfato sédico
Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato sédico
Enzima superéxido dismutasa
Especies

Test de puncién en la piel
Temperatura

Tampon tris salino

Tampon tris salino tween-20

Acido tricloroacético
N,N,N,N’-tetra-metil-etilendiamina
Células T colaboradoras de tipo 1 6 2
Temperatura media

Tubo polinico

N-tri (hidroximetil) metil) glicina
Ttis (hidroximetil)-aminometano
Luz ultravioleta UV

Vacuola

Volumen/volumen
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