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1. Gametofito masculino en angiospermas

Las plantas con flores o angiospermas se caracterizan por poseer flores, que son estructuras

reproductoras especializadas en donde ocurre la reproduccion sexual del ciclo de vida de

estas plantas.

El ciclo de vida de las angiospermas se caracteriza por la alternancia de generaciones
entre esporofito y gametofito. El esporofito es diploide y su morfologia, asi como su
tamaiio y duracion relativa dentro del ciclo, lo hacen la parte visible mas conocida y
representativa de la planta, el cual forma la vegetacion del planeta. El gametofito, o
generacion haploide tiene menor tamano y vida mas corta por lo que, a menudo suele
pasar desapercibido en una vision general de la tlor. Aunque no visible el gametofito se

desarrolla dentro del esporofito en 6rganos especializados de la flor y es el encargado de

llevar a cabo la reproduccion sexual de la planta.

En este ciclo, el esporofito diploide produce por meiosis dos tipos de esporas haploides, las
microsporas y las megasporas. Las microsporas se desarrollan dentro de la antera u organo
masculino de la flor y las megasporas en el saco embrionario, que se encuentra dentro del
ovario, en la base del pistilo u organo femenino. Mediante procesos de mitosis y
diferenciacion, las microsporas y megasporas originan respectivamente el gametofito
masculino o grano de polen y el femenino o saco embrionario. Estos gametofitos originan
también por mitosis y diferenciacion los dos gametos masculinos o células espermaticas y
el femenino u ovocélula. La caracteristica doble fecundacion de las angiospermas supone
la fusion de una de las células espermaticas con la ovocélula para formar el cigoto que dara

lugar al embrion y después al nuevo esporofito. La segunda célula espermatica se fusiona
con los dos nucleos polares del ovulo formando un tejido triploide denominado

endospermo, al cual se le atribuye la responsabilidad del crecimiento y germinacion del

embrion (Maheswari, 1950; revision en Viajayaraghavan y Prabhakar, 1984).
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Introduccion

El polen, gametofito masculino de las plantas con flores, se desarrolla en la antera y
juega un papel central en la reproduccion sexual de las plantas, como es la formacion y
transmision de las células espermaticas hacia el saco embrionario para la doble
fertilizacion. Para que la fertilizacion tenga éxito, el polen tiene que germinar en el
estigma y el tubo polinico tiene que crecer a través del estilo El grano de polen es por
tanto, el portador de los gametos masculinos o sus ce€lulas progenitoras en las
angiospermas. Tal estructura representa uno de los sistemas celulares aislados mas simples

que se conocen. La formacion y desarrollo general de los gametos masculinos es bastante
uniforme en las diferentes especies de angiospermas, y consta de microsporogeénesis y

microgametogenesis.

La microsporogénesis transforma mediante una division meiotica a los microsporocitos o
células madres diploides en microsporas haploides. La microgametogénesis comienza con
una division mitética asimétrica que transforma las microsporas haploides unicelulares en
microgametofitos o granos de polen con dos nucleos también haploides, el nucleo
vegetativo y el generativo, que inmediatamente de formarse se reparten el citoplasma de
forma desigual cualitativa y cuantitativamente. De esta forma en el grano de polen se
distinguen dos células, la generativa con poco citoplasma y escasos organulos celulares, de
forma lenticular y adosada inicialmente a la pared del grano y la vegetativa con un

citoplasma abundante que contiene la mayoria de los organulos.

La microgametogénesis culmina con otra division mitdtica que ocurre en la célula
generativa y que origina los dos gametos masculinos o c€lulas espermaticas. Esta segunda
division mitdtica puede ocurrir precozmente cuando el nucleo generativo se divide durante
la maduracion del grano en el interior de la antera y se trata de polen tricelular. Sin
embargo, en la mayoria de los casos, el polen es bicelular y la segunda division mitotica

que da lugar a las dos células gaméticas, ocurre dentro del tubo polinico sobre el estigma.

14
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1.1. El grano de polen maduro
[ a existencia de una serie altamente controlada de cambios citologicos y bioquimicos

asociada con el desarrollo y maduracion del polen es el resultado de la existencia de un
patron de expresion coordinado de genes implicados en las dos generaciones, gametofitica
y esporofitica. De manera general se puede decir que el grano de polen representa la
unidad estructural programada para una diferenciacion terminal en dos células
espermaticas. El grano de polen maduro y concretamente la célula vegetativa es el lugar
de almacén de los nutrientes necesarios para la germinacion y el crecimiento del tubo
polinico (Knox, 1984, Crest1 y Keijzer, 1985; Derksen y col,, 1985). Durante el largo
proceso de la maduracion tiene lugar importantes cambios metabdlicos que se reflejan
en la estructura del grano. Un elevado nimero de genes gametofiticos especificos del
polen se expresan durante esta etapa de maduracién, teniendo lugar una elevada sintesis

y almacenamiento de proteinas (Mascharenas, 1989; 1993; McCormick, 1993).

Pared del polen y aperturas
Los granos de polen estan rodeados de una peculiar pared que esta estructurada en dos

capas. La interna o intina es delgada y de naturaleza pectoceluldsica y la externa o exina

compuesta fundamentalmente de esporopolenina. Ambas son completamente distintas

no solo desde el punto de vista quimico, sino también morfolégico y de desarrollo. La

esporopolenina es un polimero altamente resistente formado por la polimerizacion

oxidativa de carotenoides y ésteres de carotenoides (Shaw, 1971; Brooks y Shaw, 1978).

Ia exina generalmente consta de una capa externa bien estructurada o ectexina que €s

ornamentada y de una interna o endexina, generalmente lisa que recubre la intina. El

polen maduro presenta sustancias procedentes de la degradacion del tapete, entre las

ornamentaciones de la exina que se le conoce cOmo “pollenkitt”. Las paredes son unas

de las caracteristicas morfologicas mas significativas de los granos de polen y por ello

se han usado frecuentemente con propositos taxonodmicos.

15
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La intina, de naturaleza pectocelulosica (Heslop-Harrison, 1987) es una parte esencial
en la pared del grano de polen ya que no se han descrito granos de polen sin ella,
mientras que si se han descrito pélenes sin exina como en algunas especies acuaticas

(Cooper y col., 2000).

Las regiones aperturales se han considerado tradicionalmente como regiones
especializadas de la pared donde la exina se hace mas delgada o no existe y donde la
intina aparece normalmente mas gruesa. Fisiologicamente representan las zonas por las
que puede emerger el tubo polinico y también se les atribuye una funcion reguladora
que esta relacionada con los cambios de volumen que sufre el polen para adaptarse a la
deshidratacion y la hidratacion, conocida como harmomegatia. (Wodehouse, 1935;

Fernandez y Rodriguez-Garcia, 1995; Fernandez y col., 1992)

Polen y alergia

Hoy dia es un hecho bien conocido que el grano de polen contiene un elevado numero
de proteinas de origen esporofitico y gametofitico, que son las causantes de las
reacciones alergénicas comunmente conocidas como “fiebre de heno” o también
“polinosis”. Ya en 1971 Knox y Heslop-Harrison localizaron la presencia de antigeno E
en la intina de Artemisia artemisifolia, 1o que coincidié en el tiempo con la primera
indicacion de la reaccion antigeno-anticuerpo del polen con el suero de los enfermos.
Potencialmente la mayoria de los polenes son alergénicos, debido a su elevada cantidad
de proteinas. Pero son los polenes que se transmiten por el aire (anemofilos) los
responsables en gran medida de las conocidas molestias primaverales. Entre ellos los
mas estudiados desde este punto de vista son de la familia de las gramineas, oleaceas,
Betula, Plantago, etc. Tradicionalmente los alérgenos han sido asociados con la pared
del polen (Knox y Heslop- Harrison, 1971). Mas recientemente se ha visto que pueden

estar tanto en la pared como en el citoplasma (Vithanage y col., 1982, Staff y col., 1990;

Grote, 1991; Rodriguez-Garcia y col., 1995 ay b).
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En los ultimos 10 afios se ha incrementado espectacularmente la informacion que se

tiene acerca de estas proteinas, gracias a su aislamiento y la caracterizaciéon molecular,

incluyendo aislamiento de clones cDNA que codifican los alérgenos y la determinacion

de su secuencia de nucleétidos y la secuenciacion deducida de aminoacidos. El nimero

de alérgénos que se estan aislando y caracterizando en el polen incrementa de dia en dia.

Sin embargo poco es lo que se conoce acerca del papel que juegan en el proceso de

fertilizacion de las plantas. Estamos lejos de conocer el significado biologico de estas

proteinas, quizas porque su estudio se ha centrado principalmente en los aspectos

sanitarios debido a la elevada poblacion afectada por los catarros primaverales y que

pueden llegar a tener consecuencias serias de asma. Dado el gran numero de alergenos

que se estan encontrando en las diferentes especies, se prevé que su funcion debe ser

diversa, aunque prevalece la hipotesis de que la germinacion (reconocimiento polen-

estigma, hidratacion, emergencia del tubo) y crecimiento del tubo son los procesos en

que la mayoria de los alergenos estan mas directamente implicados. Recientes estudios

de ‘ocalizacion de Bra r 1 en polen de Brassica sugieren que esta proteina unida a Ca*"

puede estar implicada en la interaccion polen-estigma y crecimiento del tubo (Okada y

col., 1999)

Viabilidad y conservacion del grano de polen

La calidad del polen se puede definir como la capacidad del gametofito masculino para
pende de tres parametros

fecundar al femenino y producir un cigoto. Dicha capacidad de

fundamentales: su viabilidad o integridad citologica y fisiologica, su capacidad de

germinacion o produccion del tubo polinico y por ultimo su capacidad de fertilizacion.

A su vez estos parametros dependen de una serie de factores genéticos, ambientales

pero también dependen de las condiciones en que se efectua la recoleccion vy

del polen antes de evaluar su calidad. Un aspecto importante de las

estudiar la viabilidad y los factores que

almacenamiento

investigaciones actuales sobre el polen es

influyen en su conservacion en condiciones Optimas. Esto tiene un especial interés ya

que el mundo vegetal puede ser preservado en condiciones idoneas gracias a su

almacenamiento a bajas temperaturas €n un “banco de polenes”. Ello supone un ahorro

-
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Econémico, y de espacio y permite un intercambio de germoplasma a nivel

internacional (Bamabés, 1994).

Deshidratacion del polen

[ a deshidratacion comienza justo antes de la antesis, la cual induce al polen a un estado

metabolico quiescente que confiere una tolerancia al estrés medio ambiental durante su

dispersion en agua, aire, mnsectos O animales. La deshidratacion parece necesaria para
mantener en el polen su capacidad de germinacion (Lin y Dickinson, 1984). Cuando el
polen se libera de la antera tiene entre el 6 y 60% de agua, siendo especifico para cada

especie (Kerhoas y col., 1987). A pesar de la desecacion, el polen es viable si los

cambios estructurales que ocurren durante la deshidratacion son reversibles después de

una nueva rehidratacion. El agua es el mayor determinante de la integridad y estabilidad

estructural de la membrana celular, la pérdida de esa barrera es la mayor causa de la

diminucién de la viabilidad (Crowe y col., 1989). Parece ser que existen genes

especificos del polen que se activan durante la hidratacion del polen como es el caso del

LAT 52 que esta implicado en la hidratacion del polen del tomate (Muschietti y col.,

1994),

1.2. Germinacion y crecimiento del tubo polinico
Para el éxito de la fertilizacion el polen tiene que germinar en el estigma y crecer a

través del estilo. El tubo polinico tiene a veces que atravesar distancias de hasta mil

veces el diametro del tubo antés de liberar los gametos masculinos en el saco

embrionario para la fertilizacion.

Germinacion del polen
El grano de polen germina cuando se pone en contacto con un medio ajustado aun pHy

molaridad favorable y en unas condiciones apropiadas de temperatura y humedad, ya
sea sobre el estigma in vivo o en el medio de germinacion in vitro. El Ca’" es también

uno de los elementos claves en este proceso, ya que como bien es sabido el Ca*" es uno

de los cationes mas importantes implicados en muchas reacciones metabolicas clave,

e ——————————————————————— S S p e
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especialmente en las sefiales de traduccion, tanto en animales como en plantas (Steer y
Steer, 1989).

El estigma es el sitio idoneo para la germinacion del polen y crecimiento del tubo polinico.
Sin embargo, los estudios de germinacion /7 VIvO NO son faciles de realizar debido al
reducido tiempo de la floracion en la mayoria de las angiospermas y también a la
complicada estructura de los tejidos de pistilo. La fisiologia y bioquimica del tubo polinico
por tanto se conocen mayoritariamente mediante estudios de germinacion in vifro. El polen
de la mayoria de las especies germina cuando se coloca en una solucion de calcio, boro y
sacarosa a la concentracion adecuada. Observaciones microscopicas desde hace mas de
100 afios han contribuido a que se haya analizado paso a paso la germinacion del polen y a
que se tenga una idea bastante clara de este proceso. Se pueden considerar tres fases en la
germinacion: hidratacion, activacion y emergencia del tubo polinico. Las dos primeras
son interdependientes y pueden tener lugar simultaneamente. La salida del tubo es la

culminacién de los procesos de hidratacion y activacion.

El proceso de hidratacion en el polen ocurre de manera controlada y se realiza con
tomas de agua a distintos intervalos. En algunas especies puede comenzar ya dentro de
la antera antes de que se libere el polen (Zuber1 y Dickinson, 1985). Los dafios causados
por una rapida hidratacion probablemente producen alteraciones de la integridad de la
membrana que podria deberse a la incompleta o anormal reconstruccion de la capa
lipidica (Kerhoas y col., 1987). La hidratacion in vitro ha permitido determinar el grado
de influencia de la hidrataciéon en el porcentaje de germinacion. Los granos
prehidratados pueden alcanza un mayor volumen que los que se exponen directamente
al medio y germinan mejor (Gilissen, 1977). Mediante estudios ultraestructurales y
fisiologicos de la hidratacion de polen de Brassica se han detectado dos fases (Franklin-
Tong y col., 1996; Hiscock y col., 1995) Una fase inicial, en la que existen intercamb10s
de sefiales entre polen y estigma (Doughty y col., 1993) y una segunda fase donde
aparece una protuberancia de la intina en la zona apertural y contacto de la cubierta del
polen o “pollenkitt” con las papilas del estigma. Entonces el agua se desplaza del

estigma al grano de polen (Shivanna y col., 1991). Alrededor del lugar por donde

-

19



Introduccion

w

emerge el tubo polinico hay pectinas en cantidad. Una de las primeras alteraciones que
se detectan es la pérdida de pectinas y proteinas en esta region (Heslop-harrison y
Heslop-Harrison, 1992). Una vez que el tubo emerge por el poro germinativo, este crece
y penetra en las células de las papilas (Elleman y col., 1992), posiblemente utilizando
una cutinasa activa que se localiza en la intina y posteriomente durante la germinacion

en el apice del tubo (Hiscock y col., 1994).

Crecimiento del tubo polinico

El crecimiento del tubo polinico comienza con la germinacion y penetracion del tubo
polinico a través de las papilas estigmaticas y capas de celulas secretoras subepidermales
del estilo. Entonces el tubo entra en el tejido de transmision del estilo y crece hacia el
ovario. Una vez en el interior del ovario, entra en el saco embrionario por penetracion de
una de sus células sinérgidas. El tubo polinico se rompe en el interior del saco y libera las
células espermaticas para fertilizar la ovocélula y las dos células centrales en un proceso de
doble fertilizacion. Independientemente de si el estigma es de tipo seco o humedo y si el
estilo es de tipo abierto o cerrado (so6lido), el tubo polinico elonga solo a traveés de la matriz
extracelular del estigma y del ovulo. Nunca penetra el protoplasto de las celulas que
encuentran antes de llegar al saco embrionario. Por ello el éxito del proceso de crecimiento
del tubo polinico radica enteramente en las interacciones de la superficie celular entre el
gametofito masculino y varios tejidos esporofiticos femeninos (Knox, 1994; Mascharenas,

1993:; Cheung, 1995).

El crecimiento del tubo polinico se caracteriza por ser unidireccional. En €l se distinguen:
a) una zona de crecimiento, localizada en el apice del tubo, en la que se concentran gran
nimero de vesiculas y rodeada por una delgada pared peclinica y b) una zona de
elongacion en la que la pared se consolida y se hace mas rigida, estando constituida por 2 0
3 capas, la interna de calosa y las otras de pectinas y celulosa (Heslop-Harrison, 1987).

El tubo polinico presenta una marcada polarizacion que se refleja en la organizacion de sus
componentes. Los datos aportados por estudios ultraestructurales revelan una distribucion

de los organulos en zonas diferentes. En términos generales se puede distinguir una zona
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apical con una marcada acumulacion de vesiculas; una zona subapical con dictiosomas y
mitocondrias, la zona nuclear y finalmente una zona vacuolar (Cresti y Tiezzi, 1990;
Derksen y col., 1995; Steer y Steer, 1989). Es evidente que el citoesqueleto juega un papel
fundamental en esta organizacion del tubo polinico como lo demuestran los numerosos
estudios realizados sobre este aspecto. El transporte de vesiculas secretoras, esencial para

la elongacion del tubo, parece estar estrechamente relacionado son las microfibrillas de

actina (Derksen y col., 1995).

2. Interés del tema: implicaciones del polen en la biotecnologia vegetal

El interés que despierta el grano de polen se basa no solo en el papel crucial que juega en
la reproduccion de las plantas superiores sino por sus aplicaciones biotecnologicas y en
programas de mejora vegetal. El potencial de la manipulacion de los sistemas de
reproduccion sexual en plantas depende de la capacidad de controlar y manipular: los
gametos, la calidad del polen, la mejora de almacenamiento de polen a largo plazo, la
polinizacién, interaccién polen-estigma, fertilizacion y formacion de semillas. Esta

manipulacion puede ser llevada a cabo por diversos métodos que incluyen:

a) El control de los fenomenos de compatibilidad e incompatibilidad, de los mecanismos
de competencia entre granos de polen e inhibicion de la autofecundacion que permitira
una seleccion de la dotacion génica destinada a la fecundacion.

b) Métodos de aislamiento y conservacion de c€lulas espermaticas y ovulos, con objeto
de realizar fertilizacion artificial mediante micromanipulacion. De esta manera se
eliminaran las barreras de incompatibilidad y se mejora la fecundacion dingida.

¢) La transformacion de polen mediante micromanipulacion o mediante bombardeo de
particulas puede ser una alternativa para la transformacion de plantas cultivadas.

d) Finalmente otro método de enorme aplicacion e interés agronomico es la obtencion de

plantas haploides induciendo la androgénesis en anteras o microsporas cultivadas »

VItro.
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La parte femenina o gineceo esta compuesto por un ovario supero, un breve estilo y un
estigma bilobulado o papiloso bien desarrollado (Morettini, 1972), cuya morfologia
puede variar entre cultivares. Altamura y col., (1982) y Cresti y col., (1989), asignan a
Olea un estigma humedo, con un fluido entre y sobre las papilas. El estilo, breve y

fuerte, es de tipo solido (Altamura et al., 1982), es decir, con tejido transmisor ocupando

el centro del estilo.

3.1 El polen del olivo: antecedentes y estado actual del tema.

A pesar del enorme interés economico del olivo y de sus implicaciones en la nutricion y
en enfermedades de tipo alérgico, el estudio del polen ha merecido en general poca
atencion por parte de los investigadores. El primer estudio en olivo de los procesos
gaméticos en diferentes condiciones de polinizacion fue llevado a cabo por Bradley y
Griggs (1963), poniendo de manifiesto el caracter autocompatible de los cultivares
estudiados, y las interacciones existentes en el cuajado de frutos entre temperaturas y
polinizacion. Fue a finales de los 70 cuando aparecieron los primeros trabajos
ultraestucturales sobre el desarrollo del polen del olivo (Pacint y Juniper, 1979a; 19790)
y a mediados de los 80 cuando se ha tomado conciencia del interés de esta especie y

diferentes grupos, principalmente de Espana € [talia, lo han elegido como tema central

de estudio desde diferentes puntos de vista.

En Cérdoba el grupo del Dr. Luis Rallo se ha interesado por estudiar los procesos de

autocompatibilidad polen-pistilo y la respuesta del olivo a la polinizacién cruzada y su

relacién con la fructificacion (Cuevas, 1992).

Nuestro grupo en Granada se ha centrado en estudiar el proceso de desarrollo y
maduracion del polen desde la meiosis hasta la dehiscencia de la antera. Se han
aportado interesantes datos acerca de la repoblacion ribosomica y la presencia de
nucleoloides en la microspora del olivo (Rodriguez-Garcia y Fernandez, 1989; Alchey
col.. 1993); presencia de cuerpos nucleares durante la profase meiotica (Olmedilla y

col., 1997) el comportamiento de las sustancias de reserva durante la maduracion del

_—__._—_____——__——_——________-
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polen (Fernandez y Rodriguez-Garcia, 1994), la diferenciacion del reticulo
endoplasmico (RE) durante el desarrollo del polen (Rodriguez-Garcia y Fernandez,
1990) y la presencia de proteinas alergénicas en las cisternas de RE (Rodriguez-Garcia
y col., 1995; Fernandez y col., 1996). También se ha estudiado la ontogenia y estructura
de la exina y de las tres aperturas de la pared (Fernandez y Rodriguez-Garcia, 1988,
1989: 1995; Rodriguez-Garcia y Fernandez, 1988), asi como el posible paso de

sustancias a través de la pared del polen (Fernandez y Rodriguez-Garcia, 1990).

En Madrid, el grupo de la Dra. Rosalia Rodriguez ha aislado y caracterizado varios
alérgenos, continuando actualmente con esta linea. El grano de polen del olivo es uno de
las causas mas importantes de alergia inhalatoria en los paises donde esta ampliamente
representado. Estos paises incluyen basicamente el area mediterranea (Espafia, Francia,
Italia, Grecia, Marruecos, Israel), asi como ciertas regiones de USA (California,
Arizona), Australia, Sudafrica, Chile y Argentina (Bousquet y col., 1985; Wheeler,
1992: Liccardi y col., 1996; Florido y col., 1999).

El alérgeno mayoritario del polen del olivo (designado Ole e 1 segin la nomenclatura
aprobada por la International Union of Immunological Societies) ha sido aislado,
purificado y caracterizado bioquimicamente (Villalba y col., 1990; 1993). Tambieén han
sido clonados varios cDNAs que codifican esta proteina (Lombardero y col., 1994,
Villalba y col., 1994) (Numeros de acceso en GenBank/EMBL: S75766 y X76395
respectivamente). La proteina tiene naturaleza acida, con varias variantes dc
glucosilacion (Batanero y col, 1994), y presenta microheterogeneidades en distintas
posiciones de su secuencia (Villalba y col., 1993; 1994). La localizacion celular de esta
proteina ha sido estudiada a lo largo del desarrollo del polen mediante experimentos dc
‘nmunolocalizacion a MET (Martin-Orozco y col., 1994 Rodriguez-Garcia y col.,

1995a: b). La expresion génica de Ole e 1 ha sido investigada a lo largo del desarrollo

del polen del olivo recientemente (Alche y col., 1999).
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A pesar de esta valiosa informacion con que contamos acerca de esta proteina, y al 1gual
que ocurre con otros alérgenos del polen, se desconoce la funcion biologica de Ole e 1.

El seguimiento de esta proteina durante la germinacion del polen, permitira acercarnos

al conocimiento de dicha funcion biologica.
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Tesis a Plantear y Objetivos
e

El objetivo ultimo de este trabajo es hacer un seguimiento a nivel celular del

comportamiento del polen del olivo durante la germinacion y crecimiento del tubo

polinico. Para ello nos proponemos los siguientes objetivos:

1°. Aproximacion microscopica a la germinacion del polen sobre el estigma en la €época

de la floracion.

2 Realizar test de calidad del polen después de ser almacenado durante distintos

tiempos y bajas temperaturas (-20° C, -80° Cy ~170° C), para determinar la mas idonea.

3°. Optimizacion del medio de germinacion y de las condiciones de germinacion in vitro

para conseguir el porcentaje de polen germinado mas alto posible.

4°. Seguimiento de la evolucion de la germinacion a distintos tiempos en las

condiciones dptimas de conservacion del polen y del medio de germinacion.

5° Estudiar la organizacion celular del polen y tubo polinico, durante las diferentes

fases de la germinacion: hidratacion, emergencia y crecimiento del tubo polinico, con

especial atencion al:

- comportamiento de carbohidratos en relacion con las paredes celulares

- comportamiento de lipidos de reserva

. comportamiento del alergeno mayoritario del olivo (Ole e 1)

6 Obtencion de protoplastos a partir del tubo polinico y seguimiento del

comportamiento de estos y de la nueva pared regenerada durante su posterior cultivo.
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1. Material biologico

El material utilizado en este estudio fué el polen maduro de olivo (Olea europaea L.)
variedad Picual. La recoleccion del polen se efectud en los afios 1996-97-98 durante los
meses de Mayo a Junio; las condiciones climaticas de lluvia y de temperatura influyen

en que la maduracion y la recogida del polen sea mas O menos temprana.

Se recolectd polen después de la antesis, para lo cual pusimos bolsas de papel satinado
alrededor de las ramas de los arboles con flores a punto de abrirse, calculando que en
dos o tres dias dichas flores se abririan dentro de las bolsas, soltando asi el polen
maduro que contienen. Pasados estos dias las bolsas eran recogidas y trasladadas al
laboratorio donde se purifico el polen a través de una seriec de mallas de tamano
decreciente que van desde 0.150 mm a 0.053 mm, para separarlo de los restos de hojas,
flores y otros contaminantes. Finalmente el polen se procesd o se almaceno puro en
tubos eppendorf a bajas temperaturas (-20° C, - 80° C vy nitrogeno liquido). Tambien se

han utilizado estigmas maduros cubiertos de polen que fueron almacenados en tubos

eppendorf a —20° C para su posterior observacion.

2. Métodos

2.1. Test de viabilidad

2.1.1. Reaccion fluorocromatica FDA

Con el objetivo de evaluar como influyen las condiciones de almacenamiento
(temperatura y tiempo) sobre la calidad del polen se utilizo el test de diacetato de
fluoresceina (FDA). Se trata de una tincion vital que se basa en que cuando la célula
tiene el plasmalema intacto, la fluoresceina penetra la membrana con mayor dificultad,
pero no sale y se acumula en el citoplasma del polen, dando una fluorescencia intensa
bajo el microscopio de fluorescencia. Esta reaccion nos permitio probar el grado de la

integridad de la membrana e indirectamente la viabilidad del grano ya que los granos en
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buen estado fluorescen frente a aquellos que tienen la membrana deteriorada y no
fluorescen. El método basico de la reaccion flurocromatica en el polen fuE descrito por
Heslop-Harrison y col., (1984).

Preparacion:

Se disuelven 2 mg de acetato de fluoresceina en 100 ml de acetona. También se prepard
una solucion de 0.5M dc sacarosa.

Procedimiento:

- Se coloca sobre el portaobjetos una gota de la solucion de acetato de fluoresceina.

- Se mezcla el polen con una gota de la solucion de sacarosa 0.5 M.

- Finalmente se coloca el polen y la sacarosa sobre la gota de la de acetato de

fluoresceina depositada en el portaobjetos.

A este método le hemos introducido la modificacion descrita por Petersen y Taber
(1987) que consiste en dejar evaporar la acetona en que va disuelta el FDA con lo que
se elimina el efecto nocivo de la acetona sobre el polen y que podria afectar
negativamente a la integridad de las membranas y producir una falsificacion en el
porcentaje de granos bien conservados. Una vez seca la acetona se coloca la solucion de

polen con sacarosa.

El porcentaje de calidad se determina a nivel del microscopio de fluorescencia contando
en distintos campos de diferentes portaobjetos el nimero de granos totales y el numero
de granos que fluorescen. El estudio se realizé tanto en grano de polen suelto como ya

germinado.

% de viabilidad = numero de granas que fluorescen. 100 / numero de granos total.

2.1.2. Germinacion in vitro

Con el objeto de evaluar como cambia el grado de germinacion de polen después de un
tiempo de almacenamiento a distintas temperaturas, se ha tratado de encontrar

previamente las condiciones optimas del medio de germinacion para el polen fresco.
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Para ello se determino el porcentaje de germinacion, contando el numero de granos

totales y germinados de zonas distintas de la palaca petri.

% de germinacion = niumero de granos que germinan. 100 / nimero de granos total.

Antes de determinar el porcentaje de germinacion, el tiempo de incubacion del polen

fue de 12 h. La medida de los ejes del grano de polen suelto, en camara humeda y del

tubo polinico a distintas etapas de la germinacion se ha hecho en el microscopio Optico

mediante portas con reglas milimetradas.

2.2. Optimizacion del medio de germinacion

Inicialmente se partié del medio de germinacion de Brewarbaker y Kwack (1963) con

20 % de sacarosa.
Acido Borico: 0,01 g/100 ml
Nitrato Potasio: 0,01 g/100 ml
Sulfato Magnésico: 0,02 g/100 ml
Nitrato Calcico: 0,03 ¢/100 ml
Sacarosa : 20 g/100 ml

Con este medio se obtuvo un porcentaje de germinacion relativamente bajo (30%) y

porcentaje de germinacion, se introdujeron las siguientes variantes:
15%, 20% y 30%).

para incrementar el

Variaciones en la concentracion de sacarosa (2.5%, 10%,

Variaciones en la temperatura de incubacion (20, 25,28 y 32°C).

Modificaciones en el valor de pH del medio (entre 4vy8).

Modificaciones en las concentraciones de sales como:
e acido borico (0.01, 0.03 y 0.05 g/100 ml).

e nitrato potasico (0.01, 0.03 y 0.05 g/100 ml).

e nitrato calcico (0.01, 0.03 y 0.06 g/100 ml).

_ Afiadir al medio algunas sustancias como son:

—_,__—__________—_——_____—_—_—
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e tween 20 (Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate (0.005, 0.01 y 0.2 g/100ml).
e {r1S (Hydroxynﬂethyl aminomethane) (0.004, 0.08 y 0.016 g/100 ml).
e extractos de levadura (0.05 %, 0.1 % y 0.5 %).
e PEG (Polyetilenne Glycol) (2.5 %, 5 %, 7.5 % y 10 %).
- Antes de ponerlo en el medio de germinacion, se probd distintos tiempos de

incubacion en camara humeda.

_ Finalmente se vio el posible efecto positivo de fragmentos de estigma anadidos al

medio de germinacion.

Todos estos ensayos se realizaron en cada caso con una cantidad equivalente de medio

de cultivo (2 ml 6 10 ml) y de granos de polen (2 mg o 10 mg) respectivamente.

2.3. Seguimiento del desarrollo de la germinacion del polen

Con objeto de hacer un seguimiento del desarrollo de la germinacion in vitro del polen
mediante el microscopio de fluoresencia, primero se fijo el polen a distintos tiempos de

germinacion y seguidamente se utilizo una tincion especifica para el ADN como objeto

de visualizar los nucleos.

También se siguié el desarrollo del tubo utilizando una tincion que visualiza algun

constituyente de su pared celular como es la calosa y que fluoresce especialmente

mediante azul de anilina.

2.3.1. Fijacion

Se utilizo alguna de las siguientes mezclas de:

Etanol / Acético (3:1)

Se puede dejar el material en esta solucion 4°C durante semanas incluso meses antes de

proceder a su observacion o su posterior tincion.
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Formaldehido / Acido Acético / Eténol

La solucion del fijador esta integra de formaldehido 37%: acido acético glacial: etanol

70% en proporcion 1:1:18.
Procedimiento:

- Se fija el material en el tiempo que puede variar entre 30min y 3 dias a 4° C.

Después de la fijacion, las muestras se someten a los siguientes pasos.

- Se lava con agua. Con objeto de facilitar la observacion en aplastado de las

muestras, se colocaron las muestras en una solucion de NaOH 1IN durante 12 h.

. Selava de nuevo con agua muy bien antes de pasar a la tincion.

2.3.2. Tinciones

Tincién especifica para DNA: (DAPI)
Esta tincion fue utilizada por (Vergne y col,, 1987) para detectar ADN a nivel de

nucleos celulares.

Preparacion de solucion "stock™:

El 4°6-diamino-2-fenilinol (DAPI) se comercializa en forma de polvo (SERVA). Se
prepara una solucion "stock” de 10 pg/ml en agua destilada y se almacena a 4° C en
frasco topacio que no deje pasar la luz y podria alterarlo. En estas condiciones este
preparado es estable durante meses.

Procedimiento:

. Poco antes de su uso se diluye 10 veces la solucion “stock™ para conseguir una

concentracion final de 1 pg/ml.

_ 1la tincion se realizo colocando el polen germinado o estigma fijado previamente
(3:1 etanol / acético) sobre un portaobjetos con unas gotas de DAPL

La observacién se realiza en el microscopio de fluorescencia bajo irradiacion

ultravioleta (A=366 nm). La union del ADN con el DAPI emite una fluorescencia azul

que no decae demasiado durante la observacion y nos permite visualizar los nucleos y

fotografiarlos.
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Tincion especifica para la calosa: azul de anilina

Esta tincion fue utilizada por Currier y Strugger (1956) para detectar la presencia de

calosa a nivel de paredes celulares.

Preparacion:
I a solucion de azul anilina al 0,01 % se prepara disolviendo 0,002 g de azul anilina

(MERKC) en 20 ml de 1.5 % fostato dibasico de potasio (K;HPO4, pH = 9.2). Se puede
almacenar en frigorifico en frasco topacio.

Procedimiento:

Se sumerge el polen germinado o estigma en la solucion de azul anilina durante

20min.
Se coloca el material sobre un portaobjetos y se aplasta en unas gotas de colorante

con un cubreobjetos.

I a observacion se realiza en el microscopio de florescencia bajo irradiacion ultravioleta
(A=340 nm). La calosa unida al fluocromc que existe en el azul de anilina emite una
fluorescencia blanco-amarillenta que destaca sobre el fondo oscuro. En ambos casos se

tomaron fotografias con peliculas blanco y negro Plus-X de Kodak, 100 ASA y tambien

en color Kodak. Tris-X de 400 ASA.

2.4. Preparacion de muestras para microscopia éptica y microscopia electronica
El material que va a ser observado tanto al microscopio optico como al microscopio
electronico, necesita ser sometido a una serie de tratamientos previos para conseguir que

las estructuras celulares se mantengan lo mas parecido a la realidad.

2.4.1. Fijacion
La fijacion es la etapa mas importante ya que preserva la estructura celular y retarda o

frena la aparicion de las alteraciones propias de un tejido después de su muerte. Hemos

usado los fijadores quimicos que a continuacion se describen.
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Glutaraldehido

El empleo de glutaraidehido como fijador es excelente ya que su accion fijadora no hace

perder actividad enzimatica y preserva perfectamente las estructuras celulares.
Preparacion del glutaraldehido:

El glutaraldehido se prepara en el momento de su uso a partir de una solucion comercial
(TAAB) al 25% diluyéndolo en tampoén cacodilato 0.1 M para obtener una solucion de
glutaraldehido al 3%.

Preparacion del tampon cacodilato:

El tampon cacodilato se prepara a una solucion 0.2 M disolviendo 21.4g de cacodilato
sodico en 500 ml de agua destilada ajustando el pH a 7.3. Esta solucion de 0.2 M de
cacodilato se guarda a 4° C durante meses. En el momento de su utilizacion se diluye el

tampon 0.2 M hasta alcanzar la molaridad deseada y se ajusta nuevamente el pH

adecuado.

Tanto la preparacion del fijador como la fijacion de las muestras debe realizarse en
campana para eliminar los vapores toxicos del mismo.

Procedimiento:

- Se sumerge el material en un volumen del fijador durante 2 h a temperatura

ambiente.

- Seguidamente se lava bien con el tampon de cacodilato 0.1 M tres veces durante 2h.

Glutaraldehido/Paraformaldehido

También se ha usado como fijador una mezcla de glutaraldehido y paraformaldehido, ya

que ambos fijadores juntos incrementan la buena preservacion del tejido (Karnovsky,
1965). La mezcla que ha dado mejores resultados en nuestro material es de 2%
paraformaldehido y 2,5% de glutaraldehido en cacodilato 0,1 M.

Preparacion:

Se disuelve 5 g de paraformaldehido en 8ml de agua destilada y se afiaden 12.5 ml de
tampon cacodilato 0.2 M. Se mezclan en bafio Maria para que se disuelva el

paraformaldehido y se afiaden gotas de sosa (NaOH 1 N) hasta su disolucion total. Se
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deja enfriar en frigorifico y se afiade 2.5ml de glutaraldehido 25 % se ajusta el pH a 7.3

y se enrasa a 25ml.

Procedimiento:

Se sumerge el material en el fijador durante 2 h a temperatura ambiente.

Se lava el material fijado en el mismo tampon cacodilato 3 veces durante 2 h.

Tetroxido de osmio

En el caso de las muestras utilizadas para el estudio de la ultraestructura, se realizo una

postfijacion después de la fijacion. Se utilizo tetroxido de osmio (0sO4) al 1% en el
mismo tampon cacodilato empleado en la prefijacion

Preparacion:

Para conseguir una buena disolucion de tetroxido de osmio, se debe preparar 24 h antes

de su empleo. Se partio de una ampolla de 100 mg. de tetroxido de osmio (Serva).

Primero hay que quitar la etiqueta de la ampolla con agua caliente que se introduce esta

en un frasco de boca ancha. Se rompe la ampolla en el interior golpeando con una

varilla de vidrio gruesa y se le afiaden 100 ml de tampon que disuelve los cristales y asi

se conserva en el frigorifico a 4° C y en oscuridad para evitar su oxidacion y bien tapado

para impedir la salida de los vapores toxicos del osmio.

Los vapores de osmio son muy tOXicos, €s imprescindible realizar todas las operaciones

con osmio bajo campana para no exXponerse a ellos.

Procedimiento:

Se sumerge la muestra en el tetroxido de osmio durante 2 h.

Una vez transcurrida la postfijacion, se lavan bien las muestras 3 veces durante 2

horas con el tampon cacodilato 0.1 M.

2.4.2. Deshidratacion

Posteriormente se procedio a la deshidratacion mediante una serie gradual de soluciones

de etanol, al 30%, 50%, 70%, 90% y 100% utilizando los siguientes tiempos:
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etanol 30% 30min.

etanol 50%  30min.

etanol 70% 1 h.

etanol 90% 2 h

etanol 100% 2 h.(hacer varios pases)

Cuando la experiencia lo requeria las muestras s quedaban toda la noche en la solucion

de etanol al 70 % a 4° C y bien tapadas para que el etanol no se evapore.

2.4.3. Inclusion

Segtin las muestras fuesen posteriormente utilizadas solo para estudios ultraestructurales

y/o citiquimicos se utilizo epon o unicryl como medio de inclusion.

Epon
Para las muestras que iban a ser usadas para la observacion de la ultraestructura se

emplea la resina epon (Epikote 812 SERVA). La preparacion de la resina es muy

importante pues de su calidad depende mas tarde la dureza de las inclusiones y la

obtencion final de buenos cortes.

Preparacion:
Mezcla A
Epon (Epicote 812) 15.5 cc.
Anhidrido Dodec. Succinico (DDSA) 25.0 cc.
Mezcla B
Epon (Epikote 812) 50.00 cc.
Anhidrido Metil Nadico (MNA) 44.50 cc.

Ambas mezclas se agitan por separado durante 30min en un agitador magnetico.

Las proporciones final de la resina es de:
Mezcla A 40.00 cc.
Mezcla B 60.00 cc.
DMP - 30 acelerador  1.80 cc.

-
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Se conserva en el interior de jeringas en el congelador.

Procedimiento:

El proceso de inclusion se realiza de una manera gradual, haciendo un paso intermedio
breve con unos Smin en oxido de propileno, que es un potente deshidratante y se utiliza
antes de pasar a la resina y con €l se elimina el alcohol de la muestra preparandose en el
interior del material biologico, un ambiente de solubilidad adecuado que facilita la
penetracion de la resina.

- Las muestras se mantienen en oxido de propileno de 15 a 20 min.

- Las muestras se colocan en mezclas graduales de epon y oxido de propileno que se

realizan de la siguiente forma:

oxido de propileno + epon (3:1) 1h
oxido de propileno + epon (1:1) 2h
oxido de propileno + epon (1:3) 4 h
epon puro 10a12h

A continuacion se colocaron en el fondo de capsulas de gelatina que después se

rellenan de resina. Finalmente el epon se polimeriza en estufas a 60° C durante 48 horas.

Unicryl

Para estudios citoquimicos se utilizo preferentemente la resina Unicryl. Esta tiene la

véntaja de que su preparacion y manipulacion son mas simples y su polimerizacion

puede hacerse a temperatura ambiente, en estufa a 80° C y a ultravioleta a —20° C.

Procedimiento:

- Se sumergen las muestras 8 h en una solucion de etanol puro / unicryl en la
proporcion 1:1.

- Se pasan directamente a Unicryl puro durante 24 h.

- Se colocan las muestras en el fondo de unas capsulas adecuadas de gelatina que
después se rellena de resina nueva.

- Se orienta la pieza en el fondo de la capsula con una aguja enmangada.
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La polimerizacion de las muestras incluidas en la resina Unicryl se realiza con luz

ultravioleta a -20°C durante 4 dias.

2.4.4. Microtomia

Para la obtencion de secciones, primero es necesario preparar
ello se colocan las capsulas bajo una lupa y se talla

la superficie de los

bloques que se desean cortar. Para

una piramide con una base en forma de trapecio que contiene el material biologico. Los

cortes se realizaron con un ultramicrotomo “IJLTRACUT E” de REICHERT-JUNG.

En primer lugar se hacen cortes semifinos de espesor de 1pm aproximadamente que se€

colocan en un portaobjetos sobre una gota de agua y se ponen €n una placa calefactora a

37° C que ayudara a evaporarse lentamente la gota mientras el corte se estira y se

adhiere al portaobjetos. Una vez seleccionada la zona de interes se corta de nuevo con el

ultramicrotomo, esta vez para obtener COrtes ultrafinos de un espesor entre 60 y 90 nm.

quedan flotando sobre la superficie de agua bidestilada que se encuentran €n

- esta relacionado con el color que presentan debido a

Los cortes
una borde en la cuchilla y su groso

la reflexion de la luz. Los mas adecuados son los de color blanco-amarillo. De la

superficie del agua los cortes se recogen con la rejilla por contacto con la superficie del

agua.

Las rejillas utilizadas generalmente son de cobre, aunque para algunas citoquimicas

especificas se necesitan rejillas que no se alteren con los reactivos utilizados durante la

uimica, por lo que en este Caso 5¢€ utilizaron rejillas de oro o niquel.

n de una fina pelicula de Formwar al 0.3% en

reaccion citoq

Previamente las rejillas se recubre

cloroformo para muestras incluidas en Unicryl para facilitar la adhesion de los cortes €n

la rejilla.

casos dificiles de

Generalmente se emplearon cuchillas de vidrio y solo en algunos

obtener cortes, se ha utilizado una cuchilla de diamante.

e e ek e
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2.4.5. Tincion

Cortes semifinos

Para una mejor visualizacion de las estructuras celulares, los cortes semifinos se tifien

inespeficamente con una solucion de azul de metileno / azul de toluidina / borax.

Preparacion:

Se disuelve 0.5 gr de borax en 50 ml de agua destilada, calentar si hace falta, luego

afiadir 0.25 gr de azul de toluidina y 0.25 gr de azul de metilino.

Cortes ultrafinos

Para incrementar el contraste en los cortes ultrafinos se utilizé una doble tincion, acetato

de uranilo y citrato de plomo segun Reynold (1963).

Preparacion del acetato de uranillo:

Se prepara una solucion al 5% de acetato de uranilo en agua destilada, se filtra y se

almacena al abrigo de la luz a 4° C. La luz puede hacer cristalizar el acetato de uranilo,
asi que es conveniente centrifugar la solucion antes de su uso.

Procedimiento:

- Sobre una placa de porcelana se colocan las rejillas flotando cada una en una gota de

la solucion de acetato de uranilo al 5% durante 30min en oscuridad.

- Se lavan bien con agua destilada.

- Se dejan secar bien.

Preparacion del citrato de plomo:
Nitrato de plomo 133 g
Citrato trisodico 1.67 ¢

Esta solucion se agita fuertemente durante un minuto con un agitador magnético, tras lo

cual se deja reposar 30 minutos. Afiadir 8ml. de NaOH 1INy se completa hasta 50ml

con agua bidestilada.

Procedimiento:

El citrato de plomo puede precipitar con el CO; del aire y formar precipitado de

carbonato de plomo. Para su uso es necesario extremar las precauciones colocando las

rejillas en medio alcalino y evitando la contaminacion ambiental de CO,;. Como
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protector ambiental se utilizan unas lentejas de sosa ‘odeando las gotas de citrato de

e se pone las rejillas. Estos se protegen de la contaminacion y el aire

ertida que las cubre.

mediante una placa petri inv
trato de plomo de forma que los cortes esten en

Se coloca la rejilla sobre la gota de ci

contacto con €l durante 5 0 6min.
an bien las rejillas con agua bidestilada.

. Finalmente se lav
pia electronica de barrido

7.4.6. Preparacion de muestras para microsco
o fueron fijadas al 2 %

para microscopia electronica de barrid
59 de glutaraldehido en tampon cacodilato 0.1 My
o4, en tampon cacodilato 01 M. Posteriormente las muestras

procedimiento de “punto critico’,

[.as muestras
postfijadas en

paraformaldehido y 2.

tetroxido de osmio al 1

fueron deshidratadas hasta etanol 70% y sometidas al
e mantiene en una atmosfera de CO2

esté en estado liquido. Con este paso real

con una presion y

en el que el material S
1Zamos

temperatura adecuadas para que el CO2

ccion de los restos de agua que quedan en el tejido. Finalmente las muestras son

la extra
na capa de oro. Las muestras fueron obse

metalizadas con una fi rvadas en el microscopio

electronico a barrido PHILIPS 505, utilizando una tension de 18kV.

2.4.7. Observaciones
cion del polen a distintas etapas de su incubacion se hizo

El seguimiento de la germina
7EISS JENA. La observacion de las muestras

mediante mMicroscopio invertido CARL

un microscopio Zeiss Axioplan. Los corte
q transmision 7EISS 10 C 60 Kv. I.a observacion de las

a realizado con un PHILIPS 505.

se hizo con s ultrafinos se observaron con un

microscopio electronico

muestras al microscopio a barrido se h

2.5. Citoquimica

7 5.1. Polisacaridos

coholicos (union 1,2-glicol

hiff consiste en transformar los radicales al
os mediante

I a reaccion de Sc

existentes dentro de las moléculas de los azucares) a radicales aldehid

S . =0 -5 2 s
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do periodico. Posteriormente, los grupos aldehidos

oxidacion utilizando el aci
puede visualizar el producto de la

reaccionan con el reactivo de Schiff, con lo que se

reaccion, una coloracion roja, indicativa de la presencia de azucares.

Preparacion del reactivo de Schiff:

Se disuelve 0.5g de fuchsina basica en 100 cc de Cl
dico. Se agita cada dos horas hasta su disolucion y se obtiene fuchsina

H, 0.15 N. Se afiaden 0.5 g de

metabisulfito soO

sulfurosa. Afiadir 300 mgr de carbon a

conseguir filtrado claro y sin color, de no ser asi se repit

ctivo para decolorar y agitar Smin, filtrar hasta

e la filtracion. Este reactivo

puede conservarse en nevera durante dos meses.

Procedimiento:

Una vez obtenidas las secciones se recogen €n portaobjetos que se pasan por frascos

Coplin con las siguientes soluciones:

Se colocan los portaobjetos en una solucion de acido periodico al 0,5 % en agua

destilada a temperatura ambiente de 5 a 30min.

. Se Lavan con agua corriente 10min.

Se colocan en Reactivo de Schiff de 10 a 15min.

- Se lavan con agua.

. Se colocan en bisulfito sodico al 2% de 1 a 2min.

_ Se deshidratan en serie alcoholica.

- Montar y observar al Microscopio.

Test del Acido Periodico / Semitiocarbacida / Proteinato de plata (Thiery)

67) es un procedimiento ya clasico en microscopia electronica para

El test de Thiéry (19

la determinacion de polisacaridos en mues

Schiff Con ella se produce el paso de los radicale
de los azucares) a radicales aldehidos

tras bioldgicas. Se trata de una adaptacion de

la reaccion de s alcoholicos (union
1.2-glicol existentes dentro de las moléculas

mediante oxidacion utilizando el acido periodico. Los grupos aldehidos reaccionan con

la tiosemicarbacida, lo cual se puede visualizar haciéndola reaccionar con una sal de

elevado peso molecular como el proteinato de plata, resultando como producto de la

reaccion un precipitado electrodenso indicativo de la presencia de azucares.

______——________—-——-__—___‘_
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Para realizar esta técnica usamos muestras previamente fijadas con un fijador de tipo

aldehido y sin osmio.
Procedimiento:
Una vez obtenidas las secciones se recogen en rejillas de oro o niquel y las sometemos
al siguiente protocolo:
- Se incuba la rejilla sobre una gota de acido periddico al 1% de 20 a 30min.
- Se lava en agua bidestilada manteniendo en agitacion durante Smin.
- Se mantiene la rejilla sobre una gota de la solucion de tiosemicarbacida al 1% en
acido acético al 10% durante 30min.
- Se lava mediante agitacion en:
acido acético al 10% durante Smin.

agua bidestilada Smin.

- Se incuba la rejillas sobre una gota de proteinato de plata al 1% en agua destilada

durante 30min. Este ultimo paso se realizo totalmente en oscuridad para evitar la

oxidacion de la solucion de plata por luz.

- Finalmente se lava con agua bidestilada mediante agitacion.

2.5.2. Lipidos
Reaccion del Sudan black B

I.a reaccion del Sudan Black B es una reaccion usada para la deteccion histoquimica de

los lipidos. Mediante ella el Sudan Black B se une a todos los lipidos incluye
fosfolipidos fijados preferentemente con osmio ya que los lipidos son solubles en

soluciones organicas, dando lugar a una coloracion azul-negra.

Preparacion:

Se prepara una solucion del Sudan Black B en alcohol 70% a saturacion en un bote
limpio y desengrasado, se agita un poco y se deja a 60°C de temperatura en estufa toda
la noche y por la mafana se filtra antes de su uso.

Procedimiento:

- Se lavan muy bien los portaobjetos en agua destilada y se dejan secar.

- Se lavan otra vez con alcohol 50% y se dejan secar.
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Se obtienen cortes 0.6 um de espesor y se recogen en los portaobjetos ya lavados.

Se colocan en la solucion de Sudan Black B durante 15min a 40° C en estufa.

_ Se lavan los poraobjetos en agua corriente del orifo.

- Montar y observar al microscopio.

2.6. Inmunocitoquimica

Para inmunocitoquimica es recomendable incubar previamente con el tampon PBS

(Fosfato buffer salino) y bloquear posibles lugares de union inespecifica con BSA

(Albumina suero bovina).

Preparacion de la solucion “stock™ de PBS:

Se prepara la solucion “stock” PBS (10X) con los constituyentes siguientes:

Na ,HPO; 80 mM

KH,;PO4 15 mM
NaCl 1.3 mM
KCl 30 mM

Luego se autoclava y se diluye la solucion “stock” a la concentracion adecuada para

cada utilizacion.

Para inmunocitoquimica a microscopia electronica los cortes se recogen en rejillas de

niquel recubiertas con una pelicula de Forward que se dejan flotar por la cara donde

estan los cortes sobre gotas de las soluciones que se van a usal y con los

correspondientes anticuerpos.

Para inmunocitoquimica a microscopia optica los cortes se colocan sobre portaobjetos y

se sefialan sus sitios con un lapiz de diamante. Encima de los cortes se coloca gotas de

la soluciones que se van a usar con los anticuerpos correspondientes. Se recomienda un

ambiente de camara humeda. El control se hizo eliminando el paso por el primer

anticuerpo.

- —
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2.6.1. Inmunolocalizacion de Pectinas

Se han utilizado para detectar especificamente pectinas anticuerpos monoclonales JIM 7
y JIM 5 realizados sobre conejo y que reconocen de manera especifica epitopos de
pectinas esterificadas y no esterificadas respectivamente (Knox y col, 1990). El
marcado de las pectinas se realizé con un segundo anticuerpo comercial anti-conejo
(IgG) desarrollado en cabra y conjugado a particulas de oro coloidal 10 nm. Estos
anticuerpos han sido cedidos amablemente de la parte del Dr. Knox (John Innes Institut,
Inglatera).
Procedimiento:
- Se mantienen las rejillas durante 1min en agua bidestilada
- Preincubacion durante 10min en 1 %PBS.
- Preincubaciéon durante 15min en BSA 5% en 1 % PBS para bloquear posibles
lugares de union inespecifica con el anticuerpo.
- Incubaciéon con el primer anticuerpo (JIM 5 o JIM 7) diluido 1/5 en 1 % PBS
durante 1h 30min.
- Lavar en 1 % PBS mediante agitacion tres veces durante Smin cada vez.
- Incubar con el segundo anticuerpo diluido 1/50 en 1 % PBS durante 1h 30min.
- Lavar para arrastrar todos los restos que quedan de este segundo anticuerpo.
5 veces con agitacion en 1 % PBS, Imin cada una.
5 veces con agitacion en agua destilada.

- Contrastar las rejillas con acetato de uranilo al 5% durante 15min y observar.

2.6.2. Inmunofluorescencia de Calosa

Para detectarla posible presencia de calosa en la pared del tubo politico durante la
germinacion hemos utilizado como primer anticuerpo un monoclonal anti-
calosadesarrollado en raton (Australia).Como segundo anticuerpo se utilizO un anti-
raton (IgG) desarrollado en cabra conjugado con isotiocionato de fluorosceina (F.1.T.C),
cuando la reaccion fué detectada a nivel de microscopia de fluorescencia, o bien

conjugado con particulas de oro de 10 nm para su observacion al microscopio

electronico.

49



Material y Métodos
O ————————

Procedimiento a nivel de cortes semifinos:

_ Preincubar durante 3 h en 5% BSA en 0.1% PBS pH 7.4 y 0.1% Tween 20.
- Lavar con 0.5% BSA en 0.1% PBS.

Incubar durante 2 h con el primer anticuerpo anti calosa diluido 1/20 en 0.5% BSA

en 0.1% PBS pH 7.4.
. Lavar 3 veces en 0.5% BSA en 0.1% PBS pH 7.4.
Incubar en el segundo anticuerpo diluido 1/100 en 0.5% BSA en 0,1% PBS pH 7.4

durante toda la noche.
- Lavar con 0.5% BSA en 0,1% PBS pH 7.4.

- Dejar en estufa a 30° C durante 24 h en obscuridad

Procedimiento a nivel de cortes ultrafinos:

- Mantener las rejillas durante 1min en agua bidestilada.

- Preincubacion durante 10min en 0.1% PBS de pH 7.4.

Preincubaciéon durante 1h 30min en BSA 5% en 0.1% PBS a pH 7.4.

durante 3 horas.
[avar tres veces con agitacion en 0.1% PBS a pH 7.4 durante Smin cada una.

durante 2h.

Lavar para arrastrar todos los restos que quedan de este segundo anticuerpo.

5 veces con agitacion en 0,1% PBS de pH 7.4, 1 min cada una.

5 veces con agitacion en agua destilada, 1min cada una.

Contrastar las rejillas con acetato de uranilo al 5% durante 15min.

—

7.6.3. Inmunolocalizacion de la Proteina alergénica mayoritaria

Con objetivo de localizar el alergeno mayoritario del polen del olivo (Ole e 1) durante la
germinacion, hemos recurrido a un anticuerpo monoclonal especifico (10HI1) que
reconoce un epitopo de esta proteina. El anticuerpo nos ha sido proporcionado por el

Doctor Lahoz de la Fundacion Jimémez Diaz (C.S.1.C Madrid). Este anticuerpo (IgG)
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ha sido desarrollado en raton. Como segundo anticuerpo se utilizO un anti-raton
comercial desarrollado en cabra y conjugado con particulas de oro coloidal de 10 nm.
Procedimiento:
- Se mantienen las rejillas durante 1min en agua bidestilada.
- Preincubacion durante 10min en 1 %PBS.
. Preincubacion durante 15min en BSA 5% en 1 % PBS para bloquear posibles
lugares de union inespecifica con el anticuerpo.
- Incubacion con el primer anticuerpo diluido 1/20 en 1 % PBS durante 1h 30min.
. Lavar en 1 % PBS mediante agitacion tres veces durante Smin cada vez.
- Incubar con el segundo anticuerpo diluido 1/30 en 1 % PBS durante 2h.
- Lavar para arrastrar todos los restos que quedan de este segundo anticuerpo.
5 veces con agitacion en 1 % PBS, 1min cada una.
5 veces con agitacion en agua destilada, 1min cada una.

- Contrastar las rejillas con acetato de uranilo al 5% durante 15min y observar.

2.7. Determinacion bioquimica de los niveles de ole e 1 (alergeno mayoritario del

polen del olivo).
2.7.1. Electroforesis.

Preparacion de extractos proteicos crudos:

Para este estudio, la induccion de germinacion in vitro del polen del olivo se realizo a
gran escala (8 gr de polen) segun el método descrito en el apartado 2.2. Como paso
preliminar, el polen germinado y no germinado fue separado mediante la utilizacion de
un filtro de 0.053 pum a distintos tiempos desde el inicio del cultivo (Smin,1h, 2h, 4h,
8h, 16h). Ambos tipos de muestras fueron almacenadas independiente a -20°C.
[gualmente, se obtuvieron muestras del medio de cultivo en los mismos estadios del
cultivo mediante filtracion a través de membranas de 0.2 pm de diametro de poro. De
estos medios de cultivo se realizaron alicuotas, que fueron almacenadas a -20°C. Las
muestras de polen fueron trituradas en un mortero con nitrogeno liquido y arena de

cuarzo. El polvo resultante fue resuspendido en 10 ml g’ de tampén de extraccion
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(50mM Tris-HCI pH 7.5, 05 mM EGTA —etilén glicol-bis(3-aminoetil éter)-, 5 mM
scido ascorbico, 0.1 M DTT —ditiotreitol-, 2 mM PMSF —fenilmetilsulfonil fluoruro-).

Los homogenados se incubaron 30min sobre hielo, agitando frecuentemente Yy

posteriormente fueron clarificados mediante centrifugacion a 12.000 rpm durante 20min

a4°C.
I os sobrenadantes correspondientes se transfirieron a un tubo limpio sin tocar el

precipitado y se almacenaron a -20°C.

Cuantificacion de proteinas: (método Bradford)
itativa del nivel de proteinas presentes en cada fraccion obtenida se

[.a detecciOn cuant

realizo segun el método de Bradford (1976). Con objeto de realizar una curva patron, se

elaboré una solucion madre de BSA (1pg ul’ en agua destilada), de la que se tomaron

muestras de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 pl y se mezclaron con agua hasta 800 pl, y finalmente

-Rad), De igual modo se mezclaron

200 pl de

con 200 ul de reactivo comercial de Bradford (B1o

5ul de cada una de las fracciones a determinar, con 795 ul de agua destilada y

reactivo de Bradford.
1.a medida de la densidad oOptica a 595 nm se efectud en un espectrofotometro Beckman

DU-7 en el intervalo de tiempo entre Sminy 1 hora después de la adicion del reactivo.

Con los datos de concentraciones de BSA de la curva patron y sus medidas

correspondientes de los valores de densidad optica, se establecio una recta de regresion,

en la cual se interpolaron los valores de concentracion de proteinas presentes €n cada

una de las fracciones, a partir de la densidad optica medida.

Preparacion de geles de acrilamida:

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12% segun se muestra en la siguiente tabla:
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Gel concentrador 4%

Gel separador 12%

(A) Solucion de acrilamida/bis

acrilamida al 30%

0.5 ml

3.7 ml

(B)Tampon del gel separador 4x 2.3 ml
(C)Tampon del gel concentrador |1 ml

4x

10% SDS 40 pl 90 ul

50% Glicerol 0,9ml
H,O 2.46 ml 2.1 ml
10% persulfato amonico 50 pl 50 ul

TEMED 10 pl 5 ul

(A): 29.2 % acrilamida, 0.8 % bis-acrilamida

(B): 1.5 M Tris-HCI pH 8.8
(C): 0.5 M Tris-HCI pH 6.8

SDS-PAGE

[as muestras a analizar fueron mezcladas con tampén de muestras 5x (62.5 mM Tris-

HCI pH 6.8, 2 % SDS, 50 mM DTT, 10 % glicerol y 0.01 % de azul de bromotfenol) en

relacion de 4:1 (v/v). Para el analisis del medio de germinacion, se utilizaron en todos

los casos 24 ul de medio mas 6 pl de tampon de muestras 5x. Las muestras preparadas,

se calentaron a 98° C durante 3min. En todos los geles se incluydo una calle

correspondiente a marcadores de peso molecular de amplio rango (Bio-Rad).

La separacion de los polipéptidos fue realizada en un equipo de electroforesis vertical

"Mini-PROTEAN II" (Bio.Rad Laboratories). Se utilizo como tampon catodico 0.025

M Tris-HCI pH 8.3, 0.192 M glicina, 0.1 % SDS y como tampo6n anodico 0.025 M Tris-

HCl pH 8.3, 0.192 M glicina. La electroforesis se realizé bajo voltaje constante de

200V.
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Los geles se tifieron con una solucion de azul Coomassie (10 % acido acético, 25 %
metanol, 0.1 % azul Coomassie R-250) durante toda la noche. Posteriormente, los geles

se destifieron con solucion de destincion (25 % metanol, 10 % acido acético).

2 7.2. Inmunodeteccion sobre membranas

Las proteinas separadas electroforéticamente se transfirieron a una membrana PVDF
"Immobilon-NC" (fluoruro de polivinilideno) utilizando un equipo "Mini Trans-Blot"

(Bio-Rad Laboratories mediante voltaje constante (100 V) durante 1.5 h a 4°C con

agitacion continua y usando como tampon de transferencia una solucion 25 mM Tris-

HCI, 192 mM glicina, 20 % metanol, (pH 8.3).

Con objeto de monitorizar la eficacia de la transferencia, los geles transferidos
correspondientes fueron tefiiddos con solucion de azul Coomassie como se describe en el
apartado anterior. Las membranas fueron tefidas igualmente con una solucion de azul
Coomassie (50 % metanol, 7.5 % acido acético, 0.1 % azul Coomassie R-250). Tras
destefiir parcialmente con una solucion de 50 % metanol, 7.5 % acido acético, las calles
correspondientes a los marcadores de peso molecular fueron cortadas, y el resto de la

membrana, destefiida totalmente usando una solucion de 90 % metanol, 5 % éacido

acetico.

Posteriormente la membrana fue bloqueada en una solucion de TBST mas leche
desnatada en polvo (TBS + 0.1 % Twen 20 + 3 % leche en polvo) durante 6 h. Las
membranas fueron incubadas posteriormente con el primer anticuerpo (Mab OL-1)
diluido 1: 1000 en la solucion de bloqueo a 4° C durante 12 h. Tras lavar 3 x 20min en
TBST, las membranas se incubaron durante 5 horas con un anticuerpo secundario

(anticuerpo anti IgG de raton desarrollado en cabra, conjugado con fosfatasa alcalina —

Sigma) d

equilibraron dur

MgCl,. La deteccion se realizo con una solucion comercial de NBT/BCIP (Amresco).

e

>4

uido 1° 2500 en TBST. Tras lavar 3x 20min con TBST, las membranas se
ante 5min en tampon 100 mM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCl, SmM
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La intensidad de las bandas reactivas al anticuerpo se midio utilizando el software NIH

Image 1.61 sobre fotografias digitalizadas de la membrana.

2.8. Obtencion y cultivo de protoplastos

Se ha obtenido protoplastos a partir de polen de olivo germinado in vifro a 3, 5,7y 12

horas, utilizando distintas soluciones enzimaticas que se obtienen combinando las
enzimas y azucares a diferentes concentraciones.
Soluciones enzimaticas:

Enzimas:

1% maceroenzima R-10, 2% celulosa onuzuka R10 y 0,5% celulosa onuzuka RS.

1% maceroenzima R-10 y 2% celulosa onuzuka R10.
Azucares:

Manitol a concentraciones de 0.2, 0.3, 0.6, 0.9 y IM.
Sacarosa 0.2,0.3,0.6,09y IM.

[.as concentraciones de estos enzimas y azucares se obtienen mediante dilucion en

solucion salina

Composicion de la solucion salina “stocK™

CL; Ca-----------mmmmmmmmmnm 14,8 g/l
PO4 KHp-----nnnmmmmmmmmmmes 0,272 g/l
NO3 K--mmmmmmmmmm o mmee oo 1,010g/]
SO4 Mg(7H20)-------==-=-=- 2,460 g/l
) 7 PR 1,6 mg/l
SO4 Cu (5H20)-------------- 0,25 mg/l

Todas las soluciones se han realizado en 20 mM de la solucion salina diluida 1:10 y se

han ensayado durante 0.5, 1, 1.5, 2 y 2.5 horas. Todo ello bajo oscuridad en una

temperatura de 20°C y en agitacion.

Como controles, se ha utilizado polen sin germinar en la solucion enzimatica Optima y

polen germinado en la solucioén 6ptima suprimiendo los enzimas.
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Qe determind la accion de la solucion enzimatica durante 1 h 30min sobre el tubo

polinico formando protoplastos.

Para su posterior estudio y cultivo se afiade un volumen de la solucion salina bajando la

concentracion de manitol a 0.6 M para que no S€ exploten. Los protoplastos fueron

estudiados al microscopio Optico mediante la tincion de DAPI para ver el

comportamiento de los nucleos, previa fijacion en etanol-acético (3 / 1). También fueron

de la solucion enzimatica y los restos de tubos polinicos centrifugando el

separados
o/ de sacarosa durante 30min

material a 0.6 M de manitol encima de una sulucion de 40

a 1200 rpm y cultivadas durante 24 horas en el medio de cultivo Murashige y Skoogs

(1962).

Medio de cultivo de Murashige y Skoog:

Solucion de Macronutrientes

NH4NO;3-------=========-- 3.3
KNQj------mmmmmmmmmmmmmm=- 3.8
CL,Ca.2H;0-------===--- 0.88
MgS04.7H,0------------ 0.74
KH,PO4-------========--- 0.34

Cantidades expresadas en gr/100 ml

Solucion de Micronutrientes (x10)

7 (P 0.166
H;3;BOj3---------=---=====""" 1.24
MnS04.4H;0--==-=-=-==--- 4.46
ZnSOy, THal Yeiemrrssionmr 1.72
NaMoQ4.2H,0------====--- 0.05
CuS04.5H30---—=vmmmm==" 0.005
CoCL,.6H,0------=====-=--~ 0.005

Cantidades expresadas en gr/100 ml

il e e
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Solucion de Hierro

FGSO4.7H20 ----------------- 0.0278

Cantidades expresadas en gr/ 5 ml

Solucion de Vitaminas

Myo0inositol---------=-===-==--- 0.2
Ac. Nicotinico---------==--=--- 0.001
Piridoxina CIH--------------=-- 0.001
Thiamina CIH---------=---=--=-- 0.004

Cantidades expresadas en gr/10 ml

Composicion de las hormonas

El pH del medio fue ajustado a 7.2 y el medio fue autoclavado y luego filtrado mediante

membranas de 0.2 um de diametro de poro. Los cultivos se mantuvieron a 25°C y

oscuridad durante 24 horas.

Los protoplastos cultivados han sido usados en primer lugar para citoquimica para

localizar la pared con el Calcofluor. La observacion se ha hecho al microscopio de

fluorescencia.

[.a inmunocitoquimica para pectinas esterificadas y de-esterificadas respectivamente

con los anticuerpos JIM7 y JIM5 y como segundo anticuerpo congugado con

fluoresceina.

Procedimiento:

57

Poner protoplastos cultivados sobre portas tratadas con TESPA.

Preincubar durante 3 h en 5% BSA en 0.1% PBS pH 7.4 y 0.1% Tween 20.

Lavar con 0.5% BSA en 0.1% PBS.
Incubar durante 2 h con el primer anticuerpo JIM5 o JIM7 diluido 1/20 en 0.5%

BSA en 0.1% PBS pH 7.4.
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_ Lavar 3 veces en 0.5% BSA en 0.1% PBS pH 7.4.
Incubar en el segundo anticuerpo diluido 1/100 en 0.5% BSA en 0,1% PBS pH 7.4

durante toda la noche.
- Lavar con 0.5% BSA en 0,1% PBS pH 7.4.

- Dejar en estufa a 30° C durante 24 h en obscuridad

Para microscopia electronica los protoplastos antes y después del cultivo, fueron fijados

en glutaraldehido al 3%, postfijados en tetroxido de osmio al 1% y utilizando epon

como medio de inclusion.
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1. Aspectos citolégicos del polen germinado sobre el estigma

Inicialmente se ha realizado una aproximacion a la germinacion in situ del polen en el
estigma. Cuando el polen germina y el tubo alcanza una determinada longitud (Fig.1a)
se observa mediante la tincion de DAPI que los nucleos, tanto el vegetativo como el de
la célula generativa se encuentran en el tubo polinico germinado entre las papilas del
estigma (Fig.1b). Mediante la tincion de azul anilina se observa fluorescencia blanco-
amarilla a nivel de la pared del tubo proxima al grano, indice de la presencia de calosa

ya en las primeras etapas del desarrollo del tubo (Fig.1c).

La tincion con PAS permite visualizar con un color rosado intenso tanto en las paredes
celulares del estigma como en las del polen y del tubo polinico, como consecuencia de
su naturaleza polisacaridica. También se tifie, aunque muy debilmente, un material
amorfo que se localiza en la superficie de las papilas del estigma y que probablemente

corresponde a material exudado por las mismas (Fig.1d).

Si utilizamos una tincion especifica para lipidos, como es €l sudan black B, aparece una
intensa tincion positiva a nivel de la pared del grano recubriendo la exina, también se
localizan inclusiones tefiidas positivamente de color negro en el citoplasma de los tubos

polinicos que discurren entre las células del estigma (Fig.1e).

La observacion a microscopio electronico de barrido nos permite apreciar el estigma

recubierto por una gran cantidad de granos de polen (Fig.2a). A mayor aumento, se

puede ver como algunos de estos granos germinan en la superficie de las papilas

estigmaticas (Fig.2c).

Con objeto de estudiar a mas detalle los aspectos que acabamos de perfilar y dada la
dificultad de hacer un seguimiento de la germinacion en el estigma controlando los

tiempos, se procedio a realizar estos estudios sobre la germinacion in vitro. Para ello
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previamente se optimizaron tanto el medio como las condiciones de germinacion con

objeto de obtener un porcentaje elevado de granos germinados (Fig.2b).

2. Germinacion in vitro

2.1. Calidad del polen: viabilidad

La calidad del polen se puede definir como capacidad que tiene este para fecundar al
macrogametofito y producir un cigoto. Dicha calidad se puede evaluar:
Por la integridad de sus membranas.

Por la capacidad de germinacion.

Por la capacidad de fertilizacion, es decir, la capacidad de producir el cigoto.

De estas tres posibilidades las dos primeras son factibles de realizar en el laboratorio,

mientras que la tercera presenta mayores dificultades.

2.1.1. Reaccion fluorocromatica: FDA

Un método para detectar la integridad de las membranas en el polen es mediante el test
de la reacciéon fluorocromatica usando diacetato de fluoresceina (FDA) (Heslop-
Harrison 1970). El porcentaje de polen viable en el olivo es decir que fluorescen
después del test con FDA, fué cercano al 82% cuando se trataba de polen fresco.
También se hizo un seguimiento de la viabilidad del polen conservado a bajas

temperaturas (- 20, - 80° C y en nitroégeno liquido) a lo largo de dos afios consecutivos

(97/98 y 98/99).

L.os resultados obtenidos se muestran en la grafica 1 donde se presenta para cada
temperatura, la media de los dos afios, indicando que hay una pérdida de viabilidad

desde 82 al 73% a lo largo de los meses de almacenamiento para cualquiera de las tres

temperaturas.
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También se observa que la temperatura de almacenamiento no afecta tanto a la

integridad de las membranas.

Grafica 1:Evolucion del testdel FDA
Yurante meses de aimacenamiento
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2.1.2. Porcentaje de germinacion in vitro

La calidad del polen también ha sido evaluada determinando el porcentaje de polen que
germina in vitro. Se ha considerado polen germinado cuando la longitud alcanza como

inimo el diametro del grano de polen. Para la germinacion también se realizo el

eratura y se ha hecho la media de los dos afios de

m

seguimiento a cada temp

almacenamiento.

El porcentaje de germinacion del polen fresco fue del 61,5%. Este porcentaje disminuye

a lo largo de los meses, siendo las temperaturas de — 80° C y de nitrogeno liquido las

mas idoneas para conservar el polen (46 y 43 % respectivamente). A — 20° C la

germinacion disminuye notablemente hasta el 14 % (Grafica.2).
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Grafica 2: Evolucion de la
germinacion durante los meses de
almacenamiento
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2.2. Optimizacién del medio de germinacion

Para determinar la viabilidad del polen y para hablar del porcentaje de germinacion i

vitro, previamente ha sido necesario optimizar tanto el medio como las condiciones de

germinacion.

Los ensayos realizados para optimizar el medio de germinacion in vitro en Olea
europaea. L, se realizaron en cada caso con una cantidad equivalente de medio de

cultivo (2 ml 6 10 ml) y de granos de polen (2 mg o 10 mg) respectivamente. Los

granos de polen fueron previamente prehidratados camara himeda durante 2 h

El polen usado fue fresco o almacenado a -20° C durante dos meses como maximo, que

es el tiempo en que la viabilidad y la germinacion no se ven atectadas.

Después de probar distintos medios de germinacion, elegimos como punto de partida el

medio de (Brewarbaker y Kwack., 1963) con 20% de sacarosa. Con este medio se llego

a obtener un 30 % de germinacion después de 12 horas de incubacion en el medio a

temperatura ambiente.

- ——
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Con objeto de mejorar este porcentaje de germinacion, se han introducido las

modificaciones que se detallan a continuacion.

2 2.1.Variaciones introducidas.

Sacarosa

En primer lugar se ha variado la concentracion de sacarosa del medio: 2, 5, 10, 15,20y
30 %. En la grafica.3 se representan los resultados obtenidos, encontrandose que a bajas

concentraciones de sacarosa (entre 2 y 15 %) se alcanzan los mejores resultados

(Grafica.3).

Grafica 3: Germinacion de polen a
distintas concentraciones de
sacarosa

% de germinacion
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Concentraciones de sacarosa

Se repitieron los ensayos anteriores durante tres afios consecutivos utilizando
concentraciones de 2.5 y 10 % de sacarosa, confirmandose que en el caso del olivo el

mayor porcentaje de germinacion se obtiene con 10 % de sacarosa (Grafica.4).
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Grafica 4: Germinacion de polen del
olivo a bajas temperaturas
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Concenftraciones de Sacarosa

Fragmentos de estigma

Se han realizado ensayos con y sin fragmentos de estigma del olivo en el medio a
concentraciones bajas de sacarosa para ver si su presencia tiene influencia notable en la
germinacion in vitro. En este caso se ha realizado el seguimiento de la germinacion

desde 39min hasta los 360min de incubacion. Los resultados de este seguimiento con 'y

sin fragmentos de estigma se muestran en la tabla 1.

Los mejores resultados se alcanzan con 5 % de sacarosa en las primeras horas de

germinacion, pero a partir de 3 horas este porcentaje se mejora ligeramente con 10 % de

sacarosa.

El porcentaje de germinacion se aumenta en cada caso con la presencia del estigma

llegando a ser hasta del 88 %.
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2 % sac 2 % sar 5 % sac 5 % sac 10 % sac 10 % sac
+ + 4
estigma estigma estigma
30min 5 5 10 10 5 10
60min 10 25 35 45 10 35
| O0min 20 50 I 40 60 15 40
120min 25 65 45 65 22 55
150min 50 70 50 75 45 70
180min 60 70 55 80 | 70 80
360min 70 80 80 80 85 88

Tabla 1 Influencia de los fragmentos de estigma sobre la germinacion a distintos

tiempos y concentraciones de sacarosa.

Temperatura de incubacion

La temperatura es uno de los factores ambientales que mas influyen en la germinacion.

Los ensayos de germinacion se realizaron a temperatura ambiente, pero

estandarizarla a lo largo del afio y evitar los posibles cambios ambientales en el

laboratorio, se han comparado distintas temperaturas. 20, 25, 28y 32°C.

A temperatura alta de 32° C, los granos comienzan a germinar antes, pero pronto se

hinchan y estallan. Se observo que a 150 C se obtienen los mejores resultados.

Al aumentar o disminuir un poco la temperatura de incubacién, el porcentaje de

germinacion se altera tan visiblemente que no es necesario realizar contage.

pH

La influencia del pH en el medio de germinacion es un factor también importante.

alores entre 4 y 8 se ha visto la germinacion tiene

Después de probar con diferentes v
es el pH del medio. Al aumentar O

lugar cuando el pH oscila entre 5.5 y 6.5 que

S
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disminuir un poco el pH, el porcentaje de germinacion se altera tan visiblemente que no

es necesario realizar contaje.

Concentracion de sales

Ciertos elementos como boro, potasio y calcio, son esenciales en algunas especies para

la germinacion in vitro. Se han variado las concentraciones de las sales del medio de

germinacion como acido borico, nitrato potasico y nitrato calcico. Para ello, hemos

modificado una a una las concentraciones de cada sal manteniendo las otras constantes.

La tabla I resume los porcentajes de germinacion con las concentraciones salinas

modificadas.

Sales Concentracion Porcentaje de germinacion
Acido Boérico 0,005 % 23,89 %

= 0,01 % 53,15 %

N 0,03 % 22,24 %

Nitrato Potasio 0,005 % 48.58 %

N 0,01 % 53,15 %

: 0.03 % 34.17 %

Nittrato Calcico 0,01 % 3486 %

: 0,03 % 53.15 %

., 0,06 % 139’71 % |

Tabla II- Influencia de las sales minerales sobre la germinacion.

Se confirma que las concentraciones Optimas también para el olivo son las

correspondientes al medio de Brewbaker y Kwak (1963).
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Efecto de tween 20, tris y de extractos de levadura

Para intentar mejorar mas el rendimiento del medio de germinacion, se le han afiadido
algunas sustancias que tienen efectos favorables en otras especies. Se probaron distintas
concentraciones de Tris y Tween 20 (como permeablizador de membrana). El Tris
(0.004, 0.08 y 0.016 g/100 ml) y el Tween 20 (0.005, 0.01 y 0.2 g/100 ml). En ningun

caso, se observo germinacion. Por tanto, en nuestro material, la adicion de Tris y Tween

20 juegan un efecto muy negativo en la germinacion.

También se ha probado la influencia de extracto de levadura diluido en el medio sobre
la germinacion del polen a distintas concentraciones (0.05, 0.1 y 0.5 %) utilizando

como control el medio solo y el extracto de levadura solo (Tabla I1I).

Medios usados Porcentaje de
germinacion

Medio (control) 69 %

Medio + 0,05 % de extractos de levadura 13 %

Medio + 0,1 % de extractos de levadura 10 %

Medio + 0,5 % de extractos de levadura 11 %

Extractos de levadura 2 %

Tabla IIT: Influencia del extrato de levadura sobre la germinacion.

Se observd que con el extracto de levadura solo los granos que germinan son escasos (2
%) y cuando se aflade al medio se nota una diminucion notable en el porcentaje de
germinacion respecto al control (un 13 % con respecto a un 69 % en el medio control).

Se puede decir que el efecto de los extractos de levadura es también negativo.
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Efecto del polyetiléne g_lycol (PEG)

Usando el medio de germinacion base se han afiadido distintas concentraciones de PEG

(2.5, 5, 7.5 y 10 %). No se observan diferencias en el porcentaje de germinacion,

alcanzandose siempre un porcentaje cerca del 70 % (Grafica.3).

Grafica 5: Germinacion a distintas
concentraciones de PEG
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