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Resumen

Con objeto de obtener pruebas sobre la posible funcidn bioldgica del alergeno
mayoritario del polen del olivo (Ole e 1), se analizaron los niveles y localizacién de
la proteina y sus transcritos durante el desarrollo del grano de polen dentro de
la antera, y durante la germinacién y crecimiento del tubo polinico in vitro. Los
resultados obtenidos muestran que la expresién de Ole e 1 estd controlada a
nivel transcripcional: tanto la proteina, con tres variantes, como los transcritos
se acumulan durante los estadios finales de la maduracién del grano de polen,
alcanzando niveles mdximos justo antes de que se produzca la dehiscencia de la
antera. La sintesis proteica tiene lugar en los ribosomas adosados a las cisternas
del reticulo endoplasmdtico rugoso, y coincide con el momento en el que el REr
muestra un elevado grado de diferenciacién con relacién a su tamafio y contenido.
Tanto los transcritos como la proteina estdn presentes en las microsporas en
desarrolio (gametofito) y en células del tapetum (esporofito). La proteina se
localiza también en la exina de la pared del grano de polen maduro y, al contrario
que la que se localiza en el interior de las cisternas de REr (de origen
gametofitico), dicha proteina procede con toda probabilidad del tapetum. De los
resultados obtenidos en este estudio se deduce que la proteina Ole e 1 debe
desempefiar un papel clave en la germinacién del tubo polinico. Varios datos
apoyan esta hipdtesis: 1) la sintesis y acumulacién de la proteina se produce
durante las etapas finales de la maduracién del grano, alcanzando los niveles

mdximos justo antes de la antesis, 2) la proteina, aunque presenta niveles

cuantitativos muy diferentes, estd presente en el polen de todas las variedades

de olivo analizadas, y 3) existe una sintesis de novo tanto de transcritos como de

proteina durante la germinacidn in vitroy posterior crecimiento del tubo polinico.

Dicha funcién podria estar relacionada con la existencia de un_gradiente
osmdtico necesario para la hidratacién del grano o en el establecimiento de

interacciones entre el polen y las células de la papila del estigma, aunque este
dltimo punto deberd ser aclarado en futuras investigaciones.

Por otra parte, los andlisis bioquimicos y clinicos llevados a cabo con sueros
de pacientes alérgicos al polen del olivo, y con extractos de polen de diez
cultivares diferentes determinaron una serie de implicaciones inmediatas: 1)
existen variedades de olivo que presentan un mayor potencial alergogénico que
ofras, lo que sugiere que el alergeno Ole e 1 es inicialmente un buen candidato
como marcador para la deteccién de variedades de olivo, 2) cabria la posibilidad
de utilizar variedades de bajo contenido alergénico con fines ornamentales, y 3)
el uso de mezclas comerciales de polen puede conducir a errores de diagnéstico y
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éxitos limitados en la inmunoterapia mediante vacunacién. Dichos efectos
negativos podrian ser corregidos con la estandarizacién de los extractos
utilizades con fines de diagndstico, y un tratamiento mediante vacunas
personalizado en el que se tendria en cuenta las variaciones intraespecificas en el
contenido alergénico del polen.
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Capitulo Primero
Introduccion

“Olea quae prima omnium arborum est”

Lucius J. M. Columela (siglo1d. C.)

1.1. ANTECEDENTES DEL TEMA

Desde que Camerarius estableciera la existencia de la sexualidad en Mercurialis annua
a finales del siglo XVII, y Kélreuter (1761) describiera la obtencion de semillas por
polinizacién artificial en diversas especies, la embriologia reproductiva de las plantas
se ha ido consolidando como ciencia hasta llegar a nuestros dias, y su avance ha
transcurrido paralelo al desarrollo del instrumental y la puesta a punto de nuevas
técnicas. Entre los hitos mas significativos en la historia de la embriologia vegetal se
incluyen los hallazgos de Amici (1824, 1830) y Schleiden (1837, 1845) sobre la
existencia del tubo polinico y la formacién del embrion, las observaciones de
Hofmeister (1849) y Strasburger (1879, 1884) sobre la formacion del gametofito
femenino y el endospermo, la organizacién del saco embrionario y el déscubrimiento
de la singamia, o el descubrimiento de la doble fecundacion por Nawaschin (1898) y
Guignard (1899), entre otros (ver revision en Maheshwari, 1950).

Existe actualmente un buen conocimiento basico del polen de olivo en cuanto a
su morfologia asi como de las etapas de su ontogenia y desarrollo. El primer estudio
acerca de los procesos gaméticos en el olivo fue realizado por Bradley y Griggs
(1963), y hasta finales de los afios 70 no surgen los primeros estudios ultraestructurales
(Pacini y Juniper, 19793, b). Recientemente, se han comenzado a estudiar los procesos
de autoincompatibilidad polen-pistilo y la respuesta del olivo a la polinizacién cruzada
y su relacion con la fructificacion (Rapoport y Rallo, 1991; Cuevas, 1992; Cuevas y
col., 1995).
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Nuestro grupo en Granada viene trabajando desde hace mas de 15 afios en
aspectos relacionados con la biologia del polen del olivo, aportando resultados
interesantes sobre la ontogenia y estructura de la exina y aperturas (Fernandez y
Rodriguez-Garcia, 1988, 1989, 1995), el transito de sustancias a través de la pared del
grano de polen (Fernandez y Rodriguez-Garcia, 1990), la repoblacion ribosémica y la
presencia de nucleoloides en la microspora de olivo (Rodriguez-Garcia y Fernandez,
1987; Alché y col., 1994), la naturaleza de los cuerpos nucleares durante la profase
meidtica (Olmedilla y col., 1997), el comportamiento de las sustancias de reserva
durante la maduracion del grano de polen (Fernandez y Rodriguez-Garcia, 1994) y la
diferenciacion del reticulo endoplasmatico durante el desarrollo del polen (Rodriguez-
Garcia y Fernandez, 1990) y su relacion con el almacenamiento de proteinas
alergénicas (Rodriguez-Garcia y col., 1995a, b; Fernandez y col., 1996).

Si se compara con los estudios morfologicos y celulares realizados hasta la
fecha, la informacién disponible acerca de los procesos de desarrollo del grano de
polen a nivel molecular es muy escasa. Con objeto de avanzar en el conocimiento de
estos procesos en el olivo, asi como en la bisqueda de marcadores que aceleren los
programas de mejora vegetal, se requiere una aproximacién multidisciplinaria. Por
ello, recientemente, nuestro grupo ha comenzado a interesarse y a estudiar algunos
aspectos relacionados con la ontogenia del grano de polen de olivo bajo una
perspectiva molecular, ademas de celular (Alché y col., 1999, 2001).

1.2. EL OLivo ComM0 MODELO DE ESTUDIO EN BIOLOGIA VEGETAL

El olivo: breve historia de un cultive milenario

El cultivo del olivo (Olea europaea L.), pieza indiscutible en el rompecabezas de la
agricultura mediterranea junto al trigo y la vid, se remonta hacia los afios 4000-3000 a.
C. y su origen se sitda en Siria e Iran segin De Candolle, aunque otros autores sefialan
las colonias fenicias de Palestina y Libano como origen mas probable. La etimologia
de la palabra olivo en las distintas lenguas del area mediterranea deriva del griego
“Elaia” —que a su vez proviene de la palabra semitica “Ulu”—, que luego se transformé
en el sustantivo latino “Oleum” y que mas tarde dio origen al vocablo “Oli” de las
lenguas romances.

La referencia mas fiable y antigua corresponde al aceite importado a Egipto
durante el periodo de la IV Dinastia —2.600 afios a. C.— procedente de Siria y Palestina,
y la existencia de un olivo sagrado en Helidpolis durante las Dinastias V y VI. Biblos,
la antigua y mitica ciudad, mantuvo relaciones comerciales con Egipto y a través de
este intercambio comercial el cultivo del olive se extendié al Norte de Africa. Desde
Orente Medio, el olivar se expandi6 hacia Occidente gracias al comercio de fenicios,
al fundar sus colonias, y a los navegantes punicos, tras la fundacién de Cartago. El
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olivo fue llevado desde Egipto a Grecia por Cécrope, fundador de Atenas, en 1582 a.
C. Los griegos consagraron el olivo a Atenea y lo hicieron simbolo de sabiduria, de
abundancia y de paz, mejorando los procedimientos de extraccién del aceite. En el
siglo VII a. C. fue introducido en Italia y alcanzé su méximo esplendor dentro del
Imperio Romano durante los siglos I y III d. C. Al tiempo que los griegos primero y,
mas tarde, los romanos extendian el cultivo del olivo por la costa septentrional del
Mediterraneo, los tirios, procedentes de Fenicia y fundadores de Cartago, desarrollaron
el cultivo en la costa meridional. Los cartagineses convirtieron el cultivo del olivo en
una ciencia y transmitieron dichos conocimientos a las tribus beréberes y a los
numidas del este de Argelia.

El cultivo del olivo fue probablemente introducido en la peninsula ibérica, islas
Baleares e islas Canarias por los comerciantes fenicios, en su biisqueda de los metales
preciosos de Tartessos, aunque se desconoce el momento exacto. La referencia mas
antigua sobre el olivo en Espaiia pertenece al libro De bello hispanico, escrito por un
autor anénimo coetaneo de Julio César. En este libro se hace referencia a que la capital
Bética ya estaba rodeada por olivares en el siglo I a. C., que siglos después
constituirian el famoso Aljarafe 4rabe. La llegada de Escipién y sus legiones romanas
supuso la primera edad de oro del olivar andaluz, llegando a ser un cultivo tan comiin
en la peninsula que el emperador Adriano adopté la rama de olivo como simbolo de la
Hispania Romana. El avance que se produjo en la olivicultura durante la dominacién
visigoda se afianzé con la llegada de los 4rabes, que mejoraron las técnicas de cultivo
y obtencion de aceite, y fueron descubridores de una gran variedad de usos culinarios
y medicinales, muchos de los cuiles siguen vigentes hoy en dia. La palabra 4rabe
“Zaitum” deriv6 al castellano como “Az-Zait”, que significa “jugo de la oliva” y de ahi
derivd posteriormente a los vocablos aceite y aceituna. En la primera mitad del siglo
XVI el area cultivada de olivos sobrepaso los limites actuales, tal y como indican los
numerosos restos de olivares repartidos en la actualidad por toda la geografia
peninsular (March y Rios, 1989).

Y
Algunos datos sobre el olivar hoy en el mundo, en Espafia y en Andalucia

El patrimonio oleicola mundial se estima en unos 750 millones de olivos, de los que
715 millones —el 95% del total- se reparten entre paises de la Cuenca Mediterranea,
llegando a ocupar una superficie total de 8.5 millones de ha (Fig. L.1).
Aproximadamente 700 millones de olivos corresponden a cultivo de secano vy, de los
10 millones de toneladas en que se estima la produccién mundial anual, el 90 % se
destina a la produccién de aceite (COL, 1995). El 10 % restante de la produccién
mundial -1.000.000 ha— se dedica al consumo directo, bajo cualquiera de las
numerosas modalidades de aceituna de mesa existentes.
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F16URA 1.1. Principales productores de aceite de oliva (en
miles de t anuales).

Actualmente, existen en Espafia mas de 2.147.000 ha dedicadas al cultivo del
olivo, de las que 1.953.777 ha se destinan a la produccién de aceite. Esto supone un 12
% de la superficie total cultivada en Espafia, lo que convierte a nuestro pais en el
primer productor mundial de aceite ~565.000 t— y aceituna de mesa —240.000 t-
(MAPA, 1993). En Andalucia existen cultivadas 1.296.000 ha de olivar, lo que
representa un 33 % de la superficie total cultivada en esta comunidad y un 60 % de la
superficie total dedicada a este cultivo en Espafia, que la convierten en la principal
region en la produccion nacional de aceite —80 % de la produccién total— y aceituna de
mesa —75 % de la produccién total- (MAPA, 1993).

El mapa del olivar en Espafia (Fig. 1.2) se caracteriza por la presencia fle 262
variedades cultivadas, de las que 24 se identifican como variedades principales,
constituyendo la base de las plantaciones en al menos una comarca, aunque es
frecuente la presencia de variedades difundidas y locales como arboles aislados en
varias 0 una Unica comarca (Barranco y Rallo, 1985). Por otro lado, un reducido
numero de cultivares son predominantes en sus areas de origen como ocurre con la
variedad “Picual” en Jaén, “Hojiblanca” en Cérdoba y Malaga, y “Manzanilla de
Sevilla” en el Aljarafe sevillano (Barranco y Rallo, 1984). Ademas de por la enorme
diversidad y particular distribucién, el olivar espatiol se caracteriza por su antigiiedad,
que se remonta la inicio del cultivo en nuestro pais, y por su homogeneidad genética,
debido a los procedimientos de propagacién vegetativa utilizados y a la baja tasa de
mutacion en esta especie (Barranco, 1997).
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F16URA 1.2. Variedades principales de olivo cultivadas en Espafia.

FIsUrA 1.3. Olivo milenario situado en la

localidad de Fuentebuena y

considerado como el
mayor tamafio del mundo.

de

El origen del olivo se remonta a la Era Terciaria en algin punto de Asia Menor,
aunque existen discrepancias en cuanto a las especies que han intervenido en el
proceso de hibridacién de esta planta. La idea mas extendida es que, a partir de la
variedad silvestre o acebuche (Olea europaea L. subsp. sylvestris), y mediante su
transformacion progresiva y mejora, se obtuvo una variedad mas compacta, sin espinas
y rica en aceite que conocemos hoy en dia como olivo cultivado (Olea europaea L.
subsp. sativa). No obstante, para algunos autores, la imposibilidad de interconversion
de ambos por cultivo regular del primero y degeneracién y abandono del segundo,
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El olivo es un arbol polimérfico, con fases juvenil y adulta, de copa redondeada
y densa, siempre verde y muy longevo, que puede permanecer productivo durante
cientos de afios. Alcanza una altura media de 4-8 m y presenta generalmente un
sistema radicular poco profundo, donde frecuentemente se acumulan reservas. Fl
tronco es liso y gris en individuos jovenes y nudoso, rugoso y agrietado en la vejez
(March y Rios, 1989). En su base emite vastagos que permiten a la planta regenerarse
de forma vegetativa. Las hojas son simples, enteras, lanceoladas, opuestas, con una
gruesa cuticula y de color verde oscuro en el haz y con vellosidad abundante y color
plateado en el envés. El limbo de la hoja tiene una longitud de 3-9 cm y una anchura
de 1-1,8 cm, la nervadura central es muy marcada y el peciolo es muy corto.

El ciclo vegetativo del arbol se manifiesta después del reposo invernal y su
crecimiento es lento, alcanzando la madurez al cabo de 5 afios y un desarrollo pleno a
los 20 afios. Las inflorescencias del olivo son de forma paniculada, con 10-40 flores, y
surgen en las axilas de los nudos de crecimiento vegetativo del afio previo a la
floraci6n (King y Hesse, 1938; Rivera, 1941). En dichas inflorescencias, encontramos
flores de dos tipos: perfectas 6 hermafroditas e imperfectas 6 estaminiferas, es decir,
con ovario rudimentario o ausente (Uriu, 1959). La flor es pequeiia y actinomorfa, con
simetria regular y ligeramente pedunculada (Fig. 1.4). Presenta un ciliz gamosépalo y
en forma de copa, una corola formada por cuatro pétalos de color blanco o blanco
amarillento y soldados en su base, dos estambres opuestos cuyas anteras estin
formadas por dos tecas, cada una de las cuales contiene una gran cantidad de polen
(Morettini, 1972), y un gineceo compuesto de un ovario sipero, un estilo corto
(Altamura y col, 1982a) y un estigma bilobulado o papiloso bien desarrollado
(Morettini, 1972) y himedo (Altamura y col., 1982b). El ovario consta de dos l6culos,
cada uno de los cuales contiene dos dvulos anatropos, aunque solamente uno de los
cuatro sera fecundado y formar4 la semilla.

FI6URA 1.4. Aspecto de una flor perfecta o hermafrodita y un grano de
polen de olivo. (Fotos cortesia de la Dra. M. C. Ferndndez).
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El fruto del olivo es una drupa (Fig. 1.5), de forma elipsoidal y presenta una
longitud de 10-40 mm y una anchura de 6-20 mm (Do Amaral Franco y Da Rocha
Alfonso, 1972). Constituye el tnico fruto comestible dentro de la familia Oleaceqe
(Heywood, 1978), que agrupa a 29 géneros diferentes distribuidos por las regiones
templadas y tropicales de todo el mundo, y en la que también se incluyen especies
forestales o de interés ornamental como el fresno (Fraxinus), el jazmin (Jasminum), el
aligustre (Ligustrum) o la lila (Syringa).

Fuente: Las variedodes de olivo cultivadas en
Andalucia. D. Barranco y L. Rallo (1984).

F16UuRA 1.5. Fruto de olivo (aceituna)
de la variedad Picual.

JPor qué el polen de olivo?

Podemos plantearnos la siguiente pregunta: jqué hace del olivo, y mas concretamente
del polen de olivo, un modelo interesante para su estudio frente a otros modelos
clasicos en el estudio de la biologia vegetal como Arabidopsis o Brassica?. La
respuesta incluye argumentos muy diferentes:

1. Es incuestionable la importancia del olivar en todos los paises de la cuenca
mediterranea. En Espafia, y especialmente en Andalucia, constituye un
cultivo de gran importancia agrondmica y social, dado que requiere una
mano de obra abundante y contribuye de esta manera a estabilizar el empleo
en las zonas rurales. A este hecho se unen su importancia ecoldgica, siendo
util en la conservacion del suelo fértil, y las propiedades beneficiosas del
aceite de oliva para la salud. La incidencia de este tipo de aceites en la
prevencion de accidentes cardiovasculares estd provocando un incremento
en su demanda afio tras afio. No obstante, y a pesar de estas perspectivas
halagiiefias, la realidad es que el futuro del olivar es ain incierto dada su
baja productividad, que se sitia en torno a los 1.000 Kg/ha en secano y
2.100 Kg/ha en regadio (MAPA, 1990), y debido a la competencia
procedente de otros aceites vegetales con menores costes de produccién.
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2. FEl polen juega un papel crucial en la reproduccion sexual de las plantas. Por
tanto, el conocimiento de aquellos aspectos relacionados con la ontogenia
del grano de polen, su estructura y funcion, es esencial para desarrollar
programas eficaces de mejora vegetal y obtener asi variedades - mas
productivas. El potencial de manipulacion del grano de polen incluye: el
control de los fenémenos de incompatibilidad, el aislamiento de las células
espermaticas con objeto de mejorar la fecundacion dirigida, la
transformacion de polen mediante micromanipulacion o técnicas de
biolistica, y la obtencién de plantas haploides a partir del cultivo in vitro de
anteras o microsporas. En el caso del olivo, el conocimiento de los procesos
que determinan la formacion del fruto incidira en la obtencion de variedades
con un mayor rendimiento y, por tanto, en una mejora de las cosechas.

3. Constituye un sistema bioldgico simplificado (1 a 3 células), facil de
manipular, y en el que es posible estudiar todas las cuestiones claves de la
biologia actual como son: la divisién celular, diferenciaciéon, mecanismos de

| control génico, muerte celular programada, resistencia a estrés, etc.

| 4. El polen de olivo constituye una de las causas de mayeor incidencia en la

| alergia respiratoria estacional en Andalucia debido a que su principal via de
dispersion es el viento y a la existencia de miles de ha dedicadas a su
cultivo. Bajo este punto de vista, resulta especialmente interesante el estudio
en detalle de aquellos aspectos clinicos relacionados con los procesos

} alérgicos causados por el polen de olivo. Esto permitiria seleccionar aquellas

| variedades que presentan una menor capacidad alergénica para ser utilizadas

| con fines ornamentales, o para ser cultivadas en zonas densamente pobladas
sin que exista detrimento en la productividad. \

5. La escasez de informacion sobre los procesos que tienen lugar durante la
ontogenia del grano de polen a nivel molecular en esta especie propdrciona
| | un vasto campo de investigacion basica que explorar.

1.3. EL GAMETOFITO MASCULINO EN ANGIOSPERMAS

Todo ser vivo procede de otro similar a él. Esta afirmacion implica que la
reproduccion constituye una de las caracteristicas basicas de cualquier ser vivo,
independientemente de su naturaleza o complejidad. La reproduccion sexual constituye
la forma mas extendida entre las especies para perpetuarse en el tiempo y da lugar a
mdividuos mejor adaptados que sus progenitores, haciendo posible la evolucion en su
sentido mas darwiniano.
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Durante el ciclo de vida de las Angiospermas existe alternancia entre una
generacion diploide —esporofito—, que constituye la parte visible y mas duradera de la
planta, y una generacion haploide —gametofito—, efimera en el tiempo y cuya funcion
es la produccién de las células reproductoras o gametos. Con excepcién de algunas
especies primitivas, el gametofito masculino —el grano de polen— se reduce a una
estructura microscdpica, formada por unas pocas células, que depende del esporofito
para su desarrollo.

¢ Como se forma un grano de polen?

La ontogenia del grano de polen, que en el caso del olivo dura aproximadamente unas
6 semanas (Fernandez, 1986), transcurre en unas estructuras especializadas
denominadas anteras, y consta de dos procesos consecutivos: la microsporogénesis,
mediante el cual se forman las microsporas a partir de las células madre del polen, y la
microgametogénesis, que da lugar a la formacion de las células gaméticas (Fig. 1.6). El
conjunto del proceso supone profundos cambios metabélicos, sometidos a una fina
regulacién génica, que permiten a la célula controlar su ciclo celular y diferenciarse de
sus células progenitoras para formar los gametos masculinos.

MICROGAMETOGENESIS

‘ zc
=" MITOSIS

PMC MEIOSIS TETRADA MICROSPORA MICROSPORA POLEN POLEN
JOVEN VACUOLADA JOVEN  MADURO

FI6URA 1.6. Etapas en el desarrollo del grano de polen de olivo dentro de la antera. PMC=
células madre del polen,

= 4

Durante la microsporogénesis, las células madre del polen (diploides), que
inicialmente constituyen una masa compacta de células comunicadas entre si mediante
conexiones citoplasmaticas, sufren una division meiética que da lugar a la formacion
de células haploides denominadas microsporas. Inicialmente, la primera division
meidtica origina grupos de dos células, individualizadas o no dependiendo de la
especie, que se denominan diadas y, tras la segunda divisién, aparecen grupos de
cuatro células que reciben el nombre de tetradas. Dichas células permanecen unidas
por una pared de calosa (1,3 P glucano), tradicionalmente considerada como una
barrera impermeable (Heslop-Harrison y Mackenzie, 1967) aunque existen evidencias
que sugieren que dicha dicho aislamiento es selectivo (Rodriguez-Garcia y Majewska-
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Sawka, 1992). Con el inicio de la formacién de la exina —la capa externa de la futura
pared del grano de polen— se considera finalizada esta primera fase y se inicia la
microgametogénesis.

Tras la degradacion de la pared de calosa que rodea la tetrada, las microsporas
se liberan en el loculo de la antera y comienzan a crecer e incrementar su volumen
rapidamente, lo que conduce a un cambio en su forma. A este crecimiento contribuye
la aparicién en el citoplasma de numerosas vacuolas de pequefio tamafio que se van
fusionando hasta originar una tinica vacuola central de gran tamafio, que llega a ocupar
casi todo el volumen celular, relegando el citoplasma a la periferia mientras el nicleo
es desplazado hacia una de las aperturas.

Al final de este largo periodo de interfase se produce una divisién mitética
marcadamente asimétrica que da lugar a dos células hermanas diferentes en tamafio,
contenido y funcion, la célula generativa y la célula vegetativa, estando ambas
rodeadas por la pared de la microspora original. Parece existir una relacién entre el
lugar que ocupa la apertura germinativa y la localizacién de la célula generativa recién
formada, expresada en la “ley de la distancia mas larga” (Huynh, 1976), dado que ésta
se desplaza hacia la apertura por donde mas tarde germinara el grano, durante la fase
de maduracién del polen. El resultado de la divisién asimétrica es ya, por definicion,
polen. La célula vegetativa constituye la mayor parte del volumen del grano mientras
que la célula generativa, que apenas recibe una pequefia porcion del citoplasma de la
microspora, permanece dentro de la primera. Durante la maduracién del grano de
polen se sintetiza la intina, capa interna a la exina, formada por celulosa y pectinas, y
que corresponde a la pared celular propiamente dicha. El metabolismo de la' célula
vegetativa se incrementa notoriamente, con una elevada sintesis de ARNm y proteinas,
con objeto de proveer al grano de las sustancias de reserva necesarias para la
germinacion y crecimiento del tubo polinico (Knox, 1984; Cresti y Keijzer, 1985;
Derksen y col., 1995). Le sigue un periodo de crecimiento lento hasta que el grano
alcanza su tamano méximo, justo antes de la antesis o dehiscencia de las anteras yla
liberacion del polen. ’

En algunas plantas (Ej.: familias Cruciferae, Poaceae y Asteraceae), la célula
generativa sufre una segunda mitosis antes de que se produzca la antesis, dando lugar a
la formacién de un grano de polen tricelular, consistente en dos células espermaticas y
una célula vegetativa. En la mayoria de las especies, sin embargo, la célula generativa
completa su division después de la antesis, durante el crecimiento del tubo polinico a
través del estilo femenino, y hablamos entonces de polen bicelular. En el olivo, cuyo
polen es bicelular, se ha observado recientemente que el niicleo vegetativo sale al tubo
polinico en primer lugar, tras lo cual se produce la salida del nicleo generativo, que
alcanza y adelanta al primero (M rani-Alaoui, 2000). Transcurridas 7 horas desde el
inicio de la germinacion, el nicleo generativo se divide en el tubo polinico y da lugar a
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dos nucleos espermaticos, mientras que el nicleo vegetativo comienza a presentar
signos de degeneracion.

Durante el proceso de maduracion de la microspora, el fapetum o tapete —la
capa mas interna de la pared de la antera, que rodea al tejido esporogeno— desempefia
un papel fundamental. Se han descrito dos tipos: a) periplasmodial o ameboide, como
el de Tradescantia bracteata (Mepham y Lane, 1969) o Helianthus annuus (Horner,
1977), y b) secretor o glandular, como el de Alium cepa (Risuefio y col., 1969), Citrus
limon (Horner y Lersten, 1971) o el olivo (Pacini y Juniper, 1979b). Durante la
meiosis de las células madre del polen, las células del rapetum adquieren
caracteristicas propias de un tejido secretor como son: reticulo endoplasmico
abundante, elevado numero de dictiosomas, progresiva vacuolizacién y lisis de la
pared celular. El tapetum aporta nutrientes, enzimas, homonas, etc a las MICrosporas
en desarrollo, asi como precursores de esporopolenina (Heslop-Harrison, 1968;
Risuefio y col., 1969), principal componente de la exina o pared estructurada del grano
de polen (Risuefio y col., 1969, Dickinson, 1976a, b). Al final de la fase de
maduracion del grano de polen, este tejido degenera y libera al léculo de la antera
diversos productos lipidicos y proteicos de degradacion, que se depositan en la pared
del polen y constituyen el material conocido como pollenkit y trifinas, mejorando la
adhesividad del grano. Algunos autores también atribuyen al tapetum un papel causal
en la esterilidad masculina (Harvey y col, 1972, Heslop-Harrison, 1972; Laser y
Lersten, 1972; Majewska y col., 1993).

Al final del proceso de maduracion y justo antes de la antesis, el grano de polen
sufre un proceso de deshidratacion, reduciendo su contenido entre un 6 y un 60 %, en
funcion de la especie (Kerhoas y col., 1987). Esta pérdida de agua induce un estado
metabolico quiescente en el grano de polen, que le confiere una gran tolerancia frente
al estrés ambiental. ‘

(Como germina un grano de polen?

Una vez que el grano de polen entra en contacto con la superficie del estigma se
hidrata nuevamente y germina, dando lugar a un tubo polinico que transporta los
nicleos espermaticos a través del estilo hasta llegar al saco embrionario, donde tiene
lugar la doble fecundacion. Para que el grano de polen germine es necesario un medio
adecuado, que presente unas condiciones de pH, molaridad, [Ca®"], temperatura y
humedad apropiadas. Aunque el estigma constituye el medio idoneo para la
germinacion del grano de polen, también es posible hacer que germine in vitro. De esta
forma, en el caso del olivo, se puede alcanzar un elevado porcentaje de germinacion
(alrededor del 50 %) a partir de polen recién liberado, que disminuye ligeramente (40
%) cuando partimos de polen almacenado a —80 °C durante 1 afio (M rani-Alaoui,
2000).
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El proceso de hidratacion se lleva a cabo de manera controlada y consta de dos
fases en Brassica (Franklin-Tong y col., 1996; Hiscock y col., 1995): una fase inicial
de reconocimiento entre polen y estigma, en la que existe un intercambio de sefiales
(Doughty y col., 1993), y una segunda fase donde se forma una protuberancia de la
intina en una de las regiones aperturales que pone en contacto la pared del grano con

las papilas del estigma, lo que provoca la entrada de agua hacia el grano de polen

(Shivanna y col., 1991). Durante esta fase de hidratacién se activan genes especificos
(Muschietti y col., 1994) que probablemente regulan el proceso.

El siguiente cambio que se detecta es la movilizacién de pectinas y proteinas de
la regién apertural por donde emerge el tubo polinico (Heslop-Harrison y Heslop-
Harrison, 1992). Este penetra entre las papilas del estigma (Elleman y col., 1992),
utilizando para ello una cutinasa presente en la intina y en el apice del tubo (Hiscock y
col., 1994). En el olivo, los lipidos de reserva presentes en el grano se disponen junto a
la region apertural por donde va a emerger el tubo polinico y su presencia disminuye a
medida que crece el mismo (M rani-Alaoui, 2000). La temprana polarizacion de estos
cuerpos lipidicos hace de los mismos un excelente marcador que permite distinguir
aquellos granos de polen activados que van a germinar de los que no germinan.

Expresion génica durante el desarrollo del grano de polen

El analisis cuantitativo del nimero de genes que se expresan durante el desarrollo del
gametofito masculino da una idea aproximada de la complejidad de la expresion génica
y de la capacidad sintética asociada al genoma haploide. Asi, se estima que la
poblacién de ARN mensajeros presentes en el grano de polen al final de su desarrollo
es ¢l producto de unos 20.000 genes, frente a los 30.000 genes que se expresan en el
esporofito, lo que indica que la simplicidad del gametofito es solo aparente.
Aproximadamente un 10 % de estos genes son especificos del grano de polen (Willing
y Mascarenhas, 1984; Willing y col., 1988), mientras que un 10 % de los genes
gametofiticos también se expresan en tejidos esporofiticos.

Muchos de estos genes gametofiticos se incluyen en el grupo de los
denominados genes tempranos, dado que comienzan a expresarse poco después de la
meiosis, siendo los niveles de transcritos indetectables en el polen maduro. Se asume
que dichos genes podrian codificar proteinas del citoesqueleto y proteinas necesarias
para la sintesis de la pared o la acumulacién de almidén. Por otro lado, coincidiendo
con el inicio de la division mitética asimétrica de la microspora, se activa la
transcripcion de un grupo de genes tardios cauyos ARNs mensajeros se acumulan en el
grano de polen hasta alcanzar un méaximo justo antes de la apertura de la antera
(Mascarenhas, 1990; Twell, 1994), y tiene lugar una elevada sintesis y
almacenamiento de proteinas (Mascarenhas, 1989, 1993; McCormick, 1993). Se cree
que las proteinas que codifican dichos genes desempefian una funcién importante
durante 1a maduracién del grano de polen y su posterior hidratacion y germinacién. No
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vegetales pero apenas se ha utilizado en el olivar, debido probablemente a la escasa
informacion existente a cerca de los procesos de desarrollo de esta planta a nivel
molecular. Ademas, el establecimiento de la identidad varietal a este nivel podria ser
importante con relacion a los distintivos de calidad y las posibles denominaciones de
origen, de gran importancia en la comercializaciéon de los productos derivados del
olivar. Hasta el momento, la bisqueda de marcadores moleculares en el olivo ha sido
abordada fundamentalmente mediante el uso de isoenzimas y mediante analisis de
ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD).

La utilizacién de isoenzimas como marcadores bioquimicos se ha llevado a cabo
con éxito en diversas especies de interés horticola como el melocoton (Byme y
Littleton, 1989), la almendra (Cerezo y col., 1989), la chirimoya (Pascual y col,,
1993), el mango (Degani y El Batsri, 1990), el manzano (Weeden y Lamb, 1985) y la
uva (Parfitt y Arulsekar, 1989). En el olivo, Pontikis y col. (1980) identificaron por
primera vez 27 cultivares de olivo analizando 16 sistemas enzimaticos en polen,
mientras que Ouazzani y col. (1993) identificaron 33 de 44 cultivares de olivo
mediante el analisis de 9 sistemas enzimaticos en hojas. Mas recientemente, Trujillo y
col. (1995) han utilizado diversos sistemas enzimdaticos en polen, entre los que figuran
el enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), esterasa (EST), glucosa fosfato isomerasa
(GPI), leucina aminopeptidasa (LAP) y enzima malico (ME), para la identificacion de
132 de las 155 variedades analizadas.

Aunque los analisis isoenzimaticos han demostrado que existe un elevado nivel
de polimorfismo en el olivo, es frecuente que exista una expresion diferencial de los
genes que codifican dichos enzimas en funcion del ambiente, especificidad del tejido,
u otros factores, que podria dificultar la interpretacion de los resultados. El analisis
directo del ADN mediante analisis RADP (Random Amplified Polymorphic DNA), ha
sido aplicado recientemente al olivar (Bogani y col., 1994; Fabbri y col., 1995; Caruso
y col., 2000; Wiesman y col. 2000; Perri y col., 2000) y ha demostrado ser de gran
utilidad en la identificacién de variedades de olivo. No obstante, presenta el
inconveniente de que la amplificacion se produce al azar y, por tanto, se descdnoce la
funcién de las secuencias que se amplifican.

En este trabajo, proponemos la utilizaciéon de clones de ADN, previamente
caracterizados y cuyos productos (proteinas) tienen funciones o propiedades bioldgicas
conocidas, para llevar a cabo analisis de expresion entre las distintas variedades con
objeto de detectar diferencias. Este es el caso del alergeno mayoritario del polen del
olivo, Ole e 1.
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obstante, existen genes cuya expresion no se ajusta exactamente a ninguno de los
patrones descritos anteriormente.

Para el analisis de la actividad de los genes gametofiticos se han seguido
diversas estrategias, entre las que destacan: a) el andlisis de mutantes, obtenidos en
programas de mutagénesis que incluyen el uso de agentes mutagénicos fisicos,
quimicos o biologicos, b) el estudio de la segregacion de isoenzimas, y ¢) el analisis de
la sintesis in vivo de ARN. Asi mismo, el nimero de genes especificos del polen
clonados en los Gltimos afios, a partir de bibliotecas substractivas y mediante técnicas
de DD-PCR, aumenta en progresion geométrica (ver revision en Twell, 1994).
Finalmente, ademas de la caracterizacion y analisis de expresion de dichos genes, se
estan llevando a cabo estudios con objeto de determinar qué elementos regulan dicha
expresion, a través del analisis de las secuencias promotoras y reguladoras, y el estudio
del papel de determinados factores de transcripcion y aquellos mecanismos de control
post-trancripcional.

1.4. MARCADORES PE VARIEDADES EN EL QLIVAR

La expansion de cultivares de olivo, su hibridacion, seleccion de descendencia y
clonacion ha originado una gran diversidad de cultivares autéctonos, productos del
azar, en todas las regiones oleicolas del mundo (Zohary and Spiegel Roy, 1975),
incluidos todos los paises productores del area mediterranea (Barranco y Rallo, 1984,
1985; Bottari y Spina, 1953; Leitdo, 1988; Loussert y Brousse, 1980; Morettini, 1972;
Valdeyron y Crossa-Raynaud, 1950). Tradicionalmente, las distintas variedades han
sido identificadas y diferenciadas sobre la base de caracteres morfologicos
cuantitativos y/o cualitativos (tamafio y coloracion del fruto, tamafio y forma de las
hojas, etc.) y mediante el uso de caracteres agronoémicos (resistencia a clorosis férrica
y salimdad, composicion acidica del aceite, etc.). Dado que la mayor dificultad en el
inventariado del olivar reside en la existencia de diversos nombres o denominaciones
locales para una misma variedad, es necesario algin sistema de identificacion que
establezca la sinonimia entre los mismos y el area de cultivo real de cada variedad. Por
ello, el esquema pomolégico empleado por Barranco y Rallo (1984); que incluye
caracteres del arbol, rama, hoja, inflorescencia, fruto y endocarpo, ha sido de gran
utilidad en los trabajos preliminares de inventariado de cultivares de olivo. No
obstante, aunque efectivos, estos métodos presentan dificultades practicas debido al
efecto fluctuante que ejerce el medio ambiente sobre la expresion de la mayoria de los
caracteres morfologicos analizados.

Por el contrario, los marcadores bioquimicos y moleculares apenas si se ven
afectados en su expresion por el ambiente, y pueden ser facilmente detectados en una
gran variedad de tejidos de una manera sencilla y rapida. El uso de estos marcadores,
que conlleva gran precision, eficacia, y rapidez, ha sido aplicado en diferentes especies
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. POLEN Y ALERGIA

(Qué es la alergia respiratoria?

El sistema inmune de una fraccion considerable de la poblacién humana tiende a
reaccionar de forma exacerbada e inapropiada frente a determinados elementos
extrafios que no son considerados patégenos y que, por lo tanto, resultan inofensivos
para el organismo. Este fenémeno recibe el término de hipersensibilidad y, en aquellos
casos en los que la respuesta es inmediata y esta mediada por anticuerpos del tipo IgE,
hablamos de hipersensibilidad de tipo I o, mas cominmente, de alergia.

El primer encuentro entre un alergeno, es decir, un antigeno capaz de inducir
una respuesta inmune inmediata mediada por IgE, y el sistema inmunitario, no produce
sintoma alguno pero el organismo en cuestion queda sensibilizado. En posteriores
encuentros, se produce la respuesta de los mastocitos de los tejidos y los baséfilos de
la sangre, que liberan un conjunto de sustancias quimicas (histamina, leucotrienos,
etc.), englobadas bajo la denominacién comun de mediadores alérgicos, que
desencadenan los sintomas propios de la alergia (Brostoff y Hall, 1991). Estos
sintomas son dispares y varian en funcion del punto exacto por el que el alergeno entra
en contacto con el sistema inmunitario. Una de las causas mas frecuentes de alergia
son los alergenos inhalados, entre los que se incluyen el polen, las esporas de algunos
hongos y los acaros del polvo. En las vias respiratorias superiores, se origina un cuadro
de rinitis alérgica, mas cominmente conocida como “fiebre del heno”, caracterizado
por estornudos, rinorrea, obstruccion de las vias nasales, prurito conjuntival y faringeo,
y lagrimeo. Cuando el antigeno logra llegar a las vias respiratorias inferiores, provoca
constriccion y obstruccion de los bronquios, contribuyendo a la aparicién de los
sintomas que desembocan en el asma bronquial. La rinitis alérgica suele tener caracter
estacional debido a su relacion con los polenes que permanecen en el aire, aunque
también puede ser perenne si el individuo se encuentra en un entorno de exposicion
cronica (ej.: frente a los acaros del polvo).

El polen como vector causante de alergia respiratoria
&

El polen de plantas constituye una de las principales causas de alergia respiratoria —
que en este caso particular se denomina polinosis— junto con los acaros presentes en el
polvo, debido a la presencia en el grano de un elevado numero de proteinas alergénicas
cuyo origen, localizaciéon y papel biologico son objeto de controversia en la actualidad.
Aungque todos los pélenes son potencialmente alergogénicos, existen unicamente unas
100 especies de plantas superiores cuyo polen es considerado de gran importancia
desde el punto de vista de su alergenicidad (Matthiesen y col., 1991; ver tabla 1.1).
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TABLA 11 Plantas cuyo polen presenta interés desde el punto de vista

alergénico.

PHYLUM

CLASE

ORDEN

GENEROS

GYMNOSPERMAE

Coniferae

Pinales

Crytomeria™
Juniperus
Cupressus

ANGIOSPERMAE
(Dicotiledéneas)

Hamamelidanae

Caryophyliance

Rutanae

Lamianae

Hamamelidales

Urticales

Fagales

Salicales

Caryophyllales

Sapindales

Oleales

Scrophulariales

Platanus

Ulmus
Morus
Parietaria™

Fagus
Quercus™
Alnus *
Betula*
Carpinus
Corylus*

Populus
Chenopodiium
Kochia
Salsola
Amaranthus

Hacer

Fraxinus
Olea™

Plantago

Aquellos géneros o grupos especialmente relevante desde el punfo de vista alergénico estdn

marcados con un asterisco (*).
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TagLa 1.1, Continuacién,

,

PHYLUM CLASE ORDEN GENEROS

Ambrosia *
Artemisia*
ANGIOSPERMAE Asteranae Asterales Chrysanthemum
(Dicotiledéneas) Taraxacum
Xanthium

Agrostis
Alopecurus
Anthoxanthum
Avena
Boutelouva
Bromus
Cynodon
Dactylis
ANGIOSPERMAE | Commelinanae Poales Festuca
(Monocotiledéneas) (Familia Podceas™) Holcus
= Gramineas Lolium
Paspalum
Phleum
Phragmites
Poa
Secale
Sorghum
Zea

Aquellos géneros o grupos especialmente relevante desde el punto de vista alergénico estdn margpdos con un
asterisco (*).

Este hecho se explica porque para que un determinado polen sea capaz de
inducir los sintomas propios de la alergia en un sujeto atopico, han de coincidir una
serie de factores (Thommen, 1931): a) la existencia en el grano de uno o mas
componentes alergénicos capaces de inducir la respuesta inmune, b) la dispersion debe
ser llevada a cabo por el aire (polinizacion anemoéfila), c) la cantidad de polen que
produce la planta de origen debe ser elevada [segin Pacini (1990), dada la baja
probabilidad que tiene un grano de polen transportado por el aire de llegar a fecundar
el estigma apropiado, aquellas plantas que presentan una polinizacion aneméfila, se
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han visto favorecidas desde el punto de vista evolutivo por un incremento en la
cantidad de polen que producen], d) el polen debe de poder ser desplazado a largas
distancias (Gmicamente aquellos granos de un tamafio menor de 50 pm pueden ser
distribuidos por el viento a través de grandes distancias), y ¢) debe pertenecer a una
especie con una amplia distribucidn geografica o estar localmente muy extendida.

A escala mundial, el polen de gramineas (con mencién especial a Phleum
pratense y Poa pratensis) constituye la causa principal de polinosis. En Europa, el
polen de algunas especies arboreas pertenecientes a las familias Betulaceae (abedul,
aliso), Corylaceae (avellano, carpe) y Fagaceae (haya, roble) es el responsable directo
del 22 % de todas las enfermedades alérgicas estacionales en el norte y centro del
continente (Jarolim y col., 1989) mientras que, en el area mediterranea, son los pélenes
de Parietaria judaica y Olea europaea los que presentan una mayor importancia desde
el punto de vista alergogénico. La incidencia debido al polen de ciprés (Cupresaceae)
y Platanus, asi como al polen de Quenopodium album (Quenopodiaceae), ambrosia y
artemisa (Asteraceae) y alamo (Salicaceae), aunque existen algunas referencias, no ha
sido bien estudiado (D’Amato, 1992). Por otro lado, se han documentado algunos
casos de alergia a pélenes de especies con una distribucién limitada como en el caso de
Trifolium (Déchamps y Deviller, 1990), aunque en ningin caso deben considerarse
como causas significativas de polinosis en Europa.

El polen de gramineas (de gran incidencia en toda la geografia, con especial
mencion al polen de Lolium y Phleum), de Parietaria (el de mayor incidencia en las
provincias préximas al Mediterraneo) y de olivo (de gran incidencia en Andalucia)
constituye la causa principal de rinitis alérgica y asma en Espafia (Corbi y col., 1985;
Dreborg y col., 1986; Subiza y col., 1986, 1989). Es frecuente una sensibilizacion
conjunta entre gramineas y Parietaria, o entre Parietaria y olivo, en el érea
mediterranea, entre gramineas y Betula alba en las costas atlantica y cantabrica, y
entre gramineas y olivo en el centro y sur peninsular. Otros pdlenes, como los de
Betula alba, Platanus hybrida, Plantago lanceolata, Artemisia sp. 'y Chenopodium
album, presentan también alguna incidencia aunque notablemente menor (Hethandez
de Rojas y col., 1991). Finalmente, algunos pélenes responsables de un gran numero
de casos de alergia en otros paises europeos, como es el caso del polen de Ambrosia,
carecen de importancia en Espafia, dada su escasa presencia.

Caracterizacion bioquimica y molecular de los alergenos

La identificacién, purificacién y caracterizacion de los alergenos presentes en el polen
resulta de gran utilidad para la estandarizacion de los procedimientos usados en el
diagndstico de afecciones alérgicas motivadas por polen (Lewenstein, 1987), el estudio
de la respuesta inmunolégica (Fkramoddoullah y col, 1986) y para determinar si
existe relacion entre la estructura molecular de la proteina y su antigenicidad.

0000 0000000000000 0000000000000000C000000000O0CFCCFRCTRTGIOTIOIOINNOIOGIOIRNINOGIYNYY
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Hasta el momento, han sido identificados, purificados y caracterizados
bioquimicamente numerosos alergenos polinicos (Matthiesen y col., 1991; Rohac y
col., 1991; Avjioglu y col., 1994; ver tabla 1.2). Constituyen un grupo heterogéneo de
proteinas o glucoproteinas hidrosolubles, de pequefio tamafio (el peso molecular esta
comprendido en un rango de 5-70 kDa) y de naturaleza acidica en la mayoria de los
casos (el punto isoeléctrico oscila generalmente entre 4 y 6), sin que aparentemente
exista ninguna relacion entre las propiedades intrinsecas de las mismas y su caracter
alergénico (Vrtala y col., 1990), aunque ciertas similitudes en la secuencia
aminoacidica entre alergenos de especies emparentadas filogenéticamente podrian
explicar las reacciones cruzadas que tienen lugar (Ipsen y Hansen, 1990, 1991).

TABLA 1.2. Algunos de los alergenos presentes en polen clonados hasta la fecha.

ESPECIE ALERGENO pI Mw (kDa)* REFERENCIA
Alnus glutinosa Alng 4-6 17 Breiteneder y col. (1992)
Ambrosia Ambal - 38 Rafnar y col. (1991)
o Amba 2 - 38 Rogers y col. (1991)
artemisiifolia Amba5 - 12 Ghosh y col. (1993)
Ambrosia psilostachya  Amb p 5 - - Ghosh y col. (1994)
Ambrosia trifida Amb t 5 83 44 Ghosh y col. (1991)
ooy 031 T 4F Sty (95
Betvi 4-6 17 Breiteneder y col. (1989)
eruarerrucoss LIS S G eremieey cola1999)
| Profilina - - Valenta y col. (1991)
‘ Carpinus betulus Carb1 4-6 17 Larsen y col. (1992)
Cmprnas S30L g Srolem
Corylus avellana Coral 4-6 17 Breiteneder y col. (1993)

(*) Peso molecular aproximado de ia proteina tras su separacién electroforética mediante SDS-PAGE.
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TABLA 1.2. Continuacidn.

ESPECIE ALERGENO pI  Mw (kDa)* REFERENCIA
. . Cryjl 9,2 41-45 Sone y col. (1994)
G Ty J ‘
Fytomeria japonica Cryj2 - 37 Komiyama y col. (1994)
Cupressus arizonica Cupal - - Aceituno y col. (2000)
Cynodon dactylon Cynd7 - - Suphioglu y col. (1997)
Dactylis glomerata Dacgl - - Walsh y col. (1989)
Glycina mas Profilina - - Rihs y col. (1999)
Helianthus annuus Profilina - - Asturias y col. (1998)
Hordeum vulgare Hor v 9 - 30 Astwood y Hill (1996)
. , Junal - - Midoro-Horiuti y col. (1999)
J h
umpers ashet Juna?2 - 43 Yokoyama y col. (2000)
Lolp 1 5.9 34 ériffith y col. (1991b)
Lolium perenne Perez y col. (1990}
Lolp2 52 11 Sidoli y col. (1993)
Lolp9 - - Singh y col. (1991)
Nicotiana tabacum Profilina - - Mittermann y col. (1995)
Oryza sativa Orysi - - Xu, y col. (1995)
Parietaria judaica Par j1 - 10-13 Costay col. (1994)
Phlp 2 - 11 Dolecek y col. (1993)
Phl p 5a - 38 Bufe y col. (1994)
Phleum pratense Phlp Bb - 32 Bufe y col. (1995)
Phip 6 49 1 Peterseny col. (1995)
Phlp 13 - 55-60 Suck y col. (2000)
Profilina - - Valenta y col. (1994)
Poa pratensis Poap 9 9.1 29 Silvanovich y col. (1991)

(*) Peso molecular aproximado de la proteina tras su separacién electroforética mediante SDS-PAGE.
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TaBLA 1.2. Continuacion.
ESPECIE ALERGENO pI  Mw (kDa)* REFERENCIA
Sorghum halepense Sor h1 - - Avjioglu y col. (1993)
Syringa vulgaris Syrvi - 20 Batanero y col. (1994a)
Triticum sp Profilina - - Rihs y col. (1994)

(*) Peso molecular aproximado de la proteina tras su separacién electroforética mediante SDS-PAGE.

En los dltimos 10 afios se ha incrementado de manera espectacular la
informacién que se dispone acerca de estas proteinas, gracias al avance de las técnicas
basadas en el ADN recombinante, que han permitido la identificacién y caracterizacion
de dichos alergenos de un modo mas rapido y eficiente que los métodos tradicionales
de purificacién de proteinas empleados hasta ese momento (Avjioglu y col., 1994).

Proteinas alergénicas en el polen de olivo

El polen de olivo es responsable directo de un nimero creciente de problemas
asociados con la alergia respiratoria, y su incidencia sobre la poblacién humana esta
claramente relacionada con la distribucién geografica de dicho cultivo. Asi, el polen de
esta especie representa una de las causas principales de rinitis alérgica estacional,
cominmente denominada “fiebre del heno”, y asma, en aquellos lugares donde su
cultivo estd ampliamente extendido, tal es el caso de algunos paises de la cuenca
mediterranea —Espafia, Francia, Italia, Grecia, Marruecos ¢ Israel, fundamentalmente—
asi como de ciertas regiones de los EEUU -California y Arizona-, Australia,
Sudafrica, Chile y Argentina (Bousquet y col., 1985; Gioulekas y col., 1991; Wheeler,
1992; Liccardi y col., 1996; Florido y col., 1999). )

A partir de extractos de polen de olivo, Vela y col. (1982) y Blanca y col.
(1983) llevaron a cabo estudios preliminares en los que determinaron la presencia de
hasta 40 componentes alergénicos diferentes en el grano. Hasta la fecha, unicamente 8
de estos componentes han sido identificados, aislados y caracterizados (ver tabla 1.3).

Entre estos, destacan las proteinas alergénicas denominadas Ole ¢ 1y Ole e 2,
de acuerdo a la nomenclatura aprobada por la IUIS, consideradas los alergenos
principales o mayoritarios del polen de olivo (Lauzurica y col., 1988a, b), es decir,
aquellos para los que se detecta IgE en mas del 50 % de los paciente atopicos.
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TABLA 1.3. Alergenos de polen de olivo aislados y caracterizados hasta el momento.

ALERGENO CARACTERISTICAS REFERENCIAS
Alergeno mayoritario del polen de olivo Lauzurica y col. (1988aq, b)
Peso molecular = 17-19 kDa, pI= 5-5.6 Wheeler y col. (1990)
Olee 1* Presenta tres variantes de glucosilacion Batanero y col. (1994b)

Microheterogeneidades en su secuencia de aa  Villalbay col. (1993, 1994)
Homologia con productos genes LAT52y Zmc13 Lombardero y col. (1994)

Panalergeno. Proteina ubicua y conservada.
Peso molecular = 8 kDa
Control de la polimerizacion de actina

Asturias y col. (1997)
Ledesma y col. (1998a)

Ole e 2*
(profilina)

Peso molecular = 9,2 kDa, pI= 4.2-4.3
Ole e 3* Capacidad de unién a iones Ca®
Propuesta de familia: POLCALCINAS

Batanero y col. (1996)
Ledesma y col. (1998b)

Diversas isoformas
Olee 4 Peso molecular = 32 kDa, pI= 4.65-5.1 Boluda y col. (1998)
Sin homologia relevante

Peso molecular = 16 kDa, pI= 5.1-6.5 Boluda y col. (1998)

Olee b
e Homologia con SODs de otras especies Martinez y col. (1999)

Peso molecular = 10 kDa, pI= 4.2
Ole e 6* Elevado contenido es Cys Batanero y col. (1997)
Sin homologia relevante

Elevado grado de polimorfisme
Olee7 Peso molecular = 9,8-10,3 kDa Tejeray col. (1999)
Sin homologia relevante 4

Peso molecular = 18,8 kDa
Ole e 8* Capacidad de unién a iones Ca** Ledesma y col. (2000)
Sin homologia relevante

Los alergenos del polen de olivo que han sido clonados aparecen marcados con un asterisco (*).

La proteina Ole e 1 fue aislada, purificada y caracterizada bioquimicamente al
final de la década de los 80 y comienzo de los 90 (Lauzurica, 1988a; Villalba y col,
1990, 1993). Se trata de una glucoproteina de naturaleza acidica y un peso molecular
de 17-19 kDa, con diferentes variantes de glucosilacion (Batanero y col., 1994b), y
que presenta microheterogeneidades en distintas posiciones de su secuencia que
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determinan la variacion en los valores de pI (Wheeler y col., 1990; Villalba y col.,
1993, 1994). Asimismo, se ha detectado la presencia de determinantes antigénicos
comunes y/o reaccién cruzada con alergenos de polen de otras especies de la familia
Oleaceae (Bousquet y col., 1985; Obispo y col., 1993; Martin-Orozco y col., 1994;
Fernandez y col., 1996), asi como con extractos de polen de otras especies (Vela y
col., 1982; Gonzalez y col., 1987, Kernermann y col., 1992; Baldo y col., 1992;
Carreira y col., 1994). Se ha utilizado una bateria de anticuerpos monoclonales frente a
dicha proteina (Lauzurica y col., 1988b; Lombardero y col., 1992) con objeto de
mapear los determinantes antigénicos de dicha molécula y, més recientemente, para
determinar su localizacién dentro del grano de polen (Martin-Orozco y col., 1994,
Rodriguez-Garcia y col., 1995a, b).

Por otro lado, se han aislado, secuenciado y expresado en E. coli varios clones
de ADNc que codifican dicho polipéptido (Lombardero y col., 1994; Villalba y col,,
1994). Nameros de acceso a GenBank ™/EMBL: $75766 y X76395, respectivamente).
Recientemente, uno de dichos clones ha sido utilizado en la levadura Pichia pastoris
para sintetizar in vitro una proteina recombinante que es biolégicamente activa
(Huecas y col., 1999). Esta aproximaciéon permitié obtener grandes cantidades del
alergeno puro y biolégicamente activo, que podria ser utilizada con fines clinicos y de
diagnoéstico.

Funcion bioldgica de los alergenos en el grano de polen

Dado el enorme interés que presentan las proteinas alergénicas desde el punto de vista
clinico, su estudio se ha centrado basicamente en la bisqueda de métodos de
diagnéstico fiables y rapidos, y en el desarrollo de una terapia adecuada en cada caso,
por lo que en la mayoria de los casos se desconoce su significado biologico. Estas
proteinas son rapidamente liberadas del grano de polen al entrar en contacto con las
membranas de la mucosa de las vias respiratorias superiores, ocasionando la respuesta
inmune inmediata y los sintomas asociados a la misma (Howlett y col., 1973). Se
asume, por tanto, que su funcién podria estar relacionada con el reconocimiento
polen-estigma, el fenémeno de autoincompatibilidad y/o la germinacién del grano de
polen, aunque no podemos descartar una funcion estructural. El desarrollo de la
biologia molecular durante la dltima década ha supuesto un salto cuantitativo y
cualitativo en el conocimiento de la estructura y propiedades moleculares de estas
proteinas y, en determinados casos, su aplicacién junto con las técnicas propias de la
biologia celular, ha permitido una aproximacién a su funcién biolégica (ver tabla 1.4)

|
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TABLA 1.4. Aproximacién a la funcién biolégica de algunos alergenos presentes en el polen.

ESPECTE ALERGENO PROPIEDADES REFERENCIA
. Apigl Homologia con Bet v 1 Breiteneder y col. (1995)
A
pium graveolens Profilina Control polimerizacién actina Scheurer y col. (2000)
Ambrosia . . _ :
artemisiifolia Ambal Homologia con pectato liasa fiingica Turcich y col. (1993)
Betvl Actividad ribonucleasa Bufe y col. (1996)
Betv3 Proteina de unién a Ca®* Seiberler y col. (1994)
Betula verrucosa Bet v 4 Proteina de unién a Ca®* Engel y col. (1997)
Homologia con el enzima isoflavona
Betv5 9 reductasa ' v Karamloo y col. (1999)
Brassica rapa Brart Proteina de unién a Ca®* Okada y col. (1998, 1999)
L Cryjl Actividad pectato liasa Taniguchi y col. (1995)
[a
ryptomeria japonica ¢y i2 Actividad polimetilgalacturonasa Ohtsuki y col. (1995)
Cupressus arizonica Cupal Sitio activo del enzima pectato liasa Aceituno y col. (2000)
Cynodon dactylon Cynd7 Proteina de unién a Ca®* Suphioglu y col. (1997)
6Glycina mas Profilina Control polimerizacion actina Rihs y col. (1999)
Helianthus annuus Profilina Control polimerizacién actina Asturias y col. (1998)
Juniperus ashei Junal Sitio activo del enzima pectato liasa  Midoro-Horiuti y col (1999)
Lolium perenne Lolp 11 Homologia con inhibidor de tripsina van Ree y col. (1995b)
Nicotiana tabacum Profilina Control polimerizacion actina Mittermann'y col. (1995)
]
Olee 3 Proteina de unién a Ca®* Batanero y col. (1996)
Olea europaea Oleeb Homologia con SODs Boluda y col. (1998)
Pl Olee8 Proteina de unién a Ca®* Ledesma y col. (2000)
Profilina Control polimerizacién actina Asturias y col. (1997)
Phip 5b Actividad ribonucleasa Bufe y col. (1995)
Phleum pratense Phlp 13 Homologia con poligalacturonasas Suck y col. (2000)
Profilina Control polimerizacién actina Valenta y col. (1994)
Triticum sp Profilina Control polimerizacién actina Rihs y col. (1994)




Introduccion 27

Existe un grupo de proteinas alergénicas, cuya caracteristica comun es la
presencia en su secuencia de varios motivos estructurales de union a Ca®*, para el que
se ha propuesto el nombre de polcaicinas (Batanero y col., 1996). El Ca®" esta
implicado en numerosos procesos metabélicos clave dentro de la célula y juega un
papel fundamental en la transmision de sefiales intracelulares.

Otro grupo de alergenos polinicos que merece especial atencion es el de las
profilinas, caracterizadas como panalergenos y responsables de la reactividad cruzada
existente entre muchas especies vegetales (Grote, 1988; Valenta y col., 1991, 1992).
Se trata de proteinas de bajo peso molecular que intervienen en la polimerizacion de
los filamentos de actina, gracias a su capacidad de union a los monémeros de dicha
proteina, y cuya presencia ha sido confirmada en el polen (Valenta y col., 1993).

Finalmente, hay un reducido grupo de alergenos en los que se ha detectado
algun tipo de actividad enzimdtica o bien presentan similitud en su secuencia
aminoacidica con algiin enzima conocido (ver tabla 1.4). En este grupo se incluyen las
dos proteinas alergénicas mayoritarias del cedro japonés (Crytomeria japonica) y el
alergeno mayoritario de la hierba timotea (Phleum pratense) y del abedul (Berula
verrucosa) entre otros. Basandose en la actividad ribonucleasa que presentan los dos
tltimos polipéptidos, algunos autores han atribuido a estas proteinas un papel clave en
la relacion huésped-patogeno en los procesos de patogénesis en la planta.

En el olivo, como hemos visto anteriormente, Ole ¢ 2 ha resultado ser una
profilina, mientras que Ole ¢ 3 y Ole e 8 presentan en su secuencia motivos de unién a
Ca’". Por otro lado, la proteina alergénica Ole e 5 presenta homologia con varias
enzimas CuZn-superoxido dismutasas (SODs) en el extremo N-terminal de su
secuencia aminoacidica, y el alergeno Ole e 1 muestra entre un 35 % y un 40 % de
homologia con los polipéptidos codificados por el gen LAT52 de polen de tomate y el
gen Zmcl3 de polen de maiz, para los que se ha postulado un papel clave en los
procesos de hidratacion y/o germinacion del grano de polen (Muschietti y col., 1994).
El analisis de expresion génica de ambos genes durante el desarrollo y/o germinacion
del grano de polen podria aportar algan indicio sobre la funcién biolégica de ambas
proteinas. 2

Diagnostico y tratamiento de la alergia

La incidencia de afecciones alérgicas y asma se ha incrementado de manera
significativa y constante durante los Gltimos 30 afios, hasta el punto de alcanzar
proporciones epidémicas. Segun un informe publicado recientemente en la revista PM-
Farma (1996), se estima que entre un 15 y un 20 % de la poblacion europea padece
actualmente algun tipo de afeccion alérgica, con valores similares a los descritos en
otros paises industrializados como EE.UU. y Japén.
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Las causas de este notable incremento se desconocen por el momento. En un
estudio llevado a cabo por Geller-Bernstein y col. (1996), estos autores observaron que
el porcentaje de pacientes alérgicos al polen de olivo entre la poblacion judia de Israel,
llegada desde lugares muy diversos durante el ultimo siglo, es significativamente
mayor que entre la poblacion arabe. Situaciones similares se han descrito en otros tres
lugares: en Italia, donde la sensibilizacion al polen de olivo disminuye en aquellas
regiones donde la densidad del olivar es menor (Negrini, 1989; Vargiu y col., 1989);
en Australia, donde la sensibilizacién al olivo es mayor entre inmigrantes que entre la
poblacion nativa (Leung y col., 1994); y en Croacia (Cvitanovic y col., 1993), donde el
numero de individuos alérgicos es mayor entre inmigrante procedentes de paises donde
el olivo no es un cultivo regular que entre la poblacion autoctona. Por tanto, la
exposicion de una determinada poblacion al polen de olivo durante varias
generaciones, aparentemente disminuye el nimero de individuos que son alérgicos a
dicho polen. Este hecho indica la aparicion de una cierta tolerancia entre la poblacion
autdctona o bien, una desensibilizacion espontanea. Asi, diversos estudios muestran
que existe un incremento de la frecuencia de los antigenos HLA-DQ2 y HLA-DR7
entre los individuos sensibilizados al polen de olivo, mientras que el antigeno HLA-
DR4 prevalece en aquellos que no lo son, lo que sugiere la posibilidad de que éste
ultimo tenga un papel protector (Cardaba y col., 1993, 1996; Geller-Bernstein y col.,
1996).

Finalmente, algunos autores proponen que algunas de estas proteinas (Ej.: Bet v
1) son inducida por estrés y que el incremento del estrés al que estdn sometidas las
plantas en las zonas urbanas explicaria parcialmente el incremento de enfermedades
alérgicas (Scheiner, 1992). A favor de esta hipdtesis estan los estudios de Breitenbach
y col. (1992), que muestran que la cantidad del alergeno Bet v 1 en el polen de abedul
(Betula verrucosa) recolectado a partir de arboles de regiones muy contaminadas es
significativamente mayor que el procedente de areas menos contaminadas.

El diagndstico de este tipo de hipersensibilidad incluye una serie de pruebas
especificas entre las que figuran los denominados SPTs, ensayos de tipo RAST, tests
de liberacién de histamina, y pruebas de provocacién conjuntival, nasal o bronquial
[ver revision en: The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 17th edition. Beers, M.
H. & Berkow, R. (eds.). Edicion en Internet: www.merck.com/pubs/mmanual/]. En la
mayor parte de los casos, el tratamiento incluye la inmunoterapia o vacunacioén, atn
cuando la exposicion al agente causante de la alergia sea temporal y el tratamiento
medicamentoso sea capaz de reducir suficientemente los sintomas. La vacunacién con
alergenos, también denominada hiposensibilizacion o desensibilizacién, se basa en la
inyeccion repetida del antigeno por via subcutinea en dosis gradualmente crecientes.
Diversos estudios sobre los efectos a largo plazo indican que este tratamiento previene
la aparicion y/o progresion de asma en un porcentaje significativo de pacientes
alérgicos (Bauer, 1993; Jacobsen y col., 1996; Valovirta, 1997).
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Tanto las vacunas como los sistemas de diagnéstico que se comercializan
actualmente se obtienen mediante extraccién acuosa a partir de la fuente primaria del
antigeno (Ej.: polen). En el momento de evaluar la calidad de éstos hay que tener en
cuenta dos aspectos: la complejidad en su composicién, dado que cualquier proteina
puede actuar potencialmente como alergeno, y la estandarizacion de los extractos,
debido a la gran variedad de procedimientos de extraccidén existentes. Dicha
estandarizacién se realiza siguiendo las directrices de la OMS (WHO Expert
Committee on Biological Standarization. Guidelines for the preparation and
establishment of reference materials and reference reagents for biological substances.
WHO Technical Report Series, No. 626, 1978), a través de la IUIS, y requiere una
caracterizacion de los extractos mediante procedimientos in vitro, como SDS-PAGE,
IEF o CIE. Igualmente, debe expresarse la potencia de cada extracto en unidades de
eficacia clinica. Para ello, se han establecido distintas unidades comparativas como las
denominadas SQ, HEP y BU en Europa, y las unidades AU o BAU en EE.UU.

1.6. TESIS A PLANTEAR

En este trabajo se pretende llevar a cabo una aproximacién a la funcién biologica del
alergeno mayoritario del polen del olivo, Ole ¢ 1, en el grano de polen. Para ello:

1. Se analizara el patrén de expresién temporal y espacial de dicho gen asi como de la
proteina correspondiente, durante las diferentes etapas del desarrollo del grano de
polen dentro de 1a antera, asi como durante su germinacién in vitro.

2. El alérgeno Ole e 1 muestra una cierta homologia en el extremo N-terminal de su
secuencia aminoacidica con un enzima cutinasa aislada del polen de Brassica
napus L. (Dr. Simon Hiscock, Department of Plant Sciences, University of Oxford.
Comunicacion personal). Teniendo en cuenta la posibilidad de que Ole e 1 sea la
proteina homéloga al enzima aislado en Brassica, se determinara si dicha proteina
alergénica presenta actividad enzimatica esterasa. #

Por otro lado, se pretende también determinar el caracter antigénico de Ole e 1

y otras proteinas alergénicas presentes en el grano de polen maduro distintos cultivares
de olivo. En este caso:

1. Se analizari la antigenicidad de distintos cultivares de olivo en pacientes at6picos
aquejados de rinitis alérgica al polen de esta especie.

2. Se caracterizara la proteina alergénica Ole e 1 en varios cultivares de olivo con el
fin de determinar la validez de la misma como marcador molecular de variedades
en el olivar.
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Capitulo Sequndo
Material y Métodos

“Any living cell carries with it the
experiences of a billion years of
experimentation by its ancestors”

Max Delbriick (1906-1981)

2.1. MATERIAL

A. MATERIAL VEGETAL

Para llevar a cabo el presente trabajo de investigacién se recolectaron primordios
florales de olivo (Olea europaea L1.) de la variedad Picual, seleccionados en la
provincia de Granada. La recoleccién del material se realizé durante los meses de
Abril y Mayo del periodo comprendido entre 1997 y 2000. Las anteras fueron
diseccionadas bajo una lupa binocular y fijadas para su posterior estudio morfométrico
(Protocolo 1), procesadas para microscopia 6ptica (Protocolo 24) o bien, congeladas
inmediatamente en N, liquido y almacenadas a —80 °C hasta su posterior uso. Debido a
su reducido tamatio, los botones florales correspondientes a los estadios iniciales del
desarrollo (estadio premeidtico y meiosis) fueron procesados completos, siguiendo las
mismas pautas que se han descrito anteriormente. Asi mismo, se recolectaron sépalos y
hojas jévenes, que fueron almacenados en N, liquido y usados posteriormente como
controles en algunos de los experimentos llevados a cabo.

Por otro lado, al final de cada periodo de desarrollo floral (meses de Mayo y
Junio) y coincidiendo con la antesis, se llevé a cabo la recoleccién de polen maduro de
olivos correspondientes a las variedades de aceite Arbequina, Frantoio, Lechin de
Granada, Picual y Picudo, y a las variedades de mesa Gordal Sevillana, Hojiblanca,
Manzanilla de Sevilla, Loaime y Lucio. El polen de todas las variedades estudiadas,
excepto Picual, Loaime y Lucio, se obtuvo en colaboracién con el Dr. Julian Cuevas
(Escuela Politécnica, Universidad de Almeria). Tras la recoleccién, el material fue
filtrado en el laboratorio mediante un tamiz (con un didmetro de poro de 150 um) con
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el fin de eliminar anteras, sépalos y otros restos florales, procesado para microscopia
(Protocolos 25 y 26) o bien, congelado en N, liquido y almacenado a —80 °C hasta su
posterior uso. Todos los cultivares estudiados son originarios de Andalucia (Espaiia) o
estan representados en la region (tal es el caso del cultivar Arbequina, procedente de
Catalufia, Espaiia), a excepci6n de la variedad italiana Frantoio.

En los ensayos de actividad esterasa se utilizaron extractos crudos de polen
maduro de Brassica oleraceae como control. El polen se obtuvo a partir de plantas
crecidas en invernadero bajo condiciones controladas de temperatura y humedad. Para
ello, se recolectaron flores completas con anteras dehiscentes y, con ayuda de un
pincel, se deposit6 el polen sobre una superficie limpia (papel de aluminio). Después
de ser filtrado a través de un tamiz (con un didmetro de poro de 150 um), el polen
fresco se utilizé para preparar los extractos proteicos (Protocolo 3) utilizados en los
ensayos posteriores (Protocolos 7y 9).

En los estudios de reactividad cruzada con Plantago lanceolata, se utilizaron
anteras en un estadio maduro, obtenidas a partir de flores recolectadas durante los
meses de Junio y Julio del 2000 en la provincia de Granada. Dichas anteras fueron
diseccionadas y procesadas para microscopia electrénica de transmisién (Protocolo 25)
o bien, congeladas en N liquido y almacenadas a —80 °C hasta su posterior uso.

B. SUEROS DE PACIENTES ALERGICOS

Un total de 14 sueros procedentes de otros tantos pacientes, diagnosticados como
hipersensibles al polen de olivo en distinto grado, han sido utilizados en el presente
trabajo. Dichos pacientes fueron localizados en colaboracién con el Dr. Francisco

Mutfioz del Castillo (Hospital Reina Sofia, Cérdoba), y seleccionados a partir de su
historial clinico.

2.2. METODOS DE LABORATORIO R

PROTOCOLO 1. Estudio morfométrico de la flor de olivo durante su desarrollo

PROCEDIMIENTO:

1. Se recolectaron 10 botones florales de una misma rama de olivo' (variedad Picual)
durante los dias 14, 15, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 27, 28, 29 y 30 de Abril y los
dias 4, 5,6,7,8,11, 12,13, 14, 15y 18 de Mayo de 1998.

2. Se midi6 la longitud (mm) y anchura (mm) de cada botén floral (Anexo 1)

utilizando para ello un calibre convencional (precisién 1/20 mm). Los datos fueron
procesados estadisticamente, tal y como se describe en el apartado 2.3.
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3. A continuacién, las muestras fueron fijadas en fijador Carnoy® y se determing el
estadio de desarrollo mediante aplastado y tincion con DAPI (ver detalles en
Protocolo 2).

REACTIVOS:

@ Fijador Carnoy: etanol + acido acético (3:1).

@ Notas:

' En un mismo olivo podemos encontrar flores en distintos estadios de desarrollo en funcién de la orientacién
de la rama en el arbol. Con objeto de minimizar el error que conllevaria hacer un muestreo al azar, todas las
muestras fueron tomadas de un mismo arbol y, dentro de éste, de una misma rama.

* El material fijado en solucién de Carnoy puede ser almacenado a 4 °C durante largo tiempo.

PROTOCOLO 2. Tincion de células esporogenas con DAPI

PROCEDIMIENTO:

1. Sobre un portaobjetos, cortar el apice de la antera' con una cuchilla de afeitar 0 un
escalpelo. Empujar suavemente hacia el exterior el contenido de la misma con la
ayuda de una aguja enmangada, sobre una gota de solucion de trabajo de DAPL

2. Incubar la preparacion durante 10-15 min. a temperatura ambiente.

3. Poner un cubreobjetos sobre la muestra y observar en un microscopio éptico
Axioplan (Zeiss), equipado con un sistema de epifluorescencia, utilizando un

sistema de filtros con excitacion ultravioleta.

REACTIVOS:

© Solucion de trabajo de DAPI: 1 ml de la solucién de DAPI 10 pg/ml, 0.1 ml de Triton X-
100 y 9 ml de H,O destilada.

® Solucion de DAPI 10 pg/ml: diluir una solucion de DAPI de 1 mg/ml en tampén
Mclivaine (dilucion 1:1000).

® Tampén de Mcllvaine: citrato sodico 0.1 M, fosfato disédico 0.2 M y Triton X-100 al 1
% (v/v), pH 4.0.



X
e
wa

36 Capitulo segundo

7
B

4
3

PROTOCOLO 3. Extraccidn de proteinas totales de polen de olivo'

PROCEDIMIENTO:

1. Poner en un recipiente de cristal 1 gr de polen y afiadir 10 ml de tampén de
extraccion y 200 ul de PMSF? 100 mM. Dejar en agitacién a 4 °C durante10 h.

2. Clarificar el sobrenadante mediante centrifugacion a 12.000 g durante 30 min., x 2.
Filtrar el extracto final a través de un filtro de 0.2 pm y almacenar en alicuotas a —
20 °C hasta su posterior uso.

REACTIVOS:

® Tampén de extraccién: Tris-CIH 10 mM, pH 8.0. Guardar a 4 °C.

o PMSF§;% 100 mM: preparar en isopropanol. Almacenar a —20 °C.

@® Notas:
! Extraccién de proteinas totales en condiciones nativas.

2 E1 PMSF es un agente inhibidor de proteasas. Antes de su uso, calentar con el fin de disolver los cristales que
se forman durante su almacenamiento prolongado a bajas temperaturas.

PROTOCOLO 4. Extraccion de proteinas totales de anteras de olivo'

PROCEDIMIENTO:
1. Pesar 0.1 gr de material. 2

2. Poner dicho material en un mortero, enfriado previamente con N, liquido, y afiadir
unos mg de arena de cuarzo estéril>. A continuacién, moler hasta conseguir que el
material se transforme en un polvillo fino, afiadiendo N, liquido.

3. Afiadir el polvillo a un tubo estéril de 1.5 ml y homogeneizar en 200 ul de tampén
de extraccién. Afiadir 20 pl de PMSF? 100 mM.

4. Centrifugar a 12.000 g durante 10 min. a 4°C.

S. Hacer alicuotas de 100 pl del sobrenadante y guardar a —20 °C hasta su posterior
uso.
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REACTIVOS:

® Tampén de extraccion: Tris-CIH 50 mM, pH 7.5, cloruro sédico 300 mM, EDTA 1 mM,
EGTA 1 mM, Triton X-100 al 2 % (v/v), acido ascorbico 5 mM y DTT 100 mM. Guardar
a4°C.

2] PMSF%Qi 100 mM: preparar en isopropanol. Almacenar a —20 °C.

@® Notas:
! Protocolo para extraccion de proteinas totales en condiciones nativas.
? La arena de cuarzo facilita la rotura de los tejidos vegetales.

3 E1 PMSF es un agente inhibidor de proteasas. Antes de su uso, calentar con el fin de disolver los cristales que
se forman durante su almacenamiento prolongado a bajas temperaturas.

PROTOCOLO 5. Purificacion del alergeno Ole e 1

PROCEDIMIENTO:

1. Llevar a cabo la extraccion de proteinas totales de polen de olivo (variedad Picual)
siguiendo los pasos del protocolo 3, descrito anteriormente. Partir de 5 gr de polen
y homogeneizar en 50 ml de tampon de extracciéon y 1 ml de PMSF' 100 mM.

2. Después de filtrar los extractos (filtros de 0.2 um), clarificar afiadiendo 1 vol. de
éter dietilico. Agitar bien la mezcla y centrifugar a 12.000 g durante 2 min.

3. Tomar la fase acuosa inferior con una pipeta y pasarla a un tubo de centrifuga
limpio. Afiadir sulfato amoénico hasta obtener un 60 % de saturacion. Dejar en
agitacion durante 1 h, a 4 °C.

#
4. Centrifugar a 3.000 g durante 40 min. Eliminar el sobrenadante y dejar secar el
precipitado.

5. Resuspender” en 2 ml de tampén Tris-C1H 10 mM, pH 8.0 y afiadir 40 ul de PMSF
100 mM. Dializar® en 1 litro del mismo tampén a 4 °C durante 2 dias.

6. Afiadir 3 vol. de acetona fria y dejar precipitar toda la noche a —20 °C. Centrifugar
a0°Cya 10.000 g durante 5 min..

7. Eliminar el sobrenadante y dejar secar el precipitado. Resuspender en 2 ml de
tampon Tris-CIH 10 mM, pH 8.0.



38 Capitulo segundo

8. Separar las distintas fracciones proteicas mediante FPLC®, a partir de 200 pl de
extracto, de acuerdo a la siguiente tabla:

TABLA 2.1

VOLUMEN ELUIDO* FRACCIONAMIENTO

10 ml 2 fracciones x 5 ml
3ml 6 fracciones x 0.5 ml
4 ml 20 fracciones x 0.2 ml
7 ml 7 fracciones x 1 ml

Volumen total= 24 ml N° total de fracciones= 35

* El extracto fue eluido en tampén tris-CIH 10 mM, pH 8.0.

REACTIVOS:

@ Tampén de extraccion: Tris-CIH 10 mM, pH 8.0. Guardar a 4 °C.
@ PMSF #2100 mM: preparar en isopropanol. Almacenar a —20 °C.
@® KLter dietilico

@ Sulfato aménico

@® Acetona fria (20 °C)

@ Notas:
#

! El PMSF es un agente inhibidor de proteasas. Antes de su uso, calentar con el fin de disolver los cristales que
se forman durante su almacenamiento prolongado a bajas temperaturas.

% Si permanece material sin disolver, centrifugar durante 15 min. a 3.000 g

? Para eliminar el sulfato aménico, dializar los extractos proteicos en cassettes de didlisis Slide-A-Lyzer-10 kDa
(Pierce) siguiendo las instrucciones del manual. Durante 1a didlisis renovar el tampén 3 veces.

* Se utilizé6 una columna de exclusién molecular Superosa 12 (Pharmacia LKB) en un sistema de FPLC
(Pharmacia LKB).
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PROTOCOLO 6. Cuantificacion proteica

PROCEDIMIENTO:

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

2. Preparar una curva patrén con muestras de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 pg de la proteina
estindar (BSA) a partir de una solucién de 1 pg/ul y completar con H,O destilada
hasta un volumen de 800 pl.

3. Aiiadir 200 pl del colorante Bradford y mezclar' invirtiendo los tubos.

4. Transcurridos un minimo de 5 min., medir la DOsgs, en un espectrofotémetro (Ej.:
UV-1603, Shimadzu, Jap6n), de las diferentes concentraciones estandar de BSA y
determinar la curva patrén. A partir de los valores de densidad optica obtenidos
para las diferentes muestras, extrapolar los valores de concentracion.

REACTIVOS:

@ Colorante de Bradford®: guardar a 4 °C.

® Solucién de BSA 1 pg/pl: almacenar a —20 °C.

® Notas:
! Evitar la formacién de espuma.

? La cuantificacién proteica se llevé a cabo mediante ¢l método de Bradford (1976) siguiendo las indicaciones
del manual Bio-Rad, USA Protein Assay (Bio-Rad, USA).
@

PROTOCOLO 7. Ensayos de actividad esterasa in vitro en extractos proteicos

PROCEDIMIENTO:

1. Preparar la siguiente mezcla de reaccion (volumen final = 1 ml):

« 980 pl de tampon de reaccion
o 10 pl del substrato (PNB)
« 10 pl del extracto proteico’
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2. Dejar las muestras a temperatura ambiente’ un minimo de 30 min. y medir la
absorbancia a 405 nm (A4s) en un espectrofotometro (Ej.: UV-1603, Shimadzu,
Jap6n).?

REACTIVOS:

© Tampén fosfato sédico 0.05 M, pH 7.0

® Solucién de PNB al 1.76 % (p/v) en acetonitrilo @

® Solucién de Triton X-100 al 0.4 % (v/v) en tampén fosfato sédico 0.05 M, pH 7.0

@ Tampén de reaccién: 17.8 ml de tampon fosfato sédico 0.05 M, pH 7.0, y 2 ml de Triton

X-100 al 0.4 % (v/v).

® Notas:
' Ajustar 1a cantidad de extracto proteico si fuera necesario.
? Si hay actividad esterasa en el extracto, éste cambiara de color y se tornard ligeramente amarillento.

3 Una medida de absorbancia > 0 indica presencia de actividad butirato esterasa, que sera tanto.mayorcuanto
mayor sea la medida de Asps.

PROTOCOLO 8. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida*

PROCEDIMIENTO:
1. Montar los moldes (a modo de sandwich) para la polimerizacion de los geles.

2. Preparar el gel separador y el gel concentrador. Aplicar vacio a ambas soluciones?.
*

3. Aifiadir 75 pl de persulfato amoénico al 10 % y 7.5 ul de TEMED a la solucién del
gel separador. Llenar los moldes de polimerizacién con dicha solucién.’

4. Afiadir 50 pl de N-butanol saturado en H,O y dejar polimerizar.*

S. Una vez polimerizado el gel, eliminar el N-butanol con H,O destilada. Repetir el
paso 3 con la solucion correspondiente al gel concentrador, afiadiendo 50 ul de
persulfato aménico al 10 % y 5 ul de TEMED. Colocar los peines, cuidando que
no queden atrapadas burbujas de aire y dejar polimerizar.

0000000000000 00000000000000000000000000000000000000000000010
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6. Para preparar las muestras, tomar aproximadamente 30 pgr del extracto crudo o la
fraccién purificada correspondiente, completar con H,O destilada hasta 10 ul y
afiadir otros 10 ul de tampon de muestras 2x.

7. Hervir las muestras a 95 °C durante 3 min. Cargar dichas muestras y los
marcadores correspondientes (Ej.: Kaleidoscope Polypeptide Standards, Bio-Rad,
USA) en los pocillos, sin llegar a rebasar la altura de éstos.

8. Conectar a voltaje constante (200 V) durante 45 min.’

REACTIVOS:
©® Tampon del anodo: Tris-CIH 200 mM, pH 8.9.
® Tampoén del catodo: Tris-CIH 100 mM, pH 8.25, Tricina 100 mM y SDS al 0.1 % (p/v).

® Gel separador (15 %): 2 ml de acrilamida A, 2 ml de tampén del gel y 2 ml de la solucién
de glicerol al 50 % por cada minigel.

O Gel concentrador (4 %): 0.25 ml de acrilamida B, 0.75 ml de tampo6n del gel y 2 ml de
H,0 destilada por cada minigel.

® Tampon del gel: Tris-CIH 3 M, pH 8.45, y SDS al 0.3 % (p/v).
® Solucién de acrilamida A: acrilanﬁdaéi% al 48 % (p/v) y bis-acrilamidagg al 1.5 % (p/v).
@ Solucion de acrilamida B: acrilamida al 46.5 % (p/v) y bis-acrilamida al 1.5 % (p/v).

@® Tampon de muestras 2x: Tris-CIH 50 mM, SDS al 4 % (p/v), glicerol al 12 % (v/v), B-
mercaptoetanol ii% al 2 % (v/v) y azul de bromofenol al 0.01 % (p/v). Ajustar el pH a 6.8.

© Persulfato aménico al 10 % (p/v) ,
@® TEMED

@ Solucion de glicerol al 50 % (v/v)

® Notas:

! Segun Schigger y von Jagow (1987).

2 E1 O, inhibe la polimerizacién de la acrilamida.

3 Dejar aproximadamente 1.5 cm para afiadir el gel concentrador.

4 E1 N-butanol crea una pelicula aislante, evitando que entre el aire mientras el gel polimeriza. Por otro lado,
permite que la superficie de polimerizacién sea absolutamente plana.
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3 La electroforesis de proteinas se llevé a cabo en un sistema "Mini Protean II" (Bio-Rad, USA) siguiendo las
indicaciones del manual que acompaiia a dicho equipo.

PROTOCOLO 9. Ensayos de actividad esterasa en geles de poliacrilamida

PROCEDIMIENTO:

ETAPA1l:  ELECTROFORESIS EN CONDICIONES SEMINATIVAS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA!

1. Montar los moldes (a modo de sandwich) para la polimerizacion de los geles.
2. Preparar el gel separador y el gel concentrador. Desgasificar ambas soluciones?.

3. Aiiadir 40 pl de persulfato aménico al 10 %y 5 ul de TEMED a la solucion del gel
separador. Llenar los dos moldes con dicha solucién.

4. Aiiadir 50 pl de N-butanol saturado en H,Oy dejar polimerizar.?

5. Una vez polimerizado el gel, eliminar el N-butanol con H,O destilada. Repetir el
paso 3 con la solucién del gel concentrador, afiadiendo 25 pl de persulfato amoénico
al 10 %y 5 ul de TEMED. ~

6. Para preparar las muestras, tomar aproximadamente 30 pgr de proteinas totales,
completar con H,O destilada hasta 10 pl y afiadir otros 10 pl del tampén de
muestras 2x hasta obtener un volumen final de 20 pl.

7. Cargar dichas muestras® en los pocillos sin que se llegue a rebasar la altura de
éstos. Conectar a voltaje constante (100 V) durante 45 min.’

ETAPA2: RENATURALIZACION PROTEICA #
8. Lavar el gel en solucién de renaturalizacién® durante 20 min. x 3.

ETAPA 3: DETECCION DE ACTIVIDAD BUTIRATO Y ACETATO ESTERASA

9. Incubar el gel a 37 °C en la solucién de tincion correspondiente durante 1-3 h.”

10. Lavar el gel en H,O destilada durante unos min. para detener la reaccion.

REACTIVOS:

@ Tampon del anodo: Tris-CIH 25 mM, pH 8.3, y glicina 192 mM.
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© Tampén del catodo: Tris-CIH 25 mM, pH 8.3, glicina 192 mM y SDS al 0.1 % (p/v).
® Tampon de separacién 4x: Tris- CIH 1.5 M, pH 8.8.
® Tampoén de concentracién 4x: Tris- CIH 0.5 M, pH 6.8.

© Solucién de acrilamida $ al 30 % (30 % T, 2.7 % C): 29.2 gr acrilamida y 0.8 gr de
bis-acrilamida en 100 ml de H,O destilada.

® Tampén de muestras 2x: Tris-CIH 50 mM, pH 6.8, SDS al 4 % (p/v), glicerol al 12 %
(v/v), B-mercaptoetanol «gﬁ al 2 % (v/v) y azul de bromofenol al 0.01 % (p/v).

® Gel de separacién (15 %): 2.53 ml de acrilamida al 30 %, 1.265 mi del tampon de
separacion 4x, 49.5 pl de SDS al 10 % (p/v), 495 pl de glicerol al 50 % (v/v) y 600 pl de
H,0 destilada por cada minigel.

@ Gel de concentracion (4 %): 250 ul de acrilamida al 30 %, 500 ul del tampon de
concentracion 4x, 20 pl de SDS al 10 % (p/v) y 1.23 ml de H,O destilada por cada minigel.

® Tampén de renaturalizacién: Triton X-100 al 2.5 % (v/v) en tampon fosfato sodico 0.05
M, pH 7.0.

© Solucién de tincién butirato esterasa: 5 ml de a-naftil butirato é% (Sigma, USA) al 1 %
(v/v) en acetona, 200 mg de la sal "Fast Blue RR" .g@g (Sigma, USA) y 100 ml de tampén
fosfato sodico 0.1 M, pH 7.0.

@ Solucion de tincion acetato esterasa: 60 mg de o-naftil acetatog@ (Sigma, USA) en 1 ml
de acetona, 200 mg de la sal "Fast Blue RR" (Sigma, USA) y 100 ml de tampén fosfato
sodico 0.1 M, pH 7.0.

® Notas:
! Segiin Laemli (1970), con ligeras modificaciones.
2 E1 O, inhibe la polimerizacion de la acrilamida.

3 El butanol crea una pelicula aislante, evitando que entre el aire mientras el gel polimeriza. Por otro lado,
permite que la superficie de polimerizacin sea absolutamente plana.

4 No hervir las muestras.

5 La electroforesis de proteinas se llev a cabo en un sistema "Mini Protean IT* (Bio-Rad, USA), siguiendo las
indicaciones del manual que acomparia a dicho equipo.

® De esta forma, extraemos ¢l SDS del gel.

7 Incubar el gel en un recipiente de cristal cubierto con un plstico y papel de aluminio para evitar la luz. Si
transcurridas 1-3 h no aparece sefial en el gel, prolongar la incubaci6n el tiempo necesario.



G
(is;

44 Capitulo segundo

RV

a0,
‘{:{

i
Y

PROTOCOLO 10. Tincion de proteinas totales con azul Coomassie

PROCEDIMIENTO:

1. Una vez separadas las proteinas mediante electroforeis (Protocolo 8), tefiir el gel en
una solucién de tincién durante 1 h y en agitacién.’

2. Lavar con H,O destilada.

3. Desteiiir el gel para eliminar el exceso de colorante.

REACTIVOS:

@ Solucién de tincién: acido acético al 10 % (v/v), metanol j:g al 25 % (v/v) y azul de
Coomassie al 0.1% (p/v).

® Solucion para desteiiir: etanol al 25 % (v/v) y acido acético al 10 % (v/v).

® Notas:

! Si transcurrido ese tiempo no aparecen bandas de proteinas, dejar el gel en la solucion de tincién durante una
noche.

PROTOCOLO 11. Secado de geles

PROCEDIMIENTO:

1. Tras tefiir el gel con azul de Coomassie (Protocolo 10), dejar el gel dura;}te una
noche en una solucién de glicerol al 3 % (v/v). ‘

2. Colocar un trozo de papel de celofan humedecido con H,O sobre una placa de
metacrilato, poner el gel y, sobre éste, otro pedazo de celofin humedecido,
cuidando que no queden burbujas entre ambos.

3. Poner el molde de la segunda placa de metacrilato, que encaja con la primera, y
sujetar el celofan con unas pinzas tal y como se muestra en la figura 2.1, cuidando
de no tensarlo excesivamente.
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Papel de Pinza
Celofan
(x2)

Marco de
metacrilato (x2)

Gel de acrilamida tefiido '
con azul de Coomassie

F16URA 2.1. Sistema de secado de geles.

4. Dejar secar sobre una superficie plana. Una vez seco, es posible obtener una

imagen digitalizada del gel mediante un escaner.

PROTOCOLO 12. Isoelectroenfoque (IEF) de la fraccién purificada

correspondiente a Ole e 1

PROCEDIMIENTO:

1. Montar el molde del gel, tal y como se muestra en la figura 2.2. Afiadir 1.5 ml de
H,O al cristal y, a continuacién, colocar una lamina de plastico (Bio-Rad, USA)
sobre el cristal', cuidando que no queden burbujas de aire entre ambas. Finalmente,
disponer el cristal sobre la bandeja de metacrilato cuidando que el plastico quede

hacia abajo.

2. Preparar el gel de la siguiente forma:

* Mezclar en un matraz 6.5 ml de una solucién de acrilamida al 40 %, 3.0 ml de
una solucion de bis-acrilamida al 2 %, 4.67 ml de una solucién de glicerol al

87 %, 15 ml de la solucién de 4cido glutamico y 9.0 ml de H,0 destilada.

» Afiadir ripidamente los anfolitos a la mezcla anterior (pH 3.5-10 = 930 pl +

pH 4-6 = 67 pl + pH 5-7 = 67 pl).

» Aplicar vacio a la mezcla anterior durante 10 min.>
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o Afiadir 600 pl de una solucién de persulfato aménico al 1 %, 20 pl de
TEMED y 20 pul de una solucion de riboflavina al 1 %.
3. Transferir la mezcla al molde por capilaridad mediante una pipeta y dejar

polimerizar durante al menos 1 h.?

Abrir el molde y extraer el gel con cuidado®. Eliminar cualquier resto acuoso que
aparezca sobre los bordes y superficie del mismo.

Disponer el gel en el centro del bloque de refrigeracion del tanque de
electroforesis.’

Cortar dos bandas de papel Whatman n° 17 y disponerlas de forma paralela y
alineada respecto a los electrodos, en ambos extremos del gel. Saturar una de las
bandas (catodo) con una solucién de hidréxido sédico 1 M y la otra (4nodo) con
una solucién de acido fosforico 1 M, evitando que ambas soluciones mojen el gel.

Aplicar las muestras (10 pl) y los marcadores (IEF Standards pH 4.45-9.6, Bio-
Rad, USA) sobre pedacitos rectangulares (10 x 5 mm) de papel de filtro Whatman
n° 3 MM, situados en el centro del gel.

Correr el gel a voltaje constante (600 V) durante 2 h, a 4°C®

Tefiir el gel con una solucion de azul de Coomassie durante unos min. y lavar a
continuacion con HO destilada.

Cristal Ldmina

de plastico
Gel de
B o S e e o S r acri'amiﬁa

Molde de ) .| =

metacrilato

FI6URA 2.2. Esquema del sistema de llenado del molde de metacrilato con un gel
de acrilamida mediante capilaridad.

REACTIVOS:

P !
w9

@ Soluciones de acrilamida al 40 % (p/v) {%y de bis-acrilamida al 2% (p/v) 3=

B

® Solucién de glicerol al 87 % (v/v)
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® Acido glutimico: 235 mgr en 200 ml de H,O destilada.
O Anfolitos (Bio-Rad, USA)

® Persulfato aménico al 1 % (p/v)

® Solucién de riboflavina al 1% (p/v)

® TEMED

® Tampén del anodo: scido fosforico 1 M.

© Tampén del citodo: hidroxido sodico 1 M.

® Solucién de azul de Coomassie:

« Afiadir 2 gr de azul de Coomassie en 400 ml de acido sulftirico 2 M.
* Diluir con 400 ml de H,O destilada.

» Filtrar la soluci6n anterior utilizando papel Whatman n® 1 y afiadir 89 ml de hidréxido
potasico 10 M y 120 ml de una solucion de TCA al 100 % (p/v).

® Notas:
! Colocar la cara hidréfoba del plastico en contacto con el cristal,
? E1 O, inhibe 1a polimerizacién de la acrilamida.

* Cuidar que no se formen burbujas mientras se vierte el gel sobre el molde. Para ello, el frente del gel deberia
avanzar de forma homogénea a lo largo de todo el ancho del molde. Afiadir al final del gel unas gotas de N-
butanol, que forman una pelicula aislante que evita que entre el aire.

* El gel tiene un grosor de 0.5 mm, por lo que debe ser manejado con sumo cuidado.
5 Poner una gota de H,O destilada entre la superficie del bloque y el gel para permitir la transfer;ncia de calor.

® El IEF se llevé a cabo en un sistema "IEF 1415" (Bio-Rad, USA), siguiendo las instrucciones del manual que
acompaiia a dicho equipo.

PROTOCOLO 13. Western blot

PROCEDIMIENTO:
ETAPA 1: TRANSFERENCIA

1. Una vez separadas las proteinas (Protocolo 8), equilibrar el gel en tampén de
transferencia durante 30 min.
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2. Pretratamiento de la membrana de PVDF !

» Mojar la membrana en metanol.
« Eliminar el metanol y afiadir H,O destilada. Dejar agitando durante 3-5 min.

« Equilibrar la membrana en tampén de transferencia durante 10 min.

3. Montar los cassettes de transferencia.’

4. Transferir’ a 100 V durante 1.5 h. Una vez finalizada la transferencia, secar la
membrana sobre papel secante (poner las proteinas hacia arriba) y guardar a 4 °C
hasta su posterior uso, o bien continuar con la inmunodeteccion.

ETAPA2:  INMUNODETECCION
S. Bloquear la membrana en solucién de bloqueo durante 2-5 h, a 4 °C.

6. Incubar con el anticuerpo primario especifico (ver tabla), a temperatura ambiente:

TABLA 2.2

ANTICUERPO

PRIMARIO" DILUCION TIEMPO MATERIAL

. Extractos crudos de
O Anticuerpo monoclonal " de oli distint
anti-Ole e 1 1:200 12h anteras de olivo en nto

estadio de desarrollo

® Anticuerpo policlonal 1:2000 th Extracto crudo de polen
Anti-Ole e 1 ' maduro de olivo (Picual)

Extractos crudos de polen
1:1000 12h maduro de olivo (distintas
variedades)

® Anticuerpo monoclonal
anti-Ole e 1

Extracto crudo de polen
1:50 12h maduro de olivo (variedad
Picual)

© Anticuerpo monclonal
anti-Pla 11

Extractos crudos de polen
1:1000 12h maduro de olivo (distintas
variedades)

® Sueros de pacientes
alérgicos al olivo
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TABLA 2.2. Continuacion,

ANTICUERPO
ILUCI TIEMPO TERIA
PRIMARIO* DILUCION MATERIAL
® Anticuerpos Extracto crudo de polen
1:100 12h

monoclonales anti-cutinasa maduro de olivo (Picual)

@ Anticuerpo monoclonal 1:2000 12h Extracto crudo de polen de
anti-Ole e 1 )  Brassica oleraceae

® Anticuerpo policlonal 1:2000 th Extracto crudo de polen de
Anti-Olee 1 ' Brassica oleraceae

7. Lavar con TBST durante 10 min. x 2.

8. Incubar con el anticuerpo secundario (ver tabla) a temperatura ambiente:

TABLA 2.3
ANTICUERPO DILUCION TIEMPO MATERIAL
SECUNDARIO
© Anticuerpo de conejo anti-Ig6 Extractos crudos de anteras
de ratén, conjugado con fosfatasa 1:2000 2h de olivo en distinto estadio
alcalina (SIGMA) de desarrollo
® Anticuerpo de cabra anti-Ig6 Extracto crudo de polen
de conejo, conjugado con 1:2000 th maduro de olivo
fosfatasa alcalina (SIGMA) (variedad Picual)
® Anticuerpo de conejo anti-Ig6 Extractos crudos de polen
de ratén, conjugado con fosfatasa 1:2500 2h maduro de olivo
alcalina (SIGMA) (distintas variedades)
@ Anticuerpo de conejo anti-Ig6 Extracto crudo de polen
de ratén, conjugado con fosfatasa 1:1000 3h maduro de olivo
alcalina (SIGMA) (variedad Picual)
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TABLA 2.3. Continuacidn.

ANTICUERPO
DILUCION TIEMPO MATERIAL
SECUNDARIO
® a) Anticuerpo de ratdn anti-IgE 1:1000 ih
de humano (STEMA) Extractos crudos de polen
b) Anticuerpo de conejo anti-Ig6 maduro de olivo
de ratédn, conjugado con fosfatasa 1:1000 th (distintas variedades)
alcalina (SIGMA)
® Anticuerpo de cabra anti-Ig6 Extracto crudo de polen
de ratén, conjugado con fosfatasa 1:2000 th maduro de olivo
alcalina (SIGMA) (variedad Picual)
@ Anticuerpo de conejo anti-Ig6 Extracto crudo de polen de
de ratdn, conjugado con fosfatasa 1:2000 2h Brassica oleraceae
alcalina (SIGMA)
® Anticuerpo de cabra anti-Ig6 Extracto crudo de polen de
de conejo, conjugado con 1:2000 th

fosfatasa alcalina (SIGMA)

Brassica oleraceae

9. Lavar con TBST durante 10 min. x 2.

10.Llevar a cabo la deteccion de la sefial segin se describe en el protocolo 14.

REACTIVOS:

@ Tampén de transferencia: Tris-CIH 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20 %4v/v). El

pH deberia estar comprendido entre 8.1y 8.4.

@ Solucion de blogqueo: leche en polvo al 3 % (p/v) en tampén TBST.

@® TBST: Tris-CIH 10 mM, pH 7.4, cloruro sédico 150 mM y Tween 20 al 0.3 % (v/v).

© Metanol &3

@® Notas:

! La membrana de PVDF es muy hidréfoba y es necesario hidratarla. Usar siempre guantes y evitar tocar la

membrana con los dedos.
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? La transferencia de proteinas se llevé a cabo en un sistema "Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell"
(Bio-Rad, USA), siguiendo las indicaciones del manual que acompaiia a dicho equipo.

? Alternativamente, podemos transferir toda Ia noche a bajo voltaje (Ej.: 15 V), a 4 °C.

* Todos los anticuerpos primarios ensayados son monoclonales. Los anticuerpos anti-Ole ¢ 1 fueron cedidos por
el Dr. Carlos Lahoz (Fundacién Jiménez Diaz, Madrid) y el anticuerpo 2A10 por el Dr. Florentino Polo
(ALK-Abell6 S.A., Madrid). Finalmente, los anticuerpos CU3-GA11.EA8, CU3-CF3.DE4, CU3-GD8.BB1 y
CU1-CH12 (cortesia de la Dra. Frances M. Dewey, Department of Plant Sciences, University of Oxford, UK)
son especificos frente a una cutinasa del hongo Fusarium sp.

PROTOCOLO 14. Revelado de actividad fosfatasa alcalina mediante NBT/BCIP

PROCEDIMIENTO:

1. Tras incubar con el anticuerpo secundario, lavar la membrana con tampén de
lavado durante 15 min. x 2, a temperatura ambiente.

2. Equilibrar la membrana en tampo6n de activacion durante 2-5 min., a temperatura
ambiente.

3. Preparar la solucion de NBT/BCIP (Amresco, USA):

e Afiadir 66 pl de NBT en 10 ml de tamp6n de activacion alcalino y agitar.

e Afiadir 33 pl de BCIP y agitar. Usar dentro de la hora siguiente a su
preparacion.

4. Incubar la membrana con el substrato hasta que aparezca la sefial'. Lavar con H,0
destilada.

REACTIVOS: #

@ BCIP: disolver 0.5 gr de BCIP en 10 ml de dimetilformamidag-pura. Almacenar a 4 °C.

® NBT: disolver 0.5 gr de NBT en 10 ml de una solucién de dimetilformamida al 70 % (v/v).
Almacenar a 4 °C y en oscuridad.

® Tampon de activacion de la fosfatasa alcalina: cloruro sédico 100 mM, cloruro de
magnesio 5 mM y Tris-CIH 100 mM, pH 9.5.

® Tampén de lavado: acido maleico 0.1 M, cloruro sédico 0.15 M y Tween 20 al 0.3 %
(v/iv), pH 7.5.
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@ Notas:

! La desfosforilacién del substrato BCIP por el enzima fosfatasa alcalina origina la aparicion del producto BCI
que se une al NBT y forma un compuesto insoluble de color violaceo.

PROTOCOLO 15. Revelado de actividad fosfatasa alcalina mediante CDP-Star!

PROCEDIMIENTO:

1. Tras incubar con el anticuerpo secundario, lavar con tampén de lavado durante 15
min. X 2, a temperatura ambiente.

2. Equilibrar en tampén de activacién durante 2-5 min., a temperatura ambiente.

3. Diluir el substrato CDP-Star en 2-3 ml de tampén de deteccion (dilucién 1:100) e
incubar la membrana durante 5 min.

5. Eliminar el exceso de liquido, evitando que la membrana se seque totalmente.

6. Exponer la membrana a una pelicula fotografica (Ej.: Hiperfilm ECL, Amersham,
UK) durante 1-5 min. en un cassette de autorradiografia.

7. Revelar la pelicula.

REACTIVOS:

@ Tampén de lavado: acido maleico 0.1 M, cloruro sédico 0.15 M y Tween 20 al 0.3 %
(v/iv), pH7.5.

® Tampén de activacion de la fosfatasa alcalina: cloruro sédico 100 mM, cloruro de
magnesio 5 mM y Tris-CIH 100 mM, pH 9.5. #

@ Notas:

! La desfosforilacién del substratc CDP-Star (Boehringer-Mannheim, Alemania) por el enzima fosfatasa

alcalina conduce a la formacion del anién metaestable fenolato de dioxetano, que se descompone y emite iz a
466 nm.

.Q..O....C.‘00..0.COQ.Q...Q.‘.QQ.O...COO...Q.C.Q....Q..O..!‘
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PROTOCOLO 16. Aislamiento de ARN total de polen de olivo'

PRINCIPIO:

La tecnologia RNeasy (Quiagen) aprovecha las propiedades de unién selectiva de una
membrana de gel de silice. Un tampén de alto contenido en sales permite la unién
eficiente de hasta 100 pg de especies de ARN de una longitud mayor de 200 pb a
dicha membrana. Esquematicamente, el proceso se resume en la figura 2.3.

Centrifugar Centrifugar
en columna en columna
QIAshredder RNeasy

total

Afnadir Lavar
etanol x3

FI6URA 2.3. Aislamiento de ARN total de polen de olivo mediante
el sistema RNeasy Plant Kit (Quiagen).

PROCEDIMIENTO:

1. Homogeneizar 0.1 gr de polen en un mortero con N, liquido hasta reducir el
material a un polvillo fino.

2. Afladir 500 pl de tampén de lisis RLT y 5 pl de B-mercaptoetanol @ y
homogeneizar la mezcla en un tubo de 1.5 ml. Incubar a 56 °C durante 1-3 min.

3. Aplicar el homogenado a una columna “QIAshredder” y centrifugar 2 min. a
12.000 g.

4. Transferir la fraccion filtrada a un nuevo tubo de 1.5 ml y afiadir 225 ul de etanol.

5. Aplicar la muestra a una columna “RNeasy spin” y centrifugar durante 15 seg. a
8.000 g.
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6. Descartar la fraccion filtrada, afiadir 700 pl de tampén de lavado RW1 en la
columna y centrifugar como en el paso anterior.

7. Poner la columna en un tubo nuevo de 2 ml. Afiadir 500 pl de tampén de lavado
RPE y centrifugar durante 15 seg. a 8.000 g.

8. Afiadir 500 pl de tampén RPE en la columna y centrifugar 2 min. a 12.000 g.

9. Eluir el ARN con 30-50 pl de H,O-DEPC? é:;;%centrifugando durante 1 min. a 8.000
g. Guardar a —20 °C hasta su posterior uso.

® Notas:

' La extraccién de ARN total se llevé a cabo usando el sistema comercial “RNeasy Plant Total RNA”
(Quiagen), siguiendo las instrucciones del manual “RNeasy Plant Handbook”. Ademas de las columnas, se
incluyen todas las soluciones necesarias para llevar a cabo la extraccion.

> El ARN es degradado por enzimas ribonucleasas, muy estables y activas. El DEPC es un inhibidor de RNasas.

PROTOCOLO 17. Aislamiento de ARN total de anteras de olivo

PROCEDIMIENTO:

1. Homogeneizar 0.1 gr de tejido en un mortero con N, liquido hasta reducir el
material a un polvillo fino.

2. Poner dicho polvillo en un tubo de 2 ml libre de RNasas y afiadir 750 pl de fenol y
750 pl de tamp6n de extraccion.

3. Agitar unos seg. y dejar en hielo unos min., agitando ocasionalmente. Cenngfugar a
12.000 g durante 5 min. *

4. Transferir el sobrenadante a un tubo de 2 ml nuevo y afiadir 0.5 ml de
fenol/cloroformo (1:1). Voltear y centrifugar a 12.000 g durante 5 min. a
temperatura ambiente.

5. Afiadir 700 pl de isopropanol’ y dejar a —20 °C toda la noche.

6. Centrifugar a 12.000 g durante 15 min. Eliminar el sobrenadante y resuspender el
precipitado en 500 ul de H,O-DEPC.

7. Afiadir 500 pl de cloruro de litio 4 M y dejar toda la noche a 4 °C.?
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8. Centrifugar a 12.000 g durante 15 min. y eliminar el sobrenadante. Resuspender el
precipitado en 400 ul de H,0-DEPC.

9. Aiiadir 40 ul de acetato sédico 3 M, pH 5.2, y 1 ml de etanol al 100 %, Dejar a -20
°C durante una noche.

10. Centrifugar a 12.000 g durante 15 min. y eliminar el sobrenadante.

11. Afiadir 1 ml de etanol al 70 % y centrifugar a 12.000 g durante 5 min.

12. Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 50 pl de H,O-DEPC.

REACTIVOS:

® Tampén de extraccién: Tris-CIH 100 mM, pH 8.5, cloruro sédico 100 mM, EDTA 20
mMy SLS al 1 % (p/v). Guardar a temperatura ambiente.

® Fenol -3

® Fenol/cloroformo (1:1) &
O Isopropanol

® Cloruro de litio 4 M

® Acetato sédico 3 M, pH 5.2
@ Etanol al 70 % (v/v)

® Etanol al 100% (viv)

® H,0-DEPC® Q : DEPC al 0.1 % (v/v) en H,O destilada. Autoclavar para eliminar el
DEPC.

® Notas:

" En este paso precipitan los dcidos nucleicos (ARN y ADN).
*En este paso precipita el ARN.

>El ARN es degradado por enzimas ribonucleasas, muy estables y activas. El DEPC es un inhibidor de RNasas.
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PROTOCOLO 18. Cuantificacion de dcidos nucleicos

PROCEDIMIENTO:

1. Diluir cada muestra (dilucién 1:100 6 1:50) en HyO-DEPC hasta un volumen final
de 500 pl.

2. Medir la absorbancia a 260 nm (Ag) y 280 nm (Ayg) de cada muestra en un
espectrofotémetro (Ej.: UV-1603, Shimadzu, Japon).

3. Para calcular la concentracién de ARN' en pg/ml, multiplicar el valor de A x 40
x factor de dilucién. Para calcular la concentracién de ADN? de doble cadena en
ug/ml, multiplicar el valor de Ay x 50 x factor de dilucion.

4. El cociente Ajso/Azg proporciona una estimacion de la pu1reza3 del ARN.

5. La integridad* del ARN se puede determinar en un gel de agarosa al 1 % en tamp6n
TBE (Protocolo 21).

REACTIVOS:

©® H,0-DEPC* &3 : DEPC al 0.1 % (v/v) en H,O destilada. Autoclavar para eliminar el
DEPC.

® Notas:

' Agso=1 corresponde a 40 pug de ARN por ml.

? Agso=1 corresponde a 50 pg de ADN de doble cadena por ml.

* Una muestra de ARN 6 ADN puro presenta un valor A/ Agsode 1.7-2.0. ,

* Si no hay degradacién, en el gel aparecen 2 bandas nitidas correspondientes al ARN ribosomico 28S y 18S,
respectivamente. Para visualizar el ARN en el gel, se utiliz6 el programa Quantity One 4.1.0, incorporado en
el sistema de documentacion de geles Gel. Doc 1000/2000 (Bio-Rad, USA).

El ARN es degradado por enzimas ribonucleasas, muy estables y activas. El DEPC es un inhibidor de RNasas.

PROTOCOLO 19. Electroforesis de ARN en condiciones desnaturalizantes'

PROCEDIMIENTO:

1. Tratar el tanque de electroforesis, bandeja y peine con una solucién de hidréxido
s6dico® 0.1 M durante 6 h. Lavar con H,O-DEPC.
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2. Preparar el gel de agarosa segiin se describe a continuacion:

« Afiadir 1 gr de agarosa en 35.99 ml de H,O-DEPC.

« Fundir en el microondas y dejar enfriar unos min.

o Afiadir 5 ml de MOPS 10x, 9 ml de formaldehido al 38 % y 10 pl de la
solucion de bromuro de etidio.

« Verter la mezcla en una bandeja y dejar solidificar® durante 30 min.
3. Preparar las muestras® segin se describe a continuacién:

o Mezclar el ARN (aproximadamente 2-5 pgr) con 1 vol. de tampén de
desnaturalizacion.

» Incubar las muestras a 65 °C durante 2 min. y enfriar en hielo inmediatamente.
» Centrifugar durante 5 min. a 12.000 g

» Afiadir 1/10 vol. de tampdn de muestras 10x en cada tubo.

4. Cargar las muestras y correr el gel a 110 V durante 1 h, en una cubeta de
electroforesis "Minisub DNA Cell" (Bio-Rad, USA).’

REACTIVOS:

O Solucién de hidroxido sédico 0.1 M

® Tampén MOPS 10x: MOPS 0.2 M, acetato sédico 50 mM y EDTA 5 mM.

® Solucion de formaldehido al 38 % (p/v) &g

@ Tampoén de desnaturalizacién: tampon MOPS 0.7x y formaldehido al 9.2 %g(p/v).
® Tampoén de electroforesis 1x: tampon MOPs 1x y formaldehido al 3 % (p/v).

® Tampén de muestras 10x: glicerol al 50 % (v/v), EDTA 1 mM, pH 8.0, azul de
bromofenol al 0.25 % (p/v), xilenocianol al 0.25 % (p/v) y H,O-DEPC.

@ Solucion de bromuro de etidio £ al 0.5 % (p/v)

® H.O-DEPC’- : DEPC al 0.1 % (v/v) en HyO destilada. Autoclavar para eliminar el
DEPC.
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® Notas:
"Protocolo segin Jones (1995), con algunas modificaciones.
2 El tratamiento con hidroxido sodico deberia eliminar cualquier actividad RNasa presente en el equipo.

3 Colocar el peine en el gel cuidando que no toque con el fondo de 1a cubeta con objeto de evitar fugas al cargar
las muestras en los pocillos.

4 Tratar los marcadores moleculares (Ej.: RNA Markers, 0.28-6.58kb, Promega, USA) como una muestra mas.

5 Si no hay degradacién, en el gel aparecen 2 bandas nitidas correspondientes al ARN ribosomico 28S y 188,
respectivamente. Para visualizar el ARN en el gel, se utiliz6 el programa Quantity One 4.1.0, incorporado en
el sistema de documentacion de geles Gel.Doc 1000/2000 (Bio-Rad, USA).

¢ E1 ARN es degradado por enzimas ribonucleasas, muy estables y activas. E1 DEPC es un inhibidor de RNasas.

PROTOCOLO 20. Northern blot*

PROCEDIMIENTO:
ETAPA 1: TRANSFERENCIA
1. Tras la electroforesis (Protocolo 19), lavar el gel con H,O-DEPC durante unos min.

2. Transferir el ARN a una membrana de nylon mediante capilaridad, de acuerdo al
esquema que se muestra en la figura 2.4, durante 6-18 h y utilizando tamp6n de
transferencia.’

ETAPA 2: HIBRIDACION

3. Lavar la membrana en tampén de lavado durante unos min. y dejar secar a
temperatura ambiente’.

4. Prehibridar la membrana a 42 °C con tamp6n de hibridacién durante 4-6 h.

&

5. Desnaturalizar la sonda® Ole e 1 a 95 °C durante 10 min. Enfriar inmediatamente en
hielo y poner en 10 ml de tampén de hibridacion. Hibridar a la misma temperatura
(42 °C) durante toda la noche.

ETAPA 3: INMUNODETECCION

6. Lavar la membrana en tampén de lavado 2x durante 5 min. x 2, a temperatura
ambiente.

7. Lavar la membrana en tampén de lavado 0.1x durante 15 min. x 2.



Material y Métodos 59

RN
B

8. Incubar la membrana en solucion de bloqueo durante 4 horas, a temperatura
ambiente.

9. Diluir el anticuerpo anti-digoxigenina (dilucién 1:10.000) en solucién de bloqueo e
incubar la membrana durante 1 h, a temperatura ambiente.

10. Lavar con tampdn de lavado durante 15 min. x 2.

11. Equilibrar con tampén de activacion de la fosfatasa alcalina y llevar a cabo la
deteccion con CDP-Star (Protocolo 15).

Peso (500g)

/ Cristal

Toallitas de papel | ] /

\% Papel Whatman 3MM
R R ==

Membrana de nylon
Papel Whatman 3MM Gel

Tampon de
transferencia

Soporte

FIGURA 2.4. Esquema de la transferencia de dcidos nucleicos a
una membrana de nylon mediante capilaridad.

REACTIVOS:

© Tampén de transferencia: hidroxido sédico 7.5 mM. ,

® Tampén de hibridacién: fosfato potasico 25 mM, pH 7.4, SSC 5x, Denhardt’s 5x, ADN
de esperma de salmon a una concentracion de 50 pg/ml, formamida % al 50 % (viv) y
H,O-DEPC.

® SSC 20x: cloruro sédico 3 M y citrato sodico 0.3 M. Ajustar pH a 7.0 con una solucién de
hidréxido sédico 10 M. Autoclavar.

O Solucién de SDS al 10 % (p/v): calentar a 68 °C para facilitar su disolucion. Ajustar el pH
a 7.2 con CIH concentrado.

® Tampén de lavado: 4cido maleico 0.1 M, cloruro sodico 0.15 M y Tween 20 al 0.3 %
(viv),pHa7.5.
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® Tampén de lavado 0.1x: SSC 0.1x y SDS al 0.1 % (v/v).
@ Tampén de lavado 2x: SSC 2x y SDS al 0.1 % (v/v).

® Solucién de bloqueo: agente de bloqueo (Boehringer-Mannheim, Alemania) al 10 % (p/v)
en tampoén de lavado.

® Tampén de activacion de la fosfatasa alcalina: cloruro sédico 100 mM, cloruro de
magnesio 5 mM y Tris-CIH 100 mM, pH 9.5.

o HZO-DEPC5§% : DEPC al 0.1 % (v/v) en H,O destilada. Autoclavar para eliminar el
DEPC.

@® Notas:

! La transferencia se llevé a cabo segiin Sambrock y col. (1989). La hibridacién se realizé de acuerdo al
protocolo descrito en “The DIG System User’s Guide for Filter Hybridization” (Bocheringer-Mannheim,
Alemania), con ligeras modificaciones.

2 Hidroliza parcialmente el ARN incrementando la velocidad y eficiencia de transferencia de ARNs de gran
tamatfio (>2,3 Kpb).

3 Dado que el ARN transferido en un tampon alcalino se une de manera irreversible a una membrana de nylon,
1o es necesario ningan tratamiento de fijacién después de la transferencia.

4 60 pmol (5-25 ngr/ml) de sonda ADN marcada con digoxigenina y sintetizada mediante PCR a partir del clon
Ole 3c, tal y como se describe en el protocolo 28.

S El ARN es degradado por enzimas ribonucleasas, muy estables y activas. El DEPC es un inhibidor de RNasas.

PROTOCOLO 21. Electroforesis de ADN

PROCEDIMIENTO:
1. Preparar el gel de agarosa segin se describe a continuacion: a

« Afiadir 0.5 gr de agarosa en 50 ml de tampon TBE 1x.
« Fundir en el microondas y dejar enfriar unos min.

« Afiadir 1 pl de la solucion de bromuro de etidio.
« Verter la mezcla en una bandeja y dejar solidificar' durante 30 min.

2. Preparar las muestras’ mezclando 1 vol. de ADN (10 ul de la reaccién de PCR) con
1/6 vol. del tampon de muestras 6x.
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3. Una vez solidificada la agarosa, retirar el peine y llenar la cubeta de electroforesis
con tampon TBE 1x.

4. Cargar las muestras y correr el gel a voltaje constante (80 V) durante 1 h, en una
cubeta de electroforesis "Minisub DNA Cell" (Bio-Rad, USA).}

REACTIVOS:

® Tampén TBE 10x: Tris-CIH 890 mM, pH 8.0, acido boérico 890 mM y EDTA 20 mM.

® Tampén de muestras 6x: glicerol o Ficoll al 15 % (v/v), azul de bromofenol al 0.25 %
(p/v) y xilenocianol al 0.25 % (p/v).

® Solucién de bromuro de etidio 4 al 0.5 % (p/v)

@ Notas:
! Colocar el peine en el gel cuidando que no toque con el fondo de la cubeta con objeto de evitar fugas al cargar
las muestras en los pocillos.

? Tratar los marcadores moleculares de tamafio (Ej.: A/Hind ITI, MBI Fermentas, Lituania) como una muestra

3 Para visualizar el ADN en el gel, se utilizo el programa Quantity One 4.1.0, incorporado en el sistema de
documentacion de geles Gel.Doc 1000/2000 (Bio-Rad, USA).

PROTOCOLO 22. Aislamiento de ADN a partir de geles de agarosa

PRINCIPIO:

El sistema Prep-A-Gene DNA Purification (Bio-Rad, USA) se basa en la ytilizacion de
una matriz de silice con unas propiedades de unién selectiva a ADN en funcién del
tamafio de los fragmentos. Esta matriz presenta una gran capacidad de unién a ADN
(>0,2 pg de ADN por cada pl de matriz en suspensién) y junto con el uso de filtros y
tampones especificos permite el aislamiento rapido y eficiente de ADN a partir de
geles de agarosa.

PROCEDIMIENTO:

1. Estimar la concentracién del ADN que queremos aislar, comparando nuestro ADN
con otro de concentracion conocida (Ej.: A/Hind I, MBI Fermentas, Lituania).
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Cortar la banda de ADN del gel con ayuda de un escalpelo. Poner la banda de
agarosa en un tubo de 1.5 ml y centrifugar durante unos seg. a 12.000 g.

Pesar el gel y estimar su volumen.'

Calcular la cantidad de matriz de silice necesaria® y afiadir 3 vol. (gel + matriz) de
la solucién “DNA Purification kit binding buffer”’. Calentar a 37-55 °C durante
unos min. para facilitar la disolucién de la agarosa.

Aifiadir la matriz de silice, mezclar bien e incubar durante 5-10 min. a temperatura
ambiente (agitar ocasionalmente para facilitar la union del ADN a la matriz).

Centrifugar a 12.000 g durante 30 seg. y eliminar el sobrenadante. Resuspender el
precipitado (matriz + ADN) en un volumen de “DNA Purification kit binding
buffer” equivalente a 25 veces la cantidad de matriz afiadida.

Centrifugar como en el paso anterior y eliminar el sobrenadante. Lavar el
precipitado (matriz + ADN) 2 veces en un volumen de “DNA Washing buffer”
equivalente a 25 veces la cantidad de matriz utilizada.

Eliminar el sobrenadante, cuidando que no queden restos del mismo.*

Resuspender el precipitado (matriz + ADN) en al menos 1 vol. de “Elution buffer”.
Incubar durante 5 min. a 37-50 °C.

10. Centrifugar a 12.000 g durante 30 seg. y transferir el sobrenadante (ADN) a un

tubo de 0.5 ml nuevo.’

® Notas:

! Asumir que 1 gr de gel equivale aproximadamente a 1 ml. #
2 Afiadir 5 pl de matriz por cada pgr de ADN.

? Este tampén incluye perclorato sodico, que facilita la disolucién de la agarosa.

* El etanol y una alta concentracion de sales pueden inhibir determinadas enzimas.

* En este paso de clucién se recupera al menos un 85 % del ADN. Un segundo paso de elucién permite
recuperar un 10-15 % adicional. En este punto, el ADN esta listo para su transformacién, digestion mediante
enzimas de restriccidn y secuenciacion.

7
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PROTOCOLO 23. RT-PCR

PROCEDIMIENTO:

ETAPA1: TRANSCRIPCION REVERSA.

1. Preparar la siguiente mezcla de reaccion:

« 1-5 pgr de ARN total
» 10-50 pmol del adaptador-oligo dT"
« H;O-DEPC hasta un volumen final de 20 pl

2. Incug)ar la mezcla anterior a 70 °C durante 10 min. y enfriar en hielo durante 5
min.

3. Aifiadir los siguientes componentes (se muestran las concentraciones finales):

e Tampén del enzima M-MVL RT 1x
e Mezcla de ANTPs 0.5 mM

+ H,O-DEPC hasta un volumen final de 37.5-39.5 pl

4. Centrifugar unos seg. e incubar los tubos a 37 °C durante 2 min.

5. Afiadir 0.5-2.5 pl del enzima transcriptasa reversa M-MVL? (Promega) e incubar la

mezcla final durante 1 h a 37 °C en un termociclador "Progene Thermocycler”
(Techne, Cambridge, UK).

ETAPA2:  AMPLIFICACION MEDIANTE PCR R

6. Preparar la siguiente mezcla de reaccién (se muestran las concentraciones finales
para un volumen de reaccion de 50 pl):

» Tampon de la polimerasa 1x

e Mezcla ANTPs 1 mM

« 25 ng del oligo especifico (Ole e 1)*
« 25 ng del adaptador-oligo dT

« 10 ul de ADNc procedente de la reaccion anterior
« H,O destilada

(
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7. Incubar a 94 °C durante 3 min en un termociclador "Progene Thermocycler"
(Techne, Cambridge, UK) y disminuir la temperatura a 80 °C°. Afiadir 0.5 pl
unidad del enzima EcoTaq ADN polimerasa (C. Viral, Espaiia).’

8. Continuar con el programa de amplificacién siguiente’:
«94 °C, 1 min.
¢57°C,2min. ¢ 30 ciclos
«72°C, 1 min.
9. Incubar las muestras a 72 °C durante 10 min. y mantener la reaccion a 4 °C.

10. Analizar los productos de reaccion en un gel de agarosa, tal y como se describe en
el protocolo 21.

11.Purificar los productos de PCR mediante el sistema ”Prep.-A-Gene DNA
purification system” (Bio-Rad, USA, USA), tal y como se describe en el protocolo
22,

12. Secuenciar los productos de PCR de acuerdo al método de Sangery col. (1977).%

CONTROLES: para determinar la equivalencia en la cantidad de ARN inicial de cada
muestra, amplificar 10 pl de ADNc procedente de la reaccion RT de cada una de
dichas muestras mediante 10, 20 y 30 ciclos de PCR (con objeto de asegurar una tasa
de amplificacion exponencial) de 94 °C durante 1 min., 60 °C durante 1 min. y 72 °C
durante 1.5 min. cada uno, utilizando 25 ng de los oligos Ubi 1y Ubi 2.°

REACTIVOS:

O Tampoén del enzima M-MLV RT (5x) #

® Transcriptasa reversa M-MLV (Promega, USA)

® Mezcla de dNTPs 10 mM

O Adaptador-oligo dT 1 pM

® Tampoén de la ADN polimerasa (10x)

® EcoTaq ADN polimerasa (C. Viral)

@ Oligo Ole e 1 sense 1 pM
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H;0-DEPC™ £ : DEPC al 0.1 % (v/v) en H,O destilada. Autoclavar para eliminar el
DEPC.

® Notas:

! Aiadir 10 pmol de adaptador-oligo dT (5'-GACTCGAGTCGACATCGA(T),7-3") por cada pgr de ARN total.
? El tratamiento a 70 °C elimina las posibles estructuras secundarias en el ARNm.

* Adiadir 100 unidades (U) del enzima por cada pgr de ARN total. El enzima M-MLV RT se suministra a una
concentracion de 200 U/pl. Se define la unidad como la cantidad de enzima que incorpora 1 nanomol de
dNTPs en forma de 4cido insoluble después de una incubacién durante 10 min. a 37 °C, utilizando poli (tA)-
oligo (dT)s, como cebador.

‘El oligo Ole e 1 sense (5'-ACCTCCAGTTTCTCAATTTCAC-3") fue disefiado en base a la secuencia del clon
3c (Villalba y col. 1994). El oligo fue sintetizado en el Servicio de Sintesis de Oligonucledtidos del Instituto
de Parasitologia y Biomedicina Lopez Neyra (CSIC, Granada) mediante un Oligo 1000 DNA Synthesizer
(Beckman).

> Protocolo de amplificacién “Hot Start”.

® El enzima EcoTaq ADN polimerasa se suministra a una concentracién de 5 U/pl. Se define la unidad como la
cantidad de enzima que incorpora 10 nanomoles de dNTPs en forma de 4cido insoluble después de una
incubacion durante 30 min. a 72 °C.

" La temperatura y el tiempo de "annealing” deben ser determinados empiricamente.

¥ Los oligos Ubi 1 (5 “ATGCAGAT(C/T) TTTGTGAAGAC-3") y Ubi 2 (5'-ACCACCACG(G/A)AGACGG-
AG-3) fueron disefiados para amplificar el gen de la ubiquitina (Watts y Moore, 1989), una proteina muy
conservada que se expresa de forma constitutiva. Los oligos fueron sintetizados en el Servicio de Sintesis de
Oligonucledtidos del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez Neyra (CSIC, Granada) mediante un
Oligo 1000 DNA Synthesizer (Beckman)

° La secuenciacién fue realizada por el Servicio de Secuenciacion del Instituto de Parasitologia y Biomedicina
Lépez Neyra (CSIC, Granada), utilizando para ello un equipo ABI 373 XL Stretch acoplado a un
termociclador PE 9600 (PE Biosystems), y el kit de secuenciacién "ABI PRISM BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction" (PE Biosystems).

' El ARN es degradado por enzimas ribonucleasas, muy estables y activas. El DEPC es un inhibidor de

RNasas. #

PROTOCOLO 24. Inclusion en parafina para microscopia éptica

PROCEDIMIENTO:

ETAPA 1: TRATAMIENTO DE LOS PORTAOBJETOS CON EL ADHESIVO APES
1. Tratar los portaobjetos con mezcla sulfocromica durante 1 noche.

2. Lavar los portaobjetos con H,O destilada x3. Dar un cambio con H,O bidestilada y
secar los portas a 40 °C en una estufa.
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3. Tratar los portas con una solucion del adhesivo APES durante 5 min.

4. Lavar con acetona durante 2 min. x 2 y con H,O bidestilada durante 2 min. x 2.
S. Dejar secar temperatura ambiente. Numerar los portaobjetos.

ETAPA2:  FIJACION

6. Preparar el fijador.

7. En un recipiente de plastico adecuado, afiadir unos ml de fijador sobre el material
que queremos fijar y dejar en hielo durante 30 min,

8. Extraer el aire del material en fijador en una campana de vacio durante 10-15 min.
a4°C.!

9. Hacer un cambio de fijador y dejar las muestras fijando toda la noche a 4 °C.
ETAPA3:  DESHIDRATACION
10. Lavar en tampoén cacodilato 0.1 M, pH 7.2, durante 15 min. x 3.

11. Deshidratar las muestras mediante cambios sucesivos en:

« Etanol al 30 % durante 1.5 h, a 4 °C.
« Etanol al 50 % durante 1.5 h, a 4 °C.

« Etanol® al 70 % durante 1 dia, a 4 °C.
« Etanol al 90 % durante 1.5 h, a 4 °C.

« Etanol al 100 % durante 12 h, a 4 °C.
« Etanol al 100 % durante 1 h, a temperatura ambiente. ¢

« Xileno durante 5 min., a temperatura ambiente.

ETAPA4:  INFILTRACION EN PARAFINA

12. Poner en una estufa un vaso de precipitado con parafina (lentejas), un matraz con
xileno y otro vaso con las muestras, a 58 °C.

13. Mezclar la parafina y el xileno (1:1) con las muestras y dejar 3 dias a 58 °C.

14.Realizar 3 cambios’ de parafina de 3 dias cada uno. Tras el dltimo cambio, dejar
solidificar la parafina a temperatura ambiente.
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ETAPAS:  MICROTOMIA

15. Fijar en un portamuestras el bloque de parafina que contiene la pieza que queremos
cortar.

16. Tallar una pirdmide alrededor de la pieza y fijar el portamuestras con la pieza en el
brazo del microtomo (Fuji Optical Works LTD, Jap6n).

17. Limpiar (mediante un disolvente orgnico, por ejemplo xileno), montar y alinear la
cuchilla en el brazo mévil del microtomo.

18. Realizar las secciones (1-3 pm de grosor), que se colocan sobre una gota de H,O
DEPC en portas previamente tratados con APES. Secar los portas a 37 °C en una
estufa, de forma que las secciones queden perfectamente estiradas y sin

superponerse unas con otras.

19. Tefiir las secciones (Protocolo 28), o bien continuar con la hibridacién in situ
(Protocolo 30).

REACTIVOS:

©® Mezcla sulfocromica ;&% : mezclar (1:1) acido sulfurico concentrado y una solucion
saturada de dicromato potasico (20 gr de dicromato potasico en 80 ml de acido sulfiirico y

20 mi de H,O destilada).

® Acido sulfirico

® Solucion del adhesivo APES al 3 % (v/v) en acetona

© Tampon cacodilato sodico £z 0.2 M, pH 7.2
@ Paraformaldehido &2y solucion comercial de glutaraldehido &b al 25 % (vIv)

® Fijador [paraformaldehido al 4 % (p/v) y glutaraldehido al 0.2 % (v/v) en tampoén
cacodilato al 0.1 % (p/V)]:

o Pesar 1 gr de paraformaldehido.

« Disolver el paraformaldehido en 12.5 ml de tampon cacodilato sédico 0.2 M, pH 7.2.
Adicionar hidréxido sodico 10 M gota a gota para facilitar la disolucion.

« Dejar enfriar unos min. en hielo y afiadir 0.2 ml de la solucion de glutaraldehido.

o Ajustar el pH a 7.2 con NaOH 1 M y afiadir H,O destilada hasta un volumen final de
25 ml.
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@ Parafina (lentejas)
® Xileno

® Etanol al 30 % (v/v), 50 %, 70 %, 90 % y 100 %

® H,0-DEPC* f;% : DEPC al 0.1 % (v/v) en H,O destilada. Autoclavar para eliminar el
DEPC.

@ Notas:

! Facilita la entrada del fijador en los tejidos y evita que las muestras floten.

% Podemos transportar las muestras o almacenarlas a 4 °C y en etanol al 70 % durante largos periodos de
tiempo.

3 El nimero de cambios en parafina y el tiempo de infiltracion dependera de las caracteristicas del tejido que
estemos procesando. Asi por ejemplo, si existen barreras que impiden la entrada de la parafina en los tejidos,
habra que prolongar el tiempo de infiltracién y realizar un mayor nimero de cambios. Las condiciones
indicadas son las idoneas para el material utilizado en este trabajo.

* E1 ARN es degradado por enzimas ribonucleasas, muy estables y activas. E1 DEPC es un inhibidor de RNasas.

PROTOCOLO 25. Procesamiento convencional de muestras para MET

PROCEDIMIENTO:

ETAPA1l: FUACION

1. Fijar las muestras durante 6 h, a 4 °C. Durante este tiempo, desgasificar' las
muestras durante 15 min. x 3.

2. Hacer un cambio de fijador y dejar fijando toda la noche a 4 °C.

3. Lavar en tampén cacodilato 0.1 M, pH 7.2, durante 30 min. x 3, a 4 °C.
ETAPA2:  DESHIDRATACION

4. Deshidratar las muestras mediante cambios sucesivos en:

« Etanol al 30 % durante 1 h, a 4 °C.
« Etanol al 50 % durante 1 h, a 4 °C.

« Etanol al 70 % durante 1 dia, a 20 °C.
« Etanol al 90 % durante 6 h, a -20 °C.
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« Etanol 100 % durante 2 dias x 2, a 20 °C.

ETAPA3:  INFILTRACION EN UNICRYL?
5. Infiltrar las muestras mediante cambios sucesivos en:

« Etanol 100 % + Unicryl (1:1) durante 2 dias x 2, a -20 °C.
o Unicryl durante 1 semana a -20 °C.

o Unicryl durante 1 dia a -20 °C.

6. Poner el material infiltrado en resina en el fondo de céapsulas de gelatina y
polimerizar con luz UV durante 2-3 dias, a -20 °C.*

ETAPA4: MICROTOMIA

7. Fijar en un portamuestras el bloque de resina que contiene la muestra que queremos
cortar.

8. Tallar bajo la lupa una pirimide alrededor de la pieza y fijar en el brazo de un
ultramicrotomo “ULTRACUT E” (Reichert-Jung, Alemania) el portamuestras con

la pieza.

9. Montar y alinear la cuchilla respecto a la muestra. Aproximar manualmente la pieza
a la cuchilla de vidrio con pasos de 1-3 um, hasta que se produzca el primer corte.

10. Obtener secciones ultrafinas (70 nm de grosor) que se colocan sobre una rejilla de
niquel de 200 agujeros, recubierta con una fina pelicula de Formvar al 0.3 % (p/v)
en cloroformo para facilitar la adhesién de dichos cortes. Secar las rejillas a
temperatura ambiente.

REACTIVOS:

© Tampén cacodilato sddico g 0.2 M, pH 7.2

@ Paraformaldehido i&% y solucién comercial de glutaraldehido ﬁg% al 25 % (v/v)
® Fijador [paraformaldehido al 4 % (p/v) y glutaraldehido al 0.2 % (v/v)]:

o Pesar 1 gr de paraformaldehido.

« Disolver el paraformaldehido en 12.5 ml de tampén cacodilato sédico 0.2 M, pH 7.2.
Adicionar hidroxido sodico 10 M gota a gota para facilitar la disolucion.

« Dejar enfriar unos min. en hielo y afiadir 0.2 ml de la solucion de glutaraldehido.
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« Ajustar el pH hasta 7.2 con NaOH 1 M y afiadir H,O destilada hasta un volumen final
de 25 ml

@ Etanol al 30 % (v/v), 50 %, 70 %, 90% y 100 %

© Resina Unicryl £ (BioCell International, UK)

® Notas:
! Para facilitar la penetracion del fijador en los tejidos y evitar que las muestras floten.
2 Podemos almacenar las muestras en etanol al 70 % a 4 °C durante largos periodos de tiempo.

3 El nimero de cambios en resina y el tiempo de inclusion dependera de las caracteristicas del tejido que
estemos procesando. Asi por ejemplo, si existen barreras que impiden la entrada de la resina en los tejidos,
habrd que prolongar el tiempo de inclusion y realizar un mayor mimero de cambios. Las condiciones
indicadas son las idoneas para el material utilizado en este trabajo.

* Alternativamente, podemos polimerizar la resina Unicryl a 60 °C durante 2-3 dias, aunque no es
recomendable para HIS y para la inmunolocalizacion de proteinas termosensibles.

PROTOCOLO 26. Procesamiento de muestras para MET mediante criotécnicas

PROCEDIMIENTO:
ETAPA1l:  CRIOFIJACION

1. Fijar las muestras mediante inmersion en propano liquido a -180 °C en una unidad
KF80 (Reichert-Jung).

ETAPA 2: CRIOSUBSTITUCION

2. Eliminar el H,O de las muestras, en una unidad FSU 010 (Balzers), mediante
cambios sucesivos en: )

« Acetona' pura durante 8 h, a-90 °C.
o Acetona pura durante 8 h, a -60 °C.
o Acetona pura durante 8 h, a -30 °C.

« Acetona pura a -20 °C.
ETAPA 3: INFILTRACION EN UNICRYL

3. Infiltrar las muestras mediante cambios sucesivos en:
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» Acetona pura + Unicryl (3:1) durante 20 dias, a -20 °C.
« Acetona pura + Unicryl (1:1) durante 20 dias, a -20 °C.
« Acetona pura + Unicryl (1:3) durante 20 dias, a -20 °C.
o Unicryl durante 20 dias, a -20 °C.

4. Poner el material en el fondo de céapsulas de §elatina, afiadir resina nueva y
polimerizar con luz UV durante 2-3 dias, a -20 °C.

ETAPA4: MICROTOMIA

Ver detalles en el protocolo 25.

REACTIVOS:
O Propano liguido
® Acetona pura

® Resina Unicryl 3 (BioCell International, UK)

@ Notas:

! Utilizamos acetona como agente deshidratante porque: a) su punto de congelacién permite trabajar a
temperaturas muy bajas, b) su poder disolvente es mayor que el del metanol (el otro disolvente cominmente
utilizado), y c) es miscible con la mayoria de los medios de inclusion.

? Alternativamente, podemos polimerizar la resina Unicryl a 60 °C durante 2-3 dias, aunque no e€s
recomendable para HIS y para la inmunolocalizacién de proteinas termosensibles.

PROTOCOLO 27. Inmunolocalizacion de proteinas alergénicas *

PROCEDIMIENTO:

ETAPA1l:  INMUNOCITOQUIMICA
1. Lavar las rejillas con las muestras en PBS 1x durante 5 min.

2. Bloquear los sitios de unién inespecificos durante 15 min. incubando las rejillas en
una solucion de bloqueo.

3. Incubar las secciones con el anticuerpo primario especifico (ver tabla), diluido en
solucion de bloqueo:
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TABLA 2.4
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ANTICUERPO
PRIMARIO*

DILUCION TIEMPO

MATERIAL

Anticuerpo monoclonal

Secciones semifinas de anteras de

! 1:10 1h olivo en el estadio de microspora
anti-Ole e 1 vacuolada (variedad Picual)
Anticuerpo monoclonal Secciones ultrafinas de polen maduro
anti-Ole e 1 1:10 Ih de olivo (variedad Picual)

. Secciones ultrafinas de polen maduro
AnflcuerPo monaclonal Puro 12h de olivo (variedades Picual, Arbequing,
anti-Ole e 1 Frantoio y Gordal)
Anticuerpo monoclonal Secciones ultrafinas de polen maduro
anti-Ole e 1 Puro 12h de Plantago lanceolata
Anticuerpo monoclonal Secciones ultrafinas de polen maduro
Puro 12h

anti-Pla | 1

de olivo (variedad Picual)

4. Lavar las rejillas en solucién de bloqueo durante 5 min. x 3.

5. Incubar las secciones con un anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de ratén
(dilucidn 1:50) conjugado con oro de 20 nm, durante 2 h.

6. Lavar las rejillas en PBS 1x durante 5 min. x 3, y en H,O bidestilada durante 5

min. x 3.

7. Secar las rejillas a temperatura ambiente.

ETAPA2:  A) VISUALIZACION PARA MICROSCOPiA OPTICA

8. Amplificar la sefial de marcado mediante plata ("Silver Enhacement Kit", BioCell
International, UK). Visualizar los resultados en microscopio optico Axioplan
(Zeiss) que presenta una Optica de campo oscuro.

B) CONTRASTADO PARA MET

9. Teiiir los cortes con una solucion de acetato de uranilo durante 30 min. y en

oscuridad.?
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10. Colocar las rejillas con los cortes en una solucién de citrato de plomo en medio
alcalino® durante 5 min.

11. Lavar las rejillas en H,0 bidestilada. Dejar secar a temperatura ambiente.

12.Observar los resultados en un microscopio electronico de transmision EM10C
(Zeiss).

CONTROLES NEGATIVOS: omitir la incubacién con el anticuerpo primario.

REACTIVOS:

® Tampén PBS 10x: cloruro sédico 1.3 mM, cloruro potésico 30 mM, fosfato disodico 80
mM y fosfato potasico 15 mM, pHa 7.4.

® Solucién de bloqueo: BSA al 2 % (p/v) y suero de cabra al 1 % en PBS 1x.

® Solucion de acetato de uranilo al 5 % (p/v): filtrar, y almacenar la solucion en oscuridad
a 4 °C. Centrifugar durante 2 min. a 12.000 g antes de usar.

@ Solucién de citrato de plomo:

« Mezclar 1.33 gr de nitrato de plomo y 1.67 gr de citrato trisddico y agitar durante 1
min.

o Dejar reposar durante 30 min.

« Afiadir 8 ml de hidréxido sédico 1 M y completar con H,O bidestilada hasta 50 ml.

@ Notas:

! El anticuerpo monoclonal anti-Ole e 1 fue cedido por el Dr. Carlos Lahoz (Fundacién Jiménez Diaz, Madrid)
y el anticuerpo monoclonal 2A10, desarrollado frente al alérgeno Pla 1 1 del polen de Plantago lanceolata,
por el Dr. Florentino Polo (ALK-Abell6 S.A., Madrid). 2

2La luz provoca la formacién de cristales de acetato de uranilo.

3 Tincién segin Reynold (1963). El citrato de plomo puede precipitar con el CO, del aire. Para evitarlo, se
colocan las rejillas en el interior de una placa Petri cerrada, protegido con lentejas de hidroxido sodico.

PrOTOCOLO 28. Tincion de secciones de anteras de olivo mediante el uso de
colorantes inespecificos

PROCEDIMIENTO:

1. Colocar el portaobjetos con las secciones sobre una placa térmica a 40 °C y afiadir
una gota de la solucién colorante.
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2. Dejar durante 30 seg. y eliminar el exceso de colorante con H,O bidestilada.

3. Secar las preparaciones a temperatura ambiente y observar los resultados en un
microscopio optico Axioplan (Zeiss).

REACTIVOS:

O Solucién de colorante: azul de metileno al 0.5 % (p/v), azul de toluidina al 0.5 % y borax
al 1 % (p/v). Filtrar la solucion antes de usar.

PROTOCOLO 29. Sintesis de sonda Ole e 1 mediante PCR*

PROCEDIMIENTO:

1. Preparar la signiente mezcla de reaccién (volumen final de reaccion = 100 pl):

« Tampon de la polimerasa 1x

« Mezcla dNTPs 1x

o Oligo T7 0.1 pM

« Oligo SP6 0.1 uyM

¢ 0.1-1 pgr del clon de ADNc Ole 3¢:438 pb
« H,O destilada hasta un volumen de 99 ul

2. Incubar las muestras a 94 °C durante 3 min. en un termociclador "Progene
Thermocycler" (Techne, Cambridge, UK) y disminuir la temperatura a 80 °c.?

3. Adadir 1 pl del enzima EcoTaq ADN polimerasa3 (C. Viral) y continuarscon el
programa de amplificacion siguiente:

¢ 94 °C, 1 min.
¢47°C, 1 min.> 35 ciclos
72 °C, 1 min.

4. Incubar las muestras a 72 °C durante 10 min. adicionales y mantener la reaccion a
4°C.

5. Precipitar el fragmento amplificado con etanol absoluto.”

6. Cuantificar la sonda y determinar su pureza.’
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REACTIVOS:
@ Tampén de la ADN polimerasa (10x)
® EcoTaq ADN polimerasa (C. viral)

@® Mezcla de dNTPs 10x: DIG-11-dUTP 70 pM, dTTP 130 uM, dATP 200 pM, dCTP 200
UM y dGTP 200 pM.

@ Otigo T7 1pM

@ Oligo SP6 1pM

® Minipreps del clon de ADNc Ole 3c:438 pb
©® Etanol absoluto

@ Notas:

! La sintesis de sonda Ole e 1 se llevd a cabo mediante PCR (Fig. 2.5) partir del clon de ADNc 3c:438 pb
(cedido por la Dra. Rosalia Rodriguez, Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad
Complutense, Madrid), insertado en el plasmido pGEM-4Z (Promega, USA). Para ello s utilizaron los oligos
T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3") y SP6 (5-TATTTAGGTGACACTATAG-3"), y DIG-11-dUTP
(Boehringer-Mannheim, Alemania) en la mezcla de reaccién, de acuerdo a Leitch y col. (1994).

2 Protocolo “Hot Start”.

3 El enzima EcoTaq ADN polimerasa s¢ suministra a una concentracién de 5 U/pl. Se define la unidad como la
cantidad de enzima que incorpora 10 nanomoles de dNTPs en forma de 4cido insoluble después de una
incubacion durante 30 min. a 72 °C.

* De acuerdo a procedimientos estandar (Sambrook y col., 1989).

> Ver protocolo 18.

000600000000 00000

[SP6] binker |

FIGuRA 2.5. Sintesis de sonda Ole e 1 marcada con
digoxigenina, mediante PCR.
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PROTOCOLO 30. Hibridacidn in situ a microscopia optica

PROCEDIMIENTO:

1. Precalentar 200 ml de tampén de la proteinasa K a 37 °C durante unas horas.
Afiadir 200 pl de una solucién de proteinasa K a una concentracion de 1 mgr/ml
(Promega, USA) al tamp6n (concentracion final= 1 pgr/ml).

2. Desparafinar las muestras mediante el siguiente tratamiento: xilol (1 min.), etanol
al 100 % (v/v) (2 min.), etanol al 90 % (v/v), 70 %, 50 %, 30 %y 10 % (1 min. en
cada solucién) y H,O-DEPC (1 min. x 3).

3. Incubar las muestras en la solucién de proteinasa K durante 30 min., en agitacién.’
4. Lavar los portaobjetos con H,O-DEPC durante 1 min. x 3, para detener la reaccion.

S. Incubar las muestras en una solucién de TEA durante 10 min., a temperatura
ambiente. Afiadir 500 ul de anhidrido acético’ puro y dejar otros 10 min., en
agitacion.

6. Rehidratar las muestras mediante sucesivos cambios en: etanol al 10 % (v/v), 30 %,
50 %, 70 %, 90 % (1 min. en cada solucién) y 100 % (2 min.).

7. Secar los portas a temperatura ambiente y preparar las soluciones A y B.

8. Desnaturalizar la sonda’ (solucién A) a 95 °C durante 5 min. y enfriar en hielo
durante unos min.* Precalentar la solucién B a 37° C vy, finalmente, mezclar las
soluciones A y B, en proporcion 1:9.

9. Aplicar la mezcla A + B sobre las muestras (aproximadamente 60 }11 por muestra),
cubrir con un cubreobjetos e incubar a 42 °C durante toda la noche.

10. Lavar los portas en:

« SSC 4x durante 10 min. x 4, a la temperatura de hibridacion.

« SSC 2x durante 15 min. x 2, a temperatura ambiente.

11. Incubar las muestras con una solucion de bloqueo durante 2 h. Lavar los portas con
PBS-Tween 20 al 0.1 % durante 1 min.
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12.Incubar con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina
(Boehringer-Mannheim, Alemania) en solucién de bloqueo (dilucién 1:10.000) a
temperatura ambiente.

13. Lavar los portas con PBS-Tween 20 al 0.1 % durante 5 min. x 2 y en tampén de
deteccién durante 5 min. x 2, a temperatura ambiente.

14. Detectar la sefial utilizando NBT/BCIP (Amresco, USA) como substrato del
enzima. Para ello, poner una gota sobre la muestra, cubrir con un cubreobjetos y
dejar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 16 h.

15.Lavar los portas en H,O destilada durante 5 min. Montar las preparaciones con
DePX 'y observarlas en un microscopio 6ptico Axioplan (Zeiss).

CONTROLES NEGATIVOS: omitir la sonda en la solucién de hibridacién y/o el
anticuerpo anti-digoxigenina.

REACTIVOS:

© Tampén de la proteinasa K: Tris-CIH 0.1 M, pH 7.5, y EDTA 50 mM, en H,0-DEPC.

® TEA 0.1 M, pH 8.0

® Anhidrido acético

© Solucién A: DTT 60 mM y 5 ng/pl de sonda ADN marcada.

® Solucién B: formamida g al 50 %, NaCl 300 mM, Tris-CIH 10 mM, pH 7.5, EDTA 1
mM, Ficoll al 0.02 % (p/v), PVP al 0.02 % (p/v), BSA al 0.02 %, sulfato de dextrano al 10
% (p/v) y DTT 60 mM.

@® SSC 20x: cloruro sédico 3 M y citrato sodico 0.3 M, pH 7.0.

@ Solucién de bloqueo: BSA al 3 % (p/v) en tamp6n PBS-Tween 20 al 0.1 % (v/v).

® Tampén PBS 10x: cloruro sédico 1.3 mM, cloruro potasico 30 mM, fosfato disodico 80
mM y fosfato potasico 15 mM, pH a 7.4.

© Tampén de deteccién: Tris-CIH 100 mM, pH 9.5, cloruro sodico 100 mM, cloruro de
magnesio 5 mM y levasimol® 1 mM.

@® H;0-DEPC’ &z : DEPC al 0.1 % (v/v) en HyO destilada. Autoclavar para eliminar el
DEPC.
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® Notas:

! Permeabilizacién: la proteinasa K digiere las proteinas unidas a los acidos nucleicos, haciéndolos mas
accesibles a la sonda.

? Acetilacién: el anhidrido acético neutraliza moléculas cargadas positivamente, reduciendo la unién no
especifica de la sonda.

> La sintesis de sonda Ole ¢ 1 se llevé a cabo mediante PCR (Protocolo 28) partir del clon de ADNc 3c:438 pb
(Villalba y col., 1994), insertado en el plasmido pGEM-4Z (Promega, USA). Para ello se utilizaron los oligos
T7 (5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3") y SP6 (5'-TATTTAGGTGACACTATAG-3"), y DIG-11-dUTP
(Bochringer-Mannheim, Alemania) en la mezcla de reaccion, de acuerdo a Leitch y col. (1994).

* Para evitar que las dos cadenas de ADN vuelvan a unirse.

% La hibridacién ha de llevarse a cabo en una cdmara hiimeda sellada, para evitar que las preparaciones se
sequen, y en oscuridad, debido a que la luz incrementa el grado de ionizacion de la formamida.

® El levasimol es un inhibidor de fosfatasas endogenas, presentes en la mayoria de los tejidos, que podrian dar
lugar a falsos positivos.

" E1 ARN es degradado por enzimas ribonucleasas, muy estables y activas. El DEPC es un inhibidor de RNasas.

PROTOCOLO 31. RT-PCR-IS

PROCEDIMIENTO:
ETAPA1l: TRANSCRIPCION REVERSA

1. Incubar las muestras (secciones ultrafinas sobre rejillas de niquel) en una solucion
de proteinasa K' (Promega, USA) durante 15 min. a 37 °C.

2. Lavar las rejillas con solucion de parado durante 5 min. A continuacion, lavar en
PBS durante 5 min. x 3.

3. Transferir” las rejillas a tubos de PCR de 0.5 ml, cada uno de los cuales contiene
un adaptador-oligo dT (5'-GACTCGAGTCGACATCGA(T);7-3") en H,O4DEPC,
a una concentracion final de 40 ngr/l.

4. Incubar a 70 °C durante 10 min.>

S. Aiiadir la solucion de dNTPs a una concentracion final de 0.5 mM, el tampé6n de
reaccion 5x, 2.5 ul del enzima transcriptasa reversa M-MLV* (Promega, USA) y
H,;O-DEPC hasta un volumen final de 100 pl.

6. Incubar durante 10 min. a temperatura ambiente y durante 2 h a 42 °C en un
termociclador "Progene Thermocycler" (Techne, Cambridge, UK).

7. Incubar a 70 °C durante 15 min. y enfriar en hielo durante 1 min.
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AMPLIFICACION MEDIANTE PCR

8. Transferir las rejillas a tubos nuevos de PCR de 0.5 ml, cada uno de los cuales
contiene 100 ul de tampon PCR 1x, solucién de NTPs 1x, 25 ng de cada cebador
(Ole e 1° sense y oligo dT), 1 ul de EcoTaq ADN polimerasa (C. Viral) y H,O
bidestilada hasta un volumen final de 100 pl.

9. Continuar con el programa de amplificacion siguiente:

94 °C, 1 min.
«57°C,2min.% ¢ 20 ciclos
e 72°C, 1 min.

10. Incubear las rejillas a 72 °C durante 10 min. y mantener la reaccién a 4 °C.
ETAPA 3: INMUNODETECCION

11.Lavar las rejillas en SSC 0.1x, a 45 °C durante 20 min. x 2.

12. Incubar las rejillas en solucion de bloqueo durante 3 h, a temperatura ambiente.

13. Incubar las secciones en una solucién del anticuerpo anti-digoxigenina conjugado
con particulas de oro de 10 nm, diluido 1:50 en solucién de bloqueo, durante 1 h y
a temperatura ambiente.

14. Lavar las rejillas en tampdon PBS durante 5 min. x 3 y en H,O bidestilada durante 5
min. x 3.

15. Teiiir las secciones con una solucion de acetato de uranilo durante 10 min.

16.Observar los resultados en un microscopio electronico de transmigién EM10C
(Zeiss).

CONTROLES NEGATIVOS: omitir la reaccion de transcripcion reversa y/o el cebador
Ole e 1 de la reaccion de PCR.

REACTIVOS:

@ Solucién de proteinasa K: proteinasa K a una concentraciéon de 10 pgr/ml en Tris-CIH
0.1 M, pH 7.5, EDTA 50 mM y H,O-DEPC.

® Tampén del enzima RT (5x) + Transcriptasa reversa M-MLV (Promega, USA)
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® Mezcla de NTPs 10 mM y mezcla de dNTPs marcados 10x [I mM dCTP, 1 mM
dGTP, 1 mM dATP, 0,75 mM dTTP y 0,25 mM dig-11-dUTP (Boehringer-Mannheim,
Alemania)].

@ Adaptador-oligo dT 1 pM y Oligo Ole e 1 1pM
® Tampén de la ADN polimerasa (10x) + EcoTaq ADN polimerasa (C. Viral)
® Solucién de parado: glicina 0.1 M en tampon PBS 1x.

@ Solucién de bloqueo: BSA al 3 % (p/v) en tampon PBS 1x.

® Acetato de uranilo al 5 % (p/v)

® Soluciones de lavado: SSC 20x (cloruro sodico 3 M y citrato sodico 0.3 M, pH 7.0) y
PBS 10x (cloruro sédico 1.3 mM, cloruro potasico 30 mM, fosfato disodico 80 mM y
fosfato potasico 15 mM, pH 7.4).

® H,0-DEPC® %;% : DEPC al 0.1 % (v/v) en HyO destilada. Autoclavar para eliminar el
DEPC.

@ Notas:

' El pretratamiento con proteinasa K se lleva a cabo mediante flotaciéon de las rejillas en el tampon
correspondiente, de forma que las secciones se sitien en contacto con el mismo. El enzima digiere las
proteinas unidas a los 4cidos nucleicos, haciéndolos mds accesibles.

% Al manipular las rejillas, evitar tocar las secciones con las pinzas.
* El tratamiento a 70 °C elimina las posibles estructuras secundarias en el ARNm.

* Afiadir 100 unidades (U) del enzima por cada pgr de ARN total. El enzima M-MLV RT se suministra a una
concentracion de 200 U/pl. Se define la unidad como la cantidad de enzima que incorpora 1 nanomol de
dNTPs en forma de 4cido insoluble después de una incubacion durante 10 min. a 37 °C, utilizando poli (rA)-
oligo (dT)se como cebador.

* El oligo Ole e 1 sense (5'-ACCTCCAGTTTCTCAATTTCAC-3") fue disefiado en base a la secuencia’del clon
3c (Villalba y col. 1994).

® La temperatura y el tiempo de "annealing” deben ser determinados empiricamente.
7 El ARN es degradado por enzimas ribonucleasas, muy estables y activas. El DEPC es un inhibidor de RNasas.

PROTOCOLO 32. Pruebas SPT (Skin Prick Test)

PROCEDIMIENTO:

1. Se llevé a cabo una serie de ensayos SPT en 30 pacientes atopicos al polen de
olivo'. Para ello se utilizaron extractos proteicos de polen de olivo
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correspondientes a 10 cultivares diferentes (Picual, Picudo, Lechin de Granada,
Arbequina, Frantoio, Gordal Sevillana, Lucio, Loaime, Hojiblanca y Manzanilla de
Sevilla), preparados tal y como se describe en el protocolo 3. Estos extractos fueron
diluidos en una solucién salina a una concentracién final de 1 pgr/ml en todos los
casos y aplicados por via cutanea.

2. Transcurridos 20 min. desde la inoculacién, se delimité la zona afectada por el
eritema correspondiente a cada uno de los ensayos y en cada uno de los pacientes
tratados. Finalmente, se calcul6 el area de reaccién (mm?) correspondiente a cada

uno de los ensayos y de cada paciente mediante el programa de analisis de imagen
"Scan Pro 5.0" (Sigma, USA).

3. Los datos obtenidos (Anexo 2) fueron procesados estadisticamente, tal y como se
describe en el apartado 2.3.

CONTROLES: Para cada paciente se llevé a cabo un control negativo (tampén salino) y
dos controles positivos: histamina hidroclérica (dilucion 1:1000), y un extracto
proteico de polen de olivo de origen comercial ("Kit Bencard para SPT y
escarificacion", BAYERN, Alemania).

REACTIVOS:
© Tampén de extraccion: Tris-CIH 10 mM, pH 8.0. Guardar a 4 °C.
® Tampén salino: cloruro sédico al 0.9 % (p/v) y glicerol al 50 % (v/v) en H,O destilada.

® Extracto comercial: extracto proteico de polen de olivo en cloruro sédico al 6 % (p/v),
fenol al 0.5 % (v/v) y glicerol al 50 % (v/v).

® Notas:

! Todos los pacientes atopicos mostraban alergia preferente al olivo y en una medida similar. Bn todos los casos
en los que los pacientes se encontraban bajo tratamiento con farmacos antihistaminicos, dicho tratamiento se
suspendio al menos 48 h antes de efectuarse la prueba. Estos experimentos se realizaron bajo la supervision
del Dr. Victor Alché Ramirez (Hospital Clinico de Baza, Granada).

2.3. ANALISIS ESTADISTICOS

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en el presente trabajo se llevo a cabo
mediante el programa Statistica 5.1 para Windows. Los graficos que se presentan en el
apartado de resultados fueron realizados con el programa Statistica 5.1 para Windows,
o bien en la hoja de calculo Microsoft Excel 97 para Windows.

|
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Ademas de la estadistica descriptiva [miimero de observaciones (N), media y
error estdndar (EE)], se utilizaron los tests estadisticos siguientes: test de normalidad
de Shapiro-Wilks, anélisis de la varianza (ANOVA) de Friedman y analisis de
correlacién de Spearman.
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“I don’t mind you thinking slowly: I mind you
publishing faster than you think”

Wolfgang Pauli (1900-1958)

3.1. ESTUDIO MORFOMETRICO DE LA FLOR DE OLIVO DURANTE SU
DESARROLLO

Con objeto de poder determinar con cierta precision las diferentes etapas de la
ontogenia y el desarrollo del grano de polen de olivo dentro de la antgra, se llevo a
cabo un estudio morfométrico de la flor a lo largo del periodo de floracion en dicha

especie (Fig. 3.1), siguiendo para ello el protocolo que se describe con detalle en el
capitulo anterior.

1 em

SRR RN TN

1 A AR e e et T B A

FI6UrA 3.1. Primordios florales de olivo en distintos estadios
de desarrollo de la antera. AB= Abril: MA= Mayo.
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La figura 3.2A muestra los resultados de las mediciones efectuadas en aquellos
caracteres morfométricos analizados. Se observa que, durante el desarrollo del polen
dentro de la antera, existe un incremento gradual de la longitud y anchura media del
primordio floral, estando ambos parametros correlacionados positivamente [r
(coeficiente de correlacion)= 0.993; E.E.= 0.025; B (coeficiente de regresion)= 1.322;
E.E.p=0.034; p= 0.000], tal y como se observa en la figura 3.2B.
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FIGURA 3.2. A: Variacién de la longitud y anchura promedio de la flor de olivo
durante el desarrollo de la antera. B: Andlisis de regresién de la
anchura (cm) sobre la longitud (cm) de la flor durante el desarrollo
de la antera de olivo. r= coeficiente de correlacidn.
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Tras determinar, mediante tincion con DAPI, la fase de desarrollo del grano de
polen de ollvo dentro de la antera en todas las muestras analizadas (Protocolo 2), y
basandonos en Tlos valores promedlo de ‘longitud y anchura de la flor obtenidos, se
establemeron 7 intervalos bien deﬁmdos (Tabla 31).

TABLA 3.1. Estadios del desarrollo del polen de olivo en la antera, en funcién del tamafio medio
de la flor. i

TAMARIO FLOR

ESTAD/IO‘: e Longlfud (cm) St Ahchur'a.ﬂ(é?;r(\“)‘ .

: Infer-valo i . Media

2 0.1588  0.1536-0.1600 0.1056-0.1076
3 0.0765  0.1730-0.1800 10.1090-0.1106
4. 01949  01876-02020 01

02220  0.2144-0.229
6 0251 0235602880 01745 01546 02030 M

7 03224  0.3000-0.3460 02228  0.2090-0.2450 P

PreR’ = estadio premeidtico; R" = meiosis; TE= .‘I'gj_'mda; MJ= microspora joven; M= microspara; P= polen.

4

Asi, los primordios florales del estadio numero 1, correspondientes a la fase
premeiotica, presentan una longitud media de 0.1478 cm y una anchura promedio de
0.1011 em. El segundo estadio se corresponde a células en division meiotica,
incluyendo las diferentes etapas que comprende el proceso, y las dimensiones
promedio de los botones florales son 0.1588 cm —longitud—y 0.1063 c¢cm —anchura—. El
estadio nimero 3 comprende células al final de la meiosis y tetradas recién formadas.
La longitud media de la flor es de 0.1765 cm y la anchura promedio es de 0.1098 cm.
El siguiente estadio, el nimero 4, incluye unicamente tetradas que presentan una
gruesa pared de calosa comun que engloba al conjunto. El tamafio medio del primordio
floral es 0.1949 cm —longitud— x 0.1222 ¢m —anchura—.
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FIGURA 3.3. Desarrollo del grano de polen de olivo dentro de la antera. Tincidn con
DAPL. A: Células madre del polen (PMC). B: Meiosis (Paquitene). C:
Tetradas. D: Microspora joven. E: Microspora vacuolada. F: Polen jove-
medio. &: Polen maduro. NG= nicleo generativo, NV= niicleo vegetativo.
Barras= 10 um.
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En el estadio 5 encontramos tetradas y microsporas jovenes recién liberadas que
presentan una pared propia incipiente. Las medidas promedio de la flor son 0.2220 cm
—longitud— y 0.1499 cm —anchura—. Las células del estadio numero 6 se encuentran en
la fase de microspora, con un contenido variable de pequefias vacuolas en el
citoplasma, que se van fusionando hasta formar una Unica gran vacuola que llega a
ocupar la mayor parte del citoplasma mientras el nicleo permanece en la periferia. Los
primordios florales en este estadio presentan una longitud media de 0.2561 mm y una
anchura promedio de 0.1745 cm. Finalmente, las anteras correspondientes al estadio 7
contienen de forma mayoritaria, granos de polen bicelulares, en distintos estadios de
maduracion. Los botones florales presentan un tamafio medio de 0.3224 cm —longitud—
x 0.2228 cm —anchura-.

Cronologicamente, segun el estudio realizado en el presente trabajo y tomando
como referencia el cultivar Picual, la floracion en el olivo tiene lugar en los meses de
Abril y Mayo y presenta una duracion aproximada de 40-45 dias. Transcurridos 5 dias-
1 semana desde el inicio de la floracion, los botones florales son perfectamente visibles
y presentan anteras en desarrollo con células madre del polen indiferenciadas en su
interior (Fig. 3.3A). En un momento determinado del desarrollo las células madre del
polen comienzan a dividirse, mediante meiosis (Fig. 3.3B), dando lugar cada una de
ellas a cuatro células hijas. Este periodo es considerablemente corto y transcurridos 3-4
dias, la meiosis concluye y la gran mayoria de las anteras observadas muestran la
presencia de tetradas en su interior (Fig. 3.3C). A partir de este momento, comienzan a
formarse los primeros depoésitos de la exina (pared del polen) y seguidamente se
degrada la pared de calosa que engloba a las cuatro microsporas que forman la tetrada.
De esta forma, las microsporas quedan libres en el l6culo de la antera.

El estadio de microspora aparece de forma predominante desde el dia 11 de la
recoleccion hasta el 22, siendo la fase vacuolada la que domina este periodo. Durante
esta fase, la célula aumenta el volumen citoplasmatico considerablemente, tal y como
puede apreciarse si comparamos las figuras 3.3D y E. Finalmente, en log 20 o 25 dias
finales de la floracion encontramos que la mayoria de las anteras poseen granos de
polen bicelular en distinto estadio de maduracion (Fig. 3.3F-G). Asi, inicialmente
aparecen granos jovenes, en los que se observa que la célula generativa esta desplazada
a la periferia junto al nucleo vegetativo, redondeado y de aspecto mas laxo que el
nucleo generativo. Durante el proceso de maduracion del grano, tanto la célula
generativa como el nucleo vegetativo se desplazan lentamente hacia la apertura por
donde va a germinar el tubo polinico. Paralelamente, la célula generativa cambia su
forma hasta adquirir el aspecto de huso, mientras que el nucleo vegetativo adopta una
forma lobulada.
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3.2. ANALISIS DE LA EXPRESION DEL ALERGENO OLE E I DURANTE EL
DESARROLLO DEL GRANO DE POLEN Y LA GERMINACION IN VITRO

Sintesis y acumulacion de la proteina Ole e 1 durante el desarrollo del grano
de polen dentro de la antera

Para llevar a cabo los analisis de expresion de la proteina alergénica Ole e 1 se
prepararon extractos crudos a partir de polen maduro y primordios florales y anteras en
distintos estadios de desarrollo (Protocolos 3 y 4, respectivamente). La
inmunodeteccion se llevo a cabo tras incubar las membranas con un anticuerpo
monoclonal anti-Ole e 1, seguido de un anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa
alcalina (Protocolol13). Finalmente, se detectd la sefial usando NBT/BCIP como
substrato del enzima (Protocolo 14).

La figura 3.4 muestra los perfiles proteicos de extractos crudos de anteras
correspondientes a los diferentes estadios de desarrollo del grano de polen previamente
establecidos, después de separar los polipéptidos en un gel de poliacrilamida (Protocolo
8) y llevar a cabo una tincién con azul Coomassie (Protocolo 10). Puede observarse la
presencia de numerosos polipéptidos en los tejidos de la antera, siendo posible
distinguir claramente algunas proteinas mayoritarias, con un peso molecular entre 28 y
70 kDa. En el polen maduro, el patrén de bandas difiere notablemente, y destacan dos
proteinas mayoritarias de 17 y 19 kDa, respectivamente

kDa
49 1p ™
3480
28,9p |
20,6 [
71D

FI6URA 3.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % a partir de
extractos crudos de anteras en distintos estadios de
desarrollo y polen maduro de olivo. Tincién de proteinas
totales con azul Coomassie. M: marcadores de peso
molecular; 1: estadio premeidtico; 2: meiosis; 3: meiosis-
tetrada; 4: tetrada; 5: tetrada-microspora joven; 6:
microspora; 7: polen en antera; P: polen maduro liberado de la
antera.
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Los resultados de inmunodeteccion de la proteina Ole e 1 durante el desarrollo
del grano de polen en la antera se muestran en la figura 3.5.

kDa 1 2.3 .4 5.6.7.8
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FIGURA 3.5. Tnmunodeteccién del alérgero Ole e 1 en
membrana, mediante un  anticuerpo
monoclonal, a partir de extractos crudos de
anteras en los estadios premeidtico (1),
meiosis (2), meiosis-tetrada (3) tetrada (4),
tetrada-microspora joven (5), microspora
(6) y polen en antera (7), y extractos de
polen maduro liberado de la antera (8).

El anticuerpo monoclonal fue capaz de reconocer hasta 3 proteinas diferentes,
todas ellas en un rango de peso molecular comprendido entre 17 y 21 kDa. Dichos
polipéptidos representan, de acuerdo con Batanero y col. (1994b), 3 variantes de una
misma proteina con diferente grado de glucosilacion. La banda c, que corresponde a la
variante de menor peso molecular, representaria la forma no glucosilada, mientras que
las isoformas a y b corresponden a la proteina diglucosilada y monoglucosilada,
respectivamente.

Tanto el nimero como la intensidad de las bandas se incrementa
cuantitativamente a lo largo de las ultimas etapas de maduracion del grano de polen,
acumuldandose masivamente en el polen maduro liberado de la antera. Asi, la banda
correspondiente a la proteina monoglucosilada (b) aparece a partir del estadio niimero
6 (microspora) en adelante, mientras que los polipéptidos a y ¢ se detectan en polen
maduro, aunque aparecen en cantidad sensiblemente menor también en el estadio 7
(polen dentro de la antera). No existe presencia del alergeno en ninguna de sus
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variantes durante los estadios iniciales del desarrollo, que comprende desde el estadio
premeidtico hasta la fase de microspora joven.
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FIGURA 3.6. Andlisis de los transcritos de Ole e 1 en
tejidos de olivo mediante RT-PCR, a
partir de ARN total de anteras en el
estadio premeiético (1), meiosis (2),
meiosis-tetrada (3) tetrada (4), tetrada-
microspora joven (5), microspora (6),
polen en antera (7), polen maduro
liberado de la antera (8), pétalos (9) y
hojas (10). A la derecha de la figura se
muestran los marcadores de tamafio en
nares de bases (bb).

#

Por otro lado, los niveles de transcritos correspondientes a la proteina Ole e 1
fueron analizados mediante RT-PCR (Protocolo 23) durante los distintos estadios de
desarrollo, a partir de ARN total procedente de anteras y polen maduro (Protocolos 17
y 16, respectivamente). No se detecto sefial correspondiente a transcritos de Ole e 1 en
los estadios tempranos del desarrollo de la antera (1-4) ni en los controles llevados a
cabo a partir de extractos de ARN total de pétalos y hojas (Fig. 3.6). Una banda de
aproximadamente 612 pares de bases aparece en el estadio 5, correspondiente a la fase
de tetrada-microspora joven, y la intensidad de la misma se incrementa
progresivamente en los estadios 6 (microspora), 7 (polen en antera), y en polen maduro
liberado de la antera (8), alcanzando la maxima expresion en este tltimo.
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El alineamiento BLAST (Altschul y col., 1990) de la secuencia de nucledtidos
del fragmento, obtenido mediante amplificacion por RT-PCR, en la base de datos nr
(que incluye todas aquellas secuencias no redundantes presentes en GenBank + EMBL
+ DDBJ + PDB salvo las secuencias EST, STS, GSS y HTGS), mostré que dicho
fragmento presenta una homologia del 94 % sobre 423 nucledtidos de la secuencia
publicada por Lombardero y col. en 1994 (mas un 81 % de homologia en 143
nucleotidos adicionales. Numero de acceso a GenBank= S75766), y un 94 % de
homologia sobre 392 nucleétidos de la secuencia publicada por Villalba y col. ese
mismo afio (nimero de acceso a EMB= Y 12426), tal y como muestran las figuras 3.7 y
3.8 :

Color Key for Alignnent Scores
tnpseq. 0
0 250 500 750 1000
(bits) Value
gb|575766.1|575766 Ole e 1= main olive allergen [Olea europaea]l 630 - e-178
emb|X76395.1|OEOLE3C Olea europaea OLE3c mRNA 579 e-162

emb|Y12426.1|OEALLE105 Olea europaea mRNA for major allergen 571 e-160
emb|Y12428.1|OEALL1012 Olea europaea mRNA for major allergen 555 e-155
emb|Y12427.1|OEALL1013 Olea europaea mRNA for major allergen 547 e-153

emb|X76541.1|5VS28 S. wigaris S28 mRNA 428 e-117
emb|X76540.1|SVS46 S. wigaris S46 mRNA 420 e-115
emb|X77787.1|LVLIMAAG L. wigare L1 mRNA for major allergen 414 % e-113
emb|X76396.1|OEOLESC Olea europaea OLESc mRNA 412 e-112
emb|X77788.1|LVIOMAAG L. wigare L10 mRNA for major allergen 412 e-112
emb|X76539.1|SVS38 S. wigaris S38 mRNA 406 e-111
emb|X76397.1|OEOLELIC Olea europaea OLE1c mRNA 381 e-103

(8

FIGURA 3.7. A: Andlisis de la secuencia obtenida de Ole e 1 segtin el programa
BLAST N 2.1.1. Esquema grdfico con asignacién de diferentes colores
en funcién del nimero de nucledtidos alineados. B: Secuencias que
muestran una homologia significativa con la secuencia de Ole e 1
obtenida mediante RT-PCR, y sus nlmeros de acceso a GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov).
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FI6UrA 3.8. Esquema de alineamiento parcial (secuencia consenso), lievado a cabo mediante el
programa Omiga 1.1.3, entre la secuencia publicada para Ole e 1 (nimero de acceso
a GenBank= AF75766) y el producto de RT-PCR secuenciado, en la regién de mayor
homologia.
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Para asegurar que la cantidad de ARN total de partida era equivalente en todas
las muestras analizadas, y con objeto de obtener resultados semicuantitativos o
comparables, se amplifico mediante RT-PCR (Protocolo 23) los transcritos que
codifican la proteina ubiquitina, a partir de muestras cuantificadas y equivalentes a las
utilizadas para la amplificacion de los transcritos correspondientes al alergeno Ole e 1
(Fig. 3.9). Esta proteina es uno de los denominados "home keeking genes", que se
expresan de manera constitutiva en todos los tejidos, independientemente del estado de
la célula (Watts y Moore, 1989; Xia y Mahon, 1998). Los resultados muestran la
presencia de hasta 5 bandas que corresponden a las distintas formas (monomérica a
pentamérica) de los transcritos, aunque Unicamente se aprecian claramente los
mensajeros correspondientes a la forma monomérica. La intensidad de las bandas es
cuantitativamente similar en todos los estadios analizados, por lo que podemos asumir
que la cantidad de ARN total de partida fue la misma. Por tanto, podemos concluir que
los resultados de la amplificacion en el primer caso reflejan de manera
semicuantitativa el nivel de transcritos presentes en cada estadio del desarrollo.

12345678910

FIGURA 3.9. Andlisis de los transcritos de ubiquitina en tejidos de olivo mediante RTZPCR, a
partir de ARN total de anteras en el estadio premeidtico (1), meiosis (2), meiosis-
tetrada (3) tetrada (4), tetrada-microspora joven (5), microspora (6), polen en
antera (7), polen maduro liberado de la antera (8), pétalos (9) y hojas (10). A la
derecha de la figura se muestran los marcadores de tamafio en pares de bases (pb).

Otra cuestion de especial interés era conocer la distribucion espacial de los
transcritos correspondientes a Ole e 1 en tejidos especificos de la antera de olivo. Para
ello, se llevd a cabo la sintesis mediante PCR de sonda ADN marcada con
digoxigenina, a partir del clon Ole e 1 3¢ (Protocolo 29). Dicha sonda se utiliz6 en
experimentos de hibridacion in situ (HIS) no radiactiva a microscopia Optica sobre

secciones de parafina (Protocolos 24 y 30). Los resultados de la hibridacion se
muestran en la figura 3.10:
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FI6URA 3.10. Hibridacion /in situ a microscopia éptica de los transcritos de Ole e 1 sobre
secciones de anteras de olivo en estadios diferentes de su desarrollo. La sefial
aparece como un precipitado de color oscuro. A: primordio floral completo en
estadio premeidtico. B: meiosis. C-D: tetradas. E-F: microsporas. 6-H: grano de
polen. I: control negativo por omisidn de la sonda en la mezcla de hibridacién (polen
maduro). AP= primordio de antera; AW= pared de la antera; CY= citoplasma; M=
microsporas; NU= nucleolo; P= polen; PMC= células madre del polen; T= tapetum;
TE= tetradas; W= pared de la microspora. Barras= 100 pm.
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Como puede observarse, no aparece sefial alguna en las secciones
correspondientes a primordios florales en el estadio premeidtico, ni en las etapas
iniciales de la microsporogénesis, durante la meiosis (Fig. 3.10A-B). En el estadio de
tetrada, la sefial aparece localizada mayoritariamente en las células del fapetum
mientras que, las células del tejido espordgeno, muestran reducidos niveles de
transcritos, como puede verse en las figuras 3.10C-D. Durante las diferentes etapas de
maduracion de las microsporas, los niveles de transcritos en el tapetum se mantienen
elevados, aunque su expresion decae al comenzar su degeneracion a partir de la fase de
microspora vacuolada (Fig. 3.10G-H) en adelante, durante la maduracmn del polen en
los estadios finales del desarrollo de la antera.

Paralelamente, se observa una progresiva acumulacién de ARN mensajeros
correspondientes a Ole e 1 en las microsporas a lo largo de las etapas de maduracion
del polen, hasta alcanzar un nivel maximo cuando el grano est4 listo para ser liberado
de la antera (Fig. 3.10E, G-H). Un mayor aumento de las secciones tefiidas, nos
permite observar como la sefial se localiza en el citoplasma de la microspora mientras
que, el nucleo, el nucleolo y la pared celular, aparecen libres de marcado, demostrando
asi la especificidad de la misma (Fig. 3.10F). No se observo coloracién alguna en
secciones que fueron usadas como control y en las que se omitié la sonda Ole e 1 (Fig.
3.10I) o el anticuerpo (resultados no mostrados).

Asi mismo, se llevaron a cabo experimentos de RT-PCR in situ con objeto de
detectar los transcritos de Ole e 1 a nivel ultraestructural. Para ello, las muestras fueron
criofijadas medxante Inmersion en propano liquido e incluidas en resina Unicryl
(Protocolo 26). Tras realiza la transcripeion inversa in situ, asi como la amplificacion
mediante PCR in situ, e incubar con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con
particulas de oro, se examinaron las muestras bajo un microscopio electrénico de
transmision EM 10C (Zeiss). Los resultados muestran la presencia de particulas de oro
en el citoplasma de la célula vegetativa y generativa (Fig.3.11A-C). También aparecié
un ligero marcado de ambos nucleos, que puede corresponder a las seguencias
gendmicas (datos no mostrados). Dentro del citoplasma, las particulas de Oro aparecen
frecuentemente asociadas a ribosomas en el reticulo endoplasmético rugoso (Fig.
3.11B). No se detecté marcado alguno en la pared celular, las vacuolas, los cuerpos
lipidicos, los plastidios o las mitocondrias. Las secciones usadas como control
negativo, en las que se omitié la etapa de transcripcion reversa (Fig. 3.11D) o los
cebadores necesarios para la amplificacion mediante PCR (Fig. 3.11E), no mostraron
sefial significativa.
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FIGURA 3.11. A-C: Deteccidn de transcritos del alergeno Ole e 1 (circulos) mediante
RT-PCR /in situ en secciones ultrafinas de granos de polen maduro de
olivo. D-E: Controles negativos. Cy= citoplasma; ER= reticulo
endoplasmdtico; Ex= exina; 6= aparato de Golgi; 6C= célula generativa;
Mi= mitocondria; P= plastidio; V= vacuola. Barra= 1 ym.
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Expresion de los transcritos de Ole e 1 durante la germinacidn in vitro del
grano de polen de olivo.

Con en el fin de determinar qué ocurre en el grano de polen con la expresién del gen
que codifica la proteina Ole e 1 durante la germinacion in vitro, se realizaron
experimentos de Northern blot (Protocolo 20) con ARN total obtenido a partir de
muestras de polen a diferentes intervalos de tiempo de germinacion de acuerdo a
M rani-Alaoui (2000). La sonda utilizada fue la misma sonda ADN-dig generada por
PCR que se usé en los experimentos de hibridacion in situ a microscopia dptica
descritos anteriormente.

La figura 3.12 muestra los resultados obtenidos en dichos analisis. En todos los
estadios analizados, y como resultado de la hibridacién, aparece una tnica banda de un
tamafio aproximado de 800 pares de bases (flecha). Se observa que el nivel de
transcritos disminuye ligeramente durante la primera hora de la germinacién del tubo
polinico para posteriormente alcanzar un nivel méximo de expresién 2h después del
inicio del proceso. A partir de este punto, el nivel de transcritos comienza a disminuir
aunque la presencia de ARNm sigue siendo elevada transcurridas 8 horas desde el

inicio de la germinacion. Resultados similares (no mostrados) se obtuvieron mediante
RT-PCR.

P H 5 1h 2h 4h 8h

1.3830
955 >
623

FIGURA 3.12. Northern blot de la expresidn de los transcritos de Ole e 1 a diferentes intervalos
de tiempo durante la germinacién in vitro del grano de polen de olivo. P= polen
maduro; H= hidratacidn del polen en cdmara hiimeda; pb= pares de bases.

Inmunolocalizacion del alergeno Ole e 1 en el grano de polen de olivo y en
tejidos de la antera

Con objeto de determinar la localizacion celular precisa del alergeno mayoritario Ole e
1 en el grano de polen maduro de olivo y en tejidos de la antera, se procesaron
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muestras para MO y MET, tal y como se describe en los protocolos 24 y 26,
respectivamente. La inmunolocalizacién de la proteina se llevo a cabo incubando las
secciones con un anticuerpo monoclonal anti-Ole e 1, seguido de un anticuerpo
secundario conjugado con particulas de oro de 20 nm (ver detalles en protocolo 27).
Finalmente, se llevé a cabo una amplificacion de la sefial mediante plata, y las
muestras se estudiaron con posterioridad en un microscopio 6ptico Axioplan (Zeiss),
utilizando para ello una dptica de campo oscuro, o bien las muestras fueron tefiidas

con acetato de uranilo, y observadas bajo un microscopio electrénico de transmisién
EM 10C (Zeiss).

Los estudios de inmunolocalizacion a microscopia dptica mostraron un marcado
intenso en las células del fapetum durante el estadio de microspora confirmando, por
tanto, la presencia de esta proteina en tejidos esporofiticos de la antera (Fig. 3.13),
mientras que las microsporas mostraron un marcado menor.

FIGURA 3.13. Secciones seriadas de anteras de olivo en el estadio de microspora
vacuolada. A: Tincidn con azul de toluidina. B: Inmunolocalizacién a
microscopia dptica de campo oscuro del alergeno Ole e 1. El tfapetum
aparece intensamente tefiido con plata (dreas blancas sobre fondo
negro). M= microsporas; T= fapetum. Barras= 50 tm.

Por otro lado, la utilizacion de criotécnicas nos ha permitido completar los
resultados previos de inmunolocalizacion de la proteina alergénica en el grano de
polen, obtenidos mediante técnicas convencionales. Los resultados confirman la
localizacion del alergeno Ole € 1 en el interior de las vesiculas del reticulo
endoplasmatico rugoso (REr), dentro del citoplasma de la célula vegetativa (Fig.
3.14A).
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FIeUrRA 3.14. A-C: Inmunolocalizacidn a microscopia electrénica de transmision del alergeno
Ole e 1 en secciones de polen maduro de olivo mediante un anticuerpo monoclonal
anti-Ole e 1. Las particulas de oro aparecen localizadas en el reticulo
endoplasmdtico rugoso y en la ectexina. No se observa sefial en la célula
generativa, organelas, aperturas y endexina. D: Control negativo preparado
mediante omisién del anticuerpo primario. AP= apertura; C6= célula generativa;
EN= endexina; ER= reticulo endoplasmdtico; EX= ectexina; IN= intina; MI=
mitocondria; P= plastidio; V= vacuola. Barras= 1 ym.
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No obstante, y a diferencia de resultados previos, la utilizacion de protocolos
basados en el procesamiento de muestras a bajas temperaturas permitié detectar la
presencia del alergeno mayoritario en la pared celular del grano de polen maduro. Tal
y como muestran las figuras 3.14B-C, la proteina alergénica estd presente en gran
cantidad en la parte mas externa de la exina —ectexina—, mientras que la parte interna
de la misma —endexina—, la intina y las regiones aperturales aparecen libres de marca.
El resto de compartimentos celulares (nucleo, plastidios, mitocondrias, dictiosomas,
vesiculas de Golgi, cuerpos lipidicos y pared celular), asi como la célula generativa en
su totalidad, aparecen libres de particulas. Los controles negativos, en los que se

omitié el anticuerpo primario, tampoco mostraron un marcado significativo (Fig.
3.14D).

3.3. ENSAYOS DE ACTIVIDAD CUTINASA EN EL POLEN DE OLIVO

Se llevaron a cabo ensayos de actividad cutinasa in vitro y también en geles de
poliacrilamida con objeto de determinar si el alergeno mayoritario Ole e 1 pertenece a
dicho grupo de proteinas enzimaticas. Para ello, previamente se aisld y purificé
parcialmente dicha proteina mediante FPLC (Protocolo 5) y la fracciéon proteica
correspondiente al alergeno (que se muestra como un pico muy pronunciado en la
figura 3.15A) fue separada en un gel de poliacrilamida (Protocolo 8).
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FI6URA 3.15. Purificacidn parcial de la proteina alergénica Ole e 1. A: Perfil de elucién
mediante FPLC de los extractos purificados de polen maduro de olivo. B:
Electroforesis en gel de poliacrilamida de la fraccién purificada n°® 16 y
tincién de proteinas totales mediante azul de Commassie. M= marcadores de
peso molecular; EC= extracto crudo de polen maduro; FP= fraccién

purificada. €: Inmunodeteccién de la proteina alergénica Ole e 1. AM=
anticuerpo monoclonal; AP= suero policlonal.
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El perfil proteico de dicha fraccion muestra la presencia de un unico polipéptido
cuyo peso molecular, en torno a los 18-20 kDa, coincide con el de la proteina
alergénica Ole e 1 (Fig. 3.15B). Dichas proteinas fueron transferidas a un filtro de
nylon que se probd posteriormente con un anticuerpo monoclonal anti-Ole € 1 y un
suero policlonal de conejo (ver detalles en protocolo 13). Ambos anticuerpos fueron
capaces de reconocer las tres variantes de la proteina alergénica. Ademas, los ensayos
con el suero policlonal mostraron al presencia de una banda polipeptidica adicional,
probablemente como resultado de la unién no especifica del anticuerpo (Fig.3.15C).

Los ensayos de actividad butirato esterasa in vitro a partir de extractos crudos
de polen maduro de olivo (Protocolo 7) mostraron la existencia de un elevado nivel de
dicha actividad enzimatica en el grano (Tabla 3.2). El resultado, no obstante, fue
negativo cuando se ensayo la fraccion purificada correspondiente a Ole e 1, mientras
que los extractos de Brassica, utilizados como control positivo, mostraron un nivel de
actividad incluso superior a los de olivo dado que, aunque el valor de absorbancia fue
menor, el extracto de polen de Brassica utilizado en los ensayos era hasta 4 veces mas
diluido que el de polen de olivo.

TABLA 3.2. Resultados de los ensayos de actividad butirato esterasa 7
vitro, a partir de extractos crudos de polen de Brassica'y
olivo, y de la fraccidn purificada que incluye Ole e 1.

Extracto Brassica Olivo Olee 1l

Absorbancia (405 nm) 0.7055 0.8337 -0.1610

Por otro lado, los ensayos de actividad butirato y acetato esterasa en geles de
poliacrilamida (Protocolo 9) mostraron en ambos casos la presencia de dos bandas
polipeptidicas reactivas en los extractos crudos de polen de olivo (Fig. 3.16). Uno de
estos polipéptidos se corresponde con una proteina de un peso molecular de unos 50
kDa, mientras que el tamafio del segundo es similar al de la proteina alergénica Ole ¢ 1
(aproximadamente 18 kDa). No obstante, la intensidad de esta tultima banda no se
corresponde a la esperada, dado que la proteina Ole e 1 est4 presente en gran cantidad
en el grano, por lo que cabria esperar una actividad esterasa mayor de la que muestran
los resultados obtenidos. No se detecto actividad alguna en el extracto correspondiente
a la fraccion proteica purificada.
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FIurRA 3.16. Ensayos de actividad butirato y acetato
esterasa en geles de poliacrilamida, a partir
de un extracto crudo de polen maduro de olivo
y de la proteina alergénica Ole e 1, purificada
parcialmente mediante FPLC. En ambos
ensayos se utilizé un extracto de polen de
Brassica napus como control positivo.

Estos resultados conducen a la hipdtesis de la existencia de un polipéptido
adicional purificado junto a Ole e 1, que muestra actividad esterasa. Para ‘esta hipotesis
se llevo a cabo una electroforesis en gradiente de pH (Protocolo 12), a partir de la
fraccidn proteica purificada utilizada en los ensayos de actividad esterasa in vitro. De
esta forma, fue posible distinguir la presencia de hasta 10 polipéptidos diferentes en
dicha fraccion (Fig. 3.17). Destacan dos bandas comprendidas en un rango de pl entre
5 y 6 que, de acuerdo con estudios previos (Lauzurica y col., 1988a), podrian
corresponder al alergeno Ole e 1.
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En experimentos posteriores de inmunodeteccion sobre membrana se probaron
28 anticuerpos monoclonales diferentes, todos ellos desarrollados frente a una
cutinasa del hongo Fusarium. En todos los casos el anticuerpo reconoce dos bandas
polipeptidicas de un peso molecular mayor de 50 kDa. Un tercer polipéptido de menor
tamafio, con un peso molecular en torno a los 18-20 kDa, aparece en 4 de los
anticuerpos ensayados (Fig.3.18B). Sin embargo, no hubo reaccion cruzada cuando se
probd un anticuerpo mononoclonal y un antisuero policlonal anti-Ole e 1 en extractos
proteicos de polen maduro de Brassica (Fig. 3.18A).

34. EL ALERGENO OLE E 1 CoMO MARCADOR MOLECULAR DE
VARIEDADES EN EL OLIVAR

Andlisis bioquimico en diferentes cultivares de olivo

Con objeto de determinar si existen diferencias cuantitativas y/o cualitativas entre
cultivares con respecto a la presencia del alergeno mayoritario del olivo en el polen, se
realizaron analisis de SDS-PAGE (Protocolo 8) a partir de extractos crudos de polen
maduro de olivo de 10 variedades diferentes (Arbequina, Frantoio, Gordal Sevillana,
Hojiblanca, Lechin de Granada, Loaime, Lucio, Manzanilla de Sevilla, Picual y
Picudo).

Después de tefiir los geles correspondientes (Protocolo 10), se observa que el
perfil proteico de los extractos crudos de polen de las distintas variedades de olivo
analizadas es similar en todos los casos, mostrando la presencia de un gran nimero de
bandas proteicas dentro de un amplio rango de peso molecular (Fig. 3.19A). No
obstante, se aprecian diferencias cuantitativas claras con respecto a un grupo de
polipéptidos de un peso molecular de 17-20 kDa, entre los que encontramos el
alergeno mayoritario Ole e 1. Los resultados de densitometria muestran que este grupo
de proteinas representa un porcentaje importante del total de proteinas presentes en el
grano de polen en los cultivares Hojiblanca, Lechin de Granada, Loaime, Lucio,
Manzanilla de Sevilla, Picual y Picudo (el porcentaje mayor se corresponde al cultivar
Lechin de Granada, en el que dicho grupo de polipéptidos representa hasta un 23 % del
total de las proteinas presentes en el grano). En comparacion, la presencia de dichas
proteinas en los extractos crudos de las variedades Arbequina, Frantoio y Gordal
Sevillana es sensiblemente menor (el porcentaje menor se corresponde al cultivar
Arbequina, en el que dicho grupo de polipéptidos representa un 3 % del total de las
proteinas presentes en el grano).




108

Capitulo tercero

MANZANILLA
ARBEQUINA
HOJIBLANCA

PICUAL
LOAIME
Lucio
FRANTOIO
GORDAL

kDa

| PIcubo
;lfa&N

97,2
66,4

42,7
36,5

20,1 | =
14,3

6.5

20,1
14,3

100 .

80 |

Oleel

3 40

20

FIGURA 3.19. SDS-PAGE e inmunodeteccidn de la proteina Ole e 1 en extractos crudos
de polen de 10 cultivares de olivo. A: Gel de gradiente (7.5-20%) de
poliacrilamida y tincién de proteinas totales mediante azul Coomassie. B:
Inmunodeteccidn de Ole e 1 mediante un anticuerpo monoclonal anti-Ole e
1. € 6rdfico de los datos de densitometria, en porcentajes relativos
referidos al cultivar de mayor contenido en Ole e 1 (Lechin de Granada).
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La figura 3.19B muestra los resultados de la inmunodeteccion de la proteina
alergénica mediante un anticuerpo monoclonal anti-Ole e 1. Tres bandas
inmunoreactivas aparecen dentro del rango de peso molecular de 17-20 kDa,
correspondientes a las tres variantes descritas anteriormente. Aunque todas las
variedades analizadas muestran la presencia de bandas reactivas, su intensidad relativa
varia significativamente. Los porcentajes de alergeno, en referencia a la variedad con
una densidad dptica mayor (Lechin de Granada, 100%) se representan en la figura
3.19C. Podemos distinguir dos grandes grupos: los cultivares Hojiblanca, Lechin de
Granada, Loaime, Lucio, Manzanilla de Sevilla, Picual y Picudo muestran niveles
altos de la proteina alergénica Ole e 1 en todas sus variantes o isoformas (porcentajes
relativos del 87.6 %, 100 %, 80 %, 83.2 %, 96 %, 91.8 % y 79 % respectivamente)
mientras que, las variedades Arbequina, Frantoio y Gordal Sevillana y mostraron un
nivel reducido de proteina (porcentajes relativos del 32.8 %, 23.5 % y 17.8 %
respectivamente). Ademas de diferencias cuantitativas, se observa que existen también
diferencias cualitativas con respecto a las distintas isoformas de la proteina presentes
en el polen de las distintas variedades analizadas, aunque dichas diferencias podrian
estar motivadas por el bajo nivel de dichas variantes de la proteina.

Andlisis molecular en diferentes cultivares de olivo

Asi mismo, se llevaron a cabo andlisis de RT-PCR a partir de ARN total de polen
maduro de cada una de las variedades, para determinar si las diferencias observadas en
cuanto a la presencia de la proteina alergénica estaban correlacionadas con posibles
cambios en los niveles de transcritos en los distintos cultivares analizadas. Como
resultado de la amplificacion se pudo observar una banda de aproximadamente 600
pares de bases en 7 de las 10 variedades estudiadas.

Los resultados mostraron inicialmente la ausencia de transcritos en aquellas
variedades que presentaban niveles bajos de la proteina (Arbequina, Frantoio y Gordal
Sevillana), y una gran cantidad de transcritos en aquellos cultivares ¢n los que la
presencia del alergeno Ole e 1 era masiva (Hojiblanca, Lechin de Granada, Loaime,
Lucio, Manzanilla de Sevilla, Picual y Picudo), tal y como puede observarse en la
figura 3.20A. No obstante, cuando el nimero de ciclos de amplificacion se incrementd
hasta 40, fue posible observar la presencia de transcritos también en aquellos
cultivares de bajo contenido en el alergeno (resultados no mostrados), por lo que se
pudo establecer que las diferencias eran unicamente cuantitativas.
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FI6URA 3.20. A: Andlisis de expresién del alergeno Ole e 1 mediante RT-
PCR, a partir de ARN total de polen de 10 variedades de
olivo. B: Andlisis de expresién de ubiquitina mediante RT-PCR,
a partir de muestras equivalentes a las anteriores, tras 20
ciclos de amplificacién (Calles 1-10 como en A).

Para asegurar que el andlisis era semicuantitativo, es decir, que la cantidad de
ARN total de partida era equivalente en todas las muestras analizadas, se comparo la
intensidad de las bandas resultantes de amplificar mediante RT-PCR los ARN
mensajeros que codifican la proteina ubiquitina, a partir de muestras cuantificadas y
equivalentes a las utilizadas para la amplificacion de los transcritos correspondientes al
alergeno Ole e 1 (Fig. 3.20B). Los resultados muestran la presencia de hasta 5 bandas
polipeptidicas que se corresponden a las distintas formas (monomérica a pentamérica)
de los transcritos. Como puede apreciarse, la intensidad de las bandas es similar en
todos los estadios analizados, por lo que podemos asumir que la cantidad de ARN total
de partida fue la misma. Por tanto, podemos concluir que los resultados de la
amplificacion de los transcritos que codifican la proteina alergénica Ole e 1 reflejan de
manera semicuantitativa el nivel de ARNm presente en cada variedad analizada.




% Resultados 111

Andalisis celular en diferentes cultivares de olivo

Con objeto de determinar si las diferencias observadas a nivel bioquimico y molecular
en cuanto a la mayor o menor presencia de la proteina alergénica Ole e 1 y sus
transcritos en el grano de polen se reflejaban a nivel subcelular, se llevd a cabo un
estudio comparativo entre las variedades de bajo contenido en dicho alérgeno
(Arbequina, Frantoio y Gordal) y el cultivar Picual (de alto contenido en la proteina
Ole e 1), utilizado como referencia en gran parte de los estudios ultraestructurales
realizados por nuestro grupo. Para ello, muestras de granos de polen maduro fueron
procesadas para MET (Protocolo 25) y se llevé a cabo la inmunolocalizacion de la
proteina alergénica, tal y como se describe en el protocolo 27. A continuacion se llevo
a cabo la cuantificacion del marcado resultante (niimero de granos de oro por unidad
de area) a partir de fotomicrografias de los resultados obtenidos en las diferentes
variedades analizadas.

Los resultados muestran también que no existen diferencias ultraestructurales
aparentes cuando comparamos con el polen del cultivar de referencia Picual. Por el
contrario, si existen diferencias cuantitativas significativas en cuanto al marcado
resultante de la inmunolocalizacion. Asi, la proteina alergénica Ole e 1 es mas
abundante en el cultivar de referencia Picual que en el resto de variedades analizadas,
tal y como puede observarse si comparamos las figuras 3.21A-D. Le siguen, de mayor
a menor marcado, las variedades Arbequina, Frantoio y Gordal. Estos valores
cuantitativos de marcado especifico por area (una vez eliminado el ruido de fondo)
coinciden exactamente con los resultados de cuantificacion de los inmunoblots (ver
densitograma de la figura 3.19) y con los niveles de transcritos (ver figura 3.20A)
encontrados en cada una de estas variedades.

En todas las variedades analizadas el alérgeno aparece localizado en el
citoplasma y en la exina mientras que las organelas, el nucleo vegetativo, la célula
generativa, la intina y las aperturas aparecen libres de sefial. Dentro del citoplasma, es
dificil determinar una localizacion subcelular mas precisa, dada la dificultad para
identificar las cisternas de reticulo endoplasmatico al no ser visibles los ribosomas,
debido a que las muestras fueron fijadas unicamente con paraformaldehido y
glutaraldehido la inclusién se llevé a cabo en Unicryl.
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FI6UrA 3.21. A-D: Inmunodeteccién a microscopia electrénica de transmisién de la proteina Ole
e 1 (flechas) en polen maduro de olivo de las variedades Picual (A), Frantoio (B),
Gordal (C) y Arbequina (D), mediante un anticuerpo monoclonal anti-Ole e 1. E:
Control negativo mediante omisién del anticuerpo primario. F: Cuantificacién del
nimero de granos de oro por unidad de drea en los cuatro cultivares analizados. Ex=
exina; IN= intina; Cy= citoplasma. Barras= 1 tm.

3.5. ANALISIS DE LA REACCION CRUZADA ENTREOLEE1 YPLAL1

Con objeto de determinar la existencia de reaccion cruzada del alergeno Ole e 1 y la
proteina alergénica mayoritaria de Plantago lanceolata, denominada Pla{ 1, se llevd a
cabo un andlisis de Western blot (ver detalles en protocolo 13), a partir de un extracto
crudo de polen maduro de olivo (variedad Picual), mediante un anticuerpo monoclonal
anti-Pla 1 1 (2A10). Tras incubar con el anticuerpo secundario, la sefial se detecto
mediante NBT/BCIP (Protocolo 14).

Los resultados mostraron la presencia de reaccion cruzada del anticuerpo con 2
polipéptidos de un peso molecular de 18-20 kDa, similar al descrito para el alergeno
Ole e 1 (Fig. 3.22). Ademas, se observan 2 bandas adicionales de un peso molecular de
68 y 133 kDa, respectivamente, como resultado de la union del anticuerpo a otras
proteinas presentes en el grano de polen de olivo.
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FIG6URA 3.22. A: electroforesis en geles de poliacrilamida al
12 %, a partir de extractos crudos de polen
maduro de olivo (variedad Picual), y tincién con
azul Coomassie. B: inmunodeteccién de la
proteina Ole e 1 mediante un anticuerpo
monoclonal anti-Pla | 1.

Asi mismo, se procesaron muestras de polen maduro de olivo liberado de la
antera (variedad Picual) y polen maduro dentro de la antera de Plantago lanceolata
para MET (Protocolo 25). Para la inmunodeteccion se utilizaron los anticuerpos
monoclonales 2A10 (anti-Pla 1 1) y anti-Ole e 1, respectivamente.

Desde el punto de vista ultraestructural, existen diferencias importantes entre
los polenes de Olea europaea y de Plantago lanceolata (Fig. 3.23A-B). Asi, se
observa la presencia de numerosos granulos de almidon en Plantago, ausentes en el
polen maduro de olivo, cuya principal fuente de reserva son los lipidos. Ademas, a
diferencia del polen de olivo, que es bicelular, el polen de Plantago es tricelular. Esto
es, la segunda division mitdtica, que da lugar a las dos células espermaticas, tiene
lugar durante al maduracion del grano y antes de la germinacion.

Los resultados de inmunolocalizacion muestran que ambas proteinas
alergénicas presentan reaccion cruzada con los anticuerpos 2A10 y anti-Ole e 1,
respectivamente. En el caso del anticuerpo 2A10, se observa un intenso marcado en el
citoplasma de la célula vegetativa y en la exina y el material adherido a la misma del
grano de polen de olivo (Fig. 3.23C). Por el contrario, la intina, el nicleo vegetativo y
la célula generativa aparecen libres de marca. Respecto al anticuerpo anti-Ole e 1, el
marcado es significativamente menor en el polen de Plantago y se localiza en el
citoplasma y el nucleo de la célula vegetativa, y el citoplasma de la célula generativa
(Fig. 3.23D). Los controles, en los que se omiti6 el anticuerpo primario, no mostraron
un marcado significativo en ningun caso (datos no mostrados).
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FI6URA 3.23. A: Seccion de un grano de polen maduro de olivo (variedad Picual) a MET. B:
Seccién de un grano polen maduro de Plantago lanceolata a MET. C: Reaccién
cruzada (flechas) del anticuerpo monoclonal 2A10 de Plantago en polen maduro
de olivo (variedad Picual). D: Reaccidn cruzada (flechas) del anticuerpo
monoclonal anti-Ole e 1 de olivo en polen maduro dentro de la antera de Plantago
lanceolata. Cy= citoplasma; GC= célula generativa; S= almidén; VN= niicleo
vegetativo. Barras= 1 um (A-B) y 4 um (C-D).
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3.6. IMPLICACIONES CLINICAS

Un total de 30 pacientes fueron sometidos a la prueba de alergia cutanea SPT,
utilizando para ello extractos proteicos de polen de 10 variedades de olivo (ver detalles
en protocolo 32). Una primera aproximacion al andlisis de los datos obtenidos
consistid en determinar si existen diferencias significativas en el area de reaccién
(expresada en mm?) en funcion de la procedencia (cultivar) del extracto, mediante un
andlisis de la varianza de Friedman. Los resultados obtenidos muestran que existen
diferencias significativas (ANOVA y%= 21.81, p< 0.009), tal y como puede
observarse en la figura 3.24:
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Figura 3.24. Andlisis de la varianza (ANOVA) de Friedman del drea cutdnea de;
reaccién (en mm®) en un conjunto de pacientes sometidos a la
prueba de alergia SPT (Skin Prick Test), a partir de extractos
proteicos estandarizados de polen de 10 variedades de olivo.

Otro aspecto de interés analizado fue comprobar si el 4rea de reaccion estd
correlacionada con la cantidad de alergeno mayoritario Ole e 1 presente en el grano de
polen, en aquellas variedades analizadas. Para contestar a esta cuestion se realizaron
analisis de correlacion de Spearman. Los resultados del analisis (Fig. 3.25) muestran
que existe una correlacion positiva y significativa (r;= 0.72, tg= 2.94, p= 0.019). Por
tanto, podemos concluir que el area de reaccion cutdnea en los pacientes atdpicos
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sometidos a la prueba SPT depende de la cantidad de alergeno mayoritario (Ole e 1)
presente en el extracto utilizado en dicho ensayo.

20
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FIGURA 3.25. Andlisis de regresién del drea de reaccién cutdnea en pacientes
alérgicos sobre la cantidad de alérgeno Ole e 1 (%) presente en el
grano de polen de olivo (r = coeficiente de correlacidn).

En la figura 3.26 se representa la reactividad individualizada de varios pacientes
a SPTs, a partir de extractos proteicos crudos de polen de los diez cultivares
propuestos como modelo. En los pacientes 1, 2 y 3 aparece reactividad elevada al
control positivo (histamina), asi como a extractos de Olea europaea procedentes de
kits comerciales de evaluacion de alergia en los que no se especifican los cultivares
utilizados como fuente. En el caso de los pacientes 1y 3, aparece reactividad positiva
a diversos cultivares modelo, incluso con valores de area de reaccién mayores que los
aparecidos frente al extracto comercial (Ej.: a la variedad Loaime en el caso del
paciente 1, y a las variedades Loaime y Lechin en el caso del paciente 3). Por el
contrario, la reactividad es generalmente reducida a las variedades Arbequina,
Frantoio y Gordal en estos tres pacientes. El paciente 2 mostré menor reactividad a
todas las variedades analizadas, si comparamos con los resultados obtenidos frente al
extracto comercial.

(
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Los pacientes 4, 5 y 6 mostraron una reactividad elevada frente al control
positivo (histamina), pero no a extractos de Olea europaea procedentes de kits
comerciales de evaluacidn de alergia, al tratarse de pacientes sometidos a
inmunoterapia prolongada. Sin embargo puede apreciarse el mantenimiento de una
importante reactividad en el paciente 4 frente a los extractos de las variedades Picual,
Loaime y Frantoio, asi como en el paciente 6 frente a los extractos de Loaime y
Manzanilla.
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FI6UrRA 3.26. Representacidn grdfica de la reactividad individualizada de
seis pacientes a SPTs, a partir de extractos crudos de polen
de diez cultivares de olivo, un extracto procedente de un kit
comercial utilizado en el diagndstico de alergia al polen de
esta especie, e histamina, esta tltima utilizada como control
positivo.
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Picual
Loaime
Lucio
Frantoio
Gordal
Manzanilla
Arbequina
Hojiblanca
Picudo
Picual
Loaime
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Arbequina
Hojiblanca
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PAO3 PAO4

 PAO5 PAO6

Freura 3.27. Western blots de extractos proteicos de polen de 9 variedades de olivo,
probados con sueros policlonales de 6 pacientes alérgicos a dicho polen
(PAO1-PAO6). Las bandas polipéptidicas mds significativas aparecen
sefialadas mediante una flecha.
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Por otro lado, se llevaron a cabo andlisis de Western blot a partir de extractos
proteicos de polen de 9 variedades de olivo (ver detalle en protocolo 13). Un total de
14 sueros pertenecientes a otros tantos pacientes atopicos, sensibilizados a dicho
polen, fueron ensayados. En todos los casos se observé la aparicién de un patron
individual de bandas de un peso molecular comprendido entre 7.6 y 78 kDa, como
resultado de la unidn especifica de IgE a las diferentes proteinas alergénicas presentes
en el grano. La figura 3.27 muestra los patrones de reaccion de 6 de los sueros
ensayados. Dicho patrén de bandas varia entre individuos, asi como dentro de un
mismo individuo, en todos los cultivares analizados. Cabe destacar la presencia de dos
bandas reactivas (de peso molecular 17 y 19-21 kDa, respectivamente) que mostraron
una elevada capacidad de union a IgE en mas del 50 % de los sueros ensayados (Ej.:
PAO1, PAO3, PAOS y PAO6 en la figura 3.27). Basandonos en estos resultados,
podemos distinguir dos grupos: el primero incluiria los cultivares Picual, Loaime,
Lucio, Manzanilla, Hojiblanca y Picudo, caracterizados por la presencia de dichas
bandas reactivas en mas del 50 % de los sueros ensayados mientras que, el segundo
grupo, en el que estarian presentes el resto de variedades analizadas (Arbequina,
Frantoio y Gordal), se caracterizaria por la ausencia de éstas.

Ademas de estas dos bandas reactivas, fue posible distinguir distintas
combinaciones de hasta 7 proteinas adicionales, con un peso molecular de 8, 12, 24,
32, 39, 44, 47, 64 y 72 kDa, respectivamente, en funcion del cultivar y del suero
ensayados.
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Capitulo Cuarto
Discusion

“But in science the credit goes to the man who
convinces the world, not to the man whom the idea
first occurs”

Sir Francis Darwin (1848-1925)

Los estudios morfométricos llevados a cabo en la flor de olivo son utiles para

determinar, de manera fiable, los diferentes estadios de desarrollo del grano
de polen dentro de la antera

La ontogenia del grano de polen es un proceso continuo en el tiempo que transcurre
dentro de la antera concomitante al desarrollo de la misma. No obstanté, cuando se
pretende estudiar en detalle aquellos aspectos directamente relacionados con dichos
procesos de desarrollo y diferenciacién, es necesario dividir la totalidad del proceso en
una serie de estadios concretos, con objeto de poder obtener resultados fiables y
facilmente reproducibles. En el caso del olivo, y basindonos en los criterios
propuestos por diversos autores (Knox, 1984; Fernandez, 1986), podemos definir los
siguientes 7 estadios en el desarrollo del polen: meiosis, tetrada, microspora joven y
vacuolada, y grano de polen joven, medio y maduro.

La floracién del olivo, en la variedad de referencia aqui estudiada, transcurre
durante aproximadamente un mes y medio. Se inicia con la formacién de pequefios
primordios florales, y finaliza con la dehiscencia de las anteras, que facilita que el
polen maduro salga al exterior. Inicialmente, encontramos que la mayor parte de las

123
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anteras presentan células madre del polen (PMC) sin diferenciar respecto de las células
del tapetum que las rodean. Una vez diferenciadas, las PMC inician la profase
meidtica, que tiene una duracion aproximada de una semana. La division meidtica
propiamente dicha es muy breve, especialmente el tiempo transcurrido entre la primera
y segunda division, y el resultado es la formacion de tetradas. La interfase de la
microspora dura aproximadamente 1 semana, predominando el estadio de microspora
vacuolada, que precede a la divisién mitética asimétrica que da lugar al grano de polen
propiamente dicho. A partir de este momento, se inicia un largo periodo de interfase de
unos 20-25 dias, durante el cual la mayor parte de las anteras muestran en su interior
granos de polen en distinto estadio de desarrollo, que se refleja tanto en la forma y
lugar que ocupa el nicleo de la célula vegetativa y la célula generativa como en el
grado de desarrollo del RE, poblacién ribosomica, sustancias de reserva, etc. Estas
observaciones coinciden en gran parte con los resultados obtenidos en estudios previos
(Fernandez, 1986), y permiten llegar a la conclusién de que la maduracién del polen
constituye la etapa de mayor duracién (aproximadamente 2/3 partes del total) dentro
del proceso de ontogenia y desarrollo del grano.

Aunque este proceso transcurre normalmente durante los meses de Abril y
Mayo, el comienzo y el final del mismo, asi como la rapidez con la que se desarrolla,
viene determinado por la situacién geografica (latitud y altitud) del cultivo y factores
de tipo climatico, tales como la humedad relativa (que depende a su vez del indice de
pluviometria de la zona) o la temperatura, éstos ultimos muy variables de un afio a
otro. Por otro lado, el inicio del desarrollo de la antera no transcurre de manera
sincronizada en todo el arbol, siendo mas precoz en aquellas ramas que se encuentran
orientadas hacia el sur, dado que la cantidad de luz y calor que reciben es mayor. Esta
falta de sincronia se manifiesta dentro de una misma inflorescencia e incluso en la
propia flor, aunque en este ltimo caso en mucho menor grado (Alché, 1991).

Por estos motivos que se acaban de exponer, los estudios cronoldgicos descritos
al inicio de este apartado no permiten determinar de manera fiable el momento
correspondiente a cada una de las diferentes etapas de la formacién y desarrollo del
grano de polen, y cada afio es necesario llevar a cabo el andlisis de las muestras
recolectadas. Una alternativa, que permite clasificar las inflorescencias en funcién del
estadio de desarrollo del grano de polen, se basa en la medida de caracteres
morfométricos de la propia flor, como son la longitud y anchura de la misma. Asi,
utilizando este criterio junto con otros de tipo morfologico (Ej.: color de la
inflorescencia), Swoboda y col. (1995) definieron 5 estadios diferentes en el desarrollo
del polen de abedul (Betula verrucosa) dentro de la antera, con objeto de llevar a cabo
el analisis de expresion del alergeno Bet v 1.

Siguiendo este mismo criterio, en este trabajo se han definido 7 estadios de
desarrollo del grano de polen de olivo dentro de la antera, con objeto de poder llevar a
cabo analisis de expresion del alergeno Ole e 1, similares a los realizados por estos
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autores. Como era de esperar, se observa que existe un incremento de los dos ‘
caracteres morfométricos (longitud y anchura de la flor) analizados durante el
desarrollo de la antera, estando ambos parametros correlacionados positivamente. Este
hecho se explica por el incremento de tamafio que experimenta el grano de polen
durante todos los estadios de su formacién y desarrollo (Fernandez, 1986), de forma
similar a lo observado en Tradescantia bracteata (Mephan y Lane, 1970) y Lillium sp
(Macarenhas, 1975). Estos cambios en el tamafio del grano de polen estin
correlacionados a su vez con incrementos en el tamatio de la antera (v, por tanto, de la
flor). Asi, tras liberarse de la tetrada, el 4rea de la célula se duplica durante el periodo
de transicién del estadio joven al de microspora vacuolada (este incremento tan
significativo se puede apreciar en la figura 3.2A, en el capitulo de resultados). A partir
de este momento se produce un incremento progresivo del tamafio del grano hasta
llegar al estadio de polen medio, momento en el cual dicho aumento se ralentiza
(Fernandez, 1986). La amplitud de los intervalos de longitud y anchura en cada uno de
los estadios, es un reflejo del incremento de tamafio que se produce en cada momento.
Dichos intervalos no se solapan, debido a la discontinuidad temporal en la toma de
muestras, lo que garantiza una correcta definicion de los mismos.

La expresion del gen OLE E 1 estd regulada a nivel transcripcional

Existen pruebas de que durante la maduracién del grano de polen existe una fase post-
transcripcional durante la que tiene lugar un proceso de sintesis proteica muy activo
(Mascarenhas, 1992). No obstante, dado que la mayoria de los estudios sobre
alergenos se han centrado en aspectos clinicos y en el desarrollo de métodos de
diagndstico fiables, apenas existen datos publicados hasta la fecha sobre el patrén de
expresion espacial y temporal de dichas proteinas. Los escasos estudios sobre sintesis
y acumulacién de proteinas alergénicas durante el desarrollo del grano de polen se han
llevado a cabo siguiendo dos aproximaciones diferentes: a) estudios inmunoldgicos a

partir de anteras en desarrollo y, b) estudios inmunocitoquimicos de granos de polen
en desarrollo. .

Asi, Linskens y col. (1980) determinaron el momento del desarrollo en el que se
produce la aparicién de proteinas alergénicas en el grano de polen del centeno (Secale
cereale), mediante ensayos de unién especifica de IgE a extractos de anteras en
diferentes estadios de desarrollo. Los resultados obtenidos en ese trabajo muestran que
la reactividad es maxima en el estadio de polen maduro. En un trabajo anterior, Knox
and Heslop-Harrison (1971) mostraron que la actividad alergénica en el grano de polen
de Tagetes patulas (Familia Asteraceae) comienza antes que en el centeno,
concretamente durante el periodo de microspora vacuolada. Por otro lado, estudios
mas recientes en cebada (Hordeum vulgare) mediante inmunoblots, muestran que el
alergeno Hor v 9 se acumula durante los estadios finales del desarrollo del grano de

polen, acumulandose hasta alcanzar un maximo en el grano de polen maduro (Astwood
y Hill, 1996).
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Los analisis de Western blot llevados a cabo en el presente trabajo nos han
permitido determinar de manera semicuantitativa la abundancia relativa de las tres
variantes de la proteina alergénica Ole ¢ 1 al reaccionar con un anticuerpo monoclonal.
La presencia de microheterogeneidades tanto en la secuencia aminoacidica como en la
secuencia nucleotidica de este alergeno ha sido referida ampliamente en anteriores
trabajos (Villalba y col., 1993, 1994; Lombardero y col., 1994), y explica el alto grado
de polimorfismo que presenta esta proteina. Este elevado polimorfismo es también
caracteristico de otros alergenos presentes en polenes de otras especies vegetales como
algunas herbaceas (Johnson y Marsh, 1965), ambrosia (Bond y col., 1991) y abedul
(Swoboda y col., 1995), entre otras. Ademas, en el caso de la proteina Ole ¢ 1, la
presencia de isoalergenos se atribuye igualmente a la existencia de distintos grados de
glucosilacion (Lauzurica y col., 1988a; Villalba y col., 1990; Batanero y col., 1994b).

Diversos trabajos muestran la presencia masiva de transcritos correspondientes
a los alergenos Lol p 1y Lol p 5 (Knox y col., 1989; Griffith y col., 1991b), Poa p 9
(Silvanovich y col., 1991) y Bet v 3 (Seiberler y col., 1994) en el grano de polen
maduro de estas especies. No obstante, como ocurre en el caso de las proteinas, los
datos disponibles sobre la sintesis y acumulacion de dichos transcritos durante la
ontogenia y el desarrollo del grano de polen son escasos hasta el momento. En un
analisis del patrén de expresion espacial y temporal del alergeno mayoritario del polen
de abedul (Bet v 1) durante el desarrollo de la antera, Swoboda y col., (1995)
observaron gue la expresion de este gen se induce justo antes de la antesis, de forma
que los transcritos se acumulan de forma masiva en el grano de polen maduro pero no
en estadios previos. Ademas, dichos transcritos estan presentes en hojas y callos, lo
que sugiere que, bajo determinadas circunstancias, la proteina Bet v 1 podria
sintetizarse en dichos tejidos (Pettenburger y col., 1992). La presencia de transcritos en
diferentes tejidos podria deberse a un control de la expresion del gen a nivel
translacional o post-translacional. El patrén de expresion descrito para Bet v 1
coincide con el del alergeno Ory s 1 en el polen de arroz (Oryza sativa), cuyos
transcritos se acumulan en el estadio de polen maduro (Xu y col.,, 1995). Findimente,
en otro trabajo en polen de cebada (Hordeum vulgare), Astwood y Hill (1996)
observaron que los transcritos correspondientes al alergeno Hor v 9 se sintetizan y
acumulan durante la maduracion del grano de polen, alcanzando los niveles maximos
en el grano de polen maduro. Recientemente, Okada y col. (1999) han observado la
presencia de niveles bajos de los transcritos correspondientes a las proteinas
alergénicas Brar 1y Brar 2, en el tapetum de la antera de Brassica rapa.

En el olivo, un estudio reciente muestra que la sintesis de los transcritos
correspondientes al alergeno Ole e 3 sigue un patrén similar al descrito para Bet v 1
(Cismondi, 2000). Asi mismo, los estudios realizados por Villalba y col. (1994)
mostraron que el gen OLE E 1 se transcribe Gnicamente en polen maduro. Con objeto
de estudiar el patron de expresion de dicho gen durante el desarrollo de la antera, se
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han llevado a cabo analisis de RT-PCR e hibridacion in sifu a microscopia Optica. Los

resultados muestran que el patron de sintesis y acumulacion de los transcritos es
similar al de la proteina Ole e 1 y difiere con respecto a lo observado en anteriores

trabajos. Asi, los transcritos comienzan a sintetizarse y acumularse masivamente en el

tapetum durante el estadio de tetrada y, a partir del momento en que este tejido

comienza a degenerar, el nivel de transcritos comienza a incrementarse en el interior

de las microsporas, a medida que éstas maduran. No se observo la presencia de

transcritos en otros tejidos como hojas y sépalos, lo que corrobora los resultados

obtenidos por Villalba y col. (1994). Todos estos datos sugieren que la expresion de

este gen esti probablemente regulada a nivel transcripcional.

;Qué ocurre durante la germinacion in vitro?. Los andlisis de expresion de la
proteina Ole e 1 en el grano de polen de olivo durante el proceso de germinacion in
vitro, muestran la presencia abundante de las tres isoformas del alergeno durante los
distintos intervalos de tiempo estudiados, sin que se aprecien diferencias cuantitativas
o cualitativas claras (M rani-Alaoui, 2000). No obstante, los resultados de los analisis
de densitometria muestran un descenso progresivo en los niveles de dichas proteinas
durante las 8 horas siguientes al inicio de la germinacioén, niveles que vuelven a
incrementarse en el intervalo 8h-16h. Al contrario de lo observado en el polen
germinado, la cantidad de alergeno no varia significativamente con el tiempo en
aquellos granos que no germinan. En el medio de germinacion se detectan cantidades
minimas de una {inica proteina (correspondiente a la variante monoglucosilada) a partir
de las 2 horas de incubacién (M rani-Alaoui, 2000), incrementindose progresivamente
hasta las 8 horas de cultivo. A partir de este momento, los niveles de este alergeno
disminuyen, siendo indetectables a partir de las 16 horas.

En la mayoria de las plantas estudiadas, ya sean especies con polen bicelular o
tricelular, las proteinas necesarias para la germinacion estin presentes en el grano de
polen maduro y sélo se requiere la sintesis de novo de dichas proteinas para el
crecimiento posterior del tubo polinico (Mascarenhas, 1993), aunque existen algunas
excepciones como ocurre en Lilium, Clivia (Franke y col., 1972) y Typhtz (Hoekstra y
Bruinsma, 1979). Los resultados obtenidos en este trabajo con Ole e 1 confirman la
hipébtesis inicial y sugieren que dicha proteina podria jugar un papel clave en la
germinacion y el crecimiento del tubo polinico. La sintesis y acumulacion del alergeno
durante la Gltima fase del desarrollo del grano de polen y la sintesis de novo que tiene
lugar durante el crecimiento del tubo sugieren esto ultimo. El descenso que
experimentan los niveles de alergeno a lo largo de la hidratacién y germinacién podria
deberse a que la proteina es metabolizada o bien, a que difunde al exterior. A favor de
la primera hipotesis esta el hecho de que la cantidad de alergeno no varia
significativamente en los granos que no germinan cnando comparamos con aquellos
que si lo hacen. Como prueba a favor de la segunda esta la presencia de la proteina
alergénica en el medio de germinaci6n, asi como el marcado adicional observado en
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las paredes del tubo y en las paredes del tejido transmisor del estigma. En este caso, y
puesto que no se ha detectado ningin péptido seiial en la secuencia aminoacidica de
Ole e 1, se deberia asumir que el alergeno, junto con otros compuestos de la célula,
difunde pasivamente una vez que el grano de polen se hidrata, aprovechando que la
integridad de la membrana plasmatica atin no ha sido restablecida (Simon, 1974).
Ademas, la presencia de Ole e 1 en el medio de germinacién esta en consonancia con
el caracter hidrofilico de esta proteina (Villalba y col., 1993), que le permite difundir
con cierta facilidad en medios acuosos. Este hecho podria ser el desencadenante de los
procesos alérgicos, al entrar la proteina en contacto con las mucosas de aquellos
individuos sensibilizados a dicho polen.

Por otro lado, trabajos pioneros en el uso de inhibidores de la sintesis de ARN
(Ej.: actinomicina D) sugieren que la germinacion y el crecimiento temprano del tubo
polinico no dependen de la sintesis de novo de ARN, dado que los ARNm, ribosomas
y ARNt necesarios para ello se sintetizan y acumulan durante la maduracion del grano
de polen, y persisten hasta su posterior uso durante la fase de germinacion
(Mascarenhas, 1988). Asi, los estudios Ilevados a cabo en Tradescantia (Mascarenhas
y col., 1974; Mascarenhas y Mermelstein, 1981), maiz (Hanson y col., 1989) y, mas
recientemente, en tabaco (Weterings y col., 1992), sugieren que no existen diferencias
cualitativas entre los transcritos mas representativos y abundantes presentes en el grano
de polen sin germinar, y aquellos ARN mensajeros sintetizados de novo durante la
germinacion.

Los analisis de expresion del gen OLE E 1 llevados a cabo en este trabajo
muestran que los niveles de transcritos en el grano de polen durante la germinacién in
vitro son inicialmente elevados. No obstante, se observa que existe un descenso en
dichos niveles, paralelo al descrito para la proteina, durante las 8 horas siguientes al
inicio del cultivo. Este hecho sugiere que la hipétesis sobre el control transcripcional
de este gen es correcta. Resultados similares han sido observados para el gen NTP-
303, que se expresa en el polen de tabaco y cuyos transcritos se acumulan en el apice
del tubo (Weterings y col., 1992, 1995). Por el contrario, los trhnscritos
correspondientes al gen BCP-1 de Brassica campestris (Theerakulpisut y col., 1991), y
varios ARNm de Petunia inflata (Mu y col., 1994a,b), persisten a elevados niveles en
el tubo polinico durante su crecimiento, sin que existan cambios cuantitativos
significativos. En la mayoria de las especies con polen bicelular, el crecimiento final
del tubo y la division de la célula generativa depende de nuevos ARNm sintetizados
una vez que el tubo polinico se ha formado (Mascarenhas, 1975). El incremento
posterior de los niveles de transcritos correspondientes a Ole e 1 que se observa en el
intervalo 8h-16h, sugiere que el crecimiento tardio del tubo polinico podria depender
de una sintesis de novo de dichos transcritos.
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Para explicar el desfase que se observa entre el inicio de la sintesis de los
transcritos y la aparicion de la proteina hay que considerar la particularidad del ciclo
de ARN ribosémico (ARNr) que tiene lugar durante el desarrollo del grano de polen.
Asi, en algunas especies la poblacion de ribosomas presentes en el citoplasma se ve
severamente disminuida a lo largo de la profase meidtica (Mackenzie y col., 1967;
Parchman y Lin, 1972; Dickinson y Li, 1988), mientras que, al final de la meiosis, se
produce una repoblacién en la que podrian estar implicadas unas estructuras
denominadas nucleoloides (Dickinson y Heslop-Harrison, 1970; Rodriguez-Garcia y
Fernandez, 1987). En otros casos, dicha repoblacion tiene lugar después de la meiosis,
durante el estadio de tetrada (Majewska-Sawka y Rodriguez-Garcia, 1996). No
obstante, en el caso del olivo, el niimero de ribosomas es todavia muy reducido en el
estadio de microspora, a pesar de que existe una gran cantidad de nucleoloides en el
niicleo de la célula (Alché y col., 1994), y apenas se observa la presencia de reticulo
endoplasmatico rugoso (REr) en el citoplasma. Por tanto, la ausencia o reduccién en la
maquinaria translacional y la escasa presencia de REr podria ser la causa que explique
la ausencia de la proteina Ole e 1 en los estadios de tetrada y microspora, mas que la
existencia de algin mecanismo de regulacion post-transcripcional.

La figura 4.1 resume el patrén de expresion temporal y espacial de la proteina
Ole ¢ 1 y sus transcritos:

fas i
> &9

PMC  MEIOSIS TETRADA MICROSPORA MICROSPORA  POLEN POLEN
JOVEN  VACUOLADA  JOVEN maduro 5 th 2h  4h  8h  16h

FI6urA 4.1. Patrén de expresién de la proteina Ole e 1 (A) y sus transcritos (B) en el fapetum
(rojo) durante el desarrollo de la antera, y en el grano de polen (negro) durante
su desarrollo dentro de la antera y la germinacidn /in vitro. PMC= células madre
del polen.

Aunque hemos dibujado el esquema de la expresion del alergeno Ole e 1
durante el desarrollo, quedan alin algunas cuestiones de interés por resolver, como son:
a) determinar qué mecanismos regulan la expresion transcripcional del gen y, b)
aclarar el significado biol6gico que tiene la presencia de la proteina en el tapetum.

|
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La sintesis y almacenamiento del alergeno Ole e 1 tiene lugar en el reticulo
endoplasmatico rugoso, dentro del grano de polen.

La localizacién celular de las proteinas alergénicas permite conectar los resultados
bioquimicos con las caracteristicas morfoldgicas de la célula y aporta datos sobre la
posible funcion biologica de dichas moléculas. El avance en este campo ha ido
paralelo a la optimizacion de las técnicas de obtencion de anticuerpos y a la mejora en
el procesamiento de las muestras para microscopia. Asi, los sueros policlonales,
desarrollados frente a extractos proteicos muy heterogéneos en su composicion, y de
uso comun hace unos afios, han dado paso a una nueva generacion de anticuerpos
monoclonales, con capacidad de distinguir entre los diferentes epitopos de una misma
molécula, lo que ha supuesto un incremento en la especificidad de los resultados
obtenidos. Por otro lado, dado que la mayoria de las proteinas alergénicas son
moléculas muy hidrosolubles, se han utilizado normalmente técnicas de fijacion
anhidrida para su inmunolocalizacion en el grano de polen. No obstante, estas técnicas
conducen generalmente a una preservacion ultraestructural limitada, lo que lleva en
ocasiones a una interpretacion errénea de los resultados.

Las ventajas de los métodos de criofijacion y criosustitucion utilizados en el
presente trabajo han sido puestas de manifiesto en estudios inmunocitoquimicos, asi
como morfolégicos, de hibridacion in sifu y microanalisis de rayos X (Roos y Morgan,
1990), e incluyen: a) una mejor preservacion de la ultraestructura de las muestras, b) la
inmovilizacién inmediata de las proteinas en su localizacién original al evitarse la
difusion que tiene lugar con el uso de fijadores quimicos acuosos convencionales, y ¢)
el mantenimiento de la antigenicidad de estas moléculas.

La presencia de alergenos en el citoplasma del grano de polen ha sido estudiada
mediante inmunocitoquimica a microscopia electrénica en varias especies vegetales
entre las que se incluyen el ballico (Lolium perenne) (Knox y col., 1980; Howlett y
col., 1981; Staff y col., 1990), el fleo (Phleum pratense) (Grote y col., 1994), y el
abedul (Betula verrucosa) (Grote, 1991). En el caso del olivo, el uso de ®cnicas
convencionales de fijacion e inclusion en Epon ha permitido la localizacion precisa del
alergeno Ole e 1 en el interior de las cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso
durante los ultimos estadios de maduracion del grano de polen (Martin-Orozco y col.,
1994; Rodriguez-Garcia y col., 1995a,b), lo que prueba que se trata de una proteina
termoestable, dado que la inclusion se realizo a 60 °C, sin que existiera una pérdida
aparente de la antigenicidad, como demuestra la presencia de un intenso marcado. Por
otro lado, la especificidad de la sefial y la ausencia de marcado en el nicleo y el resto
de organulos citoplasmaticos descartan la posibilidad de que exista una difusion
masiva por parte de la proteina, como se ha sugerido en trabajos previos (Staff y col.,
1990; Grote, 1991). Asi mismo, se ha descrito la presencia de proteinas antigénicas en
las cisternas del REr en el grano de polen de otras especies de la familia Oleaceae
como el aligustre, el fresno, la lila y la forsitia, en las que se observa la presencia de
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reaccion cruzada con varios anticuerpos monoclonales desarrollados frente al alergeno
mayoritario del polen de olivo (Martin-Orozco y col., 1994; Fernandez y col., 1996).

Por otro lado, la presencia de cisternas dilatadas de reticulo endoplasmatico en
el grano de polen se ha descrito también en polenes de diferentes especies (Kroh,
1967; Jensen y col., 1974; Cresti y col., 1985, 1988; Pacini y Juniper, 1979a; Cresti y
Keijzer, 1985; Ciampolini y col., 1988; Weber, 1988; Tiwari y col., 1990; Van Aelsty
Van Went, 1991; Luegmayr, 1993). Se ha propuesto que dicho sistema podria jugar un
papel clave como lugar de almacenamiento para proteinas gametofiticas y sus
precursores (Knox y Heslop-Harrison, 1970; Jensen y col., 1974; Heslop-Harrison,
1975; Pacini y Juniper, 1979a), asi como de aquellos materiales necesarios para el
crecimiento del tubo polinico (Cresti y col., 1985).

Los resultados de inmunolocalizacién obtenidos en el presente trabajo mediante
el uso de criotécnicas no solo corroboran sino que mejoran aquellos obtenidos
mediante el uso de técnicas convencionales y documentan de manera convincente por
primera vez la implicacién de este sistema en el almacenamiento del alergeno
mayoritario del polen de olivo. Ademas, el REr podria ser el lugar de sintesis del
alergeno Ole ¢ 1, siguiendo el esquema ampliamente extendido de sintesis en los
ribosomas adosados al reticulo y transporte simultaneo del polipéptido al lumen de la
cisterna, tal es el caso de numerosas proteinas presentes en el endospermo de cereales
(Khoo y Wolf, 1970; Larkins y Hurkman, 1978; Oparka y Harris, 1982; Krishnan y
col., 1986). Existen evidencias claras que apoyan esta hipotesis. Asi, durante el
desarrollo del grano de polen, el marcado de la proteina alergénica en las cisternas
comienza a ser visible en el estadio de polen bicelular medio (Rodriguez-Garcia y col.,
1995a), momento en el cual el reticulo endoplasmatico rugoso muestra un grado de
diferenciacién apreciable con relacién a sus dimensiones y contenido (Rodriguez-
Garcia y Fernandez, 1990), lo que sugiere que la sintesis de Ole e 1 tiene lugar en el
REr durante las etapas iniciales de la maduracién del grano. Los estudios previos
llevados a cabo en nuestro laboratorio, en los que se describe el proceso de
diferenciacién del reticulo endoplasmatico durante las diferentes etapas del desarrollo
del grano de polen de olivo (Rodriguez Garcia y Fernandez, 1990), nos han sido de
gran utilidad para la correcta interpretacién de la localizacién ultraestructural del
alergeno. Este hecho viene a sefialar la importancia que tienen los estudios
convencionales de microscopia electronica para llevar a cabo una correcta
interpretacién de los resultados inmunocitoquimicos. Asi, resultados similares
obtenidos en experimentos de localizacién del alergeno Bet v 1 en el polen de abedul
(Grote, 1991) condujeron a una diferente interpretacién debido a una mala
preservacion del material y a la falta de estudios ultraestructurales previos.

Por otro lado, los experimentos de RT-PCR in situ muestran que los transcritos
correspondientes a la proteina Ole e 1 aparecen frecuentemente asociados a los
ribosomas del reticulo endoplasmatico rugoso en el citoplasma de la célula vegetativa

|
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del grano de polen maduro. Este hecho constituye, una vez mas, evidencia de que la
sintesis proteica del alergeno Ole e 1 podria tener lugar en las cisternas del reticulo
endoplasmatico rugoso.

La utilizacion de técnicas de hibridacion in situ basadas en PCR a nivel
ultraestructural apenas ha sido documentada hasta ¢l momento (Cohen, 1996; Kareem
y col., 1997). Estos métodos de amplificacion génica in situ combinan las ventajas de
ambas técnicas, incrementando de manera notable el nimero de copias de la secuencia
blanco de la amplificacién para su posterior deteccion mediante hibridacion (directa) o
inmunocitoquimica (indirecta). En el caso de plantas, existen dos unicos precedentes
hasta la fecha (Johansen, 1997, Deeken y Kaldenhoff, 1997) y en ambos casos la
localizacién se llevo a cabo mediante microscopia optica. En el primero, el uso de las
técnicas de PCR-IS y RT-PCR-IS permiti6 la localizacion del gen de la RUBISCO
(ribulosa 1-5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa) y sus transcritos correspondientes en
varios tejidos vegetales. Por su parte, Deeken y Kaldenhoff (1997) utilizaron la técnica
de RT-PCR-IS para detectar la presencia de transcritos correspondientes a una proteina
kinasa receptora, en cotiledones de semillas de Arabidopsis thaliana. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo constituyen, por tanto, la primera contribucion al
desarrollo de esta técnica a nivel ultraestructural en plantas, al tiempo que suponen una
mejora substancial en sensibilidad cuando comparamos con los resultados obtenidos
mediante el uso de técnicas convencionales de hibridacion in situ (Alché y col., 1999).

Una cuestion aun por aclarar es determinar como se dirige la sintesis de dicho
alergeno hacia el interior de las cisternas del REr. Las sefiales que conducen a una
determinada proteina hacia una localizaciéon subcelular apropiada se encuentran
normalmente codificadas en su propia secuencia aminoacidica. Las caracteristicas del
extremo NH; de la proteina Ole e 1y la presencia del motivo Ala-Xaa-Ala (Villalba y
col., 1993), la secuencia mas frecuente que precede al lugar de procesado del péptido
sefial (Carne y Scheele, 1985), podria explicar la retencién de esta proteina en el
reticulo.

#
La proteina alergénica Ole e 1 estd presente en la pared del grano de polen y
en el tapetum de la antera

La pared celular se ha considerado tradicionalmente como un lugar de la célula donde
transcurren multitud de reacciones enzimaticas, asi como posible destino final de
numerosas proteinas alergénicas (Knox y Heslop-Harrison, 1969, 1970). La
procedencia de las mismas se ha atribuido a dos fuentes diferentes: proteinas
sintetizadas en el citoplasma, que posteriormente difunden pasivamente al exterior,
bajo la influencia de un gradiente de concentraciéon (Simon, 1974) o bien, proteinas
sintetizadas en el tapetum, que son depositadas después en la cubierta del polen (Knox,
1979).
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La presencia de proteinas alergénicas en la pared celular del grano de polen ha
sido documentada, mediante técnicas de microscopia electronica o de fluorescencia, en
varias especies vegetales entre las que se incluyen: Phleum pratense (Grote y col.,
1994), Parietaria judaica (Casas y col., 1996), Lolium perenne (Knox y col., 1980;
Howlett y col., 1981; Staff y col., 1990), Cryptomeria japonica (Takahashi y col.,
1989; Miki-Hirosige y col., 1994) y Betula verrucosa (Grote, 1991, 1992). Se han
propuesto diversas hipotesis para tratar de explicar la presencia o ausencia de
alergenos en la pared del grano de polen de varias especies. La inmunolocalizacion de
compuestos alergénicos en la intina, la capa mas interna de la pared, podria indicar la
presencia de proteinas relacionadas con la activacion del grano (Casas y col., 1996).
La ausencia de marcado en la misma que se observa en el polen de Lolium y
Cryptomeria, se atribuye a la movilidad de estas proteinas solubles en agua, como
consecuencia del grado de hidratacion presente en los fijadores acuosos
convencionales (Staff y col.,, 1990; Miki-Hirosige y col., 1994). Por otro lado, la
presencia de proteinas alergénicas en la exina, la capa més externa de la pared del
polen, podria ser resultado de una secrecion desde el lugar de sintesis, durante el
desarrollo del grano.

Los estudios iniciales de inmunolocalizacién del alergeno Ole e 1 llevados a
cabo por Rodriguez-Garcia y col. (1995a,b), y Fernandez y col. (1996), fallaron en
demostrar la presencia de esta proteina en la pared del grano de polen, debido
probablemente a la utilizacion de fijadores convencionales que podrian haber
eliminado la proteina adherida al exterior de la pared celular. Por el contrario, el uso
de criotécnicas para el procesamiento de las muestras ha dado como resultado la
inmunolocalizacién del alergeno Ole ¢ 1 en la ectexina (la capa mas externa de la
pared del polen). Durante la germinacién in vitro, la proteina alergénica se localiza en
el interior de las cisternas del reticulo endoplasmico rugoso, dispersas por todo el
citoplasma del tubo polinico (M 'rani-Alaoui, 2000). No obstante, en granos de polen
germinados in vivo, se observa un marcado adicional en las paredes del tubo, asi como
en las paredes del tejido transmisor del estigma (M rani-Alaoui, 2000).

Por otro lado, el tapetum ha sido considerado durante mucho tiempo como lugar
de origen del material proteico adherido a la exina, asi como de proteinas responsables
del fenémeno de alergia respiratoria al polen inhalado (Knox y col., 1970; Knox y
Heslop-Harrison, 1971; Pacini, 1994). No obstante, la presencia de componentes
alergénicos en dicho tejido no ha sido abordada hasta el momento debido a las
dificultades técnicas en su procesado para los estudios de inmunolocalizacién. En el
presente trabajo, la utilizacién de criotécnicas combinada con la microscopia de campo
oscuro ha permitido detectar la presencia de una gran cantidad de la proteina
alergénica Ole ¢ 1 en las células del zapetum. Dado que el marcado en dicho tejido
inicialmente es significativamente mayor que el observado en las microsporas en
desarrollo, podemos asumir que la aparicién temprana de esta proteina durante el
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desarrollo de la antera tiene lugar aqui. Queda claro, por tanto, que este tejido
esporofitico estd implicado directamente en la sintesis y acumulacion de Ole e 1. La
mayor parte de las proteinas que van ser secretadas son sintetizadas en las membranas
del REr y transportadas a la superficie celular a través de vesiculas que se forman en el
aparato de Golgi (Jones and Robinson, 1989). La ausencia de marcado en dicho
organulo asi como en la intina (la capa mas interna de la pared del polen) sugiere que
el alergeno Ole e 1 no se secreta activamente, aunque al ser una proteina hidrosoluble
podria difundir de forma pasiva en un medio acuoso. Por tanto, cabe la posibilidad de
que la mayor parte del alergeno que se localiza en la pared provenga del zapetum, una
vez que este tejido degenera y sus componentes son liberados al 16culo de la antera.

La localizacion subcelular y ultraestructural del alergeno en dicho tejido no fue
posible dado que el mantenimiento de la estructura, aunque sustancialmente mejorado,
fue todavia muy pobre. Para que ello sea posible, sera necesario optimizar los métodos
de criofijacion e inclusion a baja temperatura para este tejido, asi como las técnicas de
visualizacion.

Aproximacion a la funcion bioldgica del alergeno mayoritario del polen de
olivo

Las proteinas alergénicas del polen ejercen funciones bioldgicas en muchos casos hasta
ahora desconocidas. Unicamente las profilinas, caracterizadas como panalergenos en el
grano de polen (Martinez y col., 1995; Valenta y col., 1992), parecen tener asignado
un papel claro en el control de la polimerizacion de la actina en las células eucariotas
(Theriot y Mitchinson, 1993). Sin embargo, gracias al avance que la biologia
molecular ha experimentado durante la Gltima década, estan empezando a obtenerse
evidencias que sugieren que los alergenos desempefian un papel importante en sucesos
clave del desarrollo del grano de polen (Hanson y col., 1989; Twell y col., 1989;
McCormick, 1991; Mascarenhas, 1992; McCormick, 1993). Asi, el conocimiento de la
secuencia de estas proteinas y sus genes correspondientes permite buscar similitudes
en las bases de datos con otras secuencias conocidas, y obtener pruebas indirectas de la
posible funcion biolégica que desempefian estas moléculas en el polen. Al mismo
tiempo, se ha podido aislar y silenciar algunos de estos genes durante el desarrollo del
polen con objeto de diseccionar su funcion.

Uno de los casos mejor estudiados es el del alergeno mayoritario del polen de
abedul (Bet v 1), que muestra una elevada homologia con una familia de proteinas
relacionadas con la patogénesis (PR) (Breiteneder y col., 1989), identificadas en varias
especies de plantas. Dichos genes forman parte de la respuesta de resistencia por parte
de la planta frente al ataque de microbios patogenos. La infeccion, percibida a través
de una cascada de sefiales, induce la expresion de las diferentes proteinas PR (Ej.:
quitinasas), que presentan actividad antimicrobiana (Briggs, 1995). Existen estudios
que muestran que el conjunto de genes BET V 1 es activado en un cultivo de células
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de abedul en presencia de patdgenos microbianos (Swoboda y col., 1994) y que la
proteina Bet v 1 presenta actividad ribonucleasa (Bufe y col., 1996). Estos resultados
sugieren que el alergeno Bet v 1 podria estar implicado en la proteccién de los tejidos
reproductivos femeninos frente al ataque de patogenos, durante el crecimiento del tubo
polinico. Alternativamente, el alergeno podria ser requerido para el crecimiento del
tubo polinico a través del estigma, proceso que muestra analogia con las interacciones
entre patégeno y hospedador (Dickinson, 1994) y en el que podrian intervenir
proteinas con actividad ribonucleasa (Murfett y col., 1994).

En esta misma linea, los trabajos de Bufe y col. (1995) muestran que el alergeno
Phl p 5, que presenta actividad ribonucleasa, difunde desde del grano de polen al
afiadir 4cido salicilico, una hormona sefial en la resistencia de plantas (van de Rhee y
col., 1990; Gaffney y col., 1993), al medio. Mas recientemente, Karamloo y col.
(1999) observaron que el alergeno minoritario del polen de abedul Bet v 5 muestra una
homologia del 60-80 % con una familia de proteinas (isoflavona reductasas) también
implicadas en reacciones de defensa de la planta.

Aunque no podemos descartar que la funcién de alguna de las proteinas
alergénicas sea meramente estructural, los datos obtenidos hasta el momento muestran
que la mayoria de estas moléculas presentan algin tipo de actividad biolégica. Dentro
de este grupo cabe destacar los dos alergenos mayoritarios de Cryptomeria japonica
(Cry j 1y Cry j 2), que se localizan en la pared del grano de polen (Miki-Hirosige y
col. 1994), y que muestran actividad pectato liasa y polimetilgalacturonasa,
respectivamente (Taniguchi y col., 1995; Ohtsuki y col., 1995). Puesto que ambas
enzimas estin implicadas en la sintesis y degradacion de polisacaridos de la pared
celular, los autores han postulado que estos alergenos podrian estar implicados en el
crecimiento de la pared del tubo polinico. Algunos alergenos presentan en su secuencia
un centro activo similar al del enzima pectato liasa, aunque no estd demostrado que
presenten dicha actividad, tal es el caso de las proteinas Cup a 1 (Aceituno y col.
2000), Jun a 1 y Cha o 1 (Midoro-Horiuti y col., 1999). Recientemente,gSuck y col.
(2000) observaron que el alergeno Phl p 13 muestra una cierta homologia con enzimas
poligalacturonasas de varias especies.

Existe un grupo de alergenos del polen cuya caracteristica comin es la
presencia de una gran cantidad de residuos de cisteina (Cys) en su secuencia
aminoacidica, tal es el caso de Amb a 5 en el polen de Ambrosia artemisiifolia (Mole y
col., 1975) y Hev b 1 en el polen de Hevea brasiliensis (Templeton y col., 1994), o
largas regiones ricas en Cys, como es el caso de las proteinas Amb a 1 y Amb a 2
(Griffith y col.,, 1991a) y algunos alergenos incluidos en el denominado grupo 1,
presentes en el polen de algunas gramineas (ver revision, Knox y Suphioghu, 1996).
Aparentemente, todas estas proteinas carecen de capacidad catalitica pero tienden a
unirse a otras moléculas tales como carbohidratos, proteinas y lipidos. Se asume que
los residuos de cisteina podrian formar enlaces disulfuro dando lugar a motivos
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estructurales de tipo toxina-aglutinina, presente en algunas toxinas y lectinas (Drenth y
col., 1980), haciendo de estas moléculas candidatos ideales para llevar a cabo papeles
de reconocimiento y especificidad. Asi por ejemplo, el alergeno Lol p 1, presente en el
polen de Lolium perenne, contiene una zona rica en cisteinas en el extremo N-terminal
de la secuencia aminoacidica, una zona o dominio de unién a aziicares en el extremo
carboxilo, y un péptido sefial hidrofébico, similar al del enzima o-amilasa, que sugiere
que la proteina es secretada (Griffith y col., 1991b). Todas estas caracteristicas
estructurales indican que Lol p 1 podria desempefiar un papel en las interacciones
celulares que tienen durante la entrada del tubo polinico en el estigma y su posterior
crecimiento intercelular a través del estilo.

Finalmente, otro grupo interesante, para el que recientemente se ha propuesto el
nombre genérico de polcalcinas (Ledesma y col., 1998b), incluye a todos aquellos
alergenos presentes en el grano de polen que contienen uno o varios motivos de unién
a calcio en su secuencia aminoacidica (ver tabla 1.4 en Introduccién). Tanto el calcio
como las proteinas unidas a éste (Ej.. calmodulina) parecen estar implicadas en la
regulacion de la expresion de genes relacionados con muchos fenémenos celulares que
tienen lugar en el grano de polen (Franklin-Tong, 1999). Dichas proteinas son
generalmente citosélicas o aparecen asociadas a sistemas de membrana, modulando l1a
dindmica de la concentracién de calcio citos6lico (Sanders y col., 1999). También cabe
la posibilidad de que dichas proteinas desempefien un papel como mensajeros
secundarios en la transferencia de sefiales en respuesta a estimulos externos,
modulando la activaciéon de enzimas implicadas en funciones tales como mitosis (Wick
y col., 1985), induccion de la disociacion de microtiibulos (Schliwa y col., 1981) y
crecimiento del tubo polinico (HauBer y col., 1984).

Por otro lado, los estudios de inmunocitoquimica aportan datos sobre la
localizacion subcelular de los alergenos en el grano de polen y el lugar de sintesis y
almacenamiento, que podrian ayudar a entender su funcién bioldgica. Asi por ejemplo,
la presencia dichas proteinas en la pared celular y el material extracelular asoc1ado ala
misma, CoOmo ocurre por eJemplo con los alergenos Lol p 1 (Staff'y col., 1990); "Betv 1
(Grote, 1991, 1992), Cry j 1 (Miki-Hirosige, 1994), Phl p 1 y Phl p 3 (Grote y col,,
1994), Hor v 9 (Astwood y Hill, 1996) y varias proteinas alergénicas de Parietaria
Judaica (Casas y col., 1996), permitiria el contacto directo entre los sistemas de
reconocimiento del grano de polen y la superficie del estigma durante la hidratacion, y
la germinacién posterior del tubo polinico (Howlett y col., 1973). Por otro lado, la
proteina Lol p 5b, que se sintetiza en forma de precursor, es transportada a los
amiloplastos en el grano de polen maduro y se acumula en los grinulos de almidén.
Estos datos sugieren que su papel biologico podria estar relacionado con la
movilizacién del almidén durante la germinacion y crecimiento del tubo polinico
(Singh y col., 1991).
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Llegados a este punto, consideremos la siguiente cuestion: ;qué sabemos a
cerca de la funcién bioldgica de Ole e 1 en el grano de polen del olivo?. Al comparar |
la secuencia aminoacidica de este alergeno con otras secuencias conocidas presentes
en las bases de datos, encontramos una homologia del 35-40 % con los polipéptidos
codificados por los genes LAT52, Zmc13 y OSPSG, presentes en el polen de tomate,
maiz y arroz, respectivamente (Villalba y col., 1993). Las proteinas codificadas por
estos genes tienen un peso molecular similar al alergeno Ole e 1 y presentan un lugar
potencial de N-glucosilacion. Todas muestran en su secuencia una region de 7
aminoacidos que se repite, probablemente implicada en la funcion biologica, y 6
residuos de cisteina en posiciones idénticas, con implicaciones obvias en la estructura
terciaria final de la proteina. A partir de los experimentos de represion antisense
llevados a cabo por Muschietti y col. (1994) para el producto del gen LAT52, estos
autores observaron que la reduccion en la expresion de dicho gen estd correlacionada
con un funcionamiento anormal del grano de polen durante la germinacion. Estos
resultados sugieren que dicha proteina podria jugar un papel importante en la
hidratacion del grano y/o germinaci6n del tubo polinico (McCormick, 1993). Por tanto,
en virtud de la homologia que esta proteina muestra con el alergeno Ole e 1, cabria
esperar una funcion similar para éste ltimo.

Los datos obtenidos a partir de los analisis de expresion llevados a cabo en el
presente trabajo confirman esta teoria, a saber: 1) la sintesis y acumulaciéon de la
proteina se produce durante las etapas finales de la maduracion del grano, alcanzando
los niveles maximos justo antes de la antesis, 2) la proteina, aunque presenta niveles
cuantitativos muy diferentes, estd presente en el polen de todas las variedades de olivo
analizadas, y 3) existe una sintesis de novo tanto de transcritos como de proteina
durante la germinacién in vitro y posterior crecimiento del tubo polinico. Por tanto,
parece claro que el alergeno Ole e 1 podria estar implicado en el proceso de
germinacion y posterior crecimiento del tubo polinico. La siguiente cuestion, pues, es
determinar de qué manera esta implicada en dichos procesos.

Las plantas con un “estigma seco” (Heslop-Harrison y Shivhnna, 1977),
presentan una papila estigmatica cubierta por una cuticula continua, que representa una
de las principales barreras para la entrada del tubo polinico (Heslop-Harrison, 1975;
Heslop-Harrison y col. 1975). Se ha postulado que una cutinasa presente en el grano
de polen y secretada por el apice del tubo polinico degradaria la cuticula del estigma,
facilitando asi la entrada del mismo en su camino hacia el ovario. Recientemente, ha
sido purificada y clonada una proteina con actividad cutinasa en la cubierta del grano
de polen de Brassica napus (Hiscock y col., 1994). Esta proteina muestra una cierta
homologia en el extremo NH,-terminal de su secuencia aminoacidica con el alergeno
Ole e 1 (Dr. S. Hiscock, Department of Plant Sciences, University of Oxford.
Comunicacién personal; ver figura 4.2). En el caso del olivo, no hay estudios hasta el
momento que demuestren la presencia de una cuticula que recubra el estigma, pero no
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podemos descartar su existencia. A partir de estos datos, se considerd la posibilidad de
que Ole e 1 fuera la proteina homéloga al enzima aislado en Brassica.

FI6URA 4.2. Homologia parcial en el extremo NH;-terminal de la proteina
Ole e 1 con una cutinasa del polen de Brassica napus.
Sustituciones conservativas (*).

Los ensayos de actividad butirato esterasa in vitro a partir de extractos crudos
de polen maduro de olivo llevados a cabo en el presente trabajo mostraron la existencia
de un elevado nivel de dicha actividad enzimatica en el grano, mientras que no se
observo actividad en extractos correspondientes a la fraccién proteica purificada. La
causa podria ser la utilizacion de PMSF, un potente inhibidor de enzimas proteasas, en
la preparacién de dichos extractos dado que, aparentemente, también es un agente
inhibidor de dicha actividad. Por otro lado, los ensayos de actividad acetato y butirato
esterasa en geles de poliacrilamida mostraron que existen al menos dos polipéptidos
capaces de catalizar la hidrélisis de enlaces éster. El peso de una de estas bandas
coincide con el de la proteina Ole e 1, aunque la intensidad de la banda es menor de lo
esperado, dado que el alergeno representa aproximadamente un 20 % de la cantidad
total de proteinas presentes en el grano de polen. Analisis posteriores mostraron la
presencia de otras proteinas en el extracto que fueron purificadas junto con Ole ¢ 1.
Por otro lado, los estudios de inmunolocalizacién llevados a cabo en este trabajo
muestran que dicha proteina no est4 presente en la intina, considerada como el lugar de
almacenamiento de las enzimas proteoliticas e hidroliticas necesarias para la salida del
tubo polinico y el posterior crecimiento del mismo dentro del estigma (Knox,#1984).
Por tanto, aunque no podemos descartar totalmente la posibilidad de que Ole e 1 tenga
actividad esterasa, esta hipdtesis parece muy improbable. Para aclarar este punto, sera
necesario expresar la proteina in vitro y repetir los ensayos de actividad.

Podemos especular sobre otras posibles funciones atribuibles a la proteina
alergénica Ole e 1 durante la germinacién y el crecimiento del tubo polinico (ver tabla
4.1). Cabe sefialar que ninguna de las hipétesis que a continuacién se presentan es
excluyente, por lo que cabria la posibilidad de que la proteina desempeiiara una doble
funcion en el polen. La primera hipétesis esta relacionada con la creacién del gradiente
0smoético necesario para la germinacion. La hidratacion del grano de polen se produce
debido a diferencias en el potencial hidrico entre el estigma (o el medio, en un sistema
in vitro) y el grano (Heslop-Harrison y Shivanna, 1977). El alto contenido en la
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proteina (20 % del total) en el grano de polen maduro podria determinar el gradiente
osmotico necesario para la hidratacion. Por otro lado, la sintesis de esta proteina
durante el crecimiento del tubo polinico contribuiria a mantener dicho gradiente. En
contra de esta hipdtesis esta el hecho de que los niveles de alergeno varian muy
significativamente entre los distintos cultivares analizados. No obstante, hasta el
momento, no existen estudios detallados que muestren si existen diferencias en la
capacidad de hidratacion del polen de olivo dependiendo de la variedad considerada.

TABLA 4.1. Algunas posibles funciones de la proteina Ole e 1 durante la germinacién del grano de
polen y/o el crecimiento del tubo polinico.

POSIBLE FUNCION BIOLOGICA

GRADIENTE RECONOCIMIENTO
P RECAMBI
OSMOTICO POLEN-ESTIGMA ECAMBIO PROTELCO
La proteina estd
Niveles elevados de la .
esente en la exina ;
A FAVOR proteina antes de la pr a exin vaelf:s elevados de la
hidratacién y durante la Lo proteina difunde proteina en el grano de
germinacién pasivamente durante la - polen maduro
germinacion
Niveles distintos de la . i Hay sintesis de novo de la
EN CONTRA proteina entre Presencia de la proteina proteina durante la
variedades en el REr germinacion

Una segunda hipdtesis apunta a los procesos de reconocimiento entre el polen y
el estigma. A favor de esta posibilidad esta la presencia del alergeno en la exina y en el
material adherido a la misma, y el hecho de que la proteina difunde pas1vamente al
medio durante la germinacion in vitro. Bajo este punto de vista, no obstante, resulta
dificil explicar que funcion tendria la gran cantidad de proteina que se almacena en el
interior de las cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso.

Finalmente, cabe la posibilidad de que la proteina acumulada en el grano de
polen maduro sea utilizada como recambio para la sintesis de otras proteinas
necesarias durante el crecimiento del tubo polinico. En contra de esta hipdtesis esta la
sintesis de novo de la proteina que tiene lugar durante el crecimiento del tubo (M rani-
Alaoui, 2000), que sugiere que la proteina desempefia un papel activo durante dicho
proceso. Aun cuando cualquiera de las hipdtesis propuestas sea cierta, queda ain por
aclarar el significado biolégico del doble origen, gametofitico y esporofitico, de la
proteina.
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Los anélisis de represion antisense permitirian llevar a cabo una aproximacion
alternativa con objeto de determinar la posible funcién bioldgica de este alérgeno en el
grano de polen. Recientemente, nuestro grupo ha iniciado dicho abordaje, a través de
la transformacion mediante técnicas biolisticas, con objeto de determinar inicialmente
si el promotor LATS2 del polen de tomate es activo en el polen del olivo. Los
resultados muestran la presencia de una intensa actividad GUS en el interior del grano,
aunque sera necesario ajustar los parametros de la transformacion para incrementar la
eficiencia del sistema, con objeto de obtener resultados fiables.

La proteina Ole e 1 muestra reaccion cruzada con el alergeno mayoritario de
Plantago lanceolata, Pla l 1

La existencia de reaccion cruzada entre antigenos presentes en el polen de olivo y otras
especies de la familia Oleaceae, como Ligustrum (aligustre) y Phillyrea, fue descrita
por primera vez por Bousquet y col. (1985), al que siguieron los estudios de
Kernermann y col. (1992) y Baldo y col. (1992). El uso de anticuerpos ha permitido
identificar aquellos antigenos implicados directamente en estos fendmenos de reaccion
cruzada y mapear los determinantes antigénicos presentes en dichas moléculas. Asi,
por ejemplo, mediante el uso de técnicas de cromatografia de afinidad, Obispo y col.
(1993) aislaron y caracterizaron el alergeno mayoritario del polen de Fraxinus
excelsior (Fra e 1), Ligustrum vulgare (Lig v 1) y Syringa vulgaris (Syr v 1). En todos
los casos, la proteina muestra un peso molecular de 20 kDa y su secuencia
aminoacidica parcial en el extremo NH,-terminal es idéntica al alergeno Ole e 1. El
elevado grado de polimorfismo que presenta la proteina Syr v 1 (Batanero y col.,
1994a) podria explicar las diferencias observadas en el patrén de reconocimiento y
reactividad que presentan los anmticuerpos monoclonales anti-Ole e 1 cuando son
ensayados frente a extractos de polen de otras especies de la familia Oleaceae (Martin-
Orozco y col., 1994) o en estudios de inmunolocalizaciéon (Rodriguez-Garcia y col,,
1995b; Fernandez y col., 1996). No obstante, no podemos descartar la existencia de
reaccion cruzada entre otras proteinas alergénicas minoritarias presentes en el grano de
polen. Asi, en un estudio mas reciente, se han identificado hasta 6 proteinas diférentes
como responsables de la reaccion cruzada entre el olivo, fresno, aligustre y lila
(Pajarén y col., 1997). Dos de estas proteinas se corresponden con distintas isoformas
del alergeno Ole e 1, y una tercera con la proteina alergénica Ole e 2 (profilina). Esta
ultima es responsable de la reaccién cruzada entre el polen de muchas especies y
determinados alimentos (van Ree y col.,, 1992), aunque este fenémeno no se ha
observado en el olivo. De modo similar a la propuesta de van Ree y col. (1995a) para
la familia Poaceae, Pajaron y col. (1997) concluyen que el uso de extractos de polen
de olivo podria ser suficiente para el diagnostico de hipersensibilidad a la familia
Oleaceae.

La reactividad cruzada es consecuencia del hecho de que la relacion entre un
antigeno y su anticuerpo nunca es exclusiva (Trifilieff y col., 1991), y se ha asociado a
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la presencia de epitopos comunes en los alergenos mayoritarios de las distintas
especies (Calkhoven y col., 1987; Aalberse, 1992; Taniani y col., 1993). Es por ello
que, generalmente, se asume que este tipo de relaciones Unicamente ocurre entre
especies proximas desde el punto de vista taxonémico (Panzani y col. 1986; Eriksson y
col. 1987; Rohac y col., 1991). No obstante, en aquellos individuos sensibilizados al
polen de olivo, se detecta frecuentemente la existencia de reaccion cruzada frente a
otras especies no relacionadas filogenéticamente. Este es el caso de los cereales y otras
gramineas (Gonzalez y col., 1987; Baldo y col., 1992; Ariano y col., 1993; Carreira y
col., 1994; Miyahara y col., 1997), responsables de la mayor parte de los casos de
alergia respiratoria en el mundo (Avjioglu y col., 1994). Este hecho sugiere que la
sensibilizacién de algunos pacientes al polen de olivo podria estar inducida por el
polen de gramineas, y viceversa. Asi mismo, existen estudios recientes que demuestran
la existencia de reaccion cruzada del polen de olivo con especies de otros grupos
taxonémicos divergentes, tal es el caso de las familias Cupresaceae (Pham y Baldo,
1995; Gonzalez y col., 2000), Pinaceae (Gonzalez y col., 2000), Betulaceae (Pham y
Baldo, 1995; Gonzalez y col., 2000), y Euphorbiaceae (Vallverdi y col., 1997).

El alergeno mayoritario del polen de Plantago lanceolata, denominado Plal 1,
muestra un grado de homologia del 38.7 % en la secuencia aminoacidica con la
proteina Ole e 1, que se incrementa hasta el 68.2 % al considerar los cambios
conservativos (Dr. F. Polo, Abello, S.A., Madrid, comunicacion personal). Este hecho
sugiere que ambas proteinas podrian tener una funcién biolégica y propiedades
alergénicas similares. Los estudios llevados a cabo en el presente trabajo aportan
pruebas de la existencia de reaccién cruzada entre el alergeno principal del olivo, Ole e
1, y la proteina alergénica mayoritaria de Plantago lanceolata (familia
Plantaginaceae), denominada Pla 1 1. Asi, los analisis de Western blot llevados a cabo
en el presente tabajo muestran que el anticuerpo monoclonal 2A10, desarrollado frente
a Pla1 1, es capaz de reconocer dos proteinas de 18 y 20 kDa en extractos crudos de
polen de olivo, que corresponden a las variantes sin glucosilar y monoglucosilada de la
proteina alergénica Ole e 1, respectivamente. Aparecen también dos bandas
polipeptidicas adicionales de 50-55 kDa que, de acuerdo a los resultados obtenidos por
Vela y col. (1982) y Wheeler y col. (1990), podrian constituir una estructura
multimérica o algin tipo de agregado de dicha proteina. Estos resultados contradicen
los estudios mediante ELISA llevados a cabo por Calabozo y col. (2001) en los que
dicho anticuerpo fue incapaz de reaccionar con la proteina Ole e 1. Para explicar
dichas discrepancias cabe sefialar que nuestros resultados muestran que dicha reaccion
solo ocurre en variedades de alto contenido en la proteina Ole e 1 (datos no
mostrados), mientras que estos autores parten de mezclas de polen comerciales de
origen y composicién indeterminados. Por otro lado, los ensayos en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) llevados a cabo en nuestro laboratorio podrian hacer
accesibles epitopos que no lo son en condiciones nativas. Finalmente, los resultados de
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inmunolocalizacion corroboran la existencia de dicha reactividad cruzada, aunque
alejan la posibilidad de una funcion biolégica comin de ambas proteinas.

La existencia de reaccion cruzada entre especies no relacionadas
filogenéticamente sugiere que la sensibilizacion de un individuo a un determinado
polen no implica necesariamente que dicho individuo haya estado expuesto
directamente a dicha fuente. Asi, en un estudio llevado a cabo sobre 103 individuos
atopicos del estado de Michigan (USA), Kernermann y col. (1992) encontraron 19
casos de sensibilizacion frente a extractos de polen de olivo, a pesar del hecho de que
esta especie no es cultivada ni utilizada con fines ornamentales en esta zona.

Antigenicidad de la proteina Ole e 1 en varios cultivares de olivo:
implicaciones clinicas, agronémicas y medioambientales

Desde los trabajos pioneros de Vela y col. (1982) y Blanca y col. (1983), diversos
estudios han aportado pruebas claras de la existencia de una enorme variabilidad en el
contenido antigénico del grano de polen de olivo (Barber y col., 1990; Waisel y col.,
1996). El amplio y variado germoplasma de esta especie (262 variedades en Espatia,
Barranco, 1997), resultado de un cultivo extensivo durante varios siglos, es con toda
probabilidad la causa directa de dicha variabilidad. El anélisis discriminatorio del
contenido alergénico entre cultivares podria ser de gran interés para: a) la
estandarizacion de extractos proteicos para uso clinico o en la preparacién de vacunas
efectivas, b) la discriminacién de cultivares que son utilizados con fines ornamentales,
¢) el estudio de la naturaleza y la funcién bioldgica de estas proteinas dentro del grano,
y d) el analisis de las variaciones en las caracteristicas agronémicas de los diferentes
cultivares y su relacién con la mayor o menor capacidad alergénica de los mismos. No
obstante, hasta el momento son muy pocos los trabajos en los que se tiene en cuenta la
distribucion geografica y composicién varietal del material utilizado, generalmente
mezclas comerciales de polen con un contenido masivo de antigenos (Waisel y Geller-
Bemstein, 1996).
#

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que existen diferencias
cuantitativas significativas en el polen de diez variedades de olivo (Arbequina,
Frantoio, Gordal sevillana, Hojiblanca, Lechin de Granada, Loaime, Lucio, Manzanilla
de Sevilla, Picual y Picudo) respecto a los niveles relativos del alergeno mayoritario
Ole e 1. Estas diferencias se reflejan a nivel bioquimico (patron electroforético y
analisis de Western blot) y a nivel celular (estudios de inmunolocalizacién), y los
valores relativos de la proteina oscilan entre el 17.9 % en la variedad Gordal sevillana
(la de contenido mas bajo) y el 100 % del cultivar de referencia (Lechin de Granada).
Asi mismo, los analisis de expresion de los transcritos correspondientes a Ole e 1 en
las diez variedades estudiadas muestran una fuerte correlacién con los niveles de
proteina, datos que apoyan la idea de que el mecanismo de control génico de este gen
es transcripcional.
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En un estudio en el que se analizaron un total de 17 variedades de olivo
autoctonas y foraneas, Waisel y col. (1996) observaron la existencia de diferencias en
el contenido proteico del polen respecto a un grupo de proteinas de 18-20 kDa. Este
grupo de proteinas estaba presente en el extracto comercial y en 7 de los cultivares
analizados, y ausente en el resto. A diferencia de los resultados obtenidos por estos
autores, la proteina Ole e 1 estd presente en las diez variedades aqui analizadas,
aunque probablemente los niveles de sensibilidad de las técnicas empleadas no son
comparables.

Aunque el elevado grado de polimorfismo descrito para esta proteina (ver
revision de Alché y Rodriguez-Garcia, 1997) podria explicar también la existencia de
diferencias cualitativas entre variedades (dado que cualquier diferencia minima en la
proteina pueden conducir a un cambio dramatico en su capacidad alergénica), la buena
correlacion existente entre los datos de densitometria de geles e inmunoblots indica
que el anticuerpo monoclonal utilizado es probablemente incapaz de detectar tales
diferencias entre las variedades aqui estudiadas.

A partir de estas diferencias cuantitativas en los niveles del alergeno, podemos
presuponer que esta proteina podria ser un buen candidato inicial como marcador
molecular para la deteccién de variedades en el olivar, aunque para confirmar este
punto serd necesario ampliar este tipo de estudios al resto de cultivares. Por tanto, el
analisis de diferencias entre cultivares, a partir de clones de ADN previamente
caracterizados podria suponer una alternativa rapida y eficaz para la caracterizacién de
variedades en el olivar. Otra cuestion de interés atn por aclarar es determinar las
posibles causas de estas discrepancias en el contenido de Ole ¢ 1 en el grano de polen.
Para poder contestar a esta pregunta, sera necesario llevar a cabo estudios que nos
permita correlacionar esta variabilidad intervarietal con posibles diferencias
morfolégicas y funcionales en el grano de polen, tales como la capacidad de
hidratacion y de germinaci6n in vitro, las caracteristicas ultraestructurales, etc.

,Qué proteinas son responsables de la capacidad alergogénica el polen de
olivo?. Aunque el grupo de proteinas de 18-20 kDa es considerado por muchos autores
como el alergeno mayoritario del polen de olivo, existen pruebas que sugieren que
otras proteinas podrian estar implicadas en su alergenicidad. Algunos sueros de
individuos alérgicos no reaccionan frente a este alergeno pero si lo hacen, en cambio,
frente a otras proteinas presentes igualmente en los extractos (Wheeler y col., 1990;
Waisel y col., 1996). Asi, en ensayos sobre extractos de polen de distintas variedades
de California, Boluda y col. (1998), observaron que un 80 % de los sueros de pacientes
alérgicos muestra reactividad frente a la proteina alergénica Ole e 4, mientras que solo
un 40 % lo hace frente a Ole e 1. Este Gltimo dato es significativo si lo comparamos
con trabajos previos en los que se observa una frecuencia mayor del 80 % (Wheeler y
col., 1990; Lauzurica y col, 1988a). Por otro lado, Martinez y col. (1999) encontraron
un 83 % de sueros reactivos frente a una proteina de 36 kDa y sélo un 59 % frente a
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Ole e 1. Los ensayos llevados a cabo en este trabajo a partir de sueros de individuos
alérgicos muestran la presencia de patrones de reactividad individualizados en los que
aparecen hasta 9 proteinas diferentes, comprendidas en un rango de peso molecular
entre de 7.6 y 78 kDa. El patron de bandas varia en cada paciente en funcion del
cultivar, y entre individuos para cada una de las variedades analizadas. En 7 de los 14
sueros ensayados (50 %) se detecto la presencia de dos polipéptidos de 18 y 20 kDa,
correspondientes al alergeno mayoritario.

TaeLA 4.2. Diversidad en los patrones de unién de IgE frente a extractos de polen de olivo en
inmunoblots.

PROTEINAS ALERGENICAS CON CAPACIDAD DE UNION A IgE (kDa)

Ole e :’;75’ 6.7 é:i’iol Olzi 4 3839 4042 44 47 5060 64-66 68 REFERENCIA
+ Velay col. (1982)
+ + Blanca y col. (1983)
+ + + » Lahoz y col. (1985)
+ + Rubio y col. (1987)
+ + + P Lauzurica y col. (1988a,b)
+ + + + Barber y col. (1990)
Wheeler y col. (1990,
* * * * 1992)
+ + + Villalba y col. (1990)
+ + Spinozzi y col. (1991)
* N + N . + + Baldo y col. (1992)
+ Lombardero y col. (1992)
. + Obispo y col. (1993)
+ + + Rodriguez y col. (1995)
+ + + + + + + + Lahoz y col. (1995)
Martin-Orozco y col.
* * (1994)
+ + + + 4 + + Waisel y col. (1996)
+ + + + + + + + Tesis
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Las discrepancias que se observan si comparamos estos resultados con los ‘
obtenidos en otros trabajos publicados hasta la fecha (Tabla 4.2) podrian deberse a los
diferentes métodos de extraccion empleados, y a la utilizacion de polen procedente de
muy diversas fuentes, que en la mayor parte de los casos se corresponde a una mezcla
de origen y composicion indeterminadas. Cabe sefialar que, en aquellos casos en los
que pacientes mostraron reactividad frente al alergeno mayoritario Ole e 1, no se
observé sefial alguna en las variedades Arbequina, Frantoio y Gordal, todas ellas con
una contenido bajo en dicha proteina. Este dato contrasta con los resultados obtenidos
con el anticuerpo monoclonal, en los que si aparece la proteina, y muestra que los
resultados obtenidos mediante la utilizacion de sueros de pacientes alérgicos permiten
conocer Gnicamente aquellos alergenos frente a los que el individuo esta sensibilizado,
pero no la composicién antigénica real del grano de polen.

Por otro lado, la reactividad media a la prueba SPT (calculada como el 4rea de
reaccion cutinea, en mm’) en pacientes sensibilizados al polen de olivo varia
significativamente en funcion de la procedencia del extracto (variedad) y depende de la
cantidad de proteina (% Ole e 1) presente en el grano. El anélisis detallado de cada
paciente muestra que, en algunos casos, los individuos presentan reactividad
exacerbada frente a extractos de determinadas variedades con independencia de los
niveles cuantitativos del alergeno mayoritario. Asi mismo, cabe sefialar que un 10 %
de los pacientes sometidos a inmunoterapia prolongada con vacunas comerciales no
mostraron reactividad alguna frente al extracto de origen comercial, utilizado como
control e incluido en el kit de diagnéstico, aunque dicha reactividad se mantuvo frente
a extractos de algunas de las variedades analizadas. Estos resultados indican la
existencia de diferencias cualitativas, ademas de cuantitativas, en la composicién
antigénica de las diferentes variedades de olivo y sugieren la idea de que algunos
cultivares de olivo podrian tener un potencial alergogénico mayor que otros. Tales
diferencias implicarian que la sensibilizacién al polen de esta especie podria no ser una
caracteristica general sino que dependeria de la procedencia delpolen.

En un estudio sobre la incidencia de la alergia al olivo en Israel, Geller-Berstein
y col. (1996) observaron que existe una correlacién entre el nimero de individuos
alérgicos al polen de esta especie y la densidad del cultivo. En esta linea, los resultados
obtenidos por Florido y col. (1998) muestran que los pacientes monosensibilizados al
polen de olivo necesitan niveles excepcionalmente altos de dicho polen para que
aparezcan los sintomas alérgicos. Todos estos resultados sugieren que la exposicion a
niveles elevados de polen tiene un efecto negativo sobre la salud, por lo que una
reduccion en dichos niveles seria recomendable. Por tanto, existiria la posibilidad de
utilizar cultivares de bajo contenido alergénico (Ej.: Arbequina, Frantoio y Gordal)
con fines ornamentales (Ej.: en jardines y parques publicos), con objeto de disminuir el
porcentaje de individuos sensibilizados de la poblacién sin que exista detrimento en la
productividad y/o orientacion agronémica del cultivo.
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Finalmente, cabe resaltar que, tal y como muestran los resultados obtenidos en
este trabajo, el uso de mezclas comerciales de polen de olivo, cuyo origen y
composicién es muy variado, conduce en algunos casos a errores de diagnostico y
éxitos limitados en los tratamientos de inmunoterapia. Estos efectos negativos podrian
ser corregidos con la estandarizaciéon de los extractos utilizados con fines de
diagndstico, y un tratamiento personalizado en el que se tendria en cuenta las
variaciones intraespecificas en el contenido alergénico. Para ello, los individuos
sintomaticos deberian ser sometidos a un diagnostico inicial mediante pruebas SPTs a
partir de un extracto o mezcla de polen de aquellas variedades dominantes y aquellas
otras consideradas secundarias en la region de origen del paciente. Tras esta primera
aproximacion, y en caso de que el resultado fuera positivo, se deberia proceder a un
diagnéstico discriminatorio mediante extractos de polen individualizados de cada uno
de los cultivares. En todos los casos, se llevarian a cabo controles positivos (Ej.:
histamina) y negativos (Ej.: tampén salino).

Una vez establecido el diagnéstico, se deberia llevar a cabo una personalizacién
de la composicién de la vacuna correspondiente, en aquellos casos en los que, bajo
prescripcion médica, sea aconsejable iniciar la inmunoterapia (Ej.: imposibilidad de
aislamiento fisico frente al agente causante de la alergia, persistencia de los sintomas
alérgicos después del tratamiento medicamentoso, prevencion de la aparicion o
exacerbacion del asma, etc.). La vacuna deberia contener en cada caso el niimero
adecuado de unidades de potencia inmunoldgica, repartidas de manera proporcional en
funcién de la mayor o menor reactividad de cada extracto individualizado. El
protocolo de inmunoterapia seguiria las recomendaciones ya establecidas para los
extractos comerciales, con los que ya se posee una experiencia clinica amplia. Este
tipo de tratamientos modelo podria extenderse a las diversas formas de inmunoterapia
que actualmente estan en desarrollo (Ej.: administracién sublingual).
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@ El alergeno Ole e 1 presenta un patrén de expresiéon gametofitico y esporofitico
dado que, tanto los transcritos como la proteina se detectan en las microsporas en
desarrollo (gametofito) y en las células del tapetum (esporofito).

® La sintesis y almacenamiento de la proteina alergénica Ole e 1 dentro del grano de
polen, tiene lugar en el reticulo endoplasmatico rugoso siguiendo el esquema
ampliamente extendido de sintesis en los ribosomas adosados a las cisternas y
transporte simultaneo del péptido al lumen de éstas. La proteina alergénica Ole e 1
presente en la exina (la capa mas externa de la pared del grano de polen) tiene su
origen con toda probabilidad en el tapetum. :

® La expresion del/los gen/genes OLE E 1 durante el desarrollo del grano de polen
dentro de la antera y la germinacién in vitro esta regulada a nivel transcripcional. La
sintesis de transcritos comienza en el tapetum durante el estadio de tetrada y, a partir
del momento en que dicho tejido comienza a degenerar, se observa que los transcritos
se acumulan en el interior del polen, a medida que éste madura. La sintesis proteica
muestra un patrén similar aunque se inicia, con un ligero desfase, en el estadio de
MICTOSPOra.

O Existen diferencias significativas en el contenido de la proteina Ole e 1 en el polen
de 10 variedades de olivo analizadas, cuyos niveles muestran una fuerte correlacion
con los de transcritos. Estas diferencias presuponen que algunos cultivares podrian
tener un potencial alergogénico mayor que otros. Este hecho posibilita la utilizacién de
variedades de bajo contenido alergénico con fines ornamentales y hace que este
alergeno sea inicialmente un buen candidato como marcador molecular para la
deteccion de variedades en el olivar.

@® La utilizacion de sueros de pacientes alérgicos como herramienta de estudio
permite conocer aquellos antigenos frente a los que un determinado individuo esta
sensibilizado, pero no la composicion antigénica real del grano de polen. El patrén de
reaccion varia en cada individuo en funcién del cultivar, y entre individuos para cada
una de las variedades analizadas. Estos resultados confirman que, ademas del alergeno
Ole e 1, son numerosas las proteinas antigénicas implicadas en los fenémenos de
alergia.

® El uso de mezclas comerciales de polen de olivo puede conducir a errores de
diagnostico y éxitos limitados en la inmunoterapia. Este hecho podria ser corregido a
través de un diagnostico mas preciso, en el que se tenga en cuenta las variaciones
intervarietales en el contenido antigénico del polen, y mediante el disefio de vacunas
individualizadas.




@ La proteina Ole ¢ 1 muestra reaccién cruzada con el alergeno mayoritario del polen
de Plantago lanceolata, denominado Pla 1 1, lo que confirma que ambas proteinas
comparten determinantes antigénicos en su estructura.

® Al menos tres hechos demuestran que el alergeno Ole ¢ 1 debe desempefiar un
papel clave durante la germinacion del grano de polen: 1) la sintesis y acumulacién de
la proteina se produce durante las etapas finales de la maduracién del grano de polen,
alcanzando los niveles méaximos justo antes de la antesis, 2) la proteina, aunque
presenta niveles cuantitativos muy diferentes, esta presente en el polen de todas las
variedades de olivo analizadas, y 3) tiene lugar una sintesis de novo tanto de
transcritos como de proteina durante el proceso de germinacion in vitro.
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ANEXO 1,

Estadistica descriptiva [nimero de observaciones (N), media y error estdndar (Er.
Es.)] de los caracteres morfométricos analizados en la flor de olivo durante el
desarrollo del grano de polen en la antera.
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° ANEXO 1.

o

o

L pia CARACTERES MORFOMETRICOS

o

o Longitud (cm) Anchura (cm)

o :

® N Media Er.Es N Media Er. Es.
®

° 14AB 01478  0.0120 01011  0.0079
e 15AB 10 01536  0.0184 10 01076 00117
: 16A8 9 01617  0.0143 9 01056  0.0091
° 17AB 10 01600  0.0113 10 01056  0.0092
e 20AB 10 01730  0.0247 10 01090  0.0138
: 21AB 9 01800  0.0122 9 01106  0.0104
® 22AB 10 01876  0.0163 10 01120  0.0106
o 23AB 10 01950  0.0127 10 0.1146 0.0114
: 24AB 10 02020 0.0148 10 01320  0.0148
® 27AB 9 0.2144  0.0101 9 01422  0.0107
: 28AB 10 02296  0.0170 10 01576 00117
p 29AB 10 02356  0.0179 10 01546  0.0140
® 30AB 10 0.2386 0.0214 10 01600  0.0089
: AMA 10 0.2480 0.0194 10 01700  0.0127
® 5MA 10 02520 0.0214 10 01740  0.0158
® 6MA 10 0.2536  0.0171 10 01706  0.0140
: 7MA 9 02767 0.0146 9 0.1894  0.0072
® SMA 10 0.2880  0.0140 10 02030  0.0063
: 11MA 10 03000 00127 10 02090 00118
° 12MA 10 0.2990  0.0180 10 01996  0.0126
® 13MA 10 03246 0.0250 10 02240 00118
: 14MA 9 0.3289 00134 9 0.2222  0.0090
° 15MA 10 0.3360 0.0230 10 02370 00138
@ 18MA 10 0.3460  0.0186 10 0.2450  0.0074
o

o

@

X

®

K J

o

i

@
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ANEXO 2.
Area de reaccién (en mm?) de 25 pacientes alérgicos sometidos a pruebas SPT frente
a extractos de polen maduro de olivo de 10 variedades diferentes.




ANEXO 2.

PACIENTE AREA DE REACCION (mm?)

PICUAL LOAIME LUCIO FRANTOIO GORDAL

1 17.03 3.84 34.06 10.44 164
2 0.00 0.00 0.00 3.30 1099
3 0.00 494 0.00 0.00 0.00
4 14.83 494 8.24 6.59 6.04
5 12.09 36.81 9.34 2198 29.67
6 8.79 6.59 0.00 2.20 494
7 2417 19.77 329 8.24 13.18
8 15.38 24.17 28.02 1098 8.79
9 7.03 10.44 7.69 10.44 6.59
10 16.48 1484 13.74 19.23 12.09
11 6.60 8.79 0.00 770 1.10
12 2.20 0.00 0.00 154 0.00
13 5.49 439 13.18 494 494
14 9.89 1758 8.24 21.43 15.39;
15 0.54 135 108 227 10.81
16 3.25 433 0.00 0.27 4,06




PACIENTE AREA DE REACCION (mm?)

PICUAL LOAIME LUCIO FRANTOIO GQRDAL

17 7.84 15.40 757 11.89 10.81
18 11.35 28.11 297 595 4.60
19 30.27 7.57 6.76 10.54 5.68
20 2865 53.25 29.46 4.60 1538
21 5405 14.86 55.41 11.89 47.30
22 4.59 1.89 108 9.19 12.70
23 13.78 28.38 52.16 40.81 20.81
24 14.86 2432 20.81 2297 22,70
25 10.00 33.78 10.00 6.21 297
26 3568 1892 4757 19.46 568
27 0.00 0.00 0.00 15.95 0.00
28 15.14 7.84 0.00 100 0.00
29 11.43 39.19 39.19 1270 2054
iy




ANEXO 2.
PACIENTE AREA DE REACCION (mm?)
MANZANILLA ARBEQUINA HOJIBLANCA  PICUDO LECHEN
1 2417 219 0.00 0.00 12.08
2 12.64 0.00 6.05 0.00 12.09
3 0.00 0.00 219 0.00 439
4 0.00 6.59 18.68 0.00 20.33
5 2582 20.88 18.68 10.44 23.08
6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
7 15.38 5.49 0.54 - 12.63
8 1098 14,83 8.23 2.74 6.04
9 1099 0.00 0.00 - 3.30
10 484 3.30 1593 7.69 10.44
11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
12 3.85 0.00 0.55 0.00 3.30
13 4.39 439 6.59 10.44 19.23
14 28.02 16.48 15.38 15.38 2362
15 3.25 5.68 31.89 9.73 21.89
16 0.00 0.00 217 0.00 6.76




PACIENTE AREA DE REACCION (mm?)

MANZANILLA ARBEQUINA HOJIBLANCA  PICUDO LECHEN

17 5.13 5.13 6.84 0.81 2405
18 406 0.00 5.68 460 12.16
19 3.79 18.11 29.46 11.89 16.21
20 3054 17.84 37.57 16.22 14.06
21 63.78 15.68 40.00 19.73 4243
22 27.03 7.84 6.76 0.00 12.16
23 86.22 6.76 4568 21.62 1297
24 1378 15.14 25.68 1054 19.73
25 11.08 5.41 3.78 21.89 40.81
26 4459 2054 4324 24.32 29.73
27 13.51 2.16 12.43 1270 18.11
28 0.00 108 5.41 15.68 0.00
29 3216 3.51 27.30 3432 9.19
o
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ANEXO 3.
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Az60
Azg0

A105
ADN

ADNCc
APES
ARN
ARNm
ARNt
AU
BAU
BCI
BCIP
BSA
BU
CDP-Star

DAPI
DD-PCR
DEPC

dNTP's
ODTT
EDTA
EGTA
FPLC
GITC
6Us
HEP

Dig-11-dUTPDigoxigenin-11-2° -deoxy-uridine-5° -triphosphate

Absorbancia a 260 nm

Absorbancia a 280 nm

Absorbancia a 405 nm

Acido desoxirribonucleico

ADN complementario

3-Aminopropyltriethoxy-silane

Acido ribonucleico

ARN mensajero

ARN de transferencia

Allergy unit

Bioequivalent allergy unit

5-Bromo-4-chloro-3-indole

5-bromo-4-chloro-indolyl phosphate

Bovine serum albumin

Biological unit
Disodium-2-chloro-5-(4-methoxyspiro(l,2-dioxetane-3,2" -(5° -
chloro) tricyclo [3.3.1.137] decan}-4-yl)-1-phenylphosphate
4’ 6-Diamidine-2-phenylindole

Differential display-polymerase chain reaction

Diethyl pyrocarbonate

Deoxyribonucleoside triphosphates
Dithiothreitol

Ethylenediamine-N, N, N* N’ -tetracetic acid
Ethyleneglycol-N, N, N*, N’ -tetracetic acid
Fast protein liquid chromatography
Guanidine isothiocyanate

Glucuronidase

Histamine equivalent prick




ha

HIS

IEF

IUIs
MET
M-MLV-RT
MO
MOPS
NBT
Oligo (dT)
PBS

PCR

pI

PMSF
PNB

p/v

PVP

PVDF

RACE
RAPD
RAST
REr
RNasa
RT-PCR

RT-PCR-IS
CHE
SDS-PAGE
SPT

S5Q

SSC

+

TAE

Hectdrea

Hibridacidn in situ

Isoelectrofocusing

International union of immunological societies
Microscopia electrénica de transmision
Moloney-murine leukemia virus-reverse transcriptase
Microscopia dptica

Morpholinopropane sulphonic acid

Nitro blue tetrazolium

Oligodeoxytimidine

Phosphate-buffered saline

Polymerase chain reaction

Punto isoeléctrico

Phenylmethyl-sulfonyl fluoride

p-Nitrophenyl butirate

Peso/volumen

Polyvinyl pyrrolidone

Polyvinylidene fluoride

Rapid amplification of cDNA ends.

Random amplified polymorphic DNA

Radio allergosorbent test

Reticulo endoplasmdtico rugoso

Ribonucleasa

Reverse transcription-polymerase chain reactiong

Reverse transcription-polymerase chain reaction-in situ
Sodium dodecyl sulfate

Sodium docecyl sulfate - polyacrilamide gel electrophoresis
Skin prick test

Standarized quality
Standard saline citrate

Tonelada métrica
Tris - acetic acid-EDTA




TBE Tris -buffered EDTA

TBS Tris-buffered saline

TBST Tris-buffered saline-Tween 20

TCA Trichloroacetic acid

TE Tris EDTA

TEA Triethanolamine

TEMED N, N, N, N"-Tetra-methyl-ethylenediamine
uv Luz ultravioleta

v/v Volumen/volumen
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