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Resumen %*’i

Con objeto de discriminar entre cultivares de olivo (Olea europaea L.), se
analiz6 mediante técnicas bioquimicas y moleculares la expresion de
cinco genes previamente caracterizados en olivo: a) genes relacionados
con la alergenicidad (Ole e 1, Ole e 3, Ole ¢ 5, Ole e 6) y b) un gen
implicado en la biosintesis de lipidos (Stearoyl-ACP desaturasa). Como
material vegetal, se utiliz6 polen y mesocarpo maduro de siete
cultivares; cinco espafioles (Lucio, Picual, Loaime, Hojiblanca,
Arbequina) y dos genotipos marroquies (Picholine marocaine y Menara).
Los resultados obtenidos con el alérgeno mayoritario del polen de olivo
(Ole e 1) muestran la existencia de una variabilidad considerable a nivel
de la expresion tanto de la proteina como de los transcritos
correspondientes en el polen de los cultivares estudiados. A nivel de la
secuencia nucledtidica y la secuencia aminodcidica de dicho alérgeno se
han detectado microheterogeneidades en numerosas posiciones. Este alto
grado de polimorfismo afecta a varios loci epitépicos de reconocimiento
por células T, al niimero de motivos de glicosilacién, y puede explicar la
respuesta alergénica diferencial de pacientes sensibles al polen de olivo.
El grado de polimorfismo detectado es sensiblemente superior entre
cultivares diferentes que dentro de un mismo cultivar, estableciéndose
relaciones filogenéticas claras entre los cultivares analizados. En el caso
de las otras tres proteinas alergénicas, Ole e 3, Ole e 5y Ole e 6, Ia
expresion fue similar en todas los cultivares estudiados. Con respecto a
Stearoyl-ACP desaturasa, el patron de expresion de los transcritos en
mesocarpo maduro presentaba diferencias cuantitativas importantes a

nivel intercultivar. Los cultivares Picual y Loaime presentan un nivel



mayor de transcritos de la enzima en comparacién con el resto de los
cultivares estudiados. Dicho patrén de expresion muestra una
correlacion positiva con la concentracién del dcido oleico en el aceite
extraido de cada cultivar.

Por otro lado, en la biisqueda de argumentos fiables que puedan servir
para determinar la funcion biolégica de uno de los marcadores

- relacionados con la alergenicidad como es Ole e 6, se realizé un estudio

extenso basado en la aplicacion de técnicas bioquimicas, de biologia
molecular y celular, para el anilisis de expresion de este alérgeno
durante el desarrollo del polen de olivo. Los resultados indican que la
sintesis tanto de la proteina como de sus transcritos tiene lugar en polen
maduro. También, se ha sido detectado una expresién minima de Ole e 6
en otro tipo de tejido vegetativos como es el mesocarpo.

En conclusion, los genes Ole e 1 y Stearoyl-ACP desaturasa pueden ser
utilizados como marcadores potenciales para la identificacion de
cultivares de olivo. Finalmente, se plantea a nivel clinico la posibilidad
de disefiar vacunas immunoterapéuticas individualizadas para la
desensibilizacion de pacientes atopicos al olivo, en las cuales se tenga en
cuenta la composicion y concentracion de los alérgenos que forman parte
del extracto a inyectar, discriminando varietalmente la composicion de

éstos.
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Introduccion

& A
SYEY
&8 Origen del cultivo de olivo

La aparicién y el cultivo del olivo se remontan a la prehistoria y atin no se

ha podido determinar con certeza su origen. Varios historiadores suponen que
el olivo es originario de Persia, otros del Nilo, mientras que otros indican que
procede del valle de Jordan. De Candolle (1883) sitta el origen geogréfico de
esta planta en Siria. Esta tesis est4 soportada por Vavilov (1951) que supone la
region de Siria e Irdn como origen, incluyendo otras especies agricolas
importantes como el Triticum durum, Vicia faba y Lactuca sativa. Otros
historiadores como Almeida (1963), Zohary y Spiegel-Roy (1975), creen que el
cultivo de olivo se inici6 en las colonias fenicias de Palestina y Libano. Almeida
apoya igualmente la hipétesis de que el olivo es originario del norte de
Afganistan, donde existe una biodiversidad grande de Oleaceae y supone que la
especie Olea europaea es descendiente de Olea cuspidata, mientras que otros
coinciden que el cultivo de olivo es originario del 4rea geografica que va desde
el sur del Caucaso hasta las altiplanicies de Iran, Palestina y las costas de Siria y
que luego, se expandié por Chipre hacia Anatolia y, a través de Creta, hacia
Egipto, hasta ocupar todos los paises de la cuenca mediterranea. En cualquier
caso, existe una concordancia entre los referidos historiadores y otros autores
(Acerbo, 1937; Ciferri, 1942) respecto a que la propagacién del olivo desde su
zona de origen fue causada por la difusiéon de la cultura de oriente a occidente.
Numerosas civilizaciones de la cuenca mediterrdnea cooperaron a través
de la historia en la propagacién del olivo: egipcios, fenicios, griegos, hebreos,
cartagineses, romanos, arabes e hispanos. Los egipcios, ya hace méas de 5000
afios, sabfan emplear el aceite de oliva para iluminar sus templos, y fueron los
primeros en utilizar procedimientos naturales semejantes a los actuales en la
extraccion del aceite. Era también frecuente administrar bafios con aceite
perfumado y la utilizacién de coronas ornamentales construidas con ramas de

olivo para la imposicién de las momias faraénicas entre los afios 980 y 715 a.C.
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En la época fenicia, el olivo fue difundido por las islas griegas a partir del siglo
XVI a.C, y luego por la peninsula helénica entre los siglos XVI y XI a.C. La
leyenda de los griegos cuenta que la diosa de la sabiduria Pailas Atenea hizo
surgir el olivo en la Acrépolis de un golpe de lanza. Los helenos contaban la
disputa que habfa estallado entra Neptuno y Minerva en el Olimpo, para
decidir para quien seria el reino de “Atica”. Japiter propuso que Atica se
concederfa a quien presentase el regalo mas importante para la humanidad.
Asi, Neptuno, con un poderoso golpe de tridente, consigui6é que surgiera del
suelo un caballo rapido como el viento, ejemplo de vigor, con el que haria a los
ejércitos invencibles. Por su parte Minerva hizo brotar un olivo de donde se
obtendria el aceite, alimento de los hombres, fuente de luz, simbolo de la
abundancia, remedio para las heridas y 6leo de unci6n. El entusiasmo rein6 en
la cara de Japiter que decidi6 al final que “Atica” serfa para Minerva y que su
capital se lamarfa Atenas. Los griegos fueron los encargados de introducir el
olivo en Italia, donde lleg6 a adaptarse facilmente. A partir del siglo VI a.C el
cultivo se difunde en todas las regiones de la cuenca mediterranea, pasando a
Sicilia, Tanez y Tripoli. Se cuenta que pudo llegar a Italia tres siglos antes de la
caida de Troya o en la época del legendario rey de Roma, Lucio Tarquinio (616
a 578 a.C). En la isla de Sicilia, el olivo se cultiv6 a gran escala, empleando los
sistemas griegos de olivicultura. Los romanos consideraron poseer el olivo
(Oleum) como un lujo y atribuyeron a su aceite los secretos de la belleza,
utilizdndolo particularmente para el cuidado de los cabellos y de la tez.

El olivo existi6 en Iberia desde tiempos muy antiguos, ya que se han
encontrado huesos de aceituna en algunos yacimientos de la época neolitica. En
Hispania romana, el olivo lleg6 a cultivarse ampliamente, aunque los impuestos
exigidos por Roma a los olivicultores provocaron un progresivo declive.

Después de la tercera guerra ptnica, la olivicultura vuelve a extenderse en la
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Bética, difundiéndose hacia las zonas centrales y costeras de la Peninsula
Ibérica.

Durante los ocho siglos de la dominacién 4rabe en Espana, el cultivo
conocié una evolucién notable, y fueron los drabes quienes difundieron nuevos
cultivares para usos culinarios y medicinales. Ademds, algunas palabras
castellanas relacionadas con el olivo provienen del 4rabe, como por ejemplo
aceituna (Zaitun) y aceite (Al Zait). El aprecio de los drabes musulmanes por el

olivo fue importante de tal manera que aparece mencionado en su libro santo:
el “Coran”.

Después del descubrimiento de Ameérica por Cristébal Colén en
1492, el olivo se desplaz6 y colonizé el nuevo mundo. La introducciéon en
Perd y México tuvo lugar alrededor de 1560 y en California en 1769. En
la actualidad, el olivar se extiende también por otros paises como
Argentina, Chile, China, Japén, Sudéfrica y Australia.

& Descripcion botdnica y difusion de cultivares de olivo

El olivo (Olea europaea L.) pertenece a la familia botanica Oleaceae,
representadas por arboles o arbustos algunos de ellos trepadores, y se
encuentran distribuidas por las regiones tropicales y templadas de ambos
hemisferios y comprenden alrededor de 29 géneros y cerca de 600 especies.
Figuran entre ellas plantas de interés econémico u horticola por sus maderas,
por los aceites o esencias o por sus valores ornamentales, como por ejemplo los
géneros Chionanthus, Fraxinus, Ligustrum, Osmanthus, Phillyrea, Piconia, Syringa y
Olea (Heywood, 1978). El género Olea comprende 20 especies distribuidas por la
cuenca mediterrinea, el norte y el sur de Africa, Asia tropical y central,
Australia, Nueva Zelanda y Polinesia. .

En la especie Olea europaen L., se incluyen todos los olivos cultivados e

igualmente los silvestres (acebuches). Es un drbol de 4 a 8 metros de altura con
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el tronco liso y gris en el periodo juvenil y rugoso y nudoso en la madurez
(March y Rios, 1989). La forma de la raiz del olivo depende por una parte del
origen del arbol y por otra de las condiciones del suelo. Cuando el arbol resulta
de una semilla se genera una rafz principal que domina el sistema radical
durante los primeros afios. En los drboles producidos por el enrizamiento de
estaquillas (sistema mds coman para la reproducciéon del olivo) se forman
~ numerosas raices adventicias. La profundidad y la extensién lateral del sistema
radical y el grado de ramificacién dependen del tipo y la profundidad del suelo
y de la aireacién (Ferndndez y col, 1991). Las hojas son persistentes y
normalmente sobreviven dos o tres afios aunque permanecen también en el
arbol hojas de mayor edad. Pueden ser coridceas, elipticas, oblongas o
lanceoladas, de 3 a 9 cm de longitud, de peciolo corto, de color verde oscuro en
el haz y blanquecinas en el envés. Las yemas son igualmente de color
blanquecino. A nivel de las inflorescencias, las flores pueden ser perfectas o
imperfectas. Las perfectas son hermafroditas o bisexuales, formadas de
estambres y pistilo bien desarrollados. Las flores imperfectas son estaminiferas
y tienen un ovario rudimentario o ausente (Uriu, 1959). El proceso de floracién
tiene lugar en los meses de abril a mayo, dando lugar a flores blanquecinas,
pequefias y actinomorfas con simetrfa regular y distribuida en racimillos
axilares més cortos que las hojas. El céliz es gamosépalo, de color blanco
verdoso y se mantiene junto a la base del ovario después de la caida de la
corola. Esta Gltima estd compuesta por cuatro pétalos blanco-amarillentos que
insertan en su base dos estambres en orjentacién opuesta, y cuyas anteras con
dos l6culos contienen numerosos granos de polen (Morettini, 1972). El pistilo
estd formado por un ovario sdpero, un corto estilo y un estigma bilobulado,
papiloso y htimedo (Altamura y col., 1982). Se distinguen a nivel del ovario dos
cavidades, cada una de las cuales contiene dos primordios seminales u 6vulos

andtropos. S6lo uno de ellos llega a ser fecundado por el grano de polen.
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El resultado de la doble fecundaci6n es un fruto de tipo drupa de forma
elipsoidal o globosa, y llega a medir en madurez de 1 a 4 cm de longitud y 0.6 a
2 cm de didmetro. En el fruto se distinguen tres tejidos principales: el endocarpo
o hueso en cuyo interior se encuentra la semilla, el mesocarpo o pulpa donde se
almacena el aceite y el exocarpo o capa exterior. En la tabla 1, se presenta un

resumen breve de la descripcién botanica del olivo (Olea europaea):

Descripcién botanica del olivo

Familia botanica Oleaceae.

Nombre cientifico Olea europaea L.

Arbol De 4 a 8 metros de altura, con el tronco el liso y gris en el
periodo juvenil y rugoso y nudoso en la vejez.

Hojas Persistentes, coridceas, elipticas, oblongas o lanceoladas.

Inflorescencias Flores blanquecinas, pequefias y actinomorfas con simetria
regular y distribuida en racimillos axilares.

Flores Perfectas o estaminiferas.

Caliz Gamosépalo, de color blanco verdoso.

Corola Compuesta por cuatro pétalos blanco-amarilientos.

Pistilo Formado por un ovario sipero, un corto estilo y un estigma

bitobulado, papiloso y himedo.

Fruto Drupa de forma elipsoidal o globosa.

Tabla 1. Descripcién botanica de olivo.

Existen varias hip6tesis sobre el origen de las primeras formas cultivadas
de olivo y su propagacién. Algunos autores consideran que el olivo cultivado
deriva de la seleccion y la difusién del olivo silvestre (acebuche) que formaba
un grupo homogéneo y que estaba confinado al este de la cuenca mediterrénea.
El proceso de domesticaci6n de este olivo segln esta teorfa se produciria en

Oriente Medio 3700 afios a.C. Acerbo (1937) supone que algunos arboles
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salvajes y espontaneos fueron al origen de la obtencién de las primeras formas
cultivadas de olivo. Otro grupo de historiadores defiende la hip6tesis de que el
olivo cultivado puede proceder de hibridaciones entre ciertas formas silvestres
y otras especies (Ciferri, 1942; Chevalier, 1948; Turril, 1951).

El olivo silvestre se distingue del cultivado por varias caracteristicas: la
seccién de las ramas es cuadrangular, y éstas son mas o menos espinescentes,
. las hojas aovado-oblongas y los frutos pequefios con una pulpa muy reducida.
Las formas cultivadas, aunque son diversas, suelen tener ramas cilindricas, las
hojas lanceoladas y frutos de mayor tamafio y con una pulpa carnosa. Estas
diferencias pomolégicas han conducido algunos autores a clasificar el acebuche
y el olivo cultivado en subespecies distintas: El primero Olea europaea Subsp.
Sylvestris o Subsp. oleaster y el segundo Olea europaea Subsp. sativa. Otro grupo
de botéanicos (Pereira, 1939; Amaral y Rocha, 1972; Pignatti, 1982) les trata como
variedades botanicas diferentes: El olivo acebuche Olea europaea var. Oleaster y
el cultivado olea europaea var. sativa o Olea europaea var. europaea. Finalmente,
otros autores soportan que el acebuche provenga de individuos cultivados que
han revertido al estado salvaje considerando a ambos como un Gnico taxén
(Morettini, 1972; Dionigi, 1973).

La formacién de nuevos cultivares de olivo segtin Zohary y Spiegel-Roy
(1975), fue el fruto de cruzamientos entre las poblaciones aut6ctonas bien
adaptadas al medio y las formas seleccionadas y difundidas a lo largo del
Mediterraneo. Este largo proceso ha conducido a la introgresién de genes
(Harlan, 1966) de manera diversificada y espontanea, y esto es lo que explica la

gran biodiversidad observada en el olivo.

& El patrimonio oleicola en el mundo
Segfin las estadisticas del Consejo Oleicola Internacional (COI) del afio

2000 patrimonio oleicola mundial se estima aproximadamente en 930 millones
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de olivos, de los cuales 840 se localizan en el 4rea mediterranea (figura 1). Estos
datos se encuentran en continua progresién debido al incremento del consumo
mundial. En cuanto a la superficie de este cultivo es alrededor de 10 millones de
hectareas, lo que representa una densidad media de 80 olivos por ha, aunque
este dato es variable segtn los paises e incluso las comarcas, las condiciones
climaticas, topogréficas y los objetivos de la produccién buscados. En el mundo
s6lo unos 50 millones de olivos se benefician de las aportaciones de agua de

riego.

bl TR o S Fuente: Olivo en el mundo. GOI (1995).
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Figura 1. Reparticién de olivo en el 4rea mediterrdnea. BEE : olivo

La produccién del olivar en el mundo alcanza una media anual de 10
millones de toneladas de aceitunas, de las que 90 % se utilizan para la
extraccion de aceite y el resto para la elaboracion de las diferentes modalidades
de aceitunas de mesa (COI, 2002). Por otro lado alrededor de 46 % de la
produccién de aceitunas de mesa y 86% de la producci6n de aceite se obtiene de
los paises del sur de Europa (Espana, Italia, Grecia, Portugal, Francia). En el
norte de Africa, gracias a programas de desarrollo para la ampliacién de las
superficies destinadas a la olivicultura, se ha permitido incrementar la
produccién olivicola notablemente. Por ejemplo en paises como Tanez, la

superficie cultivada con el olivar ya supera los 1.6 millones de hectareas.
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En el mundo existen mas de 1200 cultivares diferentes de Olea europaea L,
distribuidas en 24 pafses, y se les atribuyen méas de 3000 denominaciones

distintas (Bartolini y col., 1998).

@ Elcultivo de olivo en Espaiia
En Espafia, existen méas de 210 millones de olivos cultivados sobre més de

2.2 millones de hectareas. Alrededor de 2 millones de hectareas se destinan a la

produccién de aceite de oliva y el resto se utiliza para el consumo. Espafia es el
primer pafs productor tanto de aceitunas de mesa (434.800 toneladas) como de
aceite de oliva (850.000 toneladas) (Campaiia 2002/2003, EFEAGRO). El olivar
en Espafia se reparte en casi todo el territorio con excepcién de Galicia, Asturias
y Cantabria. La regién olivarera més importante sin duda es Andalucfa con mas
de 1.300.00 hectéreas, lo que constituye el 33% de la superficie agricola
cultivada y el 60 % del olivar nacional. También es la zona donde se obtiene la
mayor produccién de aceite (80% de la produccién total) y de aceitunas de mesa
(75 % de la producci6n total) (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion -
MAPA- 1993).

En Espafia, al igual que diversos paises oleicolas de la cuenca
mediterrdnea, el olivo se caracteriza por la existencia de un gran namero de
cultivares muy antiguos y que estan cultivados en areas restringidas. Existen
actualmente en Espafia cuatro grandes colecciones varietales o bancos de
germoplasma de olivo, la primera se localiza en la finca “Alameda del Obispo”
del actual Centro de Investigacién y Formaciéon Agraria (CIFA) de Cérdoba,
que comprende méas de 350 cultivares provenientes de 16 paises. La
catalogacién de los genotipos del referido banco fue realizada en base a
caracteres pomol6gicos (Barranco y Rallo 1985) o agron6micos bien definidos
(del Rio y Caballero, 1994). Otros bancos de germoplasma se encuentran en la
Estacién de Olivicultura y Elaiotecnia (Jaén), en el Centro Agropecuario Mas

10
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Bové (CAMB) de Reus (Tarragona) y en el Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA) de Valencia. Barranco y Rallo (1984),
establecieron un esquema fiable basado sobre los caracteres morfolégicos del
arbol, rama, hoja, inflorescencia, fruto y endocarpio. Este estudio permiti6 la
catalogacién de 262 cultivares de olivo diferentes en Espafia (Barranco y col.,
1998). Esta gran diversidad es debida posiblemente a varios factores como la
escasa presi6n de seleccién ejercida por el hombre a dicho cultivo. Segtin
algunos autores (Oliveros y Jordana, 1968), los cultivares més importantes de
Espafia se remontan al siglo XV. Entre los numerosos cultivares existentes en
Espafia, se han identificado 24 como principales, que forman las bases de las
plantaciones de sus respectivas comarcas, aunque es frecuente también
encontrar otros cultivares difundidos en una o varias comarcas (Barranco y
Rallo, 1985). En general, estos cultivares estdn bien arraigados en sus supuestas
dreas de origen, sin embargo algunos han podido extenderse a otras regiones

vecinas. Por ejemplo, el cultivar Picual originario de Jaén, se extendi6 a varias

comarcas espafiolas (figura 2).
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Fuente: Variedades de olivo cultivadas en Andalucia. Barranco Dy Rallo L. (1984)
Figura 2. Cultivares principales de olivo en Andalucia.
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@ E] cultivo de olivo en Marruecos

En Marruecos existen mas de 50 millones de olivos distribuidos sobre

580.000 hectareas, lo que representa 55 % del patrimonio arboricola nacional.
Dicha superficie esta creciendo a un ritmo de 10 % anuales. Las zonas olivareras
més importantes son la zona norte (Fés, Meknes, Taounate) y la zona central
(Haouz, Tadla), que representan 41 % y 31 % respectivamente de la superficie
total cultivada de olivo (figura 3).

Fuente: Mapa fitogeografica del norte de Marruecos. Emberger (1938).
¢
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Figura 3. Mapa fitogeogréfico del norte de Marruecos, mostrando las zonas olivareras mas importantes.
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La produccién durante la campafia agricola 2002/2003 fue de 800.000
toneladas, lo que gener6 80.000 toneladas de aceite y 110.000 toneladas de
aceitunas de mesa, lo que coloca a Marruecos como segundo exportador
mundial de aceitunas de mesa (Direccién de Protecci6én de Plantas (DPV),
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (2003), Marruecos). Sin embargo,
el sector sufre numerosos dificultades como por ejemplo los cambios climéticos,
la dispersién de las plantaciones de olivo y el bajo rendimiento en aceite de los
cultivares cultivados. |

En 1927, el Institut Nacional de Recherche Agronomique (INRA,
Marruecos) estableci6 dos colecciones de cultivares de olivo: una en la Estacion
Experimental de Ain Taoujdat (Meknes) y otra en la Estacion Experimental de
Menara (Marrakech). Estas colecciones han sido el origen de algunos estudios
de prospeccién y de evaluacién del patrimonio local. Dichos estudios han
podido ser ampliados gracias a la adopci6én de nuevas estrategias, basadas en la
utilizacién de marcadores pomolégicos y agronémicos (Chahbar, 1984;
Moukhli, 1990; Boulouha, 1992) culminando con la identificacion de 90
cultivares aut6ctonos y extranjeros cultivados en Marruecos.

En virtud de la decisi6én adoptada por el COI en su 79° reuni6n (Italia,
1998), el ministerio de Agricultura de Marruecos inaugur6 en el afio 2002 el
segundo banco mundial de germoplasma de olivo en la Estacién experimental
de Tassaout (Marrakech), que comprende cultivares autéctonos de los paises
participantes en el proyecto (Marruecos, Argelia, Tanez, Grecia, Chipre, Egipto,
Eslovenia, Francia, Espafia, Croacia, Israel, Italia, Portugal, Siria y la antigua
Yugoslavia).

En general, el mapa de cultivares locales de olivo en Marruecos se
caracteriza por la existencia de un sélo cultivar autéctono dominante,
denominado Picholine marocaine, que representa el 96 % de las plantaciones

del pafs. A partir de 1920, la denominacién “Picholine marocaine” ha

13
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substituido a otras denominaciones que predominaban en las grandes zonas
olefcolas del pais como Zit, Zitoun, Bouchouika, Khoubzi., etc. (Maestratti, 1922;
Tornezy, 1922). Picholine marocaine es un cultivar que tiene una serie de
ventajas como su gran poder de adaptaci6n, su resistencia a temperaturas bajas
y su doble uso. Sin embargo, dicho cultivar presenta varios inconvenientes
como su sensibilidad a algunas enfermedades (Cycloconium oleaginum,
. Pseudomonas savastanoi, Verticillum dahliae), su fuerte indice de alternancia y su
bajo contenido en aceite, que no sobrepasa el 20 %, mientras que este porcentaje
es de 28 % en otros cultivares como Picual o Frantoio. El resto del patrimonio (4
%) esta constituido por diferentes cultivares como Meslala, Dahbia y Picholine
de Languedoc y algunos cultivares espaiioles e italianos (Picual, Manzanilla,
Gordal de Sevilla, Frantoio., etc.) (tabla 2).

Cultivar/Propiedad Pe?:‘tr:eec::c;del pulp?;‘!t:geso rriﬁgg;g:sz: Iean
aceite (%)

Picholine marocaine 3.6 48 22

Dahbia 3.33 5.48 17.18

Arbequina 144 246 2313

Tabla 2. Comparacién entre algunos caracteres de cuatro cultivares de olivo pertenecientes a Marruecos
(Picholine marocaine, Dahbia) y a Espafia (Picual, Arbequina). Fuente: ENA-SODEA. Marruecos (1999).

En la regién olivarera central (Haouz) se han establecido planes de
seleccién clonal a partir del cultivar Picholine marocaine. Dichos planes se han
basado en dos criterios fundamentales como son la productividad y la
regularidad de la produccién, y han permitido conocer la existencia de una
considerable variabilidad. Algunos de los genotipos seleccionados como

Menara, Haouzia o K26 entraban en productividad a partir del tercer afio y

14



Introduccién

o

R
tenfan una produccién de dos a tres veces més alta que la de Picholine
marocaine (INRA, 1995).

En los afios 90, se establecieron otros programas oleicolas en Marruecos,
consistentes en la mejora genética de los materiales seleccionados a partir del
cultivar local, mediante técnicas de cruzamientos con algunos cultivares
extranjeros (Arbequina, Manzanilla de Sevilla, Picholine de Languedoc y
Leccino), conocidos por su calidad, su alto contenido del aceite y su resistencia
a Cycloconium oleaginum. Dichos programas condujeron a la obtencién de un
nuevo material genético potencial, y se pudo asistir a la entrada en produccién
de varios cruzamientos desde el segundo afio y el aumento hasta 50 % del
contenido en aceite de los frutos.

Recientemente, se estédn realizando nuevos estudios para la identificacién
de los genotipos del cultivar Picholine Marocaine, basados en la utilizacién de
técnicas bioquimicas como el analisis de la expresién de sistemas enziméticos
en extractos foliares (Ouazzani y col., 1995) y moleculares como por ejemplo la
detecciébn de marcadores de DNA nuclear denominados ISSR (Essadki y
Ouazzani, 2003) o la deteccién de polimorfismo en la expresién de genes
previamente caracterizados en olivo (Hamman-Khalifa y col, 2003ab;
Hamman-Khalifa y col., 2004).

Las nuevas perspectivas del sector en Marruecos, consisten en intensificar
el patrimonio para llegar a ocupar un millén de hectdreas en el horizonte de
2010, mediante la plantacién de 42.000 ha anuales, la modernizacién de las

técnicas de extraccién de aceite y la promocion de su calidad (INRA, 1999).

@ Ciclo reproductor del olivo
La forma tradicional mas extendida de propagacién del olivo es por via

vegetativa, evitindose de esta manera el largo periodo juvenil de esta especie.

Por esta razon los programas clasicos de mejora vegetal del olivar son escasos y
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de bajo rendimiento. Por ello no deja de tener interés el conocimiento en
profundidad del ciclo reproductor de dicha planta, principalmente si se tiene en
cuenta que el objetivo principal es la obtencién de un fruto de apreciada
cualidad nutritiva y con beneficio para la salud y de grandes rendimientos
econémicos como es la aceituna. Por estas razones el estudio tanto del
gametofito masculino (polen) y femenino (6vulo) como del fruto del olivo ha
despertado el interés de numerosos investigadores (Rodriguez-Garcia y col.,
1987, 89, 90; Fernandez y col,, 1994; Alché y col., 1999; Butowt y col,, 2003).

El olivo, al tratarse de una planta con flor, tiene un ciclo reproductivo
sexual propio de Angiospermas. La flor constituye el érgano reproductor donde
se encuentran las estructuras sexuales masculinas (anteras) y femeninas
(carpelos). La antera contiene cuatro cavidades que constituyen el lugar de
formacion de los gametofitos masculinos o granos de polen, mediante una
meiosis a partir de microsporocitos o células madres de microsporas). La
primera divisién mei6tica conduce a la formacién de dos células denominadas
diadas, y después de una segunda divisién se forman cuatro células haploides
llamadas microsporas, rodeadas por una pared de calosa formando una tetrada.
Inicialmente, se forma una pared primaria denomina primexina que
corresponde al primer esbozo de la gruesa pared del futuro grano de polen o
exina. Posteriormente, la calosa es degradada con la accién de una calasa
sintetizada a nivel del tapetum. Las microsporas ya liberadas en el 16bulo de la
antera aumentan ripidamente su volumen y entran en un largo periodo de
interfase durante el que se producen cambios celulares importantes entre los
que hay que desatacar la vacuolizacién del citoplasma y que conducen a una
divisién asimétrica, originando dos células desiguales en tamafio y funcién: la
célula vegetativa y la célula generativa. En el olivo, ésta ultima sufre una

segunda divisién mit6tica simétrica para producir dos nticleos espermaéticos,
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destinadas a realizar la doble fecundacién que caracteriza el ciclo reproductivo
de las Angiospermas.

Paralelamente al desarrollo del gametofito masculino, tiene lugar aunque
con un ligero desfase en el tiempo, otro proceso a nivel del ovario que consiste
en la formacién de megasporas mediante meiosis a partir de megasporocitos o
células madres de megasporas. Tres de las cuatro megasporas formadas a partir
de la célula madre degeneran mientras que la megaspora superviviente sufre
un alargamiento importante en su tamafio para formar un saco embrionario.
Después de tres divisiones mit6ticas sucesivas, se generan en dicho saco tres
antipodas y una ovocélula flanqueada por dos sinérgidas en la zona micropilar
y dos nticleos polares en la zona central (Rapoport, 1997).

La fertilizacion de la ovocélula estd precedida por un proceso de
transporte de los granos de polen de las anteras a la superficie del estigma o
polinizacién que conduce a su vez a la germinacion del polen y al crecimiento
del tubo polinico. Este altimo penetra por las papilas estigmaticas para llegar al
saco embrionario, donde las dos células esperméticas son liberadas para dar
lugar a la doble fecundacién. Esta se produce cuando una de las dos células
indicadas fusiona con la ovocélula para formar un cigoto diploide y la otra con
los dos niacleos polares para generar un endospermo triploide. El cigoto
constituye la primera célula de la generacion esporofitica y su destino consiste
en la formaci6n de una semilla mediante una rapida actividad mitética y que
finalmente va a dar lugar al fruto. Durante dicho proceso, el endospermo y
algunas partes del embrién inician un almacenamiento masivo de nutrientes
como carbohidratos, proteinas y | grasas necesarios para la formacién de los
futuros érganos (raiz, hipocotilo, cotiledones, tallo) (Raghavan, 1997). En el caso
de olivo, la semilla se encuentra dentro del endocarpo o hueso, el cual esta

rodeado por el mesocarpo o pulpa (tejido de almacenamiento de aceite). Los
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tejidos del fruto se desarrollan a partir del ovario por los procesos de divisién,

expansién y diferenciacién celular (Rapoport, 1997).

&P Expresion génica en el gametofito masculino del olivo

En un trabajo pionero, Mascarenhas, (1990) distingui6 entre dos tipos de
genes que se expresan durante el desarrollo gametofitico en el grano de polen,
- dependiendo de su patrén de expresion: genes de expresion temprana y genes
de expresién tardfa. Los transcritos de los genes de expresién temprana se
sintetizan directamente después de la meiosis y su expresion se reduce o cesa
completamente cuando el polen esta maduro. Los transcritos de los genes de
expresién tardia se sintetizan a partir de la mitosis asimétrica de las
microsporas y contindan acumuldndose mientras el polen madura. En general
se ha asumido que los genes de expresi6n temprana codifican protefnas
relacionadas con la organizacién del citoesqueleto, con la sintesis de la pared o
la acumulacién del almidén, mientras que los genes de expresién tardia
codifican proteinas necesarias durante la maduracién del polen, la germinacién
y/o el crecimiento del tubo polinico (McCormick, 1993).

En los dltimos cinco afios, se esta acelerando el ritmo de las
investigaciones que tienen como objetivo el estudio de la expresién de nuevos
genes implicados en fases claves del desarrollo del gametofito masculino de
olivo. Entre dichos genes se desatacan los relacionados con la alergenicidad
como Ole e 1 y Ole e 3. La expresién del alérgeno mayoritario Ole e 1 tiene
lugar en estadios tempranos del desarrollo de la antera (tetrada) tanto en los
tejidos gametofiticos como esporofiticos (Alché y col., 1999; 2002), mientras que
la sintesis de Ole e 3 ocurre exclusivamente en el polen maduro (Alché y col.,
2003).
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€@ Olivo y alergia

Entre los vectores implicados en la alergia respiratoria, se puede citar el

polen de numerosas plantas. Es muy probable que dichos agentes alergogénicos
procedan de un extraordinario proceso de adaptacién a numerosos factores que
agrupan las condiciones medioambientales, la interaccién con otros organismos
y el mecanismo de dispersién por el viento, agua o por animales (Hormaza y
Herrero, 1995). En la actualidad, se conoce un centenar de polenes
potencialmente alergogénicos, especialmente aquellos transportados por el aire
(aneméfilos). El polen de olivo (Olea europaea L.) es uno de los principales
vectores causantes de procesos alérgicos (hipersensibilidad tipo I),
principalmente en paises del 4rea mediterranea (Espafia, Italia, Grecia e Israel) y
algunas aéreas de América del norte (California), donde el olivo es
extensamente cultivado (Wheeler, 1992; Liccardi y col., 1996). En Marruecos, un
estudio llevado a cabo en una serie de 640 pacientes (Yazidi y col., 2001), revelé
que el polen de olivo ocupa el primer rango entre los factores causantes de
polinosis en dicho pafs.

La gravedad de los sintomas asociados a la alergia al polen de olivo varfa
en funcién de miltiples parametros, como las estaciones, la concentraciéon del
polen y la duracién de exposiciéon del individuo. En general, los pacientes
sensibles expuestos a altas concentraciones de polen de olivo (mas de 4000
granos/m? en Jaén, sur de Espana) (Florido y col., 1999) pueden presentar un
sindrome irritativo de las vias altas con estornudos, rinorrea, obstruccién de las
vias nasales y faringitis hasta los mds graves correspondientes al asma. El
diagnostico de la alergia al polen de olivo agrupa un conjunto de ensayos
clinicos, entre los que se puede destacar los denominados SPTs (Skin prick
tests), que pueden ser realizados en forma dérmica o intradérmica, las pruebas
de tipo RAST (Radio allergosorbent test), pruebas de liberacién de histamina y

las pruebas de provocacion conjuntival, bronquial o nasal. En relacién al
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tratamiento de dicha alergia se sugiere en la mayoria de los casos el empleo de
vacunas con alérgenos (inmunoterapia con alérgenos) que consiste en la
inyeccién subcuténea repetida de extractos proteicos crudos del polen de olivo
y en dosis gradualmente crecientes (ver revisién en: The Merck Manual of
Diagnosis and Therapy, 17th edition). En la actualidad, existen nuevas
aproximaciones que se estdn aplicando con éxito como por ejemplo la
. utilizacién de alérgenos recombinantes (Chapman y col., 2000; Valenta, 2002).

La caracterizacion de los alérgenos de polen se basaba anteriormente en la
aplicacién de métodos bioquimicas laboriosos como la electroforesis o la
cromatografia. La introduccion de nuevas aproximaciones, eficientes y rapidas,
basadas en el DNA recombinante (Avjioglu y col., 1994), como por ejemplo el
screening de la expresi6n de genotecas de mRNA con sueros de pacientes
alérgicos al polen de especies conocidas o con anticuerpos especificos a
protefnas alérgicas, ha simplificado la caracterizacién y el andlisis de los
dominios inmunoreactivos de dichas proteinas, y ha conducido al crecimiento
del numero de las moléculas clonadas y secuenciadas (Chapman, 1991). Sin
embargo, la funcién biol6gica de la mayoria de ellas sigue siendo desconocida,
aunque se especula que puede estar relacionada con la formacién y/o la
germinacion del grano de polen, el reconocimiento polen-pistilo, el fen6meno
de auto-incompatibilidad o igualmente algtin papel estructural.

El perfil antigénico del polen de olivo (Olea europaea L.), se caracteriza por
la presencia de numerosas proteinas alergénicas con un patrén de punto
isoeléctrico comprendido entre 4 y 9.5. En general, La mayoria de estas
proteinas son de naturaleza acidica y algunas presentan varias isoformas.
Blanca y col., (1983) detectaron hasta 40 alérgenos diferentes en dicha especie,
sin embargo, hasta esta fecha sélo diez han sido purificados y caracterizados,
habiendo sido denominados Ole e 1 a Ole e 10 (Rodriguez y col., 2001; Barral y

20

}



0.0....O.Q..O..CO.Q.‘....O..O‘....C...O..CO‘...QQC..

i

Introduccién ® | /g* ;
N,

col., 2004), segtin las recomendaciones de la Uni6n Internacional de Sociedades
Inmunolégicas (IUIS) (King y col., 1995; Larsen y Lowenstein, 1996):

Ole e 1: Fue la primera proteina alergénica aislada, purificada y
caracterizada en el polen de olivo (Villalba y col,, 1990, 1993). Se trata de un
alérgeno principal o mayoritario con una prevalencia de mas de 70 % de los
pacientes alérgicos al olivo (Lauzurica y col, 1988a, b). La proteina tiene un
peso molecular de 18-22 kDa, es de naturaleza acidica y representa mas de 10 %
de los extractos proteicos crudos totales (Villalba y col, 1990). Existen varias
formas del alérgeno Ole e 1 (Batanero y col., 1994a): forma glicosilada de 20.0
kDa (85% de la proteina total) y no glicosilada de 18.5 kDa (10 %) (Villalba y
col., 1993). Es destacable también la presencia de dos variantes minoritarias de
22 kDa y de 40 kDa (5%), correspondientes a una forma hiperglicosilada y a un
dimero de la glicoproteina respectivamente (Wheeler y col., 1990). Existen
evidencias en la literatura de la implicacién de algunos epitopos presentes en el
motivo de glicosilacion en reacciones cruzadas entre Ole e 1 y otras
glicoproteinas como ascorbato oxidasa y peroxidasa (Batanero y col., 19%4a).

Por otro lado, se ha realizado la secuenciacién de varios clones cDNAs
que codifican este alérgeno (Villalba y col, 1994; Lombardero y col., 1994)
(GenBank™/EMBL: ntmeros de acceso X76395 y S75766 respectivamente).
Dichos clones, asi como las proteinas correspondientes, presentan
microheterogeneidades en varias posiciones. La secuencia de Ole e 1 presenta
una homologia relevante (24-34%) con otras proteinas del polen de maiz,
tomate, centeno, abedul, arroz, Arabidopsis eic. Ademaés, Ole e 1 posee algunos
determinantes epitépicos comunes con alérgenos del polen de otras especies de
Oleaceae como Syr v 1 de Syringa vulgaris (Batanero y col., 1994b), Lig v 1 de
Ligustrum vulgare (Batanero y col., 1996a; Ferndndez y col,, 1996), asi como con
extractos crudos de polen de otras plantas (Carreira y col., 1994). Otros estudios

realizados sobre Ole e 1 incluyen el mapeo antigénico de la proteina, llevado a
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cabo por Lombardero y col., (1992) utilizando un panel de anticuerpos
monoclonales, y la identificacion de tres regiones de la proteina que pueden ser
consideradas como epitopos de reconocimiento para células T (Cirdaba y col.,
1998). En relaci6n a la estructura tridimensional de Ole e 1, Gonzdlez y col,,
(2002) utilizaron una bateria de 9 monoclonales, asi como 2 isoformas de Olee 1
y 2 isoformas de Ole e 1-like proteins de dos miembros de la familia de Oleacese
. (Ligustrum oulgare y Syringa vulgaris), expresados todos con métodos
recombinantes como herramientas para determinar la influencia de la
disposicién tridimensional, del componente de carbohidrato y de las
microheterogeneidades sobre la estructura antigénica de Ole e 1. Los resultados
indicaron por un lado que el componente de carbohidrato no esta involucrado
significativamente en el reconocimiento de los monoclonales y por otro lado la
presencia de una diversidad importante en la respuesta alergénica de los “Ole e
1-like proteins".

Ole e 2: Es la primera proteina perteneciente a la familia de profilinas que
ha sido caracterizada, clonada y expresada a partir de polen de olivo
(GenBank™/EMBL numero de acceso: Y12425, Y12429 y Y12430) (Asturias y
col, 1997). Se trata de una proteina de 15-18 kDa con un alto grado de
polimorfismo en su secuencia (Asturias y col,, 1997), al igual que ocurre en las
profilinas de otras plantas como tabaco (Mittermann y col., 1996). El papel de
esta familia de protefnas en las reacciones alérgicas también ha sido detectado
en otras especies (Valenta y col, 1991). Ole e 2 es un alérgeno mayoritario
(Rodriguez y col., 2002), responsable de 74,6 % de los casos de polinosis al olivo
(Quiralte y col., 2002), por lo que se considera un alérgeno mayoritario Ademas,
esta implicado en un gran ndmero de reacciones cruzadas por lo que se
considera un panalérgeno (Lombardero y col., 2002; Focke y col., 2003; Asero y
col., 2004).
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Ole e 3: Se trata de otro panalérgeno (Lombardero y col, 2002)
caracterizado, clonado y expresado (GenBank™/EMBL numero de acceso:
081092) (Ledesma y col., 1998). Tiene una prevalencia de 37.8 % en los
pacientes sensibles al polen de olivo (Quiralte y col., 2002). La proteina tiene un
peso molecular de 9.2 kDa, y en su secuencia se observa la presencia de dos
dominios de unién a jones Ca?*, similares a aquellos de la calmodulina y la
parvalbumina (Batanero y col., 1996b). Para ésta y otras proteinas homélogas
presentes en el polen de diversas especies, se ha acufiado el termino
“polcalcinas” (Ledesma y col., 1998).

Ole e 4 Este alérgeno fue purificado, caracterizado y parcialmente
secuenciado (GenBank™/EMBL numero de acceso: P80741). Se trata de una
glicoproteina de 32 kDa de naturaleza acidica (pI 4.65-5.1) y sin homologia
relevante con otras proteinas publicadas en las diferentes bases de datos. La
prevalencia de Ole e 4 en pacientes atopicos diagnosticados es de 80 % (Boluda
y col., 1998). Otras proteinas similares a Ole e 4 fueron también detectadas
mediante ensayos de immunoblotting en polen de algunas especies de Oleacese,
como Syringa vulgaris, Fraxinus excelsior y Ligustrum vulgaris (Martinez y col,,
1999), asi como en polen de algunas plantas ornamentales, pertenecientes a la
familia de Eleagnaceae como Eleagnus angustifolia u olivo ruso (Lluch-Bernal y
col., 2001).

Ole e 5: El alérgeno Ole e 5 ha sido purificado, caracterizado y
parcialmente secuenciado (GenBank™/ EMBL numero de acceso: P80740)
(Boluda y col., 1998). Se trata de una protefna de 16 kDa, de naturaleza acidica
(pI 5.1-6.5) y con una homologia relevante con las Cu/Zn superéxido
dismutasas (Cu/Zn SODs) de otras especies como espinaca (Sakamoto y col.,
1990), pifia (Lin y col., 2000) y maiz (Cannon y Scandalios, 1989). Las SODs
constituyen una familia de metaloenzimas que catalizan la desproporcién de

radicales superé6xido en los sistemas biol6gicos y forman por lo tanto una parte
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importante de los sistemas de detoxificacion celular. La incidencia de Ole e 5 en
reacciones de tipo I es de 35 % (Boluda y col., 1998). Varias SODs han sido
identificadas como alérgenos en diferentes especies, como Hevea Brasilensis
(Rhis y col., 2001) y Aspergillus fumigatus (Mayer y col., 1997).

Ole e 6: Se trata de una pequefia proteina de 50 aminoéacidos (10 kDa) de
naturaleza acidica (plI 4.2). Su implicacién en procesos alérgicos no es alta (47,9
%) pero significativa (Quiralte y col., 2002). En su secuencia es observable la
presencia de seis cisteinas que forman dos motivos estructurales de tipo Cys-X-
X-X-Cys-X-X-X-Cys. Ole e 6 es el tinico alérgeno de polen de olivo cuya
estructura tridimensional ha sido determinada (Trevifio y col., 2004).

Ole e 7: Es una proteina de 9.8 a 10.3 kDa, que exhibe un grado muy alto
de polimorfismo, altamente hidrofilica y que tiene una prevalencia de 47 % en
los pacientes alérgicos al olivo (Tejera y col. 1999; Quiralte y col., 2002). Se han
caracterizado dos isoformas de Ole e 7 que comparten homologias con
proteinas de transferencia de lipidos (lipid transfer proteins (LTPs)). No existen
evidencias de reacciones alérgicas cruzadas relacionadas con Ole e 7. Sin
embargo, la existencia de una homologia de 30-50 % entre los LTPs de olivo y
los de manzana, melocot6n, tabaco y girasol, permite postular la posibilidad de
la presencia de determinantes antigénicos compartidos. En efecto, segin
estudios recientes, se ha relacionado este alérgeno con casos de anafilaxia u otro
tipo de reacciones alérgicas alimentarias (Florido y col., 2002).

Ole e 8: Se trata de otro alérgeno de la familia de polcalcinas caracterizado
a partir del polen de olivo. El ¢cDNA aislado codifica una proteina de 171
aminoacidos (18.8 kDa), que contiene cuatro segmentos de doce residuos cada
uno, con capacidad de unién a jones Ca?* similares a los presentes en los
miembros de la subfamilia de EF-hand Ca?*-binding proteins (Kawasaki y
Kretsinger, 1995). Ole e 8 posee una homologia considerable con THC2, Jun o 2
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y calmodulina o ”calmodulin—related proteins” a nivel de los dominios de uni6n
de Ca?* (Ledesma y col., 2002).

Ole e 9: Es una proteina de 46.4 kDa que desempeifia una actividad p-1,3-
endoglucanasa, usando laminarina como substrato. Es responsable de 65 % de
los casos de alergia al polen de olivo por lo que se puede considerar un
alérgeno mayoritario. Se trata de un miembro de la familia PR “Pathogenesis
related proteins”. El anilisis de los cDNAs de Ole e 9 (Huecas y col., 2001)
muestra una homologia de 39 %, 33 % y 32 % con pB-1,3-glucanasas de
mimbrera, trigo y Arabidopsis thaliana respectivamente. Recientemente,
Palomares y col., (2003) han expresado en levadura un segmento C-terminal de
101 aminodcidos de Ole e 9 que muestra capacidad de inducir la respuesta
alérgica en pacientes.

Ole e 10: Es el dltimo alérgeno que ha sido aislado y caracterizado en el
polen de olivo hasta la fecha. Los estudios de alergenicidad in vivo, muestran
que su prevalencia es de 55 % en los pacientes con polinosis al olivo. La
proteina tiene bajo peso molecular (10.8 kDa), un pl acidico (5.8) y consiste en
una Gnica cadena polipeptidica de 102 aminoéacidos. La secuencia polipeptidica
de Ole e 10 muestra una homologia de 53 % con el dominio C-terminal de Ole e
9 que es responsable de una importante reactividad cruzada entre los dos
alérgenos. Se han podido determinar también varios epitopos de células B
compartidos entre Ole e 10 y otros alérgenos de especies de Oleaceae, Gramineae,
Betulaceae, asi como algunas proteinas de latex, tomate, kiwi y melocotén (Barral
y col., 2004).

En Ia tabla 3, se resumen los caracteres relevantes de los diez alérgenos de

polen de olivo ya citados:
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Alergenc | Pm (kDa :
e (kDa)) ¥ recombinante Caracteristicas Referencias
£.coli | P.pastoris
v'Expresién diferencial en cultivares de olivo. {Hamman-Khallifa y col., 2003a).
¥ Presencia de 3 regiones de reconocimiento por células T. [(Cardaba y col., 1998).
v Utilizacidn de microparticulas biodegradables poly (DL~ ;
lactide glycolide) como vehiculo para Ole e 1. (Batanero y col., 2003).
Qlee1 17-20 556 Si Si v'Implicacion de las cistefnas 19,22,43,78 y @ enla
formacién de los tres puentes disulfuro de Ole e 1. {Gonzgle ical,, 2000].
vLa sintesis y la acumulacién tiene lugar en RER, (Alché y col., 1999).
vLocalizacién de los transcritos mediante RT-PCR in situ. | (Alché y col., 2002).
vincremento de niveles de la proteina tras la emergencia
del tubo polinico. Posible homologfa funcional con Lats2. | (Alché y col., 2004).
v'1* alergeno de olivo perteneciente a la familia de ;
Olee 2 15-18 si No profilinas. Presencia de varias isoformas. (Asturias y col., 1997).
' v'Controt de polimerizacién de actina. Regulacién de (Theriot y Mitchison, 1993).
transduccion de sefial en la ruta de fosfolipasa C. (Sathish y col. 2004).
v'Pertenece a la familia de polcalcinas (unién a Ca®). {Batanero y col., 1996b).
Olee3 92 42431 si No | vLa proteina est4 ausente en otros tejidos (anteras, hojas).
Expresion tardia durante el desarrollo del polen de olivo. | * cne ¥ ¢o., 2003).
¥ Glicoproteina sin homologia relevante. (Boluda y col., 1998; Carnés
Olee 4 32 4.65.5.1 No No \fAlérgeno mayoritario. y Feméndez-Caldas, m)
v'Homologia con SODs de otras especies. (Boluda y col., 1998).
Olees 16 |5185]1 No No 1/ presencia de 4 isoformas en polen de olivo, (Alché y col., 1998).
N v'Contenido alto en cistefna y homologia con NtP-CysR de |(Batanero y col., 1997, Trevifio y
Olee 6 10 42 No 8 tabaco. 1*" alergeno cuya estructura 3D ha sido determinada| col., 2004).
- ¥'Presencia de 2 isoformas con homologia a LTPs. (Tejera y col., 1999).
Olee7 | 98103 No No | vAsociacién con alergia alimentaria, (Florido y col., 2002).
. . vFamilia de polcalcinas. Presencia de Ole e 8-like proteins | (| edesma y col., 2000; 2002).
Clere'é 188 Si B en otras Oleaceae. { ¥
. ¥ Alto grado de polimorfismo y homoiogia con glucanasas | (Huecas y col., 2001; Palomares
Olee 9 465 48541 No Si de mimbrera, trigo y Arabidopsis. y col., 2003).
v'Homolegla con Ole e 8. Reaccidn cruzada con proteinas
Olee 10 108 58 No No de létex, tomate, kiwi y melocoton. (Barral y col., 2004).

Tabla 3: Resumen de propiedades de los diez alérgenos caracterizados en el polen de olivo hasta la fecha.
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@ Marcadores moleculares en el olivar

Uno de los principales objetivos de los programas de mejora vegetal en
olivo es la conservaci6n y la proteccién de la diversidad genotipica y fenotipica
presente en el germoplasma de esta especie, primordial para la evaluacién de
individuos con caracteristicas agronémicos relevantes. Sin embargo, debido al
largo periodo juvenil de dicho cultivo, los programas clasicos de mejora hoy en
dfa son escasos y de bajo rendimiento. La identificacién y la caracterizacién de
los cultivares de olivo en el mundo se han basado en su mayor parte en
caracteres morfol6gicos y agronémicos, como la forma de hoja, superficie de
semilla, color de fruto., etc. (Tous y Romero 1993; Cimato y col., 1993). En este
sentido, Barranco y Rallo, (1984) establecieron un esquema pomolégico, que
incluy6 caracteres del arbol, rama, hoja, inflorescencia, fruto y endocarpo,
mostrando su eficacia para la prospeccion e inventario de los cultivares de
olivo. Como resultado de este estudio se discriminaron 262 cultivares s6lo en
Espafia. En otro pafs mediterraneo, TGnez, una treintena de cultivares fueron
catalogados, procedentes de semillas obtenidas con cruzamientos no
controlados (hibridacién libre) segin caracteristicas pomolégicas de las
aceitunas (peso medio del fruto, relacién pulpa/hueso y rendimiento graso del
fruto) y de propiedades fisicoquimicas de los aceites extraidos (composici6én en
acidos grasos y polifenoles) (Fourati y col., 2003). En el mismo sentido, otro
estudio basado en la composicién lipidica de la pulpa y del hueso fue llevado a
cabo para discriminar entre cultivares cultivados en Marruecos (El Antari y col.,
2003). Sin embargo, aunque los caracteres fenol6gicos y fisicoquimicos
constituyen un pardmetro importante para la discriminacién en olivo, la
influencia de factores medioambientales en su expresién limita su fiabilidad
(Hamrick y col., 1992).

En las dos ultimas décadas, se estdn adoptando nuevos procedimientos

basicamente moleculares y bioquimicos para la identificacibn y Ia
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discriminacién de cultivares de olivo, aprovechando la ventaja que ofrece el
polimorfismo existente en varios sistemas enzimaticos y en el material genético
de la planta. Dichas técnicas han permitido la evaluaciéon de individuos con
propiedades de interés agronémico u oleotécnico en tiempos récord, evitando
las costosas précticas de forzado de crecimiento y el acorte del periodo de
juvenilidad. Algunas de estas aproximaciones fueron llevadas a cabo mediante
~ la utilizacién de isoenzimas. De hecho, Ouazzani y col., (1993) analizaron el
determinismo genético y las condiciones de expresiéon de nueve sistemas
enziméticos en extractos foliares de 44 cultivares diferentes, mientras que otros
autores identificaron algunos marcadores bioquimicos relacionadas con los
fenotipos isoenzimaticos del polen (Pontikis y col., 1980; Trujillo y col., 1990),
entre los que figuran una esterasa, una glucosa fosfato isomerasa y un enzima
malico (Trujillo y col,, 1995). Sin embargo, los marcadores identificados por
estas técnicas generan limitaciones, en particular en el caso de cultivares
estrechamente emparentadas (Ouazzani y col., 1995). Por ello, la introduccién
de marcadores de DNA, estd permitiendo ofrecer un ntmero notable de
marcadores genéticos, que pueden ser importantes para la discriminacién
varietal, independientemente de factores medioambientales. En efecto, dichos
marcadores provienen o bien del polimorfismo del DNA nuclear o bien del
polimorfismo de DNA citoplasmico (mitocondrial y cloroplastidico). Este
segundo tipo es mas estructural (Petit y col.,, 1993) y ofrecen la ventaja de ser
transmitidos por via materna y de tener un grado de evolucién lento, lo que
permite poner en evidencia los eventos histéricos que hayan contribuido a la
estructura genética de las poblaciones.

Los marcadores de DNA pueden ser clasificados seg(n criterios genéticos
en dos grandes grupos: a) Marcadores co-dominantes y revelados
individualmente, como los marcadores RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) y los marcadores SSR (Simple Sequence Repeats) y b)
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Marcadores dominantes, como los marcadores tipo RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) o los marcadores AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) (Ver revision de Santoni y col, 2000). De hecho, el
polimorfismo de los marcadores RAPD (Williams y col., 1990; Welsh y col,
1991), ha sido empleado con éxito para la proteccién de patentes en plantas
(Baird y col., 1996) y para la deteccién de biodiversidad en varios cultivos
comerciales, como el mango (L6pez-Valenzuela y col, 1997), la manzana
(Landry y col., 1994) y el melocotén (Lu y col., 1996; Warburton y Bliss, 1996).
Los marcadores RAPD fueron los primeros en ser utilizados para la
identificacién y la catalogacién de cultivares de olivo (Bogani y col,, 1994;
Fabbri y col., 1995; Vergari y col., 1998; Claros y col., 2000; Khadari y col., 2001;
Belaj y col., 2001; Sanz-cortés y col., 2001). En un estudio reciente, Bautista y
col., (2003) han podido identificar 22 cultivares de olivo usando 10 marcadores
potenciales, denominados SCARs (Sequence Characterised Amplified Region)
basados en la secuenciacién de los marcadores RAPD (Adam-Blondon y col.,
1998; Negi y col,, 2000). Otras herramientas moleculares con gran potencial
discriminatorio en el olivo se concentran en la deteccion de secuencias
nucleares, denominadas microsatélites, es decir repeticiones de di-tri o
tetranucle6tidos en tindem, como por ejemplo las secuencias SSR (Rallo y col.,
2000; Cipriano y col., 2002) o las secuencias ISSR (Inter-Simple Sequence
Repeats) (Pasqualone y col., 2001, Essadki y Ouazzani, 2003). En efecto, los
marcadores SCARs, SSR y ISSR son muy informativos y pueden indicar con
certeza las diferencias intercultivares, incluso en el caso de cultivares
estrechamente emparentados. Ademés, son faciles de manipular y raramente
plantean problemas en la reproducibilidad, como en el caso de los marcadores
RAPD, los cuales no se dirigen a regiones concretas del genoma, sino que
amplifican simultdneamente varios loci. Esto permite la deteccién de una

biodiversidad importante y la realizacién de una genotipeo rapido. Las técnicas
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SSR y ISSR fueron también utilizadas para la caracterizacion (Huellas genéticas
o fingerprinting) de cultivares en colecciones de olivo, aprovechando la
dispersi6n de las secuencias microsatélites a nivel del genoma (Hess y col., 2000;
Vargas y col,, 2001). En otro estudio, de la Rosa y col., (2003) utilizaron 4 tipos
distintos de marcadores de DNA (RAPD, AFLP, RFLP, SSR) para el mapeo
genético de dos cultivares altamente heterocig6ticos: Leccino y Dolce Agogia.
Aunque los procedimientos citados son sencillos a nivel experimental,
presentan en la mayorfa de los casos limitaciones en relacién con la
reproducibilidad del polimorfismo encontrado. Ademds las secuencias
amplificadas carecen en general de significado biol6gico, ya que son en su
mayorfa no codificantes. Por ello, en nuestro grupo se estdn aplicando otras
alternativas que consisten en la utilizacién de genes implicados en diversos
procesos biolégicos en olivo como stearoyl-ACP desaturasa, oleoyl-ACP
desaturasa y enoyl-ACP reductasa implicados en la biosintesis y el
almacenamiento de lipidos (Hatzopoulos y col., 2002) asi como Ole e 1 y otros
marcadores relacionado con la alergenicidad (Castro y col., 2003) para la
discriminacion entre cultivares de olivo. Esta via abre nuevas perspectivas en la
basqueda de marcadores moleculares y supone un ahorro apreciable en el

tiempo y en el coste para la identificacién de patrones de interés agronémico o
clinico.
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Objetivos . %

En esta tesis doctoral, se plantean dos objetivos principales:

a- Basqueda de marcadores moleculares para la identificacién de cultivares

espafioles y marroquies de olivo. Se plante6 la posibilidad de utilizar genes

relacionados con la alergenicidad y la biosintesis de lipidos en olivo. Esta labor

se llev6 a cabo mediante:

®
°0

0
”»*

,
o

Rl
°n

Aplicacién de los pardmetros pomol6gicos establecidos por Barranco y

Rallo (1984) en la identificacién de siete cultivares de olivo.

Andlisis de la expresion de 4 genes previamente caracterizados en olivo,
relacionados con la alergenicidad: Ole e 1, Ole e 3, Ole e 5, Ole e 6 en

polen maduro de los siete cultivares.

Estudio de la influencia del polimorfismo localizado al nivel de la
secuencia del alérgeno mayoritario Ole e 1 sobre las propiedades

antigénicas y alergénicas del mismo.

Andlisis de la expresion de un gen relacionado con la biosintesis de
acidos grasos: Stearoyl-acyl carrier protein (ACP) desaturasa, en
mesocarpo maduro de las siete cultivares de estudio y de las posibles
implicaciones de la expresién de dicho enzima en la calidad del aceite de

oliva.

b- Aproximacién a la funcién biolégica de los alérgenos de olivo, centrando

nuestra atencién en Ole e 5 y Ole e 6. Para ello se sigui6 el siguiente esquema:

% Analisis de la expresion de Ole e 5 y Ole e 6 en diferentes estadios del

desarrollo de anteras, asi como en polen maduro.
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% Localizaci6n a nivel celular de la proteina de Ole e 6 y de los transcritos
correspondientes mediante técnicas de inmunocitoquimica, hibridacién

in situ y amplificacion de los productos génicos in situ (RT-PCR-IS).

% Detecci6bn mediante RT-PCR y RT-PCR-IS de los transcritos

correspondientes a Ole e 5 y a Ole e 6 en mesocarpo.
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Materiales y Métodos ® %

@ Materiales vegetales
El material vegetal utilizado en este trabajo procede de arboles de olivo

(Olea europaen 1.) de diferentes cultivares espafioles (Lucio, Picual, Loaime,
Hojiblanca, Arbequina, Bella de Espafia) y marroquies (Picholine marocaine y
uno de sus clones mas representados en el sur de Marruecos, Menara), asi como
de acebuche (Olea europaea L. var. sylvestris) bien caracterizados segtn los
caracteres pomolégicos definidos por Barranco y Rallo (1984), enclavados en las

siguientes colecciones:

% Banco mundial de germoplasma de olivo (BGMO) del CIFA “Alameda
del Obispo” (Junta de Andalucia) en Cérdoba.

% Estacién Experimental de Ain Taoujdat (Meknes, Marruecos).

» Anteras en diferentes estadios del desarrollo

Para la realizacién del estudio de investigacion propuesto, se recogieron
flores de olivo del cultivar espafiol Picual en intervalos de 2 dias durante el
periodo de floracién de los afios 2002 y 2003 (entre abril y mayo). Las flores se
recolectaron preferentemente de una misma rama para conseguir el mayor
porcentaje posible de muestras del mismo estadio de desarrollo. Dichas flores
fueron diseccionadas bajo lupa binocular con el fin de aislar anteras que fueron
posteriormente fijadas, procesadas para microscopfa 6ptica o directamente

congeladas en N; liquido y almacenadas a -80 °C.

o Polen maduro

Se procedié a recolectar polen maduro de los cultivares seleccionados
durante el periodo comprendido entre los afios 2001 y 2003. El método de

recoleccién consistié en introducir ramas que contienen inflorescencias dentro
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de bolsas de papel (resistente a las precipitaciones). Después de 3 a 5 difas, se
agitaron dichas bolsas manualmente para precipitar el polen en el fondo. El
ma?erial recolectado fue filtrado a través de tamices de 150 pm y de 50 pm con
objeto de eliminar restos florales (anteras, sépalos, pétalos., etc) y hojas.
Posteriormente el polen tamizado fue procesado para microscopia o bien
congelado en N liquido y guardado a -80 °C para su uso en la extraccion de
proteinas y RNA total.

® Mesocarpo durante el desarrollo
Frutos del cultivar Picual durante su desarrollo fueron recolectados entre
los meses de julio a diciembre de los afios 2002 y 2003 y fueron diseccionados
con un escalpelo estéril con objeto de separar la semilla y el mesocarpo. Este
tltimo fue procesado para microscopia o bien congelado inmediatamente en N,

liquido y guardado a -80 °C hasta su posterior uso.

¢ Hojas jovenes
Se recolectaron hojas jovenes del cultivar Picual, y de acebuche (Olea

sylvestris) para la realizacién de extracciones de DNA gen6mico.

» Aceite extra virgen de cultivares
Las muestras de aceite extra virgen monovarietal fueron obtenidas de
diversas almazaras (OLIGRA Granada y de Marruecos) y extraidas a partir de
aceitunas negras (maduras) y fueron procesadas para el andlisis de su

composici6n en 4cidos grasos.
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€D Métodos
En este trabajo se han aplicado métodos bioquimicos, moleculares y

celulares y que se detallan a continuacion:

&P Andlisis de proteinas

e Extraccién de proteinas totales

Se utilizaron diferentes protocolos para la extraccién de proteinas totales

dependiendo del tipo de tejido:

% Anteras
1°- Moler 0.1 g de anteras en un mortero con la adicién frecuente de N; liquido.
Anadir el polvo resultante a 1 ml de un tampén de extraccion® y anadir 20 pl
de Fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF)®).
2°- Mezclar en un agitador “vortex” y centrifugar directamente a 10.000 g
durante 10 min.
3°- Recuperar el sobrenadante y filtrar a través de una membrana de 0.2 um
(SARSTEDT) y guardar a -20 °C.

Reactivos:

@ Tampon de extraccién: 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 5 mM dcido ascorbico, 100 mM DTT y 2 % Triton X-100.

® Fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF): 100 mM PMSF en isopropanol.
Notas
PMSF: Inhibidor de proteasas.

% Polen maduro
1°- Incubar 0.5 g de polen maduro en 5 ml de un tampoén de extraccién®.
Afadir 100 pl de PMSF e incubar a 4 °C en agitacién durante 8 h.
2°- Centrifugar a 10.000 g durante 2 x 15 min. 3°- Filtrar el sobrenadante a través

de una membrana de 0.2 pm. Almacenar los extractos en alicuotas a -20 °C.
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Reactivos
@ Tampon de extraccion: 10 mM Tris-HCI, pH 8.0.

< Fruto (mesocarpo,
1°- Moler 0.5 g de mesocarpo en un mortero con la adicién frecuente de N:
liquido. Afiadir el polvo resultante a 5 ml de un tamp6n de extraccién(®.
2°- Agitar vigorosamente con Vortex hasta conseguir una solucién homogénea.
ﬁ Centrifugar a 10.000 g durante 15 min.
3°- Filtrar el sobrenadante a través de membranas de 0,2 pm. Repartir en

alicuotas y guardar a -20 °C.

Reactlivos

@ Tampon de extraccion: 12.5 % 1M Tris-HCl, PH 7.0, 7.7% SDS y 10 % B-mercaptoetanol.

¢ Cuantificacion de proteinas totales

Para la cuantificacién de proteinas se utiliz6é el método de Bradford (1976).
1°- Para obtener la curva patrén: preparar seis diluciones diferentes en un
volumen total de 800 pl (1ug/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 ug/ml y 25
pg/ml) a partir de una solucién madre de BSA®).
2°- Para la preparacion de las muestras (extractos proteicos crudos): afiadir 5 pl
de muestra a 795 pl de H;O destilada.
3°- Anadir a cada dilucién 200 pl de reactivo Bradford (BioRad) e incubar 5 min
a temperatura ambiente.
4°- Realizar la lectura de la densidad 6ptica de las diferentes concentraciones de
BSA, asi como de las muestras a 595 nm con un espectrofétometro (UV-1603,
Shimadzu).
5°- Establecer una recta de regresion a partir de los datos obtenidos de la curva
patrén, en la cual se interpolan los valores de la concentracién de las proteinas

presentes en cada una de las muestras.
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Reactivos
@ Solucion madre de BSA: 1mg/ml BSA.

e Electroforesis de proteinas mediante SDS-PAGE
Se utiliz6 un equipo de electroforesis Mini-Protean II (BioRad).

1°- Preparar gel separador y gel concentrador como se detalla en la tabla

siguiente:
Componente SDS-PAGE 12 %
Gel concentrador | Gel separador
Acrilamida” 0.4 ml 2.43 ml
Tampén*™ 1.67 ml 3.34 ml
Glicerina — 1.06 mi
Persulfato amonico*** 70 ul 70 ul
TEMED 7 ul 7 ul
Agua destilada Hasta 5 mi Hasta 10 ml

*Acrilamida (50 %): 48 % Acrilamida y 1.48 % Bis-Acrilamida.
*Tampén de geles: 3 M Tris-HCl, pH 8.45y 0.3 % SDS.

““*Persulfato aménico: 10 % persulfato aménico en agua destilada.

2°- Adicionar persulfato amoénico y N,N,N,N’-tetra-methyl-ethylenediamine
(TEMED) al gel separador. Mezclar bien y aplicar en los moldes de cristal del
equipo de electroforesis.

3% Anadir 3 a 5 gotas de iso-Butanol saturado al 50 % con H;O destilada a la
superficie del gel y dejar polimerizar durante 30 min a temperatura ambiente.
4°- Eliminar el iso-Butanol mediante varios lavados con H:O destilada.

5°- Anadir persulfato aménico y TEMED al gel concentrador. Incorporar los
peines correspondientes al sistema de electroforesis y dejar polimerizar1a2ha

temperatura ambiente.
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6°- Para la preparacién de las muestras, mezclar 30-60 pug de extractos proteicos

crudos con tamp6n de carga 5x@® en relacién 4/1. Desnaturalizar las mezclas
durante 5 min a 95 °C en un bafio termostatizado.

7°- Cargar las muestras y los marcadores de peso molecular en las calles
correspondientes del gel concentrador.

8% Rellenar los tanques del aparato con los tampones correspondientes® y

correr los geles a 120 V constantes.

Reactivos
@ Tampdn de carga 5x: 1.51 % Tris, 10 % SDS, 30 % glicerina, 0.05 % azul de bromofenol y 5
% B-mecraptoetanol.
®) Tampones de electroforesis:
[Tampén de dnodo:: 200 mM Tris-HCl, pH 8.3.

Tampon de citodo:: 100 mM Tris, 100 mM Tricina y 0.1 % SDS.

Notas

El iso-Butano! impide el contacto de la superficie del gel separador con el aire, favoreciendo su
polimerizacién.

o Tincion de geles con azul Coomassie
1°- Tenir el gel con una solucién de azul Coomassie® durante 1 a 2 h en
agitacion.
2°- Lavar el gel durante 5 min con HO destilada.

3% Destetiir con solucién de distincion® durante una noche.

Reactivos

@  Solucion de azul Coomassie: 25 % metanol, 10 % dcido acético y 0.1 % Azul coomassie R-
250 (BioRad).

(b) Solucion de destincion: 20 % metanol, 7 % dcido acético y 3 % glicerina.
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e Secado de geles

1°- Después del proceso de destincién de los geles SDS-PAGE, lavar los geles en
HxO destilada durante 5 min y colocarlos entre 2 piezas de papel celofan

empapado en una solucién de glicerina al 3% en H,O seg(in el siguiente

esquema:

Suportes de g
metacriato ]

2°- Dejar secar el gel a temperatura ambiente toda la noche.

e Transferencia de geles SDS-PAGE a membranas
1°- Después de realizar una electroforesis SDS-PAGE, equilibrar el gel en
tampo6n de transferencia® durante 30 min.
2°- Incubar brevemente una membrana de PVDF (Biotrace™ 0.45 um, PALL) en
metanol. Lavar con H;O durante unos segundos y equilibrar a continuacién en
el tampoén de transferencia durante 5 min.
3°- Transferir el gel a la membrana utilizando un equipo Mini Trans-Blot

(BioRad) segtin el esquema siguiente:
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Membrana PVDF
Gel

Papel fittro

4°- Llenar el tanque del sistema con el tampén de transferencia preenfriado a 4
°C.
5°- Aplicar un voltaje constante de 120 V durante 90 min a 4 °C.

Reactivos

@ Tampon de transferencia: 25 mM Tris-HCI, 192 mM glicina, 20 % metanol. El pH debe ser
alrededor de 8.3.

Notas
Se puede realizar la transferencia del gel a 30 V durante toda la noche a4 °C.

¢ Deteccibn de proteinas mediante Imnunoblot
1°- Después de la transferencia de geles SDS-PAGE a membranas, equilibrar la
membrana en tampén TBST® durante 5 min y bloquearla a continuacién con
una solucién de bloqueo® durante 1 h a temperatura ambiente.
2°- Diluir el anticuerpo primario correspondiente al alérgeno a detectar (ver
tabla) en la misma solucién de bloqueo. Incubar durante 4 h a temperatura

ambiente.
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Anticuerpo 1™ Dilucion

Monoclonal Anti-Ole e 1 (10 H1) 1:500

Monoclonal Anti-Ole e 1 (10 H3) 1:100

Monoclonal Anti-Ole e 1 (20 G7) 1:100

Monoclonal Anti-Ole e 1 (21 F5) 1:100

Monoclonal Anti-Ole e 1 (14 D5) 1:100

Monoclonal Anti-Ole e 1 (3 F2) 1:100

Monoclonal Anti-Pla L 1 (6 G10) 1:50

Monoclonal Anti-Pla L 1 (2 A10) 1:50

Policlonal anti-Ole e 3 1:250

Policlonal anti-Ole ¢ 6 1:250

3°- Lavar la membrana dos veces durante 15 min con TBST.
4°- Diluir el anticuerpo secundario especifico en tampén TBST (ver tabla).

Incubar la membrana durante 1 h a temperatura ambiente.

Anticuerpo 2™ Dilucién
Anti-ratén IgG-AP 1:2000
Anti-ratén igG-AP 1:2000
Anti-ratén IgG-AP 1:2000
Anti-ratén 1gG-AP 1:2000
Anti-ratén IgG-AP 1:2000
Anti-ratén IgG-AP 1:2000
Anti-raton IgG-AP 1:2000
Anti-ratén IgG-AP 1:2000
Anti-conejo IgG-AP 1:3000
Anti-conejo 1gG-AP 1:3000

5° Lavar la membrana dos veces durante 15 min con TBST.

6°- Incubar la membrana con 1/2 ml de NBT-BCIP (Amresco) durante 5 a 10
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min a temperatura ambiente.

7°- Parar la reaccién colorimétrica mediante un corto lavado con TBST.

Reactivos

@ TBST: diluir TBS 10x u 1:10. Adicionar 0.1 % Tween-20.
TBS 10x: 10 mM Tris-HCI, pH a 7.4 y 57 mM NaCl.

® Solucion de bloqueo: 3 % leche desnatada en polvo en TBST.

Notas
Los anticuerpos secundarios que vienen en la tablason de Sigma.
En el caso de inmunoblot con sueros de pacientes alérgicos al polen de olivo, se utiliza un anti-humano IgE

{Sigma) diluido a 1:200 como primario y el anti-ratén IgG-AP (Sigma) diluido 1:2000 como secundario.

¢ Deteccion de glicoproteinas con concavalina A
La lectina concavalina A se une especificamente a los aziicares (manosa)

de las glicoproteinas.
1°- Equilibrar el blot de proteinas en tamp6n TBST durante 5 min y bloquearlo
a continuacién con una solucién de bloqueo® durante 1 h a temperatura
ambiente.
2°- Diluir lectina Concavalina A conjugada con peroxidasa (Sigma) a una
concentracion final de 20 pg/ml en tamp6n TBST. Incubar la membrana en esta
dilucién durante 4 h a temperatura ambiente.
3°- Lavar la membrana dos veces durante 15 min con TBST.
4°- Incubar la membrana con 5 ml diaminobenzidina (DAB)® (Sigma) durante 5
min a temperatura ambiente.

5°- Parar la reaccién de deteccién mediante un corto lavado con TBST.

Reactivos
@ Solucion de blogueo: 3 % BSA en TBST.

® Para preparar 10 ml del substrato diaminobenziding: disolver 6 mg de diaminobenzidina en (9 ml 2M

Tris-HCl, pH 7.5, 1 ml 0.03 % CoCly). Aiadir 100 pl de 3% HO:.
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o Extracciéon de RNA total

La extraccion de RNA total se llevé a cabo a partir de los mismos tejidos
utilizados para la extraccién de proteinas totales. A continuacién se detaila el
protocolo seguido para cada tipo de tejido:

< Anteras
1°- Moler 0.1 g de anteras en un mortero con la adicién frecuente de Nz liquido,
hasta conseguir un polvillo fino.
2°- Homogeneizar el polvillo conseguido en 0.7 ml de un tampén de
extraccién®@. Incubar a 56 °C en un baiio termostatizado durante 1 min.
3°- Centrifugar a 10.000 g durante 10 min.
4°- Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y afiadir 0.7 ml de fenol. Mezclar
bien y centrifugar a 10.000 g durante 10 min.
5°- Recoger el sobrenadante en otro tubo nuevo y afiadir el mismo volumen de
fenol/ cloroformo (1:1). Mezclar bien y centrifugar a 10.000 g durante 5 min.
6°- Anadir al sobrenadante el mismo volumen de isopropanol preenfriado a -20
°C. Mezclar suavemente invirtiendo el tubo e incubar a -20 °C durante 30 min.
7°- Centrifugar a 10.000 g durante 15 min.
8%- Eliminar el sobrenadante. Secar el precipitado a 37 °C durante 10 min y
resuspender a continuacién en 60 ul de H:O-DEPC.
9°- Afiadir 20 pl de una solucién de LiCl®). Agitar suavemente e incubar a 4 °C
durante 4 h.
10°- Centrifugar a 10.000 g a 4 °C durante 15 min.
11°- Eliminar el sobrenadante y afiadir 1 ml de etanol 75% preenfriado a 20 °C.
Centrifugar a 10.000 g a 4 °C durante 2 min.
12° Descartar el sobrenadante y secar el precipitado a 37 °C durante 10 min.
13°- Resuspender el RNA en 50 ul de H;O-DEPC. Cuantificar el RNA y guardar
a-80°C.
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Reactivos

@ Tampén de extraccion: 100 mM Tris-HCI, pH 8.5, 100 mM NaCl, 20 mM EDTA y 1% SLS

(Sodium Lauryl sarcosine).

® Solucidn de LiCl: 8M LiCl.

Notas

La incubacién de la muestra a 56 °C favorece la extraccién del RNA.

El fenol permite la extraccién de la fraccién proteica del tejido.

El LiCl es una sal que permite la precipitacion especifica de RNA de cadena simple.

% Polen maduro
1°- Moler 0.1 g de polen maduro en un mortero preenfriado con N; liquido,
adicionando frecuentemente N;liquido.
2°- Homogenizar el polvillo resultante en 0.7 ml de tampén de extraccién(.
Incubar a 56 °C en un batfio termostatizado durante 1 min.

3°- Terminar el procedimiento tal y como se describe para las anteras.

Reactivos
@ Tampon de extraccion: 100 mM Tris-HCI, pH 9.0, 10 mM EDTA, 100 mM LiCl y 1 % SDS.

% Fruto (mesocarpo

Debido al alto contenido en lipidos presente en el mesocarpo de olivo, se
utiliz6 un kit comercial RNeasy (Quiagen) para la extraccion de RNA total,
siguiendo las recomendaciones del fabricante;
1°- Moler 0.1 g de mesocarpo en un mortero con la adicién frecuente de N»
liquido, hasta reducir el tejido a un polvo fino. Anadir 450 pl de tampé6n RLT y
4.5 ul de B- mercaptoetanol. Homogenizar bien en un agitador “vortex” y
incubar durante 3 min a 56 °C.

2°- Anadir el lisado a una columna “QIAshredder spin”. Centrifugar a 10.000 g

durante 2 min.
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3°- Transferir la fracci6n filtrada a un nuevo tubo y afadir 0.5 volumen (225 ul)

de etanol absoluto.

4°- Aplicar la muestra a una columna “RNeasy spin” y centrifugar a 10.000 g
durante 15 seg.

5°- Eliminar la fraccién filtrada. Afiadir a la columna 700 ul de tampén RWL.
Centrifugar como en la etapa anterior.

6°- Transferir la columna a otro tubo y afiadir 500 ul de tampén de lavado RPE.
Centrifugar como en la etapa anterior.

7°- Afiadir otros 500 pl del tampén RPE y centrifugar a 10.000 g durante 2 min.
8°- Poner la columna en un nuevo tubo e incorporar 30 a 50 pl de HO-DEPC.
9°- Eluir el RNA total mediante una centrifugacién a 10.000 g durante 1 min.
Guardar el RNA a -80 °C.

Notas

El RNA es muy sensible a la degradacién con enzimas estables y muy activas, denominadas ribonucleasas o
RNasas. Entre las recomendaciones necesarias para inactivar dichas enzimas se destacan:

Extraccion del RNA a muy baja temperatura.

Hornear los morteros, los tubos y las puntas a 140 °C durante 2 horas.

Tratamiento de 1O con DEPC (inactivador de RNasas): Afiadir 0.1% DEPC a HO bidestilada. Agitar bien e

incubar a temperatura ambiente toda una noche. Autoclavar a continuacién para inactivar el DEPC.

* Extraccion de DNA genémico a partir de hojas
1°- Moler 0.5 g de hojas en un mortero con la adicién frecuente de N liquido,
hasta conseguir un polvo fino. Afiadir el resultante a 5 ml de un tampé6n de
extraccion CTAB@ precalentado a 60 °C. Incubar a 60 °C en un bafio
termostatizado durante 30 min y agitando ocasionalmente.
2°- Afiadir 5 ml de fenol. Mezclar bien y centrifugar a 2.000 g durante 15 min a
temperatura ambiente en un rotor SS-34 (RC5C, Sorvall).
3°- Recoger el sobrenadante en un nuevo tubo e afiadir un mismo volumen de

fenol/cloroformo (1:1). Mezclar y centrifugar a 2.000 g durante 10 min a
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temperatura ambiente.

4°- Recoger la fase superior en un nuevo tubo e incorporar un mismo de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Centrifugar a 2.000 g durante 5 min a
temperatura ambiente.

5°- Recoger la fase superior en un tubo nuevo y afiadir 2 volimenes de
isopropanol. Mezclar invirtiendo el tubo e incubar a -20 °C durante 2h.

6°- Recuperar el DNA gen6émico de una de las siguientes formas:

» Cuando la concentracién del DNA es importante, se aprecia un
material blanquecino. Recoger dicho material con una espétula y
afiadir 10 ml de un tamp6n de lavado®).

» Cuando la concentracién del DNA es inferior, se observa un
material difuso. Centrifugar a 1.000 g durante 2 min. Afiadir 10 ml
de un tampoén de lavado.

» Cuando la concentracion del DNA es baja, no se distingue ningtin
material en el medio. Centrifugar a 10.000 g durante 2 min.
Ariadir 10 ml de un tampén de lavado.

7°- Incubar durante 20 min a temperatura ambiente. Centrifugar a 2.000 g
durante 10 min.

8°- Eliminar el sobrenadante y dejar el pellet secandose bien a temperatura
ambiente.

9°- Resuspender el DNA con 1 ml de tamp6én TE©. Afiadir RNAsa A a una
concentracién final de 10 pg/ml e incubar a 37 °C durante 30 min. Guardar El
DNA a -20°C.

Reactivos
® Tampén de extraccion CTAB: 2 % CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) (p/o), 1.4
M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, pH 8.0 y 0.2 % [ mercaptoetanol.
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® Tampén de lavado: 10 mM acetato amdnico y 76 % etanol.
© Tampon TE: 10 mM Tris-HCI, pH 7.5 y 1 mM EDTA.

¢ Cuantificacion de los dcidos nucleicos
1°- Diluir una alicuota de 5 pl de DNA o RNA total 1:100 con H-O-DEPC.
2°- Medir la absorbancia (A) a 260 nm y a 280 nm con un espectrofotometro
(UV-1603, Shimadzu)
3°- Para determinar la concentracién de los acidos nucleicos, utilizar las dos
relaciones siguientes: |
» Para el DNA: Ao x 50 x factor de dilucién. (100 en este caso).
» Parael RNA: Axox 40 x factor de dilucién. (100 en este caso).

4°- Para estimar el grado de pureza de los 4cidos nucleicos, calcular el valor

relativo Aaeo/ A2so.

e Northern Blot
% Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

1°- Preparar un gel de agarosa (1.1%): Para 50 ml, afiadir 0.55 g de agarosa a 36
ml de HO-DEPC y disolver en microondas hasta conseguir una solucién clara.
2°- Dejar enfriar unos minutos a temperatura ambiente y afadir 9 ml de
formaldehido (36-38%), 5 ml de una solucién MOPS 10x@ y 2 ul de una solucién
10 mg/ml de bromuro de etidio.
3% Aplicar la solucién a una bandeja de electroforesis (BioRad) y dejar
solidificar durante 30 min a temperatura ambiente.
4°- Para la preparacién de muestras, adicionar a 10-15 ug de RNA total un
mismo volumen de un tampén de desnaturalizacion®. Mezclar e incubar a 65
°C durante 5 min.

5°% Transferir los tubos de muestras directamente a hielo durante 2 min.
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Centrifugar unos segundos y afiadir 1/5 volumen de un tamp6n de carga 5x©.

6°- Cargar las muestras en las calles correspondientes del gel. Rellenar los
tanques del aparato de electroforesis Minisub DNA Cell (BioRad) con un
tanipén de electroforesis@. Aplicar un voltaje constante de 40 V hasta que el

colorante azul del tamp6n de carga recorre los dos tercios de la longitud del gel.

% Transferencia
1°- Lavar el gel dos veces durante 10 min con H;O-DEPC.
2°- Equilibrar el gel dos veces durante 10 min con una soluci6én SSC 20x).
3°- Transferir el gel mediante capilaridad a una membrana de nylon (Biodynek
Plus Membrane 0.45 ym, PALL) durante 16 h utilizando SSC 20x como tamp6n

de transferencia:

4~ Peso (200-500 g)
w———— Cristal

-~

}Toallas de papel

—
—

Memb(l;':‘na denylon & ] «———Papel Whatman

iy 3MM seco
Papel Whnlman___#_l ‘I'\ﬂ
3MM empapado N Tampon de
transferencia
SSC 20x

% Hibridacion
1°- Recuperar la membrana y realizar un lavado con una solucién SSC 2x
durante 5 min. Hornear la membrana a 80 °C durante 2 h.
2°- Prehibridar la membrana con 10 ml de un tampén High-SDS® a 50 °C
durante 1 h.
3°-Desnaturalizar la sonda DNA ® correspondiente a los transcritos a analizar a
95 °C durante 10 min. Incubar inmediatamente en hielo durante 2 min.

4°- Eliminar el tamp6n de prehibridacion y afiadir la sonda diluida en el
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tamp6n High-SDS (10 a 20 ng/ml). Hibridar a 50 °C durante una noche.

«» Deteccion de los transcritos

1°- Recuperar la sonda y guérdarla a -20 °C hasta un posterior uso. Lavar la
membrana dos veces durante 5 min a temperatura ambiente con un tampoén de
lavado 2x®.

2°- Lavar durante 15 min dos veces a 68 °C con un tampé6n de lavado 0.1x®.

3°- Equilibrar la membrana durante 2 min con tamp6n 10.

4°- Bloquear la membrana durante 45 min a temperatura ambiente con 10 ml de
solucién de bloqueo (tamp6n 2)®).

5% Diluir el anticuerpo anti-digoxigenina-AP (Roche) 1:10.000 en el mismo
tampoén de bloqueo. Incubar durante 60 min a temperatura ambiente.

6°- Lavar la membrana durante 15 min dos veces con el tamp6n 1.

7°- Equilibrar la membrana durante 3 min con tampé6n 3 ©.

8°- Diluir el substrato quiminoluminiscente (CDP-Star) de la fosfatasa alcalina
(Roche) 1:100 en tamp6n 3. Afiadir la solucién a la membrana e incubar durante
5 min a temperatura ambiente.

9°- Eliminar el sustrato y revelar la reaccién quiminoluminiscente mediante

autoradiografia con una pelicula fotografica (HTU-7, AGFA).

Reactivos

@ MOPS 10x: 200 mM MOPS, 50 mM acetato sodico, 10 mM EDTA. Ajustar ¢l pH a 7.0.
Filtrar a través de una membrana de 0.2 um.

® Tampon de desnaturalizacion: 0.7x MOPS y 9.2 % formaldehido.

© Tampdn de carga 5x: 50 % glicering, 1 mM EDTA, pH 8.0, 0.25 % azul de bromofenol y
0.25% xilenocianol. Autoclavar.

@ Tampon de electroforesis: MOPS 1x.

@ SSC 20x: 3 M NaCl y 0.3 M citrato monosodico. Ajustar el pH a 7.0. Autoclavar.

# Tampon High SDS: 7 % SDS, 50 % formamida, SSC 5x, 2 % agente de blogueo (Blocking
reagent) (Roche), 50 mM fosfate monosddico y 0.1 % N- lauroylsarcosing. Ajustarel pHa 7.
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® Sonda DNA marcada con digoxigenina: Sintetizar la sonda mediante PCR a partir de
minipreps segun se indica en el metodo de sintesis de sondas DNA marcadas con digoxigening.
® Tampdn de lavado 2x: SSC 2x y 0.1 %SDS.

® Tampon de lavado 0.1x: SSC 0.1x y 0.1 % SDS.

® Tampon 1: 150 mM NaCl y 100 mM dcido maleico. Ajustar el pH a 7.5 y adicionar 0.3 %
Tween-20.

® Tampon 2: Diluir el agente de blogueo 10 % a 1:10 en tampon 1.

Blocking reagent 10 %: 10 % agente de bloqueo en tampén 1. Autoclavar.

@ Tampon 3: 100 mM Tris-HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl y 50 mM MgClz. Autoclavar.

Notas

La temperatura de hibridacion depende de varios factores como el tamafio del transcrito a detectar, la
composicién del tampén de hibridacién, el tipo de sonda. etc.

La temperatura de prehibridacién e hibridacion para las sondas Ole e 1 y Stearoyl-ACP desaturasa es 50°C.

La temperatura de prehibridacién e hibridacion para las sondasOlee 3 y Ole e 6 es de 45°C.

e Amplificacién mediante RT-PCR
% Transcripcion inversa

1°- Para una reaccién de 100 pl, mezclar en un tubo de PCR 2 a 5 ug de RNA
total y 50 ng de un adaptador oligo dT: 5'-ACTCGAGTCGAACATCGA(T)17-3.
Incubar durante 5 min a 70 °C. Enfriar inmediatamente en hielo durante 1 min.
2°- Incorporar en el mismo tubo los componentes siguientes: tampén de
transcriptasa inversa M-MLV 1x (Promega), 1 mM dNTP’s, 1 ul de transcriptasa
inversa M-MLV (200 U/ul) (Promega) y H:O-DEPC hasta 100 pl.
3°- Incubar a 42 °C durante 1 h.

% Amplificacién mediante PCR
1°- Para una reaccién de 50 pl, mezclar los siguientes componentes: tamp6n
EcoTaq 1x, 0.1 mM dNTP’s, 100 ng ¢cDNA, 5 pmol de cada cebador y H:O
bidgstilada hasta 49.5 pl.

2°- Realizar en un termociclador (Progene Thermocycler, Techne) el programa
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de amplificacion siguiente: desnaturalizar el cDNA a 95 °C durante 3 min y
disminuir la temperatura a 80 °C. Adicionar en el tubo de PCR 0.5 pl de Ecotaq
(5U/ul) DNA polimerasa (C.Viral). Continuar con el siguiente programa;

95 °C (1min)
Tm °C (x min) »-25 a 35 ciclos + 72 °C durante 10 min.
72°C (1min)

Notas

Para los controles negativos, se omite la etapa de transcripcién inversa.

Tm representa la temperatura de fusién de los cebadores. Se calcula a partir de la siguiente relaciéon: Tm =2
(A+T) +4(G+C). Siendo A, T, G, C el niimero de bases de cada tipo presente en el oligonucleétido.

El tiempo de la etapa de fusion de los cebadores es funcién del tamafio de la secuencia de DNA a amplificar,
normalmente es de 1 min para las secuencias de menos de 1 Kpb.

Los oligonucledtidos utilizados fueron disefiados en base a secuencias conocidas de los diferentes genes
estudiados:

Ubiquitina:
Oligo sense: 5-ATGCATCTTTGTGAAGAC-3 Tm: 50
Oligo antisense: 5 ACCACCACGGAGACGGAG-3' Tm: 60

Temperatura de amplificacion utilizada: 57 °C.

Ole e 1 (GenBank™/EMBL X76395):
Oligo sense: 5-ACCTCCAGTTTCTCAATTTCAC-3' Tm: 62
Oligo antisense: 5-GACTCGAGTCGAACATCGA(T)17-3 Tm: 92

Temperatura de amplificacidn utilizada: 59 °C.

Ole e 3 (GenBank™/ EMBL AF015810):
Oligo sense: 5-CCGACGATCCACAGGAAGTAGC-3' Tm: 70

Oligo antisense: 5-“CTTGGCAACGTCCTTGACTAATCC-3' Tm: 60
Temperatura de amplificacion utilizada: 65 °C.

Ole e 5 (GenBank™/ EMBL AF426829):
Oligo sense: 5-CCTGGACTTCATGCTTCCAT-3 Tm: 60
Oligo antisense: 5-TCTTCCGCCAGCGTTTCCAGTG-3 Tm: 70

Temperatura de amplificacion utilizada: 60°C.
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Ole e 6 (GenBank™/ EMBL U86342)
Otligo sense: 5-ATGTTACGACACCTGCCACA-¥ Tm: 60
Oligo antisense: 5-TGGACCCAAAACTTGAACCT-3 Tm: 58

Temperatura de amplificacién utilizada: 57 °C.

Stearoyl- ACP desaturasa (GenBank™/EMBL U58141)

Oligo sense: 5-ATGTCCAACCCGTCCAGAAAG-3 Tm: 64
Oligo antisense: ¥ -CCCATTCCTTAGCACCAGAA-Y Tm: 60
Temperatura de amplificacion utilizada: 58 °C.

» Amplificacion mediante RT-PCR a tiempo real
% Transcripcién inversa

1°- Para la obtencién de cDNAs, se incorporan en un tubo de PCR los siguientes
componentes: 3 a 5 ug de RNA total, 100 ng oligos “Random Hexamers
Primers” (48190-011, Invitrogen), tampo6n 1x (Invitrogen), ImM dNTP’s, 30 U
inhibidor de RNasa (Promega), 5 mM DTT, 200 U Enzima Superscript II
(Invitrogen) y H,O-DEPC hasta 20 pl.

2°- Incubar la reaccién de transcripcién inversa a 50 °C durante 1 h y a

continuacién a 70 °C durante 15 min.

s Amplificacién mediante PCR
1°- Llevar a cabo la PCR en un termociclador (Applied Biosystems GenAmp
5700), mediante el uso de un kit QuantiTect SYBR Green PCR (Quiagen),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

2°- Realizar en siguiente programa de PCR:
95 °C (10 min).

40 ciclos de [95 °C (15 sec), 60 °C (70 sec)].

Llevar la reaccién a 4 °C.
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3°- Cuantificar la expresion de los transcritos con el método relativo delta-delta
(??) (Livak y Schmittgen, 2001).

Notas

Para determinar la equivalencia de la cantidad de cDNA de partida utilizado para cada muestra, se realiza la
amplificacién simultinea de los transcritos correspondientes al ribosémico 517 de tomate, puesto que se trata
de un gen constitutivo y conservado.

Los cebadores utilizados fueron disefiados mediante el programa PrimerExpress (Perkin Elmer) en base a

secuencias conocidas:

17 S de tomate (GenBank™/EMBL X51576):
517 sense: 5-TCATGATAACTCGACGGATCGCAC-3

$17 antisense: 5-CGGAATCGAACCCTAATTCTCCGT-3'

Ole e (GenBank™/EMBL X76395):
Ole e 1sense: 5-TGATACATGCCGTGCTGGAT-3'
Ole e 1 antisense: 5-CCTGGGATGAACTCGCTAAGTT-3'

En la cuantificacién en tiempo real existen dos métodos de analisis de datos: cuantificacion absoluta o
relativa. La cuantificacion absoluta determina el namero exacto de copias inicial de molde, relacionando 1a
sefial de PCR con una curva estandar de DNA o RNA patron de concentracién conocida. En la cuantificacién
relativa, la sefial de PCR del molde problema se compara con otra muestra. Esta forma de cuantificar es més
rapida y menos tediosa y es el tipo de cuantificacién empleado en este trabajo.

En las experiencias de cuantificacién los datos de salida obtenidos a partir de las muestras problema
se procesan normatizandolos con la sefial aportada por un control normalizador, que generalmente, esta
representado por un gen constitutivo (housekeeping) de expresi6n elevada y fisiolégicamente constante. Los
resultados normalizados se comparan con los aportados con una de las muestras, el control interno. Esta
muestra dependera del tipo de experimento a realizar. En los primeros ciclos de la amplificacién el aumento
del DNA es practicamente inapreciable y el fondo (background) de la reaccién es lo que se muestra. Conforme
aumenta el niimero de ciclos comienza la amplificacién especifica de moléculas de DNA, dando lugar a la fase
de crecimiento geométrico, hasta que algin reactivo 0 componente de la amplificacién limita el proceso y
originando una fase lineal y posteriormente a la fase meseta o “plateau”.

El dato mas importante de cada muestra a cuantificar es el denominado Cr (Threshold cycle) y
representa en niimero de ciclo en el cual, la linea de la gréfica intercepta la linea base. Esta tiltima se puede
calcular manualmente o automaticamente. En el siguiente grafico se puede apreciar una representacion mas
sencilla de la figura anterior. Cuanto més pequefio es el valor de Ct, mas cantidad de muestra inicial existia en
la mezcla de PCR, es decir, mas expresado esté el gen estudiado. El RNA 18S es un gen altamente expresado

en los tejidos, asi que su valor de Cr es muy bajo. El nivel de expresion del RNA 185 nos da una idea
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comparativa entre diferentes tejidos del nivel de metabolismo.

El método delta-delta (??) es la manera més apropiada para analizar la cuantificacion relativa en la
expresion génica, utilizando PCR a tiempo real. Para ello, se requiere del empleo de algunas ecuaciones y
suposiciones que estdn bien descritos en Applied Biosystems Users Bulletin No. 2 (P/N 4303859). En el
articulo Livak y Schmittgen (2001) se obtiene mas informacién sobre el método. El valor de la expresion de
una muestra viene dada por la expresién “27°CT”, donde el valor de “??CT” se calcula con la siguiente
funcién:

22Cry A=2Cy = 2 CT control interno
2?Cr A= (G Cr constitutivo (185))=(CT controt interno~ CT constitutivo
ass)

Donde ?Cres la diferencia entre el Cr de la muestra problema y el Cr del gen constitutivo. De esta
manera se normalizan los valores del gen problema a nivel celular. El resultado de la formula muestra la
mayor 0 menor proporcién en que se expresa el gen problema en una muestra determinada con respecto a
una muestra de referencia, por ejemplo una muestra no sometida a tratamiento.

Para aplicar este método necesitamos que la eficiencia de la reaccién de PCR de los genes problema y
del gen constitutivo sea muy similar. Esta se puede medir a partir det coeficiente de regresion lineal del valor
Cr frente al logaritmo de la cantidad inicial de DNA. Para ello, se realizan amplificaciones de las muestras cont
diluciones seriadas (1/10, 1/100, 1/1000 y 1/10000).

Sintesis de sondas DNA marcadas con digoxigenina

1°- Para una reaccién de 50 ul, mezclar en un tubo de PCR los componentes

siguientes:
Tampon EcoTaq 10x 5ul
2.5mM dATP 24l
25mM dGTP 2l
2.5mM dCTP 2yl
25mMdTTP 3.25ul
1mM Dig-11-dUTP 175l
Minipreps 100 a 200 ng
Oligo SP6 50ng
Oligo T7 50 ng
H,O-DEPC Hasta 49.5 ul
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2°- Realizar la amplificaci6n mediante PCR tal y como se ha descrito

anteriormente,

Notas

Para la sintesis de sondas DNA marcadas con digoxigenina se utilizaron los siguientes cebadores:

*SP6: &-TATTTAGGTGACACTATAG-¥
**T7:5- TAATACGACTCACTATAGGG-3

» Aunilisis de los productos de amplificacién mediante electroforesis
1°-Paraun gel a 1 % de agarosa, afiadir 0.5 g de agarosa (BioRad) a 50 ml de un
tampén TBE® y fundir en microondas hasta conseguir una solucién
homogénea. Enrasar de nuevo a 50 ml.
2°- Enfriar durante unos minutos a temperatura ambiente y verter el gel en una
bandeja de electroforesis (BioRad), poniendo el correspondiente peine. Dejar el
gel polimerizando 15-30 min.
3°- Anadir a las muestras a analizar un tamp6n de carga 5x® en relacién 4:1.
Mezclar bien y cargar las muestras y los marcadores de tamafio en sus
correspondientes calles.
4°- Llenar los tanques de un equipo de electroforesis (Minisub DNA Cell,
BioRad) con TBE y aplicar un voltaje constante de 90 V hasta que el colorante
azul del tampén de carga transcurre los dos tercios de la longitud del gel.
5°- Incubar el gel durante 15 a 30 min en 100 m! de H,O destilada que contiene 5
ul de una solucién 10 mg/ml de bromuro de etidio.
6°- Lavar el gel en HxO destilada durante 10 min y observar con luz UV (260
nm) en un transiluminador.
7°- Registrar y analizar las bandas obtenidas en un equipo BioRad mediante el

software Quantity One.
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Reactivos
@ TBE: 50 mM Tris-HCI, pH 8.2, 2.5 mM EDTA y 50 mM dcido borico,
® Tampon de carga 5x: 40 % sacarosa y 0.25 % azul de bromofenol.

e Extraccion de DNA a partir de geles de agarosa
1°- Anadir 500 pl de fenol a cada 0.2 g de bandas cortadas. Moler el gel en un
mortero hasta conseguir una solucién homogénea.
2°- Transferir la solucién obtenida en un tubo Eppendorf (1.5 ml) y enfriarlo
inmediatamente en Nz liquido. Centrifugar a 10.000 g durante 10 min.
3°- Recuperar el sobrenadante y adicionar 200 ul de fenol/cloroformo (1:1).
Mezclar bien y centrifugar a 10.000 g durante 5 min.
4°- Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo. Adicionar 1/10 volumen de una
solucién 3M acetato sédico, pH 5.2 y 1 ml de etanol absoluto preenfriado a ~20
°C. Incubar a ~20 °C durante 30 min. Centrifugar a 10.000 g durante 15 min.
5°- Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado con 1 ml de etanol 70 %
preenfriado a -20 °C. Centrifugar a 10.000 g durante 2 min.
6°- Eliminar el sobrenadante y secar el precipitado a 37 °C durante 15 min.
7°- Resuspender El DNA con 10 pl de HO bidestilada o tamp6én TE y
cuantificar el DNA,

@ Clonacioén y secuenciacién de productos de PCR

» Preparacion de células competentes DH5xx
1% Inocular 1ml de glicerol de células E. coli (DH50)) en un matraz estéril que
contiene 100 ml de un medio Psi®. Incubar en agitacién a 37 °C durante 16 h.
2°- Transferir el cultivo a hielo durante 15 min. Centrifugar a 2.500 g durante 5
min.
3°- Descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 40 ml de un
tamp6n TfbI®), Incubar durante 15 min en hielo.
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4°- Centrifugar como en la etapa 2.

¢

5°- Descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 4 ml de un \

tampo6n TbfII. Repartir en alicuotas de 100 pl y almacenar inmediatamente a -

80 °C hasta su posterior uso.

Reactivos

magnesio. Ajustar el pH a 7.6 con KOH y autoclavar.

@ Medio Psi: 5 g/l Extracto de levadura (Gibco), 20 g/l bactotriptona (Gibco) y 5 g/l sulfato de
\
\

® Tampon Tbfl: 2.94 ¢/l acetato potdsico, 12.1 g/l RbCl;, 1.47 g/l CaCl, 10 g/l MgCh, 15 %
glicerina (vfv). Ajustar el pH a 5.8 con 0.2 M dcido acético. Filtrar a través de un filtro 0.2 um.
© Tampon Thfl: 2.1 g/l MOPS, 11 g/l CaCly, 1.21 ¢/l RbCl, 15 % glicerina (v/v). Ajustar el pH

4 6.5 con 1M NaOH. Filtrar a través de un filtro 0.2 um.

Notas

Para la preparacién de gliceroles de DH5a: afiadir 200 ul de |glicerina a 800 pl del cultivo. Almacenar

inmediatamente a -80 °C hasta un posterior uso.

¢ Clonacion de productos de PCR

Los productos de PCR han sido clonados en un vector pGEM-T Easy

(Promega), siguiendo las recomendaciones del fabricante:

< Ligacién

1°- Mezclar en un tubo de PCR los componentes siguientes:

Tampdn Rapid 2x 5/ul
Producto de PCR 16 ng
Vector pGEM-T Easy 50 ng.
DNA Ligasa T4 Tl

H,O destilada hasta 10 pl

2°- Incubar la reaccién de ligaci6n a temperatura ambiente durante 1 h o como

alternativa a 4 °C durante una noche.

61




i

Materiales y Métodos G |G
S

% Transformacién de células competentes
1°- Poner 2 pl del producto de ligacién en un tubo Eppendorf (1.5 ml).
2°- Descongelar una alicuota de células competentes DH5a. y poner 50 ul en el
tubo que contiene el producto de ligacién. Mezclar suavemente e incubar en
hielo durante 20 min.
3°- Efectuar un choque térmico a 42 °C durante 50 seg en un bafo
termostatizado. Transferir el tubo inmediatamente en hielo durante 2 min.
4°- Anadir 950 ul de un medio SOC®. Incubar en agitacién a 37 °C durante 90
min.
5°- Sembrar una placa Petri® que contiene LB, Ampicilina, IPTG y X-Gal con 50-
100 pl del producto de transformacion. Incubar a 37 °C durante una noche

Reqctivos

@  Medio SOC: 20 g/l Bactotriptona (Gibco), 5 g/l extracto de levadura (Gibco), 10 mM NaCl,
2.5 mM KCl y 970 ml de HO destilada. Autoclavar y enfriar a temperatura ambiente. Afiadir
10 mifl de 2M Mg2*y 10 ml/l de 2M glucosa. Esterilizar mediante filtracion.

® Placas con LB/ampiciling/IPTG/X-gal: Preparar medio LB con agar (10 g/l bactotriptona, 5
¢/ extracto de levadura, 5 g/l NaCl). Ajustar el pH a 7.0 con 1M NaOH. Afiadir 15 g/l agar y
autoclavar. Enfriar hasta 50 °C y afiadir ampicilina, IPTG y X-gal a una concentracion final de
100 pg/ml, 0.5 mM y 80 ug/ml respectivamente. Agitar y repartir en placas Petri. Guardar las
placas a 4 °C hasta su posterior uso.

Notas
IPTG es un inductor de laactividad de p-galactosidasa.
X-gal es un substrato de B-galactosidasa, que una vez metabolizado genera una coloracién azul.
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* Obtencion de DNA plasmidico (Minipreps) mediante lisis
alcalina
% Minipreps

1°- Inocular una colonia blanca en un tubo Eppendorf que contiene 1.5 ml de
medio LB @ y afiadir ampicilina a una concentracién final de 100 pg/ml.
Incubar en agitacion a 37 °C durante una noche.

2°- Centrifugar a 10.000 g durante 2 min.

3°- Eliminar el sobrenadante y resuspender las células en 100 pl de una solucién
de lisis®. Incubar durante 5 min a temperatura ambiente.

4°- Anadir 200 pl de solucion 1. Mezclar suavemente invirtiendo el tubo e
incubar en hielo durante 5 min.

5% Afiadir al tubo 150 ul de una soluci6n II@, Mezclar suavemente y centrifugar
directamente a 10.000 g durante 15 min.

6°- Recoger el sobrenadante y adicionar un mismo volumen de
fenol/cloroformo/alcohol isoamflico (25:24:1). Agitar y centrifugar a 10.000 g
durante 15 min.

7°- Recoger el sobrenadante y adicionar 1.5 voltimenes de etanol absoluto
preenfriado a -20 °C. Incubar a -20 °C durante 30 min.

8°- Centrifugar a 10.000 g durante 15 min.

9°- Eliminar el sobrenadante. Lavar el precipitado con un 1 ml etanol 70 % y
centrifugar a 10.000 g durante 2 min.

10°- Descartar el sobrenadante y secar el precipitado a 37 °C durante 15 min.

11°- Resuspender la minipreps en 25 ul de H,O bidestilada y almacenar a 4 °C.

< Andlisis de los insertos

1°- Mezclar los siguientes componentes en un tubo: tampén Eco RI 1x
(Fermentas), 5 upl DNA minipreps, 1 pl Eco RI (10 U/ul) (Fermentas) y HO
destilada hasta 10 pl. Incubar a 37 °C durante 2 horas.
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2°- Analizar los fragmentos de restriccion mediante electroforesis en gel de
agarosa.
Reactivos

®  Medio LB: 10 g/l bactotreptona, 5 g/l extracto de levadura, 5 g/l NaCl. Ajustar el pH a 7.0
cort NaOH.

®  Solucidén de lisis: 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA, 500 mM glucosa y 100 ug/ml
RNasa A.

© Solucién I: 200 mM NaOH y 1 %SDS.

@ Solucion IT: 3M acetato sodico, pH 5.2.

* Reactivos preparativos para la secuenciacién de productos de
clonacion

1°- Preparar las dos reacciones siguientes de secuenciacion:

> Tubo_1: 100-200 ng de minipreps y 3.2 pmol de oligo sense
especifico.

» Tubo 2: 100-200 ng de minipreps y 3.2 pmol de oligo antisense
especifico.

2°- Congelar las muestras a -20 °C hasta su envio para secuenciar

Notas
La secuenciacién fue realizada en el servicio de Secuenciacién del Instituto de Parasitologia y Biomedicina
“Lépez Neyra” CSIC. Granada.

@ Herramientas y métodos bioinformdticos utilizados
Con objeto de buscar homologia entre las secuencias aminoacidicas de los

marcadores estudiados y las secuencias existentes en la base de datos
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GenBank™/EMBL, la prediccién de motivos de postraduccion y el anélisis de

los perfiles de antigenicidad, se utilizaron los siguientes programas:

» Blastp: Basqueda de homologia con secuencias aminoacidicas de la base
de datos GenBank™/EMBL (Altschul y col., 1990).

» Clustal-X (1.81): Alineamiento mdltiple de secuencias aminoacidicas
(Thompson y col., 1997).

» ScanProsite: Prediccién de dominios de postraduccion en las secuencias
aminoacidicas (Falquet y col., 2002)

> PeptideSelect (Invitrogen): Andlisis de los perfiles de hidrofilicidad,
antigenicidad y de la estructura secundaria de las proteinas.

» Swiss Model: Prediccién de la estructura tridimensional de las proteinas.

Con objeto de buscar homologia entre las secuencias nucleotidicas de los
genes estudiados y las secuencias de la base GenBank™/EMBL y el

establecimiento de estudios filogenéticos se utilizaron los siguientes programas:

> Blastn: Baisqueda de homologia con secuencias nucleotidicas de la base
de datos GenBank™/EMBL (Altschul y col., 1990).

» Clustal-X (1.81): Alineamiento mdltiple de secuencias nucleotidicas
(Thompson y col., 1997).

> Treeview: Establecimiento de estudios filogenéticos y andlisis de |

relaciones genéticas (Roderic, 1996).

@ Estudios celulares
e Determinacion del estadio del desarrollo del polen con DAPI

El estadio del desarrollo del polen se determiné visualizando los niicleos
mediante una tinci6n especifica para el DNA con una solucion de 4,6
diamidine-2-phenylindole (DAPI) (Vergne y col., 1987).

1°- Fijar 3 a 5 anteras en un fijador Carnoy@ durante 10 min a temperatura
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ambiente.

2°- Sobre un portaobjetos, afiadir una gota de una solucién de trabajo DAPI®).
Cortar con un escalpelo el dpice de cada antera y empujar el contenido
(meiocitos) hacia el exterior.

3% Incubar las muestras durante 20 min a temperatura ambiente en oscuridad.
4°- Poner un cubreobjetos sobre las muestras y observar inmediatamente
mediante un juego de filtros UV en un microscopio Axioplan (Zeiss) equipado

con un sistema de epifluorescencia.

Reactivos

@ Fijador Carnoy: etanolficido acético (3:1).

® Solucién de trabajo DAPL 1ml de una solucion stock de DAPI, 100 pl Triton X-100y 9 ml
de H>O bidestilada.

Solucion stock de DAPL: 10 pg/ml D API en tampon Mcllvaine.

Solucién de McIlvaine: 0.1 M Citrato sidico, 0.2 M fosfato disédico y 1% Triton X-100 (o/v).
Ajustar el pH a 4.0.

Notas
1. Se pueden dejar las muestras en el mismo fijador a 4 °C durante un largo periodo.

¢ Preparacion de muestras para microscopia
Las muestras para estudios microscépicos fueron fijadas, deshidratadas e
incluidas parte en parafina para microscopia 6ptica y parte en resina Unicryl

para microscopia electrénica de transmision (MET).

» Inclusion en parafina

.o

% Fijacién

1°- Sumergir el material vegetal en un fijador de eleccién®. Incubar a 4 °C
durante 30 min.

2°- Aplicar vacio durante 10 min.

3°- Eliminar el fijador y afiadir otro nuevo. Incubar a 4 °C durante una noche.
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4°- Lavar durante 30 min tres veces con un tampén cacodilato 0.1 M, pH 7.2.

< Deshidratacién

1°- Deshidratar las muestras en una serie de diluciones de etanol:

Etanol 30 % a 4°C durante 1 h.
Etanol 50 % a 4 °C durante 1 h.
Etanol 70 % a 4 °C durante un dia.
Etanol 90 % a 4 °C durante 1 h.
Etanol 100% a 4 °C durante 12 h.

YV V ¥V V V¥V V¥

Etanol 100% a temperatura ambiente durante 1 h.

2°- Incubar en xileno durante 5 min a temperatura ambiente.

% Infiltracion en Parafina
1°- Incubar en separado parafina y xileno a 58 °C durante dos horas.
2°- Mezclar un mismo volumen de parafina y de xileno. Poner las muestras en
un vaso de precipitado y afiadir la mezcla. Incubar a 58 °C durante tres dias.
3°- Realizar 3 cambios/dfa con parafina a 58 °C durante tres dias.
4°- Tras el Gltimo cambio, repartir las muestras en placas Petri. Transferir las
placas a temperatura ambiente hasta que solidifiquen. Guardarlas a 4°C hasta

su posterior uso.

% Microtomia
1°- Fijar una pieza de parafina que contiene la muestra sobre un portaobijetos.
2°- Tallar una pirdmide alrededor de la muestra con un escalpelo.
3°- Fijar el portamuestras sobre el brazo de un micr6tomo (Fuji Opticals Works
LTD). Montar la cuchilla del micr6tomo y realizar secciones de 5 a 7 ym de

grosor.
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4°- Poner las secciones sobre portaobjetos previamente tratadas con TESPA y
secarlas a 37 °C.

Reactivos

@ Fijador: 4 % paraformaldehido (pfo) y 0.2 % glutaraldehido (v/v). Disolver 1g de
paraformaldehido en 12.5 ml de un tampén 0.2 M cacodilato sédico, pH 7.2. Afiadir unas
lentejas de NaOH para facilitar la disolucion. Enfriar en hielo unos min y afiadir 200 pl de 0.2

% glutaraldehido. Ajustar el pH a 7.2 con NaOH 1IM. Completar con FO destilada hasta 25
ml.

> Inclusion en Unicryl
1°- Sumergir el material vegetal en el fijador®. Incubar a 4 °C durante 6 h.
2°- Aplicar vacio durante 10 min.
3°- Eliminar el fijador y afiadir otro fresco. Incubar a 4 °C durante una noche.
4°- Lavar las muestras tres veces a 4 °C durante 30 min con un tamp6n 200 mM

cacodilato, pH 7.2.

% Deshidratacién

Deshidratar las muestras en una serie de diluciones de etanol:

Etanol 30 % a 4 °C durante 1 h.

Etanol 50 % a 4 °C durante 1 h.

Etanol 70 % a -20 °C durante un dfa.

Etanol 90 % a -20 °C durante 6 h.

Etanol 100% a -20 °C durante 2 dias (2 veces).

% Infiltracion en Unicryl

1°- Incubar las muestras en una mezcla de etanol 100 %/Unicryl (BioCell
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International) (1:1) a -20 °C durante dos dias.

2°- Incubar las muestras en Unicryl a -20 °C durante una semana.

3°- Repartir las muestras en capsulas de gelatina y realizar una polimerizacién

con luz UV a -20 °C durante tres dias.

% Microtomia
Para microscopfa 6ptica, realizar secciones de 0.7 a 0.9 um de grosor con

un microtomo Ultracut E (Reichert-Jung). Poner los cortes sobre portaobjetos
tratados con TESPA y dejar secar a 37 °C.

Para microscopia electrénica de transmision, realizar secciones de 70 a 90
nm de grosor. Poner las secciones sobre rejillas de niquel recubiertas con una

pelicula de Formvar® y dejar secar a temperatura ambiente.

Reactivos

® Fijador: 4 % paraformaldehido (p/v) y 0.2 % glutaraldehido (vfv) en tampén 0.2 M cacodilato
sédico, pH 7.2.

® Formoar: 0.3 % Formuvar (p/o) en cloroformo.

Notas

Tratamiento de portaobjetos con 3-aminopropyltriethoxy-silane (TESPA):

1°- Tratar los portaobjetos con mezcla sulfocromica(®) durante 4 horas.

2°- Lavar los portaobjetos tres veces con HoO destilada. Hacer un dltimo lavado con HzO bidestilada y secar el
material a 40 °C.

3°- Incubar los portaobjetos en una solucién de TESPA® durante 5 min a temperatura ambiente.

4°- Lavar los portaobjetos dos veces durante 2 min con acetona.

5°- Lavar los portaobjetos dos veces durante 2 min con HO bidestilada. Secar a temperatura ambiente.

Reactivos

@ Mezcla sulfocrémica: Mezclar un mismo volumen de H>SOq y de una solucién saturada de dicromato potdsico (10 g
dicromato potdsico, 80 ml dcido sulfiirico y 20 ml de H2Q).

®  Solucion de TESPA: 3 % Adhestvo TESPA en acetona,
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