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Resumen 

Las especies de oxígeno reactivo (ROS) desempeñan importantes misiones en la 
fisiología vegetal. Históricamente, han sido conocidas por acumularse como 
consecuencia de diversos estreses, llegando a generar daño celular. Sin embargo, en la 
actualidad se conocen además numerosas funciones beneficiosas y necesarias (i.e 
señalización) que están empezando a ser descritas en los procesos reproductivos. Las 
células poseen una compleja red antioxidante compuesta tanto por enzimas como por 
moléculas no enzimáticas, que evitan que las ROS se acumulen en exceso, ocasionando 
daño a diversas biomoléculas. El glutatión es un metabolito multifuncional de bajo 
peso molecular, que juega un papel crucial como antioxidante, contribuyendo a la 
señalización redox, la modulación de la expresión génica y la regulación de diversas 
actividades enzimáticas. Sin embargo, se conoce poco sobre su papel regulador en los 
procesos reproductivos de las plantas. El glutatión se sintetiza mediante la acción 
secuencial de la -glutamilcisteína sintetasa (-ECS), y la glutatión sintetasa (GS).  Existe 
una amplia red metabólica responsable del mantenimiento de la homeostasis redox y 
del nivel de glutatión en su estado reducido (GSH), que es la forma principal presente 
dentro de la célula. La enzima glutatión reductasa (GR) es responsable de la reducción 
del glutatión oxidado (GSSG) a GSH, que será utilizada por las enzimas glutatión 
peroxidasa (GPX) y glutatión S-transferasa (GST) para la detoxificación de ROS y la 
conjugación con xenobióticos, respectivamente. El objetivo general de la presente tesis 
se centra en el análisis del papel fisiológico del glutatión y de las enzimas de su 
metabolismo en las diferentes etapas del proceso reproductivo del olivo, uno de los 
cultivos más importantes en España. Con este propósito, se han utilizado nuevas 
herramientas genómicas y proteómicas disponibles y se ha analizado la expresión de 
los productos génicos más relevantes, su actividad, características moleculares y 
localización celular mediante un amplio panel de métodos moleculares, bioquímicos y 
celulares disponibles. Los análisis se han llevado a cabo en las anteras de olivo en 
distintos estadios de desarrollo, así como en polen maduro (dehiscente) y polen al que 
se ha inducido su germinación in vitro, a distintos tiempos desde su inicio. Además, 
como comparación se han realizado estudios funcionales en Arabidopsis. La finalidad 
última de la propuesta es la generación de modelos funcionales que determinen las 
relaciones básicas entre los diferentes agentes implicados en el metabolismo y la 
señalización mediada por glutatión durante la microsporogénesis, la emergencia, el 
crecimiento y la orientación del tubo polínico. 

En primer lugar, se realizó una aproximación bioinformática para identificar los genes 
de interés (-ECS, GS, GR, GPX y GST) a partir de diferentes bases de datos, incluido el 
transcriptoma reproductivo del olivo (reprOlive), y de una validación experimental 
realizada mediante PCR con oligonucleótidos diseñados a partir de secuencias 
parciales y 3'/5'-RACE. El análisis bioinformático consistió en la elaboración de 
alineamientos de las secuencias obtenidas entre sí y con heterólogos de interés, la 
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generación de árboles filogenéticos, y la predicción de las estructuras secundarias y 3-
D de las proteínas codificadas, de su localización celular y de sus posibles 
modificaciones postraduccionales incluyendo la fosforilación, S-nitrosilación potencial, 
acetilación, miristotilación o palmitoilación, así como posibles escisiones. Para ello se 
utilizó un amplio panel de herramientas bioinformáticas on-line. Estos análisis 
permitieron identificar tanto la presencia de isoformas conservadas como específicas 
en el polen del olivo respecto a tejidos somáticos o de algunas descripciones presentes 
en la literatura. En segundo lugar, se determinaron los perfiles de expresión de los 
genes de interés -ECS, GS, GR, GPX y GST mediante experimentos de Q-PCR tras 
diseñar cebadores específicos. La determinación de los niveles de transcritos se realizó 
a partir de cDNA de anteras en diversos estadios de desarrollo del polen (células 
madres del polen durante la meiosis, tétradas, microsporas), en polen maduro, y en 
polen a distintos tiempos a lo largo de la germinación in vitro. A lo largo de estos 
estadios se determinó y cuantificó igualmente la presencia de los enzimas mediante 
Western blotting, utilizando para ello anticuerpos heterólogos desarrollados frente a 
formas conservadas de los enzimas de Arabidopsis. Además de los enzimas indicados, 
se determinó la presencia y los niveles de GSH y GSSG, en este caso mediante el uso de 
LC-MS. La información bioquímica obtenida fue complementada con la realización de 
estudios inmunocitoquímicos para determinar la localización celular tanto de los 
enzimas como del GSH, que está presente en los microsporocitos y otros tejidos de la 
antera (incluyendo el tapetum) a lo largo de todo el desarrollo, así como en el grano de 
polen y el tubo polínico, con una amplia distribución que incluye el citosol, las 
aperturas del polen y los núcleos con una notable intensidad. La localización nuclear 
del GSH parece sugerir la participación del GSH en el control del ciclo celular. Por 
último, se realizó un estudio comparativo del metabolismo del GSH en tres genotipos 
de Arabidopsis thaliana: un genotipo silvestre (WT), un mutante que expresa una 
proteína verde fluorescente sensible al estado redox (roGFP2), y un doble mutante 
deficiente en glutatión cad2-1 expresando simultáneamente el marcador redox (cad-
1/roGFP2), cuyas flores tenían significativamente menos GSH y más GSSG que las 
flores WT o roGFP. El estima, estilo, antera, los granos de polen germinados y los tubos 
polínicos de las flores roGFP2 mostraron bajo nivel de oxidación, que sin embargo sí 
fue más alto en los mutantes cad-1/roGFP2. Los granos de polen sin germinar 
aparecieron más oxidados que los germinados, lo que indica que las células del polen 
incrementan su estado de reducción a lo largo de su activación metabólica. El 
porcentaje de germinación fue menor y el crecimiento del tubo polínico se detuvo 
antes en los mutantes cad-1/roGFP2 que en las plantas roGFP2, lo que demuestra que 
el crecimiento del tubo polínico precisa un estado esencialmente reducido. Los 
resultados obtenidos muestran que los granos de polen sin germinar presentan un 
estado relativamente oxidado comparado con los granos de polen germinados. 
Además, se demuestra que la no acumulación de GSH y el mantenimiento de una tasa 
GSH/GSSG alta tienen efectos negativos sobre la germinación del polen. 
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Summary 

 
Reactive oxygen species (ROS) play important roles in plant physiology. Historically, 
they have been known because of their accumulation as a consequence of different 
stresses, even triggering cell damage. However, they are also presently known because 
of their beneficial and necessary functions (i.e. signaling), which are beginning to be 
described in plant reproductive processes. Cells display a complex network of 
antioxidants, composed by both enzymes and non-enzymatic molecules preventing 
excessive accumulation of ROS which may cause damage to biomolecules. Glutathione 
is a low molecular multifunction metabolite playing a critical antioxidant function, 
contributing to redox signaling, modulation of gene expression and the regulation of 
different enzyme activities. However, little is known regarding its regulative role in the 
plant reproductive processes. Glutathione is synthetized through the sequential action 
of -glutamyl-cysteine synthetase (-ECS) and glutathione synthetase (GS). A broad 
metabolic network is responsible of maintaining redox homeostasis as well as of 
keeping a high level of glutathione at the reduced state (GSH), which is the main form 
within the cell. The glutathione reductase enzyme (GR) is responsible of reducing 
oxidized glutathione (GSSG) to GSH, which will be used by glutathione peroxidase 
(GPX) and glutathione S-transferase (GST) enzymes to detoxify ROS and conjugate to 
xenobiotics, respectively. The main objective of the present thesis is focused into the 
analysis of the physiological role of glutathione and the enzymes involved in its 
metabolism into the different stages of the reproductive process of the olive tree, one 
of the most important crops in Spain. With this aim, new genomic and proteomic 
approaches have been used and the expression of the most relevant gene products 
has analyzed, as well as their activity, molecular characteristics and cell localization by 
using a broad panel of molecular, biochemical and cell methods available. Analyses 
have been performed using olive anthers at different developmental stages, as well as 
mature olive pollen (dehiscent) and olive pollen induced to germinate in vitro, at 
different times after germination onset. Moreover, functional studies have been 
performed in Arabidopsis as a comparison. Final purpose of these studies is the 
generation of functional models determining basic relationships between the different 
agents involved in the metabolism and signaling mediated by glutathione during 
microsporogenesis and pollen tube emergence, growth and orientation. 

First, a bioinformatic approach was performed to identify genes of interest (-ECS, GS, 
GR, GPX and GST) from different databases, including the reproductive transcriptome 
of the olive tree (reprOlive), and after using an experimental validation carried out by 
PCR using oligonucleotides designed on the basis of partial sequences and 3'/5'-RACE. 
Bioinformatic analysis consisted in the generation of alignments with the retrieved 
sequences among themselves and also using heterologous sequences of interest, the 
generation of phylogenetic trees, the prediction of secondary and 3-D structures of the 
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encoded proteins, their cell localization and their potential posttranslational 
modifications including phosphorylation, potential S-nitrosylation, acetylation, 
miristoylation or palmitoylation, as well as potential excisions. For this purpose, a 
broad panel of bioinformatic tools on-line was used. These analyses allowed 
identifying the presence of both conserved and specific sequences in the olive pollen, 
compared with somatic tissues or several descriptions present in the literature. In a 
second place, expression profiles of the genes of interest -ECS, GS, GR, GPX and GST 
were determined by means of Q-PCR experiments after designing specific primers. 
Determination of the transcripts levels was performed using cDNA generated from 
anthers at different stages of pollen development (pollen mother cells, tetrads, 
microspores), mature olive pollen and pollen at different times along in vitro pollen 
germination. Through these stages, the presence of the mentioned enzymes was also 
determined and quantified by Western blotting, using heterologous antibodies raised 
to conserved forms of the enzymes in Arabidopsis. In addition to the mentioned 
enzymes, we also determined the presence and levels of GSH and GSSG, now by using 
LC-MS. Biochemical information retrieved was also complemented by performing 
immunocytochemical analyses to determine cell localization of both the enzymes and 
GSH, which is present in microsporocytes and other anther tissues (including the 
tapetum) all through its development, as well as at the olive pollen grain and the 
pollen tube, with a broad distribution comprising the cytosol, pollen apertures and 
nuclei with a noticeable intensity. Nuclear localization of GSH suggests the 
involvement of this molecule in the control of the cell cycle. Finally, a comparative 
assessment of GSH metabolism was performed in three Arabidopsis thaliana 
genotypes: a wild genotype (WT), a mutant expressing a Green fluorescent protein 
sensitive to the redox state (roGFP2), and a double-mutant deficient in glutathione 
cad2-1, also simultaneously expressing the redox reporter (cad-1/roGFP2), whose 
flowers harbored less GSH and more GSSG than WT or roGFP flowers. Stigmas, styles, 
anthers, germinated pollen grains and pollen tubes of roGFP2 flowers showed a lower 
level of oxidation, which was higher at the cad-1/roGFP2 instead. The ungerminated 
pollen grains were significantly more oxidized than the germinated pollen grains, 
indicating that the pollen cells become reduced upon the transition from the quiescent 
to the metabolically active state during germination. The germination percentage was 
lower in cad2-1/roGFP2 pollen and pollen tube growth arrested earlier than in roGFP2 
pollen, demonstrating that increased cellular reduction is essential for pollen tube 
growth. These findings establish that ungerminated pollen grains exist in a relatively 
oxidized state compared with germinating pollen grains. Moreover, failure to 
accumulate glutathione and maintain a high GSH/GSSG ratio has a strong negative 
effect on pollen germination. 
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1. Las especies de oxígeno reactivo (ROS). 
 

1.1. Concepto y funciones de las ROS. 

Las especies reactivas de oxígeno reactivo (ROS) comprenden un grupo de moléculas 
de pequeño tamaño, altamente reactivas y de naturaleza tanto orgánica como inorgánica. 
Corresponden a formas parcialmente reducidas de oxígeno atmosférico como 
iones de oxígeno, radicales libres o peróxidos (por ejemplo, O2

•-, H2O2, OH•, O2), que 
poseen una capa de electrones de valencia libre, lo que las hace altamente reactivas 
(Halliwell y Gutteridge2007). La formación de las ROS ocurre de manera natural en 
todas las células vivas como subproducto del metabolismo normal del oxígeno y 
regulan casi todos los aspectos de la vida en plantas, animales y la mayoría de los 
organismos eucariotas y procariotas. Se generan principalmente en mitocondrias y 
peroxisomas, y en plantas además, en los cloroplastos. También pueden formarse en 
cualquier otro compartimento celular que contenga proteínas o moléculas con un 
potencial redox suficientemente alto para excitarse o donar un electrón al oxígeno 
atmosférico (Mittler 2017). 

Se piensa que las ROS desempeñan un doble papel en las células. Por un lado, son 
necesarias para la progresión de varios procesos biológicos, ya que tienen un importante 
papel en la señalización celular. Por ejemplo, se ha visto que las ROS regulan el 
desarrollo, la proliferación celular, la diferenciación, el potencial redox, la señalización 
frente al estrés, las interacciones con otros organismos, las respuestas sistémicas y la 
muerte celular programada (Weydert y Cullen 2010, Konig et al. 2012, Foyer y Noctor 
2013, Vaahtera et al. 2014, Mignolet-Spruyt et al. 2016, Noctor et al. 2016, Mittler 
2017). Sin embargo, las ROS también actúan como subproductos tóxicos consecuencia 
del metabolismo aeróbico celular. En situaciones de estrés biótico o abiótico, los niveles 
de ROS pueden aumentar enormemente pudiendo dañar de modo significativo las 
estructuras celulares. Una elevada concentración de ROS genera la oxidación de 
moléculas biológicas (como proteínas, hidratos de carbono, ADN, lípidos), enzimas de 
transporte celular y factores de transcripción (Martínez-Sarrasague et al. 2006, Weydert 
and Cullen 2010), que puede ocasionar mutaciones, cromosomas aberrantes, 
carcinogénesis e incluso la muerte celular (no apoptótica). Esta situación es conocida 
como estrés oxidativo(Martínez-Sarrasague et al. 2006, Konig et al. 2012, Foyer y 
Noctor 2013, Vaahtera et al. 2014, Mignolet-Spruyt et al. 2016), en la que se produce 
un desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes a favor de las primeras.  

Las células poseen mecanismos antioxidantes complejos, que incluyen tanto enzimas 
como moléculas no enzimáticas, para desintoxicar a la célula y eliminar las ROS que 
puedan ocasionar daño u oxidación (Mittler et al. 2004, Martínez-Sarrasague et al. 
2006, Weydert y Cullen 2010).  

 



 

Tabla 1.Principales defensas antioxidantes.
glutatión peroxidasa; GR: glutatión reductasa; NO, óxido nítrico.

En la Tabla 1 se puede ver una clasificación de las principales defensas antioxidantes de 
las células, que mantienen los niveles basales de ROS alejados de la toxicidad. 

Figura 1.Prevención de la muerte celular por estrés oxidativo (Mittler 2017).

 

Para prevenir la toxicidad ocasionada por el aumento de ROS en las células, éstas  
deben  equilibrar la producción de ROS eliminándolas (Mittler 
radica la importancia de los mecanismos para la reparación y la eliminación de ADN 
dañado y proteínas (Figura 1). Así, la producción de ROS que podría ser mediada por 
señalización interna (por ejemplo, activación de RBOH (respiratory burst oxidase 
homologs) / NOX (NADPH oxidasa)), o externa (por ejemplo, ROS producidas por una 
célula vecina o un patógeno), se equilibra por mecanismos de eliminación de ROS 
(superóxido dismutasa, SOD; catalasa, CAT y peroxidasa, PER). De este modo, los 
niveles de ROS celulares disminuyen hasta valores no tóxicos, utilizándose entonces 
para señalización. Si se acumula
produce estrés oxidativo que puede ocasionar la muerte (Figura 1). Por el contrario, los 
componentes celulares dañados, o las propias ROS, pueden actuar como señales para 
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prevenir la toxicidad ocasionada por el aumento de ROS en las células, éstas  
deben  equilibrar la producción de ROS eliminándolas (Mittler et al. 2004). En esto 
radica la importancia de los mecanismos para la reparación y la eliminación de ADN 

roteínas (Figura 1). Así, la producción de ROS que podría ser mediada por 
señalización interna (por ejemplo, activación de RBOH (respiratory burst oxidase 
homologs) / NOX (NADPH oxidasa)), o externa (por ejemplo, ROS producidas por una 

atógeno), se equilibra por mecanismos de eliminación de ROS 
(superóxido dismutasa, SOD; catalasa, CAT y peroxidasa, PER). De este modo, los 
niveles de ROS celulares disminuyen hasta valores no tóxicos, utilizándose entonces 
para señalización. Si se acumulan demasiados componentes celulares dañados, se 
produce estrés oxidativo que puede ocasionar la muerte (Figura 1). Por el contrario, los 
componentes celulares dañados, o las propias ROS, pueden actuar como señales para 
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Figura 1.Prevención de la muerte celular por estrés oxidativo (Mittler 2017). 

prevenir la toxicidad ocasionada por el aumento de ROS en las células, éstas  
. 2004). En esto 

radica la importancia de los mecanismos para la reparación y la eliminación de ADN 
roteínas (Figura 1). Así, la producción de ROS que podría ser mediada por 

señalización interna (por ejemplo, activación de RBOH (respiratory burst oxidase 
homologs) / NOX (NADPH oxidasa)), o externa (por ejemplo, ROS producidas por una 

atógeno), se equilibra por mecanismos de eliminación de ROS 
(superóxido dismutasa, SOD; catalasa, CAT y peroxidasa, PER). De este modo, los 
niveles de ROS celulares disminuyen hasta valores no tóxicos, utilizándose entonces 

n demasiados componentes celulares dañados, se 
produce estrés oxidativo que puede ocasionar la muerte (Figura 1). Por el contrario, los 
componentes celulares dañados, o las propias ROS, pueden actuar como señales para 
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desencadenar la muerte a través de la muerte celular programada (PCD) o fisiológica 
(Figura 1).  

Lo realmente interesante sería conocer las razones por las que muere la célula, ya que 
podría distinguirse entre la muerte por estrés oxidativo (lo que podría evitarse 
manteniendo unos niveles normales de ROS y mediante los mecanismos de reparación 
celular) y la muerte celular programada (PCD). Las células en general, vegetales y 
animales, tienen una alta capacidad de acumular ROS. Varios estudios en D. 
radiodurans demuestran que, incluso altos niveles de ROS, difícilmente pueden matar a 
la célula. La PCD está regulada por la concentración y el tipo de ROS presentes en la 
célula, y todo este proceso está mediado por una red génica programada. No se trata de 
la mera rendición de la célula ante el daño oxidativo (ferroptosis o necrosis regulada) si 
no que es un concepto más amplio y complejo, denominado biología redox, respaldado 
por una gran cantidad de trabajos (Vanden Berghe et al. 2014, Conrad et al. 2016, Xie et 
al. 2016).   

 

1.2. Biología Redox Celular. 

Las ROS, como ya se ha indicado, no sólo son biometabolitos tóxicos, también tienen 
efectos beneficiosos para la célula. El término de “Biología Redox”  se refiere a la 
función de las ROS actuando como moléculas de señalización para regular y mantener 
las funciones fisiológicas normales, que se lleva a cabo principalmente a través de la 
interacción con residuos de cisteína (Cys) de las proteínas (Truong y Carroll 2013, 
Schieber y Chandel 2014, Reczek y Chandel 2015, Noctor et al. 2016), causando 
cambios estructurales dentro de la proteína diana, alterando con ello su función (Figura 
2). De este modo se activan vías que regulan la proliferación de las células y su 
diferenciación, entre otros muchos aspectos. 

La señalización ROS está mediada por un proceso altamente regulado de acumulación 
de ROS en compartimentos celulares específicos, en el que intervienen enzimas como 
por ejemplo, las PER o las NADPH oxidasas ligadas a la membrana plasmática (RBOH, 
denominadas NOX en animales), que son enzimas que producen ROS en el apoplasto. 
Esta última familia de enzimas también se pueden encontrar en la vacuola, en el retículo 
endoplasmático, en núcleos o en mitocondrias, y están altamente reguladas mediante 
reacciones de fosforilación/desfosforilación y calcio (Sumimoto 2008, Suzuki et al. 
2011, Potockýet al. 2012, Laurindo et al. 2014, Sirokmany et al. 2016, Jiménez-
Quesada et al. 2016, 2017). Los últimos estudios se centran en la posibilidad de que las 
ROS sean beneficiosas para las células, ayudando a la proliferación y la diferenciación 
celular, la respuesta inmune, el desarrollo, los ritmos circadianos, la regulación de la 
muerte celular y la viabilidad, y que mantener un nivel basal de ROS en las células es 
esencial para la vida (Mittler 2017). Estudios recientes (Owusu-Ansah y Banerjee 2009, 
Juntilla et al. 2010, Tormos et al. 2011, Maryanovich et al. 2012, D'Souza et al. 2013, 
Morimoto et al. 2013, Sart et al. 2015) defienden la acción beneficiosa de las ROS y el 



 

dearrollo de una compleja red homeostática de antioxidantes enzimáticos y no 
enzimáticos (Vanden Berghe 
al. 2016). 

 

Figura 2. Biología ROS y Redox (Mittler 2017).
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Las ROS como moléculas de señalización son muy versátiles (Tabla 2), ya que cada una 
posee unas propiedades concretas en cuanto al nivel de reactividad, la localización 
celular de su síntesis y la habilidad para atravesar las membranas biológicas, entre otras 
(Halliwell y Gutteridge 2007, Konig et al. 2012, Foyer y Noctor 2013, Vaahtera et al. 
2014, Mignolet-Spruyt et al. 2016, Mittler 2017).  

Existen estudios que demuestran que las células tienen una gran resistencia a la 
acumulación de ROS. Precisamente una señalización mediada por ROS es lo que usan 
en su favor las células cancerosas para mantener su alta tasa de proliferación (Weinberg 
et al. 2010, Cairns et al. 2011, Gorrini et al. 2013, Schieber y Chandel 2014, Poillet-
Perez et al. 2015, Diebold y Chandel 2016). De igual modo, las plantas pueden 
defenderse de los patógenos necrotróficos aprovechando la función que las ROS ejercen 
sobre la inducción de la necrosis del tejido, alimentándose así éstos del tejido vegetal 
muerto (Konig et al. 2012, Foyer y Noctor 2013, Vaahtera et al. 2014, Mignolet-Spruyt 
et al. 2016) y permitiendo la supervivencia del resto de la planta. Muchos estudios han 
puesto de manifiesto la influencia de ROS sobre los canales iónicos y su impacto en el 
flujo transmembrana de iones, particularmente a través del acoplamiento a mecanismos 
que elevan la concentración de calcio libre en el citosol, en relación con las respuestas 
de estrés de la planta y también las respuestas estomáticas al estrés hídrico y ABA. 

 

1.3.Biología Redox en Plantas. 

Desde finales de los años setenta, la investigación en torno a las ROS en plantas se ha 
dividido en dos líneas principales que han establecido sus propios paradigmas y 
conceptos (Møller et al., 2007, Noctor et al. 2016), una referida a la fotosíntesis y a la 
respiración (“ROS metabólicas”), la otra se ha centrado en la señalización vinculada al 
estrés biótico.El término “estrés oxidativo” en plantas no fue ampliamente utilizado 
hasta la década de los 80 (aunque ya por la década de los 70 se relacionaba a las ROS 
con la fotosíntesis). Debido a que la fotorespiración contribuye de forma importante al 
metabolismo del H2O2, es también probable que la vía fotorrespiratoria se interconecte 
directamente con las vías de señalización que median el crecimiento de las plantas y las 
respuestas al estrés (Becker et al. 2006, Fahnenstich et al. 2008, Griebel y Zeier 2008, 
Shao et al. 2008, Foyer et al. 2009).  

En vegetales, el término estrés oxidativo todavía carece de una definición precisa, pero 
las características principales son: 

(1) Aumento de la carga oxidativa celular. 

(2) Un potencial redox incontrolado debido a las altas tasas de producción de ROS que 
exceden las tasas de eliminación. 

(3) Daño oxidativo en componentes celulares, lo que supone que la velocidad de 
oxidación excede a la de reparación o reemplazo. 



 

(4) Ese daño causa acumulación de componentes celulares dañados que de alguna 
manera conducen a la pérdida de la función y a la muerte celular.

 

Tabla 2. Adaptación de Mittler 2017. Propiedades de las ROS:
reactividad (modo de acción), sistemas de producción  y detoxificación típicos de ROS en células vegetales y 

animales. Abreviaturas: APX, ascorbato peroxidasa; CAT, catalasa; Cys, cisteína; GPX, glutatión peroxidasa; GSH, 
glutatión; His, histidina; Met, metionina; PER, peroxidasa; PRX, peroxiredoxina; RBOH, NADPH oxidasa de 

plantas; SOD, superóxido dismutasa; Trp, triptófano; Tyr, tirosina.

 

En los últimos años 20 años se ha producido una investigación explosiva sobre las 
funciones de señalización de las ROS en los tejidos vegetales, así como su relación con 
el metabolismo del GSH, como se muestra en la figura 3 (Foyer y Noctor 2003, 2005a, 
2005b, 2009, 2011, Noctor 

Sin embargo, mientras que el concepto de señalización ROS ha sido más fácilmente 
aceptado dentro del estudio de la interacción patógeno
que trabajan con ROS en el metabolismo aún se aferran al término de "daño" 
indiscriminado como el principal fenóm
su efecto fisiológico “beneficioso”. 

En las plantas se encuentran presentes casi todos los componentes que poseen los 
animales que regulan la homeostasis redox en la célula (Apel and Hirt 2004, Konig 
al. 2012, Foyer y Noctor 2013, Vaahtera 
Margis-Pinheiro 2015, Waszczak 
Mignolet-Spruyt et al. 2016, Mittler 2017), tales como RBOH (NOX en animales), 
SOD, CAT, PRX, GPX, tioredoxinas (TRX) y glutaredoxinas (GRX)… Sin embargo, 
las perturbaciones en la producción o eliminación de ROS sólo generan alteraciones en 
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la señalización redox mediada por ROS, que pueden dar lugar a individuos con un 
crecimiento o reproducción d
oxidativo (Vanderauwera et al

 

Figura 3. La historia de las ROS en plantas (Adptación de Foyer y Noctor 2011).
algunos avances importantes en relación con el papel de las ROS y los sistemas antioxidantes en las plantas desde 

Durante la fotosíntesis y la fotorrespiración vegetales se producen altas cantidades de 
ROS en cloroplastos y peroxisomas. Lo mismo ocurre en la vacuola (donde el 
metabolismo redox mediado por ROS es aún desconocido) y en el apoplasto. Todo esto, 
unido a que existen antioxidantes (ascorbato peroxidasa,APX; monodehidroascorbato 
reductasa, MDAR; deshidroasc
las células vegetales, indica que existen diferencias entre la biología redox de plantas y 
la de animales. Esto podría sugerir un papel de las ROS mucho más beneficioso que en 
animales, y que podrían es
tejidos vegetales (Traverso 
Song et al. 2014, Wendehenne 
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la señalización redox mediada por ROS, que pueden dar lugar a individuos con un 
crecimiento o reproducción deficientes, pero no producen la muerte celular por estrés 

et al. 2011). 

Figura 3. La historia de las ROS en plantas (Adptación de Foyer y Noctor 2011). Se ilustra la línea de tiempo de 
algunos avances importantes en relación con el papel de las ROS y los sistemas antioxidantes en las plantas desde 

1970. 

 

Durante la fotosíntesis y la fotorrespiración vegetales se producen altas cantidades de 
lastos y peroxisomas. Lo mismo ocurre en la vacuola (donde el 

metabolismo redox mediado por ROS es aún desconocido) y en el apoplasto. Todo esto, 
unido a que existen antioxidantes (ascorbato peroxidasa,APX; monodehidroascorbato 
reductasa, MDAR; deshidroascorbato reductasa, DHR; y algunas GPXs) específicos de 
las células vegetales, indica que existen diferencias entre la biología redox de plantas y 
la de animales. Esto podría sugerir un papel de las ROS mucho más beneficioso que en 
animales, y que podrían estar implicadas en multitud de funciones fisiológicas en los 
tejidos vegetales (Traverso et al. 2013, Frederickson y Loake 2014, Noctor 

. 2014, Wendehenne et al. 2014, Hossain et al. 2015, Julkowska y Testerink 
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2015, Laloi y Havaux 2015, Schmidt y Schippers 2015, Xia et al. 2015, Del Rio y 
Lopez-Huertas 2016, Sewelam et al. 2016). Por tanto, como ya se ha mencionado para 
animales, una disminución de los niveles de ROS en las células vegetales podría afectar 
negativamente a la proliferación y la diferenciaciación celulares, así como a la 
inmunidad frente al estrés (Figuras 3 y 4) (Arsenijevic et al. 2000, Owusu-Ansah y 
Banerjee 2009, Juntilla et al. 2010, Wang et al. 2010, Weinberg et al. 2010, Cairns et 
al. 2011, Tormos et al. 2011; West et al. 2011a, 2011b; Maryanovich et al. 2012, 
D'Souza et al. 2013, Gorrini et al. 2013, Morimoto et al. 2013, Mittal et al. 2014, 
Schieber y Chandel 2014, Poillet-Perez et al. 2015, Sart et al. 2015; Diebold y Chandel 
2016, Gilroy et al. 2016). 

 

 

Figura 4. El mantenimiento de un nivel basal de ROS en las células es esencial para la función celular 
adecuada (Mittler 2017). (A) Efecto de diferentes niveles de ROS sobre la regulación de los procesos celulares. Se 

requiere un nivel basal de ROS para la señalización redox adecuada en las células, y este nivel se mantiene por el 
equilibrio entre la producción y la eliminación de ROS. (B) Las funciones y la viabilidad celulares  dependen de las 

concentraciones de ROS. 

 

 

2. El glutatión. 

2.1. Propiedades  y funciones del GSH. 

El glutatión (GSH) es el metabolito multifuncional de bajo peso molecular con grupo 
sulfhidrilo (-SH, tiol) más abundante en las células eucariotas (plantas y animales) y en 
la mayoría de las procariotas (Meister y Anderson 1983). El GSH controla y regula el 
metabolismo redox celular, permitiendo así las condiciones apropiadas para el buen 



INTRODUCCIÓN 

15 

 

funcionamiento de las proteínas dentro de la célula.  En animales, el GSH disminuye 
con el envejecimiento celular y protege de los efectos negativos del ejercicio intenso y 
de ciertas patologías como diabetes, fibrosis quística, SIDA, cirrosis, infecciones, 
malnutrición proteica y tratamientos quimioterapéuticos, entre otros. Las enzimas 
antioxidantes tienden a aumentar con la edad para compensar la disminución de GSH 
celular asociada a ella. Sin embargo, este aumento suele no ser suficiente debido a una 
pérdida de la efectividad de las enzimas antioxidantes. Por lo tanto, frente a la 
deficiencia de GSH en tejidos de avanzada edad, se observa un aumento de las ROS, 
con el consecuente daño mitocondrial y celular (Palomero et al. 2001). Por lo tanto 
cambios en la concentración de GSH podrían darnos una medida del estrés oxidativo in 
vivo. El GSH juega un papel fundamental en la protección celular contra el estrés 
oxidativo y la regulación de los niveles de ROS dentro de la célula, pero sus funciones 
van más allá de las meramente antioxidantes (Foyer y Noctor 2009). Esta polifacética 
molécula es clave en la biología vegetal en general.  

En primer lugar, el glutatión es una fuente de azufre reducido presente en todas las 
células, y que puede ser transportado largas distancias entre diferentes compartimentos 
celulares e intercelulares, por lo que puede ser utilizado en caso de necesidad. Al 
igualque la cisteína, el GSH actúa como señal en la modulación de la captación y la 
asimilación de sulfato (Kopriva y Rennenberg 2004, Sabetta et al. 2017). En los 
distintos compartimentos plasmáticos, a concentraciones de bajo mM se utiliza tanto 
para la detoxificación de ROS como para la transmisión de señales redox (Foyer y 
Noctor 2000, Martínez-Sarrasague et al. 2006, Meyer 2008, Zechmann y Muller 2010, 
Foyer y Noctor 2011). En comparación con otros metabolitos, el GSH puede 
considerarse el corazón del eje metabólico redox, debido no sólo a que es muy 
abundante en las células vivas sino también a que posee una serie de características que 
lo hacen ideal para este papel. Seis propiedades que lo diferencian del resto de 
metabolitos  señalan al glutatión como un transmisor candidato de señales ROS 
intracelulares (Martínez-Sarrasague et al. 2006, Foyer y Noctor 2011):  

(1) El glutatión está reducido en condiciones óptimas. Ésta es la forma funcional dentro 
de la célula (Schwarzländer et al. 2008, Marty et al. 2009). 

(2) Su forma oxidada es relativamente estable (GSSG). 

(3) Se producen cambios hacia un estado de glutatión más oxidado en respuesta a una 
mayor disponibilidad de ROS intracelulares. 

(4) Existen mecanismos capaces de vincular tales cambios al estado redox de las 
proteínas diana, y por lo tanto a su actividad biológica. 

(5) Existen en la célula una red de enzimas específicas que lo acoplan al metabolismo 
redox. 



 

(6) El reciclado de esta forma oxidada al compuesto reducido se realiza mediante 
sistemas enzimáticos de alta capa
electrones, el NADPH. 

 

Figura 5. El glutatión reducido se conoce químicamente como N
fórmula molecular es C10H17N3O6S y su peso molecular 307.33 g/mol. El 

L-cisteinil-glicina disulfuro (GSSG), y su fórmula molecular es C

Desde el punto de vista químico, el glutatión es un tripéptido formado por los 
aminoácidos: ácido glutámico, glicina y cisteína (Glu

En la Figura 6 se resumen las principales funciones del GSH en las células, que se 
llevan a cabo mediante un complejo y regulado mecanismo de acción, en el cual el 
grupo –SH nucleofílico del GSH se conjuga con el grupo electrofílico de l
de las proteínas funcionales del organismo), tanto en forma directa como a través de 
reacciones catalizadas por las enzimas glutatión 
peroxidasa (GPX). 
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El reciclado de esta forma oxidada al compuesto reducido se realiza mediante 
sistemas enzimáticos de alta capacidad que dependen de un transportador clave de 
electrones, el NADPH.  

El glutatión reducido se conoce químicamente como N-(N-L-gamma-glutamil-L-cisteinil) glicina, su 
S y su peso molecular 307.33 g/mol. El glutatión oxidado es el L

glicina disulfuro (GSSG), y su fórmula molecular es C20H32N6O12

 

Desde el punto de vista químico, el glutatión es un tripéptido formado por los 
aminoácidos: ácido glutámico, glicina y cisteína (Glu-Gly-Cys) (Figura 5).

En la Figura 6 se resumen las principales funciones del GSH en las células, que se 
llevan a cabo mediante un complejo y regulado mecanismo de acción, en el cual el 

SH nucleofílico del GSH se conjuga con el grupo electrofílico de l
de las proteínas funcionales del organismo), tanto en forma directa como a través de 
reacciones catalizadas por las enzimas glutatión S-transferasa (GST) y glutatión 
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Figura 6.

 

2.2. Metabolismo del GSH y principales enzimas implicados.

El GSH es un pequeño péptido que se sintetiza enzimáticamente y no a partir de la 
traducción del ARNm. La síntesis de GSH en plantas se localiza en el citoplasma, y en 
el cloroplasto (Wachter et al
2006). Se lleva a cabo mediante la acción secuencial de dos enzimas dependientes de 
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de la síntesis es el primero donde el GSH ejerce una retroalimentación negativa 
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GSH se sintetiza en el citoplasma y los cloroplastos, sus numerosas funciones se llevan 
a cabo con una amplia distribución en otros orgánulos a través de la célula.

El GSH está sujeto a un con
corazón, intestinos y músculos son los principales órganos responsables de su 
homeostasis. La captación de GSH dentro de cada órgano o tejido depende de la 
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Este tripéptido puede convertirse de forma reversible de la forma oxidada (GSSG) a la 
forma reducida (GSH), que se considera la forma funcional dentro de la célula, gracias a 
la intervención de la enzima glutatión reductasa (GR) (Schwarzländer 
et al. 2009, Pandey et al. 2015, García
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Figura 6. Principales funciones del GSH en la célula. 

2.2. Metabolismo del GSH y principales enzimas implicados. 

El GSH es un pequeño péptido que se sintetiza enzimáticamente y no a partir de la 
traducción del ARNm. La síntesis de GSH en plantas se localiza en el citoplasma, y en 
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El GSH está sujeto a un constante recambio. En humanos, el hígado, riñones, pulmones, 
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En su función detoxificante, el GSH es utilizado como sustrato por las enzimas 
glutatión peroxidasa (GPX) y glutatión S-transferasa (GST), que lo oxidan a su forma 
GSSG con la consiguiente reducción del H2O2 a H2O. La GST cataliza también la 
conjugación de la forma reducida del GSH con sustratos xenobióticos, contribuyendo de 
este modo a la acción detoxificante del organismo. 

En la Figura 7 se muestran las principales enzimas y rutas implicadas en el metabolismo 
del GSH. Además de las mencionadas ahí, pueden existir otras rutas metabólicas para el 
GSH; por ejemplo, para la eliminación de compuestos tóxicos generalmente se forman 
tioéteres con el GSH y se obtienen productos conjugados con el glutatión a través de la 
unión con azufre. El derivado azufrado luego pierde el ácido glutámico y la glicina, y 
conserva la cisteína. Este proceso explica porqué la cisteína es el aminoácido limitante 
para la síntesis del GSH, ya que a diferencia de lo que ocurre con los otros dos 
aminoácidos, no se recupera y su concentración intracelular es muy baja (Martínez-
Sarrasague et al. 2006). 

La perturbación oxidativa del pool de GSH ha sido bien documentada en plantas con 
actividades catalasa alteradas química o genéticamente (Smith et al. 1985, May y 
Leaver 1993, Willekens et al. 1997, Queval et al. 2009, Mhamdi et al. 2010a, 2010b, 
Foyer y Noctor 2011) y se ha comprobado que existe una buena correlación entre la 
disponibilidad de H2O2 intracelular y el estado oxidativo de GSH en la célula. A través 
de la medida de la concentración de especies antioxidantes, de la actividad enzimática y 
de la relación entre las concentraciones de las formas oxidada y reducida del GSH 
(GSSG/GSH) se puede obtener un perfil de comportamiento redox para cada tejido. Por 
ejemplo, la determinación de la capacidad antioxidante total del plasma puede ser útil 
para evaluar el estado redox generalizado, mientras que la relación GSH/GSSG en 
sangre reflejaría los cambios que se verifican en tejidos menos accesibles. Esta relación 
es mayor de 100 en condiciones normales; sin embargo, en situaciones de 
estrésoxidativo, se acumula GSSG dando lugar a una proporción alterada de la tasa 
GSH/GSSG, lo que indica cambios en el estado redox que afectan el balance de la 
proliferación, la diferenciación y la muerte celular (Martínez-Sarrasague et al. 2006). 
Otra situación en la que se manifiesta la regulación del GSH es en la glicosilación 
proteica (adición de glucosa a proteínas). Existe una relación inversa entre los niveles 
de GSH y la glicosilación (Martínez-Sarrasague et al. 2006). 

Los datos relatados anteriormente nos dan una idea del papel preponderante del GSH, 
no sólo en la detoxificación de compuestos endógenos y exógenos sino también en los 
procesos de defensa contra el estrésoxidativo y su influencia en el balance del estado 
redox celular. Es por ello que resulta de interés el desarrollo de una metodología que 
permita evaluar el estado de los depósitos tisulares de GSH y la respuesta frente a 
estímulos depletorios del mismo. Si el método reúne características de especificidad, 
sensibilidad y cualidades de no invasivo, resultará beneficioso para ser empleado en 
aquellos casos o situaciones en que otras técnicas no son recomendadas (García-Quirós 
et al. 2019).  
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2.3. Glutatión en plantas.  

El glutatión juega un papel crucial en numerosas fases del ciclo de vida de los vegetales. 
Pero aún no queda claro cómo las modificaciones en la concentración o en el estado 
redox del GSH pueden determinar una función fisiológica en la planta o una respuesta 
frente a estrés biótico o abiótico (Fujita et al. 2006).  

Las plantas responden a las tensiones ambientales mediante la regulación de las vías 
metabólicas que funcionan para contrarrestar el daño celular resultante. En las plantas 
expuestas a temperaturas extremas, suelos contaminados con metales pesados, sequía o 
contaminantes del aire, la generación de ROS y las alteraciones en el potencial redox 
intracelular perturban la fisiología celular vegetal (Ogawa 2005, Galant et al. 2011). 
Como parte de su respuesta a estas tensiones ambientales, las plantas producen GSH, 
que actúa como un antioxidante que elimina las ROS y está implicado en el ciclo 
ascorbato-glutatión que elimina los peróxidos. A través de la acción de la GST, las 
plantas usan glutatión para la desintoxicación metabólica de una amplia gama de 
xenobióticos, herbicidas, contaminantes atmosféricos (dióxido de azufre y ozono) y 
metales pesados (Grill et al. 1985, Madamanchi y Alscher, 1991, Freeman et al. 2004, 
Cummins et al. 2011). El glutatión también desempeña papeles críticos en la resistencia 
a las enfermedades de las plantas y frente al estrés biótico (infección por patógenos), la 
proliferación celular, el desarrollo de las raíces, la tolerancia a la sal y la protección 
contra el daño por heladas y frío (Vernoux et al. 2000, Mittova et al. 2000, Parisy et al. 
2007, Díaz-Vivancos et al. 2010a). Se ha demostrado que es necesario un nivel umbral 
de glutatión es necesario para la producción de la fitoalexina camalexina, determinando 
la resistencia a patógenos (Parisy et al. 2007). 
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Figura 7. Esquema del metabolism del GSH: Bioíntesis, reciclado y detoxificación. (García-Quirós et al. 2017). 

Por otro lado, el estudio mediante análisis de los mutantes de Arabidopsis de los últimos 
años ha proporcionado pruebas más que evidentes de que el GSH es necesario para 
otros aspectos del desarrollo de la planta, como el desarrollo embrionario y 
meristemático (Vernoux et al. 2000, Cairns et al. 2006, Dowdle et al. 2007), así como 
en la germinación del polen y en el desarrollo de los primordios florales (Zechmann et 
al. 2011a, Hatano-Iwasaki y Ogawa 2012, Gulyás et al. 2014). Un aumento de la carga 
oxidativa con frecuencia conduce a fenotipos de crecimiento lento, que está vinculado a 
la acumulación de GSSG (Mhamdi et al. 2010c). El GSH es necesario para el desarrollo 
del meristemo apical de los brotes (Vernoux et al. 2000, Reichheld et al. 2007), por lo 
que las plantas deficientes en GSH o en GR crecen mucho más lentamente, debido esto 
a su incapacidad para mantener el estado redox de GSH en valores suficientes para 
permitir que las células en división progresen rápidamente tras la división celular. La 
acumulación leve de GSSG no es suficiente para restringir el crecimiento (Marty et al. 
2009; Mhamdi et al. 2010a) pero la abundancia de GSH en las células proliferantes 
desempeña un papel crítico en el desarrollo del meristemo de brotes y raíces, ejerciendo 
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control mediante mecanismos como la regulación del transporte de auxina y la 
señalización (Bashandy et al. 2010). 

Aunque en los meristemos de los brotes el GSH solapa las funciones de los sistemas de 
tiorredoxina (TRX) (Reichheld et al. 2007, Bashandy et al. 2010), también se han 
proporcionado evidencias inequívocas de que el glutatión es un metabolito 
multifuncional importante en la homeostasis y la señalización redox, así como en 
reacciones de desarrollo (Ball et al. 2004, Parisy et al. 2007, Foyer et al. 2009, 
Schlaeppi et al. 2008, Mhamdi et al. 2010a, Mhamdi et al. 2013).  

Además, también se ha visto que el glutatión media en importantes procesos celulares 
tales como el control del ciclo celular y la muerte celular programada (Diaz-Vivancos et 
al. 2010a, 2010b, Kranner et al. 2006). Se ha sugerido que el potencial redox del GSH 
regula la cascada de señalización que actúa sobre los eventos fisiológicos, 
genéticamente controlados, de muerte celular programada (PCD) y latencia (Kranner et 
al. 2006). Por lo tanto, un aumento de éste potencial por encima de un valor umbral 
podría causar la muerte y/o la detención del crecimiento. Aunque diferentes estudios en 
plantas que sobreexpresan alguna de las enzimas implicadas en la biosíntesis de GSH 
(Noctor y Foyer 1998, Liedschulte et al. 2010) han demostrado que las plantas pueden 
tolerar altas concentraciones de GSH sin que se desencadene la muerte celular, existen 
evidencias de que una perturbación oxidativa de GSH (acumulación de GSSG) precede 
o acompaña la aparición de lesiones en plantas (Willekens et al. 1997; Queval et al. 
2007, 2009, Mhamdi et al. 2010a). Sin embargo, estas lesiones pueden prevenirse 
tratando las plantas con mioinositol o bloqueando la síntesis de ácido salicílico 
(Chaouch et al. 2010, Chaouch y Noctor, 2010). Esto sugiere que la sobreoxidación del 
pool de GSH no es suficiente para desencadenar la PCD y las respuestas a patógenos, 
pero sí está claro que se requieren eventos de reducción-oxidación para que se produzca 
(Mou et al. 2003). 

En los animales está claramente demostrado que la oxidación metabólica actúa 
regulando el ciclo celular y la diferenciación de células madre embrionarias (Menon et 
al. 2003, Yanes et al. 2010). Estos mecanismos son probablemente genéricos en los 
eucariotas, ya que se han observado patrones muy similares de transporte, acumulación 
y reclutamiento de GSH en el núcleo en células vegetales y animales (Markovic et al. 
2007, Diaz-Vivancos et al. 2010a, 2010b). En ambos casos, el GSH se traslada y 
acumula en el núcleo en la fase G1 del ciclo celular, y la resultante disminución de la 
concentración de GSH en el citosol conduce a un reajuste del metabolismo oxidativo 
intracelular y la señalización redox (Diaz-Vivancos et al. 2010b). El reclutamiento de 
GSH en el núcleo es seguido rápidamente por una acumulación significativa de GSH en 
toda la célula (Pellny et al. 2009), lo que sugiere que el agotamiento de GSH citosólico 
acoplado a la oxidación del pool causa la activación de la síntesis de glutatión. Se 

supone que la activación postraduccional de la -ECS junto con la expresión de la GS 
(Diaz-Vivancos et al. 2010b), conducen a la producción de GSH y al aumento del pool 
de GSH total, requerido para la redistribución de compuestos entre las células hijas 
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originadas de la posterior mitosis (Diaz-Vivancos et al. 2010a). La redistribución 
controlada del pool intracelular de GSH durante el ciclo celular tiene efectos 
pronunciados sobre la expresión génica y conduce a una disminución de las defensas 
oxidativas durante la división celular (Diaz-Vivancos et al. 2010b). Además, la 
capacidad de la célula de sintetizar rápidamente GSH después de su secuestro en el 
núcleo, lo hace un regulador crítico de la progresión del ciclo celular que puede influir 
en la capacidad de la auxina para promover el crecimiento de las raíces. Puede 
requerirse una concentración umbral de glutatión para soportar la actividad de la GRX o 
la GST y para permitir que las células progresen desde G1 a través del ciclo celular. En 
teoría, el glutatión tiene todos los atributos requeridos de un tampón redox sensible y 
regulable dentro de la célula. En conjunto, los estudios anteriores demuestran que el 
control de la redistribución intracelular de antioxidantes, particularmente el GSH, puede 
actuar como una potente señal en la regulación del ciclo celular (Diaz-Vivancos et al. 
2010a, 2010b). 

El GSH es insustituible en el desarrollo de Arabidopsis. Los mutantes knockout para la 

-ECS son embrionarios letales (Cairns et al. 2006). El mutante rml1 de Arabidopsis, 
que tiene una concentración de GSH muy baja, muestra una marcada inhibición del 
desarrollo radicular, en el cual las células del meristemo primario se detienen en G1, 
mientras que el desarrollo de los brotes se ve relativamente poco afectado (Reichheld et 
al. 2007). 

El GSH es un antioxidante abundante y estable en plantas, con un potencial redox 
adecuado, que interactúa con  numerosos componentes en distintas rutas metabólicas, y 
que se mantiene, generalmente, en un estado reducido. Incluso en ausencia de una 
enzima, el glutatión es capaz de interactuar rápidamente con radicales libres como el 
superóxido y el radical hidroxilo (Polle 2001). En los compartimentos celulares donde 
se alcanza el equilibrio termodinámico (o se acerca bastante), y asumiendo un potencial 
redox del NADPH de -300 mV o menor, se espera que el glutatión esté casi 
completamente en su forma reducida, GSH (Foyer y Noctor, 2011). 

Dentro de este contexto intracelular altamente reducido, incluso la más estable de las 
ROS (H2O2) tiene una vida relativamente corta. La eliminación de ROS por el sistema 
ascorbato-glutatión dependiente de NADPH puede causar modificaciones, transitorias o 
no, en todos o algunos de los componentes de este sistema. Estas modificaciones tienen 
una enorme importancia fisiológica, ya que pueden ser detectadas y transducidas para 
influir en múltiples vías de señalización, especialmente aquellas que implican 
fitohormonas (Mhamdi et al. 2013). Además, incluso sin cambios inducidos por ROS en 
el sistema, el GSH puede proporcionar información sobre el estado redox actual a través 
de proteínas tales como las glutaredoxinas (GRX) y enzimas biosintéticas de 
fitohormonas. El GSH actúa como fuente de azufre o agente reductor en el metabolismo 
y también es necesario para la formación de conjugados GS implicados en la 
biosíntesis, el transporte y la desintoxicación. 
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El GSH por tanto es parte de un sistema altamente complejo en intrincado de 
antioxidantes en plantas. Funciona junto al ascorbato y las catalasas en las vías de 
homeostasis redox de alta capacidad. Pero, si bien se considera que el ciclo ascorbato-
glutatión funciona de manera integrada (Noctor et al. 2000, 2002, Potters et al. 2002, 
Noctor 2006, Foyer y Noctor 2011), aunque las reservas celulares de ascorbato y 
glutatión pueden configurarse para responder a una perturbación, está claro (estudios en 
mutantes de Arabidopsis así lo demuestran) que los dos compuestos tienen funciones 
específicas y no deben considerarse meramente como antioxidantes intercambiables. 
Las investigaciones con mutantes de Arabidopsis deficientes en GSH han demostrado 
que el glutatión tiene funciones críticas en el desarrollo de embriones y tejidos 
meristemáticos (Vernoux et al. 2000, Cairns et al. 2006, Reichheld et al. 2007, Frottin 
et al. 2009, Bashandy et al. 2010, Foyer y Noctor 2011).  
En el ciclo ascorbato-glutatión, el GSH es capaz de regenerar al ascorbato mediante la 
reducción del dehidroascorbato (DHA), ya sea químicamente o mediante la enzima 
dehidroascorbato reductasa (DHAR), que puede considerarse una clase de glutatión S-
transferasa (Dixon et al. 2002). Sin embargo, la regeneración del ascorbato puede ser 
independiente de GSH, mientras que DHAR es sólo una de las múltiples rutas por las 
que se oxida el GSH (Figura 8). Las GPXs vegetales, ya anotadas, usan TRXs más 
eficientemente que GSH (Iqbal et al. 2006), pero algunas GSTs muestran actividad 
peroxidasa dependiente de GSH frente al H2O2 y peróxidos orgánicos (Dixon et al. 
2009), y algunos genes que codifican GST están fuertemente inducidos por el estrés 
oxidativo (Vanderauwera et al. 2005, Queval et al. 2007). La oxidación de GSH 
independiente del DHA o de reacciones químicas con ROS también podría ocurrir a 
través de la peroxiredoxina dependiente de GRX (PRX) o Metionina sulfóxido 
reductasa (Rouhier et al. 2002; Tarrago et al. 2009). En algunos casos, sin embargo, los 
reductores fisiológicos de estas peroxidasas aún deben identificarse inequívocamente. 
Al igual que la TRX, la GRX y las ciclofilinas, el GSH puede funcionar como 
undonador de electrones en la regeneración de la forma activa de las peroxidasas de tiol 
tales como PRX.  
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Figura 8. Interdependencia e independencia de glutatión y ascorbato en el metabolismo de peróxidos. ASC, 

ascorbato reducido; MDHA (R), monodehidroascorbato (reductasa); GST, glutatión S-transferasa; ROH y ROOH, 
compuesto orgánico con alcohol y grupo peróxido, respectivamente. (Foyer y Noctor 2011). 

 

La deficiencia de catalasa en Arabidopsis conduce a la oxidación del GSH, mientras que 
el ascorbato se mantiene altamente reducido (Mhamdi et al. 2010a). Esto podría ocurrir 
debido a la diferencia en el potencial redox de ambos compuestos (Figura 9) o porque la 
reducción de DHA es sólo una de las muchas rutas de oxidación de GSH (Figura 8). En 
los mutantes knockouts cat2 de Arabidopsis, las APXs y DHARs citosólicas específicas 
son inducidas al mismo tiempo, proporcionando pruebas de que el ciclo ascorbato-
glutatión participa en la respuesta al aumento de la disponibilidad de H2O2 (Mhamdi et 
al. 2010a). Sin embargo, también se inducen otros genes que codifican peroxidasas 
dependientes de GSH. De este modo, la oxidación de glutatión desencadenada por el 
aumento de la concentración de H2O2 podría estar vinculada al flujo a través de los 
remanentes celulares de ascorbato así como a reacciones independientes de ascorbato, 
proporcionando de este modo un mecanismo por el cual las perturbaciones en el 
glutatión podrían actuar para transmitir señales peróxido. Una cuestión clave serían los 
cambios en el estado redox del NADPH y la capacidad relativamente baja de los 
sistemas reductores de glutatión a disulfuro (GSSG) como la glutatión reductasa (GR) 
en comparación con los mecanismos de oxidación GSH (Noctor et al. 2011). 

Se ha visto que el GSH está implicado en la expresión génica en plantas. Es un 
regulador fisiológico de muchas reacciones de intercambio de tiol-disulfuro, incluyendo 
la transcripción en el cloroplasto (Liere y Link 1997). Se ha visto que el GSH 
puedeinducir la expresión génica de defensa (Wingate et al. 1988), en concreto la 
relacionada con la patogénesis (PR), de una manera similar a como actúa el ácido 
salicílico (SA) (Mou et al. 2003). Durante mucho tiempo se sabe que durante la 
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resistencia sistémica adquirida (SAR), el SA induce la expresión de los genes PR que 
codifican pequeñas proteínas que son secretadas desde la célula o dirigidas a la vacuola 
(Sticher et al. 1997). Ha sido ya demostrado que las reacciones de intercambio tiol-
disulfuro dependientes de GSH son cruciales para la expresión de genes PR (Mou et al. 
2003). Por lo tanto, la inducción de la expresión del gen PR puede ser, al menos en 
parte, debido al pequeño pero significativo aumento de GSH total presente en las hojas 
(Foyer et al. 2009). El intercambio de tiol / disulfuro es crucial en SAR, particularmente 
debido al mecanismo de activación del gen NPR1. El gen NPR1 codifica una proteína 
que contiene una secuencia de localización bipartita y se acumula en el núcleo en 
respuesta a inductores abióticos y bióticos de la SAR (Kinkemal et al. 2001). La 
localización nuclear de la proteína NPR1 es un requisito previo para la expresión del 
gen PR, y sedetermina por oligomerización. La proteína NPR1 se localiza en el citosol 
como un oligómero o en el núcleo como monómero. El equilibrio entre estas dos formas 
está modulado por las reacciones de intercambio tiol-disulfuro que pueden ser 
influenciadas por GSH y GSSG (Mou et al. 2003). Los inductores de la SAR, como SA, 
regulan la expresión génica PR a través de cambios redox en la NPR1. Para ser activa, 
la NPR1 tiene que ser reducida a la forma monomérica que es capaz de moverse al 
núcleo para inducir la expresión del gen PR. La ruta de transducción de la señal de la 
NPR1 es altamente conservada entre las especies de plantas. Cualquier estímulo biótico 
o abiótico que pueda perturbar el estado redox celular puede servir para incrementar la 
regulación del mismo conjunto de genes de defensa a través de la vía NPR1 (Mou et al. 
2003). Esto también puede explicar la expresión del gen PR en los mutantes deficientes 
en catalasa (Willekens et al. 1997). La deficiencia de catalasa se asocia con una enorme 
oxidación del pool de glutatión y una mayor acumulación de glutatión (Smith et al. 
1984, Willekens et al. 1997, Noctor et al. 2000), que recuerda a la respuesta observada 
en las interacciones planta-patógeno (Vanacker et al. 2000, Mou et al. 2003). En esta 
situación, la inducción de la SAR implica un rápido aumento de las concentraciones de 
las ROS y un aumento transitorio o más sostenido en las señales oxidativas seguido de 
una fuerte disminución del potencial redox celular como resultado de la acumulación de 
antioxidantes tales como GSH. 

El GSH también parece tener un importante papel en la señalización lumínica. 
Diferentes estudios genéticos han relacionado el contenido de GSH con la señalización 
de la irradiación y la calidad de la luz (Ball et al. 2004). El GSH también parece estar 
implicado en la señalización electrofisiológica sistémica que permite la aclimatación a 
luz intensa y en la señalización por fotorreceptores (Szechynska-Hebda et al. 2010, 
Sung et al. 2007, 2009, Noctor et al. 2010).  

Además de los posibles papeles en la regulación del ciclo celular, la PCD, la 
señalización lumínica…, el estado del glutatión se ve claramente implicado en la 
señalización a través de las vías SA y del ácido jasmónico (JA) (Vanacker et al. 2000, 
Mateo et al. 2006, Koornneef et al. 2008, Mou et al. 2003, Lindermayr et al. 2010, 
Spoel et al. 2003). Parece ser necesario un cierto grado de reducción del GSH tanto para 
la señalización de SA como para JA (Mhamdi et al. 2010a). Además, los mutantes 
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deficientes en glutatión parecen tener comprometida la resistencia tanto a 
microorganismos como a insectos (Ball et al. 2004, Parisy et al. 2007, Schlaeppi et al. 
2008), por lo que es probable que el estado de GSH también influya en la señalización 
frente a estrés biótico. 

 

 

Figura 9.Potenciales redox de las parejas NAD (P), glutatión y ascorbato. (Foyer y Noctor 2011). Los fondos 
sombreados indican estados redox típicos en ausencia de estrés. Para el glutatión, las dos curvas indican la relación 

entre el estado de reducción y el potencial redox en las concentraciones totales de glutatión de 1 mM (triángulos) y 5 
mM (círculos). 

 

Por último, el glutatión es esencial para el establecimiento de nódulos radiculares en la 
simbiosis leguminosa/rizobio. La falta de glutatión no sólo resulta en una disminución 
en el número de nódulos, sino también en la expresión de genes nodulínicos tempranos 
(Frendo et al. 2005). 

 

2.4. Metabolismo del GSH y principales enzimas implicados en plantas. 

Es bien sabido que el glutatión es un compuesto omnipresente y multifuncional que es 
importante para mantener la homeostasis redox celular. El equilibrio entre las formas 
reducida (GSH) y oxidada (GSSG) de este tripéptido juega un papel fundamental en 
losprocesos fisiológicos y metabólicos básicos en las plantas. Las investigaciones de las 
últimas décadas arrojan una notable cantidad de evidencias que sugieren que el papel 
del glutatión dentro del sistema de la planta se extiende más allá de las funciones 
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metabólicas básicas y que en última instancia puede actuar como un modulador del 
desarrollo de la planta y la morfogénesis. Por lo tanto, no es sorprendente que la 
investigación haya comenzado a centrarse en el uso del sistema de par redox de 
glutatión para mejorar la regeneración de células cultivadas. Uno de los temas 
principales que ha surgido de los estudios in vitro es que el GSH promueve la 
proliferación celular, mientras que el GSSG promueve el desarrollo. Así, la 
manipulación in vitro de este compuesto redox dentro del medio de cultivo podría 
conducir a un aumento de la regeneración de la planta (Yeung et al. 2005). Las enzimas 
implicadas en el metabolismo y la síntesis de GSH se inducen conjuntamente en 
respuesta al estrés (Mittova et al. 2000). Esto sugiere que existe una superposición 
considerable en las cascadas de transducción de señales que inducen los genes que 
codifican las enzimas de la síntesis de GSH y los implicados en la inducción de genes 
homólogos de GPX por el oxígeno singlete (Op den Camp et al. 2003) y GST1 por 
H2O2 (Rentel y Knight 2004). 

 

2.5. Biosíntesis de GSH. 

Aunque las plantas producen GSH a través de una ruta biosintética muy conservada en 
la mayoría de los organismos (Figura 7), las investigaciones de los últimos años sobre la 

-ECS y la GS de la plantas, revelan nuevos conocimientos sobre los mecanismos 
bioquímicos que regulan y controlan la síntesis de esta molécula crítica en la fisiología 
vegetal (Galant et al. 2011). 

Varios estudios sugieren que la -ECS  se localiza en los cloroplastos mientras que la 
GS se localiza tanto en cloroplastos como en citosol en células vegetales (Hell y 

Bergmann 1988, 1990; Galant et al. 2011). Las enzimas -ECS  y GS están codificados 
por un único gen con sitios de inicio de transcripción alternativos que conducen a la 
proteína plasmática o citosólica (Wachter et al. 2005). La compartimentación de la 
biosíntesis de glutatión es única en plantas (Noctor et al. 2002, Galant et al. 2011). 

Aunque la producción de glutatión está regulada por -ECS  en el cloroplasto (May et 
al. 1998, Hicks et al. 2007), las rutas citosólicas implicadas en la respuesta al estrés 
biótico y abiótico requieren glutatión, por lo tanto, la síntesis de γ-EC en el cloroplasto 

(mediante la -ECS)  apoya directamente la producción de GSH por la GS 
cloroplastidial, pero se requiere el transporte del dipéptido al citosol para que la GS 
citosólica cumpla su misión en el citoplasma, así como el transporte de GSH hasta otros 
compartimentos celulares (Pasternak et al. 2008, Maughan et al. 2010, Gigolashvili y 
Kopriva 2014). 

 

2.5.1. -ECS en plantas: Estructura, función y regulación. 
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La -ECS cataliza la formación dependiente de ATP de un enlace peptídico entre el 
glutamato y la cisteína en la primera reacción de síntesis de glutatión (Figura 7). 
Mediante la clonación en diferentes especies de plantas, se ha comprobado que su 
secuencia no está relacionada con la de la enzima en mamíferos, levaduras o bacterias 
(May y Leaver 1994, Frendo et al. 1999, Hothorn et al. 2006, Wu et al. 2009). El 

análisis secuencial de la -ECS de múltiples especies indica que estas enzimas se 
agrupan en tres familias distintas (Figura 10.A). Las comparaciones dentro de cada 
familia revelan similitud de secuencia, pero las comparaciones por pares entre los 
grupos no muestran relaciones estadísticamente significativas. Posteriormente estudios 

cristalográficos revelaron que la -ECS de levaduras, E. coli y plantas comparten un 
pliegue tridimensional común (Hibi et al. 2004, Biterova y Barycki 2009). 

Las -ECS mejor estudiadas son las de eucariotas no vegetales y procariotas y consisten 
en una subunidad catalítica pesada (~ 70 kDa) y una subunidad reguladora ligera (~ 30 
kDa), (Seelig et al. 1984, Fraser et al. 2002). La subunidad pesada cataliza la formación 
de γ-glutamilcisteína, mientras que la subunidad ligera aumenta la afinidad por el 
glutamato y disminuye la inhibición por el glutatión (Seelig et al. 1984, y Fraser et al. 
2002). La formación de enlaces disulfuro intermoleculares es lo que mantiene la 
asociación de las dos subunidades (Seelig et al. 1984, Fraser et al. 2002, 2003), con lo 

que la -ECS responde  a cambios redox celulares para controlar la producción de γ-EC. 

Sin embargo, este modelo no se extiende a todas las especies. La -ECS de T. brucei y 
E. coli, por ejemplo, funcionan como un monómero (Lueder y Phillips 1996, Hibi et al. 
2004). 

 

 

Figura 10. Descripción general de la -ECS (Galant et al. 2011). (A) Organización oligomérica y regulación redox 

de las tres familias de -ECS. (B) Estructura de la -ECS de B. juncea mostrando las posiciones de los dos enlaces 

disulfuro (bolas doradas). Los elementos de la estructura secundaria muestran del siguiente modo: hélices- en azul y 

láminas- en rosa. 

Los estudios bioquímicos en plantas revelan que la -ECS  está regulada mediante 
metabolismo redox, pero a través de un mecanismo que difiere de las enzimas 
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heterodiméricas (Jez et al. 2004, Hothorn et al. 2006, Gromes et al. 2008). Aunque no 
se han publicado estudios acerca del mecanismo químico, la similitud estructural entre 

la -ECS  de plantas y de levaduras sugiere una reacción similar (Biterova y Barycki, 
2009). En ésta última, un sitio activo que contiene Mg2+, orienta el residuo de γ-
glutamato-carboxilato para atacar al γ-fosfato del ATP, que está posicionado en un sitio 
activo de lisina con Mg2+. El intermedio acil-fosfato resultante experimenta un ataque 
nucleofílico por el grupo α-amino de la cisteína, que puede ser activado por el residuo 
de glutamato del sitio activo. La estabilidad del estado de transición en cada etapa de 
reacción la proporciona una arginina (altamente conservada) que facilita la formación 
del enlace peptídico. 

Los estudios de la -ECS  de las plantas demuestran que la formación reversible de 
enlaces disulfuro altera la actividad catalítica de la enzima, y que la forma oxidada es 

más activa que la reducida (Jez et al. 2004). La regulación de la actividad -ECS  ofrece 
un mecanismo simple de control postraduccional de la biosíntesis de glutatión en 

plantas. En condiciones oxidantes, la demanda de GSH aumenta y la -ECS  se activa. 
A medida que aumenta la concentración de GSH, el potencial redox celular se vuelve 

cada vez más reducido y la actividad -ECS  disminuye.  

La estructura tridimensional de la -ECS de B. juncea muestra las ubicaciones de estos 

dos enlaces disulfuro (Figura 10.B, Galant et al. 2011). La -ECS activa (oxidada) en 
plantas funciona como un dímero, pero las condiciones reductoras alteran la interfaz del 
dímero y desplazan la proteína hacia la forma monomérica que es menos activa 

(Hothorn et al. 2006). La mutagénesis dirigida del primer enlace disulfuro de la -ECS 
en A. thaliana y en B. juncea suprime la respuesta redox y se favorece la forma 
monomérica, que bloquea al enzima (Hothorn et al. 2006, Hicks et al. 2007).  

La conservación del enlace disulfuro que media la transformación reversible de 

monómero a dímero de -ECS, es específica de la -ECS del reino vegetal (Gromes et 

al. 2008, Galant et al. 2011). El estudio de la -ECS entre los diferentes organismos 
sugiere que la dimerización sensible a redox de las plantas surgió más tarde en la 
evolución y que puede estar relacionada con la compartimentación de la síntesis de 
GSH, en el cloroplasto (Gromes et al. 2008, Galant et al. 2011).  

Las evidencias basadas en la genética molecular sugieren que la γ-ECS puede cumplir 
una función de señalización, así como un papel catalítico (Ball et al. 2004). Además, se 
ha cuestionado la distribución intracelular de las enzimas biosintéticas del GSH entre el 
cloroplasto y el citosol, lo que sugiere que tanto la síntesis como la localización de GSH 
son más importantes y aparentes en el citosol que en los cloroplastos de células 
fotosintéticas (Foyer y Noctor 2005a, 2005b). De igual forma, aún quedan muchas 
dudas sobre el transporte de gamma-glutamilcisteína (γ-EC), GSH y GSSG, pero 
pareceprobable que el sistema de transporte del cloroplasto sea bastante diferente del de 
otros compartimentos (Foyer y Noctor 2005a, 2005b). 
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2.5.2. GS en plantas: Estructura, función y regulación. 

En el segundo paso de la síntesis de GSH, la GS cataliza la adición dependiente de ATP 
de glicina al γ-EC (Figura 7). La caracterización estructural y funcional de la GS en 
bacterias muestra que esta enzima funciona como un tetrámero (Yamaguchi et al. 1993), 
mientras que la GS de mamíferos, levaduras y plantas son activas como dímeros (Jez y 
Cahoon 2004, Galant et al. 2011). La secuencia de GS de plantas como Arabidopsis, 
trigo (Triticum aestivum), maíz (Zea mays) y varias leguminosas comparten una 
homología de ~ 40% con las secuencias de humanos y levaduras (Rawlins et al. 1995, 
Ullmann et al. 1996, Wang y Oliver 1997a, 1997b, Moran et al. 2000, Matamoros et al. 
2003, Skipsey et al. 2005). 

Los estudios en Arabidopsis han identificado un bucle putativo rico en glicina como 
parte del sitio activo de la GS (Wang y Oliver 1997a, 1997b, Galantet al. 2009). El 
mecanismo de reacción de esta enzima en Arabidopsis fue descrito por Herrera et al. 
(2007). En la primera etapa de la reacción, la formación de un intermediario acil-fosfato 
electrofílico se produce por transferencia del γ-fosfato del ATP al γ-EC. Un grupo de 
residuos ácidos coordina dos Mg2+ a ATP, orientando el grupo γ-fosfato del sitio activo. 
El grupo guanidilo del residuo Arg132 ayuda a estabilizar el estado de transición 
pentavalente que produce el intermediario acil-fosfato. A continuación, el grupo amino 
de la glicina actúa como un nucleófilo para atacar a este intermediario. El grupo 
guanidilo de cadena lateral del residuo Arg454 interactúa con el resto carboxílico de la  
glicina, orientando al sustrato para atacar el intermediario acil-fosfato (Herrera et al. 
2007). Aunque estos estudios dan luz al papel catalítico de los residuos clave del sitio 
activo, la base de la especificidad del sustrato para el aminoácido nucleofílico en la GS 
de plantas aún no está bien definida. 

Algunas plantas sintetizan análogos de glutatión en los que se sustituye la glicina por 
otros compuestos, como es el caso del homoglutatión de la mayoría de las leguminosas 
(Moran et al. 2000). Fisiológicamente, el papel exacto de homoglutatión no está claro. 
Una función probable es que sustituya al GSH como tampón redox celular en tejidos 
asociados con la fijación de nitrógeno, ya que se requiere homoglutatión para el 
desarrollo adecuado de los nódulos (Frendo et al. 2005). 

En Arabidopsis, hay un solo gen que codifica la GS, mientras que en el genoma de soja 
existen dos genes que codifican GSs y dos homoglutatión sintetasa (hGS), con un 87 y 
93% de identidad, respectivamente. 

La comparación de las estructuras de la GS y la hGS reveló diferencias en la secuencia 
del bucle rico en alanina. 

2.6. Reciclado de GSH. 
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El GSH y la GR son dos de los componentes más importantes del ciclo ascorbato-
glutatión. Como ya se ha mencionado, mantener unos apropiados niveles de GSH con 
respecto a GSSG es necesario para el buen funcionamiento de la célula vegetal, y la 
enzima encargada de este propósito es la glutatión reductasa (GR), uno de los 
antioxidantes enzimáticos más importantes en todos los organismos. La GR es una 
flavoproteína oxidoreductasa homodimérica que utiliza FAD (como grupo prostético) y 
NADPH para reducir una molécula de GSSG a dos moléculas de GSH (García-Quirós 
et al. 2017), manteniendo así los niveles de GSH reducido. 

 

 

Figura 11. Diversidad de las GS vegetales (Galant et al. 2011). (A) Se muestran las estructuras químicas de los 
análogos de glutatión sintetizados por varias plantas. Todos comparten la estructura de γ-glutamilcisteína central con 
modificaciones a la tercera posición de aminoácidos. (B) Dímero de homoglutathione (hGS) (Galantet al.  2009). Los 
monómeros son de color dorado y azul, respectivamente. En el monómero dorado se destacan el dominio de la tapa 
(azul oscuro), el lazo rico en glicina (cian) y el bucle rico en alanina (rojo). Las posiciones del ADP, el sulfato y el 

homoglutathione se resaltan en el monómero azul con los ligandos correspondientes coloreados en gris en el 
monómero dorado. 

 

 

2.6.1. GR en plantas: Estructura, función y regulación. 
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Los estudios clásicos de fraccionamiento en plantas describieron una mayor actividad 
de GR en los cloroplastos (Foyer y Halliwell 1976), pero también se ha detectado en las 
mitocondrias, el citosol y los peroxisomas (Edwards et al. 1990, Rasmusson y Møller 
1990, Jiménez et al. 1997, Stevens et al. 2000, Romero-Puertas et al. 2006). De las 
cinco enzimas del metabolismo del glutatión analizadas en el presente trabajo, la GR es 
la mejor caracterizada genéticamente, ya que está muy conservada en todos los reinos. 
En los genomas de las plantas se han codificado dos genes de GR; GR1 codifica la 
actividad GR citosólica y peroxisomal, mientras que GR2 codifica la actividad GR 
plastidial y mitocondrial y es responsable del 70-80% de la actividad GR en la planta 
(Gill et al. 2013, García-Quirós et al. 2017). Estas dos isoformas de la enzima 
sediferencian en función de la extensión del extremo N-terminal, que es más corta en la 
GR1 (Trivedi et al. 2013). 

La GR es un homodímero (Figura 12) consistente en monómeros de 54KDa, cada uno 
de los cuales contiene 3 dominios: un dominio de unión a NADPH, un dominio de 
unión a FAD y un dominio de dimerización. Cada monómero contiene 478 residuos y 
una molécula de FAD. La presencia de residuos de cisteína (Cys) en el sitio activo de la 
GR es lo que realmente cataliza la reducción del GSSG a GSH (Garrett y Grisham 
2005, García-Quirós et al. 2017). 

En ausencia de tioles, la GR es propensa a formar tetrámeros y formas más grandes 
(heterodímeros) que se han encontrado en especies vegetales como P. sativum y Z. mays 
(Yousuf et al. 2012, Gill. et al. 2013) y han demostrado actividad catalítica. Sin 
embargo, la presencia de GSH, su producto tiol, mantiene a la enzima en su forma 
dimérica en condiciones celulares normales (Yousuf et al. 2012, Gill et al. 2013). Se ha 
visto que la capacidad de transformarse en tetrámeros o heterodímeros, también está 
influenciada por el pH y la temperatura, y no sólo por los sustratos o productos. Este 
fenómeno es uno de los mecanismos que regulan la actividad catalítica de la GR (Rao y 
Reddy 2008, Gill et al. 2013). 

El mecanismo de acción de la GR (donde se requiere un mol de NADPH por cada mol 
de GSSG para reducirlo a GSH) está controlado en gran medida por la disponibilidad de 
sustrato (GSSG) e implica dos etapas: en primer lugar, el resto flavin (FAD) se reduce 
mediante NADPH, siendo responsable entonces de la reducción del puente disulfuro del 
sitio activo de la enzima produciendo un anión tiolato y una Cys. En el segundo paso, se 
reduce el GSSG. En el proceso de reducción de GSSG a GSH, la GR actúa como un 
mecanismo binario complejo (“ping-pong”) en el que el NADPH se une y transfiere un 
H+ al FAD, y después debe desaparecer para que se una el GSSG al sitio activo de la 
enzima, ya que son incompatibles (Gill et al. 2013). Estudios recientes sugieren que la 
enzima en su forma oxidada es más estable que en su forma reducida (Trivedi et al. 
2013). 

El dominio de unión al NADPH se encuentra en los residuos aminoacídicos 198-238, el 
dominio de unión a FAD en la región 1-157 y el dominio de dimerización tiene dos 
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estructuras cristalinas tridimensionales de las enzimas en diferentes especies muestran 
similitudes en el dominio catalítico (Pastori y Foyer 2002, 
Moons 2005, Gill et al. 2013
cisteínas altamente conservadas en todos las especies (C61, C65) en el sitio catalítico, 
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La GR regula la relación GSH/GSSG dentro de la célula, proporcionando GSH como 
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Figura 12.A) Estructura 3D de la GR. B) Mecanismo de acción de la GR, detalle del homodímero y de los dominios 
de GR (Gill

 

2.7. Detoxificación mediada por

Las enzimas glutatión peroxidasa (GPX) y glutatión 
involucradas en la detoxificación celular mediante GSH. Los genes que codifican las 
GPX de plantas se han clonado a partir de una amplia variedad de especies vegetales, e 
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regiones, en el extremo C-terminal 372-482 y en el extremo N-termina
estructuras cristalinas tridimensionales de las enzimas en diferentes especies muestran 
similitudes en el dominio catalítico (Pastori y Foyer 2002, Nikiforova 

. 2013), esto se debe a que las GRs poseen en su
cisteínas altamente conservadas en todos las especies (C61, C65) en el sitio catalítico, 
que forman un enlace disulfuro. 

La GR regula la relación GSH/GSSG dentro de la célula, proporcionando GSH como 
sustrato para la GPX y la GST, las 2 enzimas del metabolismo del GSH involucradas en 
la detoxificación (Eliminan H2O2 y xenobióticos).  

 

Estructura 3D de la GR. B) Mecanismo de acción de la GR, detalle del homodímero y de los dominios 
de GR (Gillet al. 2013). C y D) Sitio activo del enzima GR. 

2.7. Detoxificación mediada por GSH. 

Las enzimas glutatión peroxidasa (GPX) y glutatión S-transferasa (GST) están 
involucradas en la detoxificación celular mediante GSH. Los genes que codifican las 
GPX de plantas se han clonado a partir de una amplia variedad de especies vegetales, e 
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terminal 71-104. Las 
estructuras cristalinas tridimensionales de las enzimas en diferentes especies muestran 

Nikiforova et al. 2003, 
), esto se debe a que las GRs poseen en su estructura dos 

cisteínas altamente conservadas en todos las especies (C61, C65) en el sitio catalítico, 

La GR regula la relación GSH/GSSG dentro de la célula, proporcionando GSH como 
imas del metabolismo del GSH involucradas en 

 

Estructura 3D de la GR. B) Mecanismo de acción de la GR, detalle del homodímero y de los dominios 

transferasa (GST) están 
involucradas en la detoxificación celular mediante GSH. Los genes que codifican las 
GPX de plantas se han clonado a partir de una amplia variedad de especies vegetales, e  
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incluyen genes que codifican proteínas dirigidas al cloroplasto (Mullineaux et al. 1998, 
Foyer et al. 2009). Junto con ciertas GST, algunas GPX están entre los genes cuya 
expresión está fuertemente inducida por estrés oxidativo (Levine et al. 1994, Willekens 
et al. 1997). 

2.7.1. GPX en plantas: Estructura, función y regulación. 

Glutatión peroxidasa (GPX) es el nombre genérico que se otorga a una familia de 
enzimas con actividad peroxidasa y cuyo principal papel biológico es proteger a la 
célula del daño oxidativo mediante la reducción de los hidroperóxidos lipídicos a sus 
correspondientes alcoholes y del peróxido de hidrógeno presente en la célula a agua. 
Están presentes en todos los reinos y en los últimos años están empezando a estudiarse 
con gran interés en plantas (Passaia y Margis-Pinheiro 2015).  

La mayoría de las GPX de las células animales son enzimas bien conocidas que 
contienen selenio. Debido a la alta reactividad del sitio activo Se-Cys, las enzimas de 
esta familia están entre los sistemas antioxidantes más eficientes en células animales 
(Maiorino et al. 1990, Navrot 2006). Sin embargo, en plantas superiores, las proteínas 
identificadas hasta el momento como GPX, poseen un resto Cys en lugar de una Se-Cys 
en su sitio activo (Koua et al. 2009, Ozyigit et al. 2016). La Cys es menos reactiva en 
comparación con la Se-Cys, y es por este motivo que las GPX vegetales son mucho 
menos activas y eficientes que sus homólogas animales. Además, Avery et al. (2004) ya 
encontraron diferencias significativas en cuanto a la secuencia aminoacídica entre las 
GPX de levaduras y mamíferos, lo que plantea la posibilidad de que existan algunas 
diferencias bioquímicas también entre las GPX vegetales y las animales. Las GPX 
vegetales y de hongos presentan homología con las GPX de tipo 4 de los animales (Bela 
et al. 2015, Passaia y Margis-Pinheiro 2015) sugiriendo un origen evolutivo común, sin 
embargo, a diferencia de las GPX4 animales, las GPX de plantas no poseen, como ya se 
ha dicho selenio en su sitio activo, sino que en su lugar poseen una triada catalítica 
(Figura 13.A) compuesta por cisteína, glutamina y triptófano (Toppo et al. 2008, 
Passaia y Margis-Pinheiro2015). Todas estas evidencias señalan que las GPX de plantas 
y levaduras podrían desempeñar una función diferente a la de sus homólogas animales, 
parte de una ruta alternativa de detoxificación de peróxidos en la célula, especialmente 
hidroperóxidos de fosfolípidos (Navrot 2006).  

Por otro lado, se han encontrado diferencias en cuanto a la regulación de las GPX 
vegetales en respuesta al estrés, lo que nos indica que estas enzimas pueden entonces 
tener diferentes funciones en las células vegetales, con una o más isoformas que 
funcionan en una vía de transducción de señal, mientras que otras isoformas sirven 
como enzimas implicadas en la catalización de modificación de agentes químicos 
potencialmente nocivos relacionados con el estrés (Navrot 2006). Se han identificado 8 
genes de GPXs diferentes en A. thaliana (Milla et al. 2003, Koua et al. 2009, Ozyigit et 
al. 2016). Loa análisis in silico predijeron la localización de la GPX vegetal 
encloroplastos, mitocondrias, citosol y retículo endoplasmático (Rouhier y Jacquot, 



 

2005) y demostraron una alta similitud entre sus secuencias, manteniendo las cisteínas 
del sitio activo y otros motivos altame
localización subcelular mediante microscopía confocal en 
2017) situaron a GPX1 y GPX7 en plastidios, mientras que GPX2 y GPX8 se 
observaron en los núcleos y el citosol; GPX3, GPX4 y GPX5
celulares; y por último GPX6 en las mitocondrias. Aunque en Arabidopsis (y algunas 
otras plantas modelo) sólo se han encontrado 8 GPXs, estudios recientes (Chen 
2017, Zhou et al. 2018) han identificado 13 genes que codifican GPXs a
genoma de Gossypium hirsutum
conservado en comparación con otras secuencias de GPX en plantas. Esto nos da una 
idea del alto polimorfismo que estas proteínas pueden tener en la planta.

Todas las GPX de plantas caracterizadas hasta ahora están en forma monomérica 
(Navrot 2006, Bela et al
dimerización único (Figura 13.B), debido principalmente a enlaces de tipo hidrofóbico, 
y es capaz de interactuar con iones Cd

 

Figura 13. A) Estructura monomérica de la GPX8 en plantas. Detalle de la triada catalítica. 

El mecanismo catalítico de la GPX se divide en 3 etapas: en un primer 
del sitio catalítico se oxida en presencia de H
la segunda etapa, la cisteína oxidada reacciona con una segunda cisteína en la misma 
proteína formando un enlace disulfuro. El puente disulfuro intra
reducirá, en un tercer paso, mediante la acción de la tiorredoxina (TRX), por quien la 
enzima GPX posee una mayor afinidad en la mayoría de las células vegetales, otra 
diferencia con las GPX animales que usan GHS como donador de ele
TRX  (Herbette et al. 2002, Jung 
Pinheiro2015, Attacha et al
como Hidroperóxido Fosfolípido GPX, Peroxidasas TRX o Enzimas Tipo GPX (Bel
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2005) y demostraron una alta similitud entre sus secuencias, manteniendo las cisteínas 
del sitio activo y otros motivos altamente conservadas (Dietz 2011). Estudios de 
localización subcelular mediante microscopía confocal en A. thaliana
2017) situaron a GPX1 y GPX7 en plastidios, mientras que GPX2 y GPX8 se 
observaron en los núcleos y el citosol; GPX3, GPX4 y GPX5 en las membranas 
celulares; y por último GPX6 en las mitocondrias. Aunque en Arabidopsis (y algunas 
otras plantas modelo) sólo se han encontrado 8 GPXs, estudios recientes (Chen 

. 2018) han identificado 13 genes que codifican GPXs a
Gossypium hirsutum(algodón), en los que se observó un patrón de secuencia 

conservado en comparación con otras secuencias de GPX en plantas. Esto nos da una 
idea del alto polimorfismo que estas proteínas pueden tener en la planta.

s las GPX de plantas caracterizadas hasta ahora están en forma monomérica 
et al. 2015), excepto la GPX5, que muestra un patrón de 

dimerización único (Figura 13.B), debido principalmente a enlaces de tipo hidrofóbico, 
ctuar con iones Cd2+ (Koh et al., 2007).  

Estructura monomérica de la GPX8 en plantas. Detalle de la triada catalítica. B) Estructura dimérica de 
la GPX5 de plantas. 

 

El mecanismo catalítico de la GPX se divide en 3 etapas: en un primer 
del sitio catalítico se oxida en presencia de H2O2 (o por un hidroperóxido orgánico). En 
la segunda etapa, la cisteína oxidada reacciona con una segunda cisteína en la misma 
proteína formando un enlace disulfuro. El puente disulfuro intramolecular resultante se 
reducirá, en un tercer paso, mediante la acción de la tiorredoxina (TRX), por quien la 
enzima GPX posee una mayor afinidad en la mayoría de las células vegetales, otra 
diferencia con las GPX animales que usan GHS como donador de electrones en lugar de 

. 2002, Jung et al. 2002, Navrot 2006, Passaia y 
et al. 2017). Es por eso que a las GPX vegetales se las conoce 

como Hidroperóxido Fosfolípido GPX, Peroxidasas TRX o Enzimas Tipo GPX (Bel
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nte conservadas (Dietz 2011). Estudios de 

A. thaliana (Attacha et al. 
2017) situaron a GPX1 y GPX7 en plastidios, mientras que GPX2 y GPX8 se 

en las membranas 
celulares; y por último GPX6 en las mitocondrias. Aunque en Arabidopsis (y algunas 
otras plantas modelo) sólo se han encontrado 8 GPXs, estudios recientes (Chen et al. 

. 2018) han identificado 13 genes que codifican GPXs a partir del 
(algodón), en los que se observó un patrón de secuencia 

conservado en comparación con otras secuencias de GPX en plantas. Esto nos da una 
idea del alto polimorfismo que estas proteínas pueden tener en la planta. 

s las GPX de plantas caracterizadas hasta ahora están en forma monomérica 
. 2015), excepto la GPX5, que muestra un patrón de 

dimerización único (Figura 13.B), debido principalmente a enlaces de tipo hidrofóbico, 

 

Estructura dimérica de 

El mecanismo catalítico de la GPX se divide en 3 etapas: en un primer paso, la cisteína 
(o por un hidroperóxido orgánico). En 

la segunda etapa, la cisteína oxidada reacciona con una segunda cisteína en la misma 
molecular resultante se 

reducirá, en un tercer paso, mediante la acción de la tiorredoxina (TRX), por quien la 
enzima GPX posee una mayor afinidad en la mayoría de las células vegetales, otra 

ctrones en lugar de 
. 2002, Navrot 2006, Passaia y Margis-

. 2017). Es por eso que a las GPX vegetales se las conoce 
como Hidroperóxido Fosfolípido GPX, Peroxidasas TRX o Enzimas Tipo GPX (Bela et 
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al. 2015, Attacha et al. 2017), aunque en esta tesis seguiremos usando la nomenclatura 
GPX, para evitar confusiones.  

Los distintos estudios revelan que las GPXs vegetales están involucradas en la función 
detoxificante de la célula frente a la sobreproducción de H2O2, y que los niveles de esta 
enzima aumentan siempre bajo condiciones de estrés biótico o abiótico (Ozyigit et al. 
2016). La regulación de los niveles de ROS en las plantas, sin embargo, es atribuida 
más a otros enzimas como las catalasas y enzimas del ciclo ascorbato-glutatión. Sin 
embargo, en situaciones de estrés oxidativo, las ascorbato peroxidasas se encuentran 
inhibidas, por lo que las GPXs pasan a ser los principales enzimas de eliminación de 
H2O2 en la célula. Además, las GPXs también son importantes detoxificadores de 
loshidroperóxidos orgánicos tóxicos originados en la célula mediante peroxidación 
lipídica, inducida por una situación mantenida de alto estrés. En condiciones de estrés 
severo, cuando el resto de mecanismos antioxidantes se agota, es lógico que se activen 
otras respuestas más eficaces mediante GPX y GST. Estas GPXs vegetales tienen por 
tanto propiedades adicionales que los hacen fuertes candidatos a asumir la función de 
los sensores durante el estrés oxidativo. Los cambios en el estado redox del apoplasto 
podrían ser detectados por un sistema que implique intercambios ditioldisulfuro (como 
es el caso de las GPXs). 

 

2.7.2. GST en plantas: Estructura, función y regulación. 

 Las glutatión S-transferasas (GSTs) son enzimas detoxificantes dependientes de GSH 
que constituyen aproximadamente el 2% de las proteínas solubles en las hojas de las 
plantas. Pertenecen a una enorme y ancestral familia de proteínas muy divergente 
(Figura 15) (Rezaei et al. 2013, Xu et al. 2015). Diferentes análisis genéticos y 
genómicos han identificado más de 25 genes codificantes para GSTs cuyas proteínas 
comparten poco más del 10% de identidad de secuencia aminoacídica (Edwards et al. 
2000). En Arabidopsis thaliana por ejemplo, se han identificado 55 genes de GST 
(Csiszár et al. 2014). 

Las GSTs desintoxican a las plantas de diferentes xenobióticos, catalizando la 
conjugación de éstos con GSH (Cummins et al. 2011, Xu et al. 2015). Las GSTs están 
compuestas por dos subunidades de masa molecular 25-27 KDa y pueden ser 
homodímeros de un solo producto génico o heterodímeros de subunidades codificadas 
por distintos genes (Figura 14.A). Esta gran diversidad ha presentado históricamente 
problemas tanto en la clasificación como en la nomenclatura de este grupo de proteínas.   

Algunas de las principales funciones de las GST en las plantas son: 

1. Catalizan  las reacciones de conjugación con xenobióticos (Figura 7). 

 



 

2. Funcionan como proteínas de unión de diversos fitoquímicos y los 
entre los distintos compartimentos celulares.

3. Catalizan reacciones alternativas de biotransformación dependiente de GSH.

Cualquiera que sea su sustrato, las GSTs deben unirse a GSH o a cualquier otro 
homólogo natural (como por ejemplo el homogl
cabo su actividad catalítica. Las GSTs muestran una alta similitud de secuencia en su 
dominio de unión al GSH, que está constituido por cuatro aminoácidos altamente 
conservados. Cada subunidad del dímero (ya sea ho
sitio activo que incluye el dominio conservado de unión a GSH (sitio G) localizado en 
el dominio N-terminal, y otro dominio de unión al cosustrato (sitio H) localizado en el 
dominio C-terminal, que acomodará una amplia gam
sitio G es específico para GSH y facilita la formación del anión tiolato 
catalíticamenteactivo de GSH. Está situado a ambos lados de una gran hendidura abierta 
que se forma entre las dos subunidades, lo que permite el acceso 
planares y esféricas (Reinemer 
2000).  

 

Figura 1.14. A) Estructura 3D de la enzima GST, mostrando los 2 dominios (G en azul y H en rojo) y la hendidura 
donde se aloja el GSH. 

Los esquemas de clasificación actuales utilizan una nomenclatura en función de la 
similitud de su secuencia aminoacídica, ya que aún no se conocen con exactitud las 
funciones de todas las GSTs difere
clasificación por secuencia y de reactividad inmunológica cruzada, se han dividido a las 
GST en las clases alfa, mu, pi, sigma, teta y zeta (
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Funcionan como proteínas de unión de diversos fitoquímicos y los 
entre los distintos compartimentos celulares. 

Catalizan reacciones alternativas de biotransformación dependiente de GSH.

Cualquiera que sea su sustrato, las GSTs deben unirse a GSH o a cualquier otro 
homólogo natural (como por ejemplo el homoglutatión de las leguminosas) para llevar a 
cabo su actividad catalítica. Las GSTs muestran una alta similitud de secuencia en su 
dominio de unión al GSH, que está constituido por cuatro aminoácidos altamente 
conservados. Cada subunidad del dímero (ya sea homodímero o heterodímero) posee un 
sitio activo que incluye el dominio conservado de unión a GSH (sitio G) localizado en 

terminal, y otro dominio de unión al cosustrato (sitio H) localizado en el 
terminal, que acomodará una amplia gama de compuestos hidrófobos. El 

sitio G es específico para GSH y facilita la formación del anión tiolato 
catalíticamenteactivo de GSH. Está situado a ambos lados de una gran hendidura abierta 
que se forma entre las dos subunidades, lo que permite el acceso a grandes moléculas 
planares y esféricas (Reinemer et al. 1996, Neuefeind et al. 1997a, b, Edwards 

de la enzima GST, mostrando los 2 dominios (G en azul y H en rojo) y la hendidura 
donde se aloja el GSH. B) Mecanismo de acción de la GST. (Lallement et al. 2014).

 

Los esquemas de clasificación actuales utilizan una nomenclatura en función de la 
similitud de su secuencia aminoacídica, ya que aún no se conocen con exactitud las 
funciones de todas las GSTs diferentes. En mamíferos, mediante un sistema de 
clasificación por secuencia y de reactividad inmunológica cruzada, se han dividido a las 
GST en las clases alfa, mu, pi, sigma, teta y zeta (Edwards et al. 2000
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Catalizan reacciones alternativas de biotransformación dependiente de GSH. 

Cualquiera que sea su sustrato, las GSTs deben unirse a GSH o a cualquier otro 
utatión de las leguminosas) para llevar a 

cabo su actividad catalítica. Las GSTs muestran una alta similitud de secuencia en su 
dominio de unión al GSH, que está constituido por cuatro aminoácidos altamente 
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catalíticamenteactivo de GSH. Está situado a ambos lados de una gran hendidura abierta 

a grandes moléculas 
. 1997a, b, Edwards et al. 

 

de la enzima GST, mostrando los 2 dominios (G en azul y H en rojo) y la hendidura 
. 2014). 

Los esquemas de clasificación actuales utilizan una nomenclatura en función de la 
similitud de su secuencia aminoacídica, ya que aún no se conocen con exactitud las 

ntes. En mamíferos, mediante un sistema de 
clasificación por secuencia y de reactividad inmunológica cruzada, se han dividido a las 

. 2000). Inicialmente 
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sereconocieron tres tipos distintos de GST, el tipo I (Phi, F) incluye a las GST con 
actividad desintoxicante de herbicidas, las GST de tipo II (Zeta, Z) están cerca de las 
GST-clase Z de mamíferos,  y por último, el otro grupo grande, tipo III (Tau, U), 
consiste principalmente en GSTs inducidas por auxina. Los tipos I y III muestran una 
divergencia de secuencia superior al 50% y ahora se han colocado en clases separadas. 
Posteriormente se propuso un grupo de tipo IV (Theta, T) para varios genes de 
Arabidopsis que son similares a las enzimas teta clásicas de mamíferos (Edwards et al. 
2000).  

Los cuatro tipos de GSTs anteriores son los más conocidos porque se descubrieron 
primero, pero hasta la fecha se han indicado ocho clases diferentes de GSTs en plantas 
(Figura 15, Rezaei et al. 2013): phi, tau, theta, zeta, lambda, deshidroascorbato 
reductasas dependientes de glutatión, tetraclorohidroquinona deshidrogenasa (TCHQD) 
y proteínas asociadas a la membrana en el metabolismo eicosanoide y de glutatión 
(MAPEG) (Csiszár et al. 2014, Xu et al. 2015). Las cuatro primeras clases de GST 
sonespecíficas de plantas, en especial las de tipo U y tipo F (Edwards et al. 2000, 
Edwards y Dixon 2005, Rezaei et al. 2013, Xu et al. 2015) que son también las clases 
más abundantes y, además, se encuentran muy específicamente en organismos 
fotosintéticos simples, por lo que podrían ser necesarias para enmendar las 
consecuencias metabólicas del oxígeno activo generado por la fotosíntesis. Estas dos 
clases específicas de plantas son además a menudo inducibles por estrés. 

Las GSTs de las plantas han sido el centro de atención en los últimos años debido a su 
papel en la desintoxicación de herbicidas. El estudio en diferentes tipos de tejidos 
vegetales revela la presencia de estas enzimas en todas las etapas del desarrollo de la 
planta, desde la embriogénesis temprana hasta la senescencia (Soranzo et al. 2004, 
Rezaei et al. 2013). La actividad enzimática de las GST está regulada de forma 
diferencial por diversos factores inductivos (Rezaei et al. 2013), como factores 
bioquímicos y abióticos, las hormonas vegetales como las auxinas, el etileno, las 
citoquininas y el ABA, los metales pesados, el GSH y la peroxidasa de hidrógeno. Las 
GST de las plantas también están implicadas en el metabolismo endógeno, actuando 
como isomerasas dependientes de GSH y también de forma no catalítica como proteínas 
de unión a flavonoides, proteínas de señalización de estrés y reguladores de apoptosis 
(Dixon et al. 2002). Algunas de las isoformas de GST actúan como glutatión 
peroxidasas (GPOX) protegiendo la integridad de la membrana al reducir los productos 
tóxicos de la peroxidación lipídica (Cummins et al. 2011, Rezaei et al. 2013). No sólo 
reducen los peróxidos lipídicos directamente, sino que también pueden actuar para 
eliminar la peroxidación lipídica de productos finales tales como alquenales, 4-
hidroxinonenal, ácido etacrínico (EA) y otros aldehídos α, β-insaturados (Dalton et al. 
2009). 

Sin embargo, la alta variabilidad de esta familia de enzimas, en cuanto a secuencia, 
estructura y función, dificulta su estudio, y es por ello que se requiere más investigación 
en este campo. 
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Figura 15. Árbol filogenético y clasificación de proteínas GST de cebada, arroz y Arabidopsis (Rezaei et al. 
2013). Se muestra la enorme diversidad de GST que existen en el reino vegetal. 

 

3. La reproducción sexual en las Angiospermas. 

La reproducción sexual es el proceso de generación de un nuevo organismo a partir de 
la combinación del material genético de dos organismos diferentes. Durante la meiosis 
propia de la reproducción sexual, se produce la recombinación del material genético de 
ambos progenitores, lo que le otorga una ventaja biológica frente a la reproducción 
axesual. 

La reproducción sexual en Angiospermas tiene lugar en las estructuras denominadas 
flores (figura 16), que presentan un órgano reproductor masculino (uno o varios 
estambres) y un órgano reproductor femenino (un pistilo formado por un carpelo (pistilo 
simple o monocarpelar) o varios carpelos fusionados (pistilo compuesto o 
pluricarpelar)). La reproducción sexual de estas plantas comprende dos eventos 
principales: 

1) La meiosis, en donde se forman los gametos haploides. 
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2)  La fertilización y la fusión de los gametos femenino y masculino, que darán 
como resultado la formación del zigoto diploide. 

La microsporogénesis (ontogenia del grano de polen) tiene lugar en el interior del lóculo 
de la antera, en la cual, mediante la meiosis de la célula madre del polen (CMP) 
(diploide), se generan cuatro microsporas (haploides) agrupadas en tétradas (Figura 17). 
Después de una larga interfase y tras la vacuolización del citoplasma (maduración), la 
microspora se libera de la tétrada con la ayuda de la enzima calasa y sufre una división 
mitótica asimétrica. Se producen entonces las células generativa y vegetativa que 
serándiferentes en cuanto al tamaño, el contenido genético y su función. La célula 
vegetativa tiene como función nutrir a la célula generativa, y será la encargada también 
de desencadenar la cascada metabólica que genera y elonga el tubo polínico 
(Higashiyama et al. 2001, McCormick et al. 2004). El grano de polen maduro puede 
estar constituido por 2 o 3 células (polen bicelular y tricelular, respectivamente), según 
la especie vegetal. En las especies con polen tricelular, como es el caso de Arabidopsis 
thaliana, la célula generativa se divide mediante mitosis en el interior de la célula 
vegetativa, originando los dos núcleos gaméticos o espermáticos. En las especies con 
polen bicelular, como es el caso del olivo, la división mitótica de la célula generativa 
tiene lugar en el citoplasma del tubo polínico, una vez iniciada la germinación del polen 
(Figura 17). Los núcleos espermáticos son los encargados de llevar a cabo la 
fertilización (Higashiyama et al. 2001, McCormick et al. 2004 ). 

El pistilo o gineceo es el órgano reproductor femenino de la flor y presenta una 
morfología muy variada según las especies. En general suele tener forma de botella, con 
un ensanchamiento en la base, de forma más o menos ovoide, que corresponde al 
ovario. El ovario se prolonga con una estructura tubular en forma de cuello de botella 
conocida como estilo, que termina en una región más o menos engrosada denominada 
estigma (Figura 16).  

El estigma es muy variable dependiendo de la especie. Consta de un tejido 
parenquimático basal interno, rodeado por un tejido secretor que suele terminar en unas 
extensiones a modo de papilas. Existen dos tipos básicos de estigmas, húmedo y seco. 
Los estigmas de tipo húmedo (por ejemplo Lilium) presentan papilas uni o 
multicelulares que secretan un exudado rico en proteínas, lípidos y polisacáridos 
(Heslop-Harrison y Shivanna 1977). Los estigmas de tipo seco, como el de 
Arabidopsisy el de olivo, no producen exudado   y están recubiertos por una cutícula 
cérea impermeable y una delgada película de naturaleza proteica (Hiscock y Allen 
2008). 

El estilo es una estructura tubular, de dimensiones variables según la especie, que 
conecta el estigma con el ovario. Consta de epidermis, parénquima (en el que se 
encuentran los vasos conductores) y una zona central que puede estar ocupada o no por 
el tejido transmisor (estílos sólidos y huecos, respectivamente) de naturaleza secretora. 
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El ovario es la parte inferior del pistilo con forma ovoide, en su interior existen una o 
varias cavidades (lóculos) donde se encuentran los óvulos.  

 

Figura 16. Reproducción sexual en Angiospermas. Estructura de la flor y el gineceo. 

 

La macroesporogénesis (desarrollo del saco embrionario) puede producirse en su 
totalidad al inicio de la polinización, siendo entonces receptivo al inicio de este proceso, 
o bien el saco embrionario puede completar su desarrollo durante dicho proceso. 

Durante la reproducción sexual en Angiospermas, el polen es trasportado desde la 
antera hasta el pistilo (superficie del estigma) en un proceso denominado polinización, 
que puede ser de dos tipos: anemófila (mediante aire) o entomófila (mediante insectos). 
Tras adherirse el grano de polen sobre la superficie del estigma receptivo comienza la 
fase progámica (Figura 18), durante la cual, el grano de polen se hidrata, activa su 
metabolismo y germina, emergiendo el tubo polínico a través de una de las aperturas de 
la pared del grano de polen (Feijó 2010). 

El tubo polínico va elongándose, por su región apical, a través de los tejidos del pistilo 
(estilo) hacia el ovario, con una excepcional tasa de crecimiento. A través del micropilo, 
el tubo polínico penetra en el saco embrionario donde libera los dos núcleos 
espermáticos, participando de esta manera en la doble fertilización, carasterística estas 
plantas. En esta doble fertilización uno de los núcleos espermáticos se fusiona con la 
ovocélula para dar lugar al embrión, mientras que el otro núcleo espermático se fusiona 
con los dos núcleos polares  dando lugar al endospermo triploide. Todos estos 
acontecimientos están controlados genéticamente de una forma muy específica 
(González et al. 1995, Sanzol y Herrero 2001, Sanzol et al 2003). 
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Figura 17. Microsporogénesis: Formación y desarrollo del grano de polen (esquema adaptado de McCormick 
2004). 

 

4. El GSH en la reprodución sexual de Angiospermas. 

Las ROS desempeñan importantes misiones en numerosos sucesos de la fisiología 
vegetal, entre los cuales, se incluyen por supuesto los procesos reproductivos. A 
diferencia de los tejidos somáticos donde las funciones de las ROS han sido 
ampliamente documentadas, en los tejidos reproductivos el conocimiento es aún 
limitado y es ahora cuando están empezando a ser caracterizadas. 

El proceso de fertilización requiere un intercambio continuo de señales físicas y 
químicas entre los participantes (el polen, el estigma, óvulos...) que ha de tener lugar en 
un marco de tiempo concreto, ya que de lo contrario, podría no completarse la 
fertilización dando como resultado la limitación o ausencia de semillas (González et al. 
1995, Sanzol y Herrero 2001, Sanzol et al 2003). Con el fin de lograr este objetivo, los 
tubos polínicos han desarrollado un metabolismo extremadamente activo, con altos 
requerimientos de energía lo que conlleva a la generación de grandes cantidades de 
ROS, como consecuencia inevitable del metabolismo aeróbico. Las ROS intervienen en 
la señalización celular implicada en los procesos reproductores de las plantas, tales 
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como la germinación y el crecimiento del tubo polínico o la interacción polen-estigma. 
Además, durante el desarrollo floral, tanto en la microsporogénesis como en la 
macrosporogénesis, se producen grandes cantidades de ROS, en algunos casos, debido a 
la muerte celular programada que ocurre de forma natural en la determinación sexual de 
flores, la degeneración del tapetum, la dehiscencia de las anteras… Por último, también 
se ha evidenciado la implicación de las ROS en la senescencia floral. La presencia de 
ROS en las células en crecimiento apical es necesaria para el funcionamiento celular, 
esto se ha comprobado tras observar que antioxidantes tales como el ascorbato y el GSH 
inhiben el crecimiento del tubo polínico en el tabaco (Speranza et al. 2012). 

 

 

 

Figura 18. Etapas de la fase progámica en Angiospermas. 

 

Durante el desarrollo y la maduración del fruto, los contenidos de GSH celulares 
disminuyen. Sin embargo, el potencial redox del pool de glutatión celular, permanece 
inalterado, manteniéndose unas condiciones reductoras en la célula tanto en frutos 
inmaduros, como maduros y postcosecha (Matamoros et al. 2010). Esto nos da una idea 
del papel tan importante que ejercen las especies antioxidantes, como el GSH, 
manteniendo la homeostasis redox celular en los tejidos reproductivos de plantas. 
Estudios anteriores ya establecieron que el estado redox de los tioles de bajo peso 
molecular como el GSH y los grupos tiol de distintas proteínas sufren cambios durante 
el desarrollo de la semilla y la germinación de la misma (Buchanan y Balmer 2005, 
Colville y Kranner 2010). Durante el secado, en el proceso de maduración de la semilla, 
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estos tioles se oxidan gradualmente a disulfuros (S-S), y tras la germinación, los 
disulfuros se reducen de nuevo a tioles. Como consecuencia, las semillas secas 
contienen considerablemente más disulfuros que los tejidos hidratados (Colville y 
Kranner 2010). También ha sido sugerida la implicación del GSH en la amortiguación 
de la latencia (Fontaine et al. 1995). Todos estos estudios establecen una relación entre 
el estado redox del GSH y la germinación de las semillas (Bahin et al. 2011).  

Existen también estudios que relacionan los niveles de GSH celulares con la floración 
(Owaga e Iwabuchi 2001). Durante el desarrollo floral, también se ha observado un 
incremento en el potencial redox (la ratio GSH/GSSG) en las células de los pétalos, que 
disminuye después durante la senescencia de éstos (Rogers 2012). Tanto el glutatión 
reducido como las tiorredoxinas reducidas son requeridos tanto para el desarrollo de 
raíces como el de flores (Schippers et al. 2016). Estudios realizados en mutantes de 
Arabidopsis deficientes en la síntesis de GSH revelan que, estas plantas mutantes son 
capaces de crecer de forma similar al fenotipo silvestre a lo largo del desarrollo 
vegetativo, sin embargo son incapaces de sostener un desarrollo floral normal 
(Bashandy et al. 2010, Schippers et al. 2016). 

En cuanto al polen, aunque ha sido poco estudiado, existen trabajos que manifiestan el 
papel del GSH frente a la acumulación de ROS durante el desarrollo de la antera (Wan 
et al. 2007). Zechmann et al. (2011a) demostraron, mediante experimentos realizados 
en mutantes deficientes en la síntesis de GSH así como experimentos depletorios de 
GSH en fenotipos silvestres, que el GSH es necesario para que se lleve a cabo la 
germinación y el crecimiento del tubo polínico. El GSH además se encuentra 
claramente presente y activo en el gametofito masculino, y su contenido en el polen 
depende claramente de su disponibilidad en la planta y en la antera, durante su 
desarrollo (Zechmann et al. 2011a, 2011b). Ciertos mutantes de Arabidopsis, 
deficientes en GSH y TRX, se caracterizan por su esterilidad polínica, lo cual demuestra 
que se requiere de la presencia de estos tioles en el desarrollo del polen (Marty et al. 
2009, Schippers et al. 2016). Estudios recientes mostraron que se necesitan 
unascondiciones reducidas para la formación de las células germinales (Marty et al. 
2009, Kelliher y Walbot 2012, Schippers et al. 2016).  

 

5. El olivo como especie de estudio. 

El olivo (Olea europaea) es una especie de gran interés agronómico en España, que es 
el primer país productor de aceite de oliva y aceituna de mesa del mundo. Es la segunda 
especie arbórea, en términos de producción, cultivada en España después de los cítricos. 
Concretamente en Andalucía, la superficie dedicada al olivar supera el 30% del total de 
producción europea y más del 75% de la producción nacional, siendo la principal 
comunidad productora de aceite de oliva y aceitunas de mesa. Jaén y Córdoba son las 
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principales comarcas olivareras, concentrando más del 60% de la superficie olivarera de 
Andalucía.  

Existen referencias históricas que señalan al olivo como una de las plantas cultivadas 
más antiguas (hacia los años 4000-3000 a.C.) y cuyo origen se localiza en Persia, Egipto 
(en el valle del Nilo) y Jordania (en el valle del Jordán); aunque existen datos que 
contrastan con dicho origen y lo sitúan en la antigua Mesopotamia, e incluso en 
Italia,donde se han descubierto restos fósiles de más de un millón de años de antigüedad 
(Kapellakis et al. 2007).  

Aunque los  principales países productores son mediterráneos, también se han 
empezado a cultivar olivares en zonas de Asia Central, en Australia y en California 
entre otros (Barranco et al. 2017).  

El olivo pertenece a la familia de las Oleáceas, que incluye 29 géneros y 35 especies, y 
es la única especie que posee un fruto comestible dentro de la familia. En España 
existen 272 variedades de olivo, que se clasifican en varias categorías en función de su 
importancia y de la extensión de cultivo que ocupan. Las categorías “principal” (que 
cuenta con 24 variedades) y “secundaria” (que agrupa a 50 variedades), forman la 
categoría de “variedad difundida”. Las 174 variedades restantes se incluyen en la 
categoría “local” (Rallo et al. 2005). Picual, con 857.746 ha (58,2% del olivar), 
representa la variedad más cultivada en Andalucía; seguida de Hojiblanca con 237.199 
ha (18,2%) y Manzanilla de Sevilla con 73.766 ha (5%). 

 

 

Figura 19. Ciclo reproductivo bienal del olivo (Rallo y Cuevas 2001). 
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Es un árbol polimórfico de crecimiento lento, con una fase juvenil y una fase adulta. 
Alcanza su madurez reproductiva en la fase adulta, a los 5-8 años, y un pleno desarrollo 
a los 20 años. Presenta un ciclo bienal de fructificación, en el quese solapan el 
crecimiento vegetativo y reproductor (Figura 19). El crecimiento vegetativo se produce 
en primavera, donde aparecen los brotes terminales y axilares que originarán las ramas 
leñosas del año siguiente, y en menor medida en otoño.  

El crecimiento reproductor se completa en dos años consecutivos. El primer año se 
producen las yemas y la inducción floral de las mismas. Tras una etapa de latencia, en el 
segundo año se completa la floración, fecundación y desarrollo de los frutos (Rallo y 
Cuevas 2001). La floración y la reproducción transcurren en un periodo de tiempo de 
entre 5 y 6 semanas, según las condiciones climatológicas (Rodríguez-García et al. 
2012). El periodo más largo es el que corresponde al desarrollo floral, el cual dura 
aproximadamente un mes, y que culmina con la formación de los órganos 
reproductores. El inicio del desarrollo de las anteras es anterior al desarrollo del pistilo, 
el cual comienza una vez completada la meiosis de las CMP. La polinización se inicia 
tras la antesis o apertura de la flor, y dura entre 5 y 7 días. Tras la fecundación se 
produce la caída de los pétalos, degeneración del estigma y el estilo, y el engrosamiento 
del ovario. 

 

 

Figura 20. Cronograma del ciclo reproductivo del olivo (Rodríguez-García et al. 2012). 

 

La mayoría de las investigaciones sobre ROS y GSH en biología reproductiva, se han 
llevado a cabo en especies modelo como Lilium y Arabidopsis, por lo que se 
necesitarían más estudios para determinar si la presencia de estas moléculas en el 
desarrollo de los tejidos reproductivos es una característica general de todas las 
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Angiospermas. El olivo es una especie adecuada para los estudios propuestos, ya que es 
una dicotiledónea en contraste con las especies modelo en las que se han llevado a cabo 
la mayoría de los estudios hasta la fecha. Además, el polen de olivo muestra una serie 
de características diferenciales cuando se compara con otros pólenes, como la ausencia 
de grandes cantidades de almidón, que se sustituyen en el polen de olivo por proteínas y 
lípidos. Por lo tanto, es predecible la existencia de un metabolismo basal diferente en 
comparación con el de otros pólenes respecto a la activación y la hidratación del polen y 
el crecimiento del tubo polínico. Además, nuestro grupo de investigación ya ha 
evidenciado la presencia de ROS durante el desarrollo floral del olivo (Traverso et al. 
2013, Potocký et al. 2012, Zafra et al. 2010, 2016, Jiménez-Quesada et al. 2016, 2017) 
que facilitará el buen fin de este proyecto. 
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Los estudios sobre la reproducción sexual son claves desde un punto de vista 
agronómico para las especies con fruto cultivadas. El olivo es un cultivo de gran 
impacto económico debido a la importancia de su fruto para la obtención de aceite de 
oliva o aceituna de mesa. Es por ello que el estudio de los procesos que garantizan el 
éxito de la fertilización es de gran interés. 

La información actual que tenemos del metabolismo del oxígeno y de las ROS, así 
como de la señalización redox en los sistemas reproductivos vegetales es aún 
fragmentaria, a pesar de la gran importancia de estos procesos fisiológicos que 
conducen a la formación de semillas y frutos, y generan la variación genética necesaria 
para la evolución.  

El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral es en el papel fisiológico del 
glutatión y de las enzimas de su metabolismo en las diferentes etapas del proceso 
reproductivo en esta planta.La finalidad última de la propuesta es la generación de 
modelos funcionalesque determinen las relaciones básicas entre los diferentes agentes 
implicados en el metabolismo y la señalización mediada por glutatión durante la 
microsporogénesis, la emergencia, el crecimiento y la orientación del tubo polínico, la 
receptividad estigmática y la interacción polen-pistilo. 

En este contexto, los objetivos específicos de este trabajo de tesis doctoral son los 
siguientes: 

1. Determinar los componentes principales de la red génica que controla el 
metabolismo del glutatión en los tejidos reproductivos del olivo, centrándose 
especialmente en los que puedan diferir de su contraparte somática. 

2. Obtener y caracterizar secuencias completas de los genes que muestran potencial 
interés en biología de la reproducción, el análisis de su variabilidad molecular y 
la presencia de isoformas. 

3. Determinar la localización y la concentración de glutatión (así como las 
variaciones de potencial redox) durante el desarrollo del polen, la germinación 
del tubo polínico y la interacción polen-estigma en los diferentes tejidos 
reproductivos. Optimizar los métodos bioquímicos para el análisis de glutatión y 
de las actividades de las enzimas de su metabolismo correspondientespara 
análisis adicionales. 

4. Determinar con precisión los tejidos y el tiempo en los que se produce la 
expresión génica y proteínica de los genes candidatos durante el desarrollo de la 
antera y del gineceo, en la interacción polen-pistilo, en la emergencia del tubo 
polínico, en su formación y crecimiento. 

5. Complementar el estudio mediante análisis con organismos modelo para obtener 
una comparativa de los resultados en olivo.  
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6. Generar modelos de participación de los diferentes elementos claves en el 
control del metabolismo del glutatión y las interacciones en los diferentes 
escenarios reproductivos, en particular los que se describen en el objetivo 4. 
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1. Material vegetal. 

1.1. Polen maduro de olivo. 

El polen maduro de olivo (Olea europaea L.) se recolectó a partir de anteras dehiscentes 
mediante la técnica del embolsado de las inflorescencias (Figura 21.A) en el caso de 
plantaciones plurivarietales o mediante aspiración directa de las inflorescencias tras la 
dehiscencia de las anteras (Figura 21.B) en el caso de plantaciones monovarietales. Las 
muestras se tomaron durante el mes de Mayo del periodo comprendido entre 2013 y 
2016 a partir de árboles de las variedades 'Picual', 'Arbequina', y otras… pertenecientes 
a la colección de germoplasma de olivo del Centro de Investigación y Formación 
Agraria (CIFA) “Venta del Llano” (Mengíbar, Jaén, España). 

En el método del embolsado de las inflorescencias tras la antesis, se retiraron las bolsas 
de papel y el polen depositado en las mismas fue aspirado. Las muestras de polen se 
filtraron a través de un tamiz de nylon de 50 m de poro con objeto de eliminar los 
restos florales y otras impurezas. 
Para el método por aspiración directa se utilizó una aspiradora industrial (Stihl), a la 
cual se acopló un tubo flexible de 12 cm de diámetro y 3 m de longitud con un 
dispositivo de filtrado selectivo en su extremo libre, compuesto por 3 mallas de nylon 

Saatilene® Hitech® (SAATI) con poros de 150, 50 y 20 m, respectivamente. 

 

Figura 21.Métodos de recolección del polen de olivo. A. Recolección mediante embolsado de las inflorescencias. 
B. Recolección mediante aspiración selectiva de las inflorescencias. 

 
1.2. Anteras de olivo. 

La recolección de anteras de olivo se realizó a partir de flores frescas de la variedad 
'Picual' en distintos estadios de desarrollo, de olivos cultivados en Güejar Sierra 
(Granada, España) y la Estación Experimental del Zaidín (EEZ-CSIC, Granada, 
España). Las anteras fueron diseccionadas bajo una lupa binocular usando un escalpelo 
y unas pinzas de punta fina. Tras la disección, la antera es aplastada en orceína para 
definir el estadio concreto en el que se encuentran las flores.  



MATERIALES Y MÉTODOS 

54 

 

Para los estudios bioquímicos, el material vegetal recolectado se utilizó 
inmediantamente, tal y como se describe a continuación en los métodos de laboratorio, 
o bien se congeló en N2 líquido y se almacenó a -80 ºC hasta su posterior uso, con 
objeto de disponer de este material durante todo el año. 

Para los estudios de microscopía, el material fue procesado fresco, tal y como se 
describe en el apartado 2.16 (Preparación de muestras para inmunocitoquímica). 

 

1.3. Material vegetal de Arabidopsis thaliana y condiciones de crecimiento. 

Se usó la accesión de Arabidopsis Columbia-0 (Col-0) de tipo silvestre como planta de 
control. Las semillas roGFP2 que utilizamos en estos estudios se obtuvieron 
originalmente de Andreas Meyer (Universidad de Bonn, Alemania), quien previamente 
clonó la línea roGFP2 en el vector binario pBinAR. Los mutantes cad2-1 que expresan 
el ecotipo Columbia (Col-0) de roGFP2 (cad2-1/roGFP2; generación F2) fueron 
proporcionados por Till K. Pellny (Rothamsted Research, Reino Unido). La línea 
roGFP se cruzó con el mutante cad2-1 para obtener la línea cad2-1 / roGFP en el 
laboratorio de Christine H. Foyer (Universidad de Leeds, Reino Unido). Las semillas de 
los mutantes pad2 y clt también fueron cedidas por el laboratorio de Christine H. Foyer. 

Las semillas de A. thaliana fueron esterilizadas superficialmente como fue descrito 
anteriormente por Meyer y Fricker (2000) y luego se lavaron dos veces con agua estéril. 
Tras la estratificación (durante 2 días en oscuridad a 4 °C) las semillas de Arabidopsis 
se sembraron en placas con medio MS (2,2 g de medio base, 0,1 g de mioinositol, 0,5 g 
MES y 10 g de sacarosa en 1 l de agua destilada, pH 5.7. Tras ajustar el pH se añadieron 
10 g de agar) y se cultivaron en cámaras de germinación (a 20 ºC, día largo y una 
humedad relativa del 60 %) durante 7 días. Posteriormente se seleccionaron unas 30 
semillas germinadas de cada genotipo y se transplantaron a suelo fértil en cámaras de 
crecimiento, con un fotoperíodo día/noche de 8/16 h, un intervalo de temperatura de 22 
°C durante el día y de 18 °C durante la noche, y una humedad relativa del 60 %. Se 
suministró agua a las plantas de forma regular según fue necesario, manteniendo 
aproximadamente el 100 % de humedad relativa en el suelo. La intensidad de la luz fue 
de 120-150 μmol m-2 s- 1. Seis semanas después de la siembra, se recolectaron muestras 
en diferentes etapas de desarrollo de la flor (Alvarez-Buylla et al. 2010), desde un botón 
floral más joven y aún verde (etapas de floración 6-12) hasta estadios más avanzados de 
floración en las que la flor ya está abierta (etapa de floración 14), pasando por etapas 
intermedias en las que los pétalos comenzaron a aparecer entre los sépalos (etapa de 
floración 13).  
La recolección de las muestras se realizó en las cámaras de crecimiento. Para los 
estudios bioquímicos, el material vegetal recolectado se utilizó inmediantamente, tal y 
como se describe a continuación en los métodos de laboratorio, o bien se congeló en N2 
líquido y se almacenó a -80 ºC hasta su posterior uso, con objeto de disponer de este 
material durante más tiempo. 

Para los estudios de microscopía, el material fue procesado fresco, tal y como se 
describe en el apartado 2.16 (Preparación de muestras para inmunocitoquímica). 
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2. Métodos de laboratorio. 

2.1. Germinación in vitro del polen y medidas de germinabilidad. 

2.1.1. Germinación in vitro del polen. 

A.  Polen de olivo: 

La germinación in vitro del polen de olivo (cv. 'Picual') se llevó a cabo mediante el 
método descrito por M´rani-Alaoui (2000), el cual se describe a continuación:  

1. Preparar el medio de germinación [ácido bórico y nitrato potásico al 0,01 % (p/v), 
sulfato magnésico al 0,02 % (p/v), nitrato cálcico al 0,03 % (p/v), sacarosa al 10 % 
(p/v) y PEG 8000 al 5 % (v/v)]. Ajustar el pH a 5,5-6,5 con HCl 1 M y NaOH 0,1 
M. 

2. Pesar 0,3 g de polen de olivo y extenderlo en una placa de Petri. 
3. Colocar la placa Petri sobre papel de filtro humedecido con H2O en un recipiente 

cerrado para crear un ambiente saturado de humedad. 
4. Prehidratar el polen mediante incubación en el recipiente con saturación de 

humedad a 30 ºC y en oscuridad durante 1 h.  
5. Transferir el polen al medio de germinación (20 ml) y homogenizar con una 

espátula evitando la formación de grumos. 
6. Incubar el polen en agitación suave, a temperatura ambiente y oscuridad, durante 1 

h, 3 h, 6 h, 9 h y 12 h. Se considera que el polen ha germinado cuando la longitud 
del tubo polínico es al menos el doble del diámetro del grano (Pinney y Polito 
1990).  

7. Confirmar que el polen ha germinado observando una muestra al microscopio 
óptico. 

8. Separar el polen germinado del medio de cultivo mediante filtración a través de un 
tamiz de nylon de 5 m de poro. 

 
B. Polen de Arabidopsis: 

 
Aproximadamente 25-30 flores recién abiertas (día 0 según Boavida y McCormick 
2007) de 30 plantas diferentes de Arabidopsis (WT y mutantes que expresan roGFP2, 
roGFP2 y cad2-1/roGFP2) se incubaron en un tubo eppendorf con 1 ml de medio de 
germinación según Fan et al. 2001 y Li 2011 [MES 5 mM (pH 5,8), KCl 1 mM, CaCl2 
10 mM, MgSO4 0,8 mM, ácido bórico 1,5 mM, sacarosa al 5 % (p/v) y PEG4000 al 15 
% (p/v)] a 28 °C durante 1-3 h en la oscuridad. Se confirmó que el polen había 
germinado observando una muestra a microscopio óptico y se tomaron imágenes a 1, 2 
y 3 h de germinación para calcular la germinabilidad. 

 
2.1.2. Medida de la germinabilidad del polen y de la longitud del tubo polínico. 

El porcentaje de germinación del polen se midió directamente contando los granos 
germinados en los diferentes tiempos de germinación (1 h, 3 h, 6 h, 9 h y 12 h en el caso 
del olivo, 1 h, 2 h y 3 h en el caso de Arabidopsis) en relación con el número total de 
granos de polen, según la ecuación: 

% germinación = (número de granos germinados x 100) / número total de granos 
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La longitud del tubo polínico se calculó utilizando la herramienta “Straight” del 
software ImageJ. 

Para realizar el análisis estadístico correspondiente, se seleccionaron al azar varias 
zonas de la muestra en el portaobjetos, y se contaron un total de 500 granos de polen. 
Las observaciones se llevaron a cabo en un microscopio invertido Nikon Eclipse 
TE2000-U. La cuantificación se realizó en al menos 9 muestras diferentes y se calculó 
el promedio y la desviación estándar para que el resultado fuera estadísticamente 
significativo. 

 

2.2. Selección e identificación de transcritos de-ECS, GS, GR, GPX y GST en el 
transcriptoma reproductivo del olivo (polen y pistilo). 

 

 

Figura 22.Diagrama de flujo de trabajo para la obtención e identificación de las secuencias de los genes -ECS, 
GS, GR, GPX y GST del polen de olivo, y su posterior análisis in silico. 

 

Las secuencias de los genes -ECS, GS, GR, GPX y GST se obtuvieron mediante la 
estrategia explicada en el diagrama de flujo de la figura 22. Se optó por una estrategia 
mixta de clonación e identificación de secuencias, ya que el transcriptoma reproductivo 
de olivo estaba en proceso de transición cuando comenzó a desarrollarse esta tesis 
doctoral. Una primera selección de los transcritos se realizó a partir de referencias 
bibliográficas y de bases de datos (OliveEST, EST, TOBEST, OLEAGEN y un 
borrador previo de ReprOlive). A continuación, los transcritos se enfrentaron por 
BLAST a la base de datos ReprOlive y además se realizaron búsquedas por definición 
utilizando los términos, códigos y nombres de estos genes en las bases de datos GO, 
EC, KEGG e InterPro del transcriptoma generado de novo (Carmona et al. 2015, 
http://reprolive.eez.csic.es/olivodb/). Los transcritos finalmente seleccionados se 
enfrentaron por BLASTing a la reciente base de datos de anotaciones genómicas de 
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Olivo (Cruz et al. 2016, http://denovo.cnag.cat/genomes/olive/). También se realizaron 
búsquedas en BLAST utilizando secuencias homólogas de otras especies de plantas 
(ortólogos) disponibles en bases de datos públicas y recursos bibliográficos bien 
establecidos como TAIR y GenBank. 

 

2.3. Extracción de ARN y síntesis de ADNc. 

El ARN total se extrajo a partir de material vegetal fresco (anteras de olivo en distintos 
estadios de desarrollo, polen maduro y polen germinado a 1, 3, 6 y 9 h de germinación), 
utilizando el kit comercial RNeasy® Plant Mini Kit (Quiagen), siguiendo el protocolo 
que detalla el fabricante. El ARN resultante fue tratado con DNasa I mediante un 
protocolo estándar con objeto de eliminar el ADN genómico contaminante.  

La síntesis de ADNc se llevó a cabo con una transcriptasa inversa M-MLV (Fermentas), 
según el protocolo que se adjunta con dicha enzima. Las incubaciones se realizaron en 
un termociclador Eppendorf™ Mastercycler™ Pro-S Vapo-Protect. 

La cantidad y la pureza del ARN total y del ADNc se estimaron midiendo la 
absorbancia a 260 nm y 280 nm en un espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo 
Scientific). 

 

 

Tabla 3. Cebadores para la amplificación de los genes de interés del metabolismo del GSH. Se utilizó la actina como 
gen de referencia. 
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2.4. Amplificación del ADNc mediante PCR y secuenciación de los productos génicos 
obtenidos. 

2.4.1. Amplificación por PCR semicuantitativa. 

Se utilizaron los alineamientos de las secuencias (parciales y completas) recuperadas del 

transcriptoma del polen de olivo correspondientes a homólogos de -ECS, GS, GR, 
GPX y GST para diseñar cebadores específicos (tabla 3), con el fin de amplificar las 
secuencias de ADNc de polen. Para el diseño de los cebadores se utilizaron los 
programas SeaView (Galtier et al. 1996, Gouy et al. 2010) y Primer3Plus 
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). 

La amplificación de los genes se llevó a cabo como se explica a continuación: 

1. Preparar la siguiente mezcla de reacción: 

 

Tabla 4. Mezcla de reacción para la amplificación de los genes de interés. 

2. Incubar a 94 ºC durante 2 minutos en un temociclador Eppendorf™ Mastercycler™ 
Pro-S Vapo-Protect. 

3. Aplicar el programa de amplificación siguiente durante 35 ciclos: 
- Desnaturalización a 94 ºC durante 20 segundos. 
- Hibridación a 55 ºC durante 30 segundos. 
- Elongación a 72 ºC durante 1 minuto. 

4. Incubar las muestras a 72 ºC durante 10 minutos y mantener a 4 ºC.  
Nota: las temperaturas y los tiempos hibridación para cada pareja de cebadores fueron optimizados y 
determinados empíricamente. 

 
2.4.2. Electroforesis de ADN y tinción. 

Los productos resultantes de las amplificaciones se corrieron electroforéticamente en un 
gel de agarosa siguendo el protocolo descrito a continuación: 
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1. Preparar el gel de electroforesis con agarosa al 1,5 % (p/v) en tampón TAE 1x 
(Diluir 100 ml de tampón TAE 10x [48.4 g de Tris-base (Trizma® base, Sigma-
Aldrich), 11.4 mL de ácido acético glacial (17.4 M), 3.7 g de EDTA] en 900 ml de 
H2O destilada). 

2. Llenar la cubeta de electroforesis con tampón de electroforesis hasta quese cubra el 
gel. 

3. Mezclar las muestras (productos de la amplificación por PCR) con tampón de carga 
6x [azul de bromofenol al 0,25 % (p/v), xileno cianol al 0,25 % (p/v), ficoll 400 al 1 
% (p/v) y glicerol al 60 % (v/v)], y cargar en el gel. En la primera calle del gel se 
carga el marcador molecular (100pb DNA Ladder, Promega) para determinar el 
tamaño de los fragmentos amplificados mediante coelectroforesis. 

4. Separar los productos mediante electroforesis a 100V durante 20-30 minutos. 
5. Tras la electroforesis, teñir el gel con un compuesto intercalante como GelRed 

(Biotium) o Bromuro de Etidio, durante 10-15 minutos. Posteriormente revelar el 
gel en un escáner. 

Los niveles de expresión de las distintas enzimas a lo largo del desarrollo del polen se 
determinaron mediante la herramienta “análisis volumétrico” del programa Quantity 
One v4.6.2 (Bio-Rad).  
 

2.4.3. Secuenciación de los fragmentos amplificados. 

A continuación, los fragmentos de  -ECS, GS, GR1, GR2, GPX y GST de polen de 
olivo, amplificados mediante PCR semicuantitativa se secuenciaron mediante 
secuenciación Sanger en las instalaciones del Servicio de Secuenciación de ADN del 
instituto EEZ-CSIC de Granada, utilizando un equipo ABI PRISM 3130xl Genetic 
Analyzer (Life Technologies/Applied Biosystems). 

 
2.5. Amplificación de los extremos 3´y 5´mediante RACE. 

A partir de las secuencias obtenidas del paso anterior se diseñaron oligos específicos 

(Tabla 5) para la amplificación de los extremos 5´y 3´de los genes -ECS, GS, GR1, 
GR2, GPX y GST, que se realizó mediante RACE 3' y 5' usando un kit comercial 
(“SmartTM Race cDNA Amplification Kit”, Clontech), siguiendo las especificaciones 
del fabricante.  

La amplificación se realizó en un termociclador Eppendorf™ Mastercycler™ Pro-S 
Vapo-Protect aplicando el siguiente programa: 

1. 5 ciclos: desnaturalización (94 ºC, 30 segundos) + hibridación (72 ºC, 3 minutos). 

2. 5 ciclos: desnaturalización (94 ºC, 30 segundos) + hibridación (70 ºC, 30 segundos) 
+ Elongación (72 ºC, 3 minutos). 

3. 27 ciclos: desnaturalización (94 ºC, 30 segundos) + hibridación (68 ºC, 30 
segundos) + Elongación (72 ºC, 3 minutos). 
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Tabla 5. Cebadores para la amplificación de los extremos 3´y 5´ de los genes de interés. 

Los productos de la amplificación fueron secuenciados (secuenciación de Sanger) en las 
instalaciones del Servicio de Secuenciación de ADN de la EEZ (apartado 3.2.4.C). 

 

2.6. Clonación y secuenciación de los genes-ECS, GS, GR1, GR2, GPX y GST de polen 
de olivo. 

2.6.1. Clonación. 

A.  Ligación: 
Los distintos productos de PCR fueron ligados en el vector comercial pGEM®-T Easy 
(Promega) con el fin de clonar los genes, siguiendo las instrucciones del fabricante. 

B. Transformación: 

Reactivos: 

 Células competentes (Escherichia coli JM109). 

 Medio LB + Ampicilina (100 g/ml) + Xgal. 
 
Procedimiento: 

1. Tras la ligación, se añaden 150-200 l de células competentes a la mezcla de 

ligación (5 l). Mezclar suavemente con la mano y poner en hielo durante 30 
minutos. 
Nota: agitar suavemente con la uña cada 10 minutos aproximadamente. 
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2. Realizar un choque térmico en un baño a 42 ºC, durante 1 minuto y 15 segundos 
(Green y Sambrook 2014). 

3. Poner en hielo durante 5 minutos. 

4. Añadir a los tubos el volumen suficiente de medio LB + Ampicilina (100 g/ml) 
+ Xgal para llegar a un volumen final de 1 ml. 

5. Mantener los tubos a 37 ºC durante 45 minutos. 
6. Centrifugar suavemente (3.000 rpm, durante 3 minutos, a temperatura ambiente). 
7. Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en menos volumen. 
8. Sembrar las células transformadas en placas con medio de cultivo LB + 

Ampicilina (100 g/ml) + Xgal. 
9. Incubar las placas a 37 ºC toda la noche. 

Nota: El vector pGEMT proporciona a las células resistencia a ampicilina, por lo que sólo crecerán aquellas 
que hayan incluido al plásmido con nuestro inserto. Sin embargo también habrá células que hayan incluido 
solamente el plásmido cerrado (sin nuestro inserto), así que para distinguir unas de otras se añade al medio 
X-gal. La colonia de bacterias se tornará azul si sólo contiene plásmidos cerrados (sin el inserto) o de color 
blanco si contiene nuestro producto de ligación. 

 

C. PCR sobre colonias: 

Tras la trasformación se picaron 5 colonias transformadas (colonias blancas) y las 
sembramos simultáneamente (y de forma individualizada) en 3 ml de medio LB con 
ampicilina (para hacer réplicas de las colonias transformadas) y en un tubo de PCR.  
Las condiciones de PCR fueron:  

1. una etapa de desnaturalización inicial a 94 ºC durante 1 minuto. 
2. 37 ciclos de desnaturalización/amplificación que consistieron en: 
94 ºC durante 30 segundos, 52 ºC durante 45 segundos y 72 ºC durante 1 minuto. 
3. Etapa de enfriamiento a 72 ºC durante 10 minutos.  

 

2.6.2. Separación y purificación delos fragmentos amplificados. 

Los fragmentos resultantes de las distintas amplificaciones por PCR se analizaron 
mediante electroforesis en geles de agarosa. La purificación de las bandas de ADN a 
partir de los geles se llevó a cabo utilizando el kit comercial “MBL-Agarosa 
QuickClean” (Dominion-MBL), tal y como se describe en las especificaciones del 
fabricante. 

 
2.6.3. Purificación del ADN plasmídico. 

El aislamiento del ADN plasmídico se llevó a cabo a través del kit comercial “Real 
Miniprep Turbo” (Real Biotech Co.) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
reacción de restricción fue llevada a cabo con una enzima de restricción EcoRI 
(Fermentas). 
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2.6.4. Secuenciación del ADN. 

Los fragmentos de  -ECS, GS, GR1, GR2, GPX y GST de polen de olivo, amplificados 
mediante PCR, fueron secuenciados mediante secuenciación de Sanger en las 
instalaciones del Servicio de Secuenciación de ADN del instituto EEZ-CSIC de 
Granada, utilizando un equipo ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer (Life 

Technologies/Applied Biosystems). En las secuenciaciones, se utilizaron entre 0,4-1 g 

de ADN plasmídico y 6,4 mol de los oligos SP6 (5´-TATTTAGGTGACACTATAG-
3´) y T7 (5´-TAATACGAGTCACTATAGGG-3´). De aquí pudimos obtener las 

secuencias completas de -ECS, GS, GR1, GR2, GPX y GST de polen de olivo. 

 

2.7. Análisis in silico de las secuencias. 

Para la obtención de las secuencias de los genes -ECS, GS, GR1, GR2, GPX y GST se 
llevó a cabo una estrategia mixta (Figura 22) de clonado de las secuencias y 
recuperación de las mismas a partir del transcriptoma de olivo (Carmona et al. 2015) y 
de otras bases de datos (apartado 3.2.2). La identidad de estas secuencias se confirmó 
mediante el análisis por homología de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) contra la base de datos de GenBank. Por 
otro lado, los imputs obtenidos del transcriptoma, y previamente seleccionados, fueron 
confrontados individualmente por BLASTing contra la base de datos genómica de Olea 
europea L.(Cruz et al. 2016).  

Las secuencias de nucleótidos se alinearon con secuencias homólogas de otras plantas, 
utilizando la herramienta de alineación múltiple CLUSTAL OMEGA (McWilliamet al. 
2013) con parámetros predeterminados, y se visualizó el alineamiento mediante el 
software SeaView (Gouy et al. 2010).Se construyeron árboles filogenéticos a partir de 
las secuencias nucleotídicas con la ayuda del software SeaView (Gouy et al. 2010)  
utilizando el método de máxima verosimilitud (PhyML) e implementando el modelo de 
sustitución de nucleótidos más probable (ej. GTR) previamente calculado por 
JmodelTest2 (Darriba et al. 2012). El soporte de las ramas  se estimó mediante un 
bootstrap con 100 repeticiones. 

A partir de las secuencias nucleotídicas y con la ayuda de la herramienta Translate de 
Expasy (ExPASy – SIB Bioinfomatics Resource Portal, Translate tool, 
http://web.expasy.org.translate/)se obtuvieron las secuencias aminoacídicas, a partir de 
las cuales se elaboraron también árboles filogenéticos, usando el software SeaView 
(Gouy et al. 2010) mediante el método de máxima verosimilitud (PhyML) e 
implementando el modelo de sustitución aminoacídico más probable (ej. LG+G) 
previamente calculado por el software de predicción ProtTest 
(http://darwin.uvigo.es/software/prottest2_server.html). Tanto los árboles de las 
secuencias nucleotídicas como los árboles de las secuencias aminoacídicas fueron 
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enraizados con una secuencia de Mus musculus, homóloga lejana a cada uno de los 
genes de interés. 

Para la predicción de la localización celular de las distintas proteínas (-ECS, GS, GR1, 
GR2, GPX y GST), se utilizó el software Plant-mPloc (Chou y Shen 2010). Para la 
predicción de distintos parámetros bioquímicos, como la masa molecular teórica y el 
punto isoeléctrico, se utilizó la herramienta de Expasy Protparam 
(https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam). Los softwares PhosPhAt 
(Heazlewoodet al. 2008) y PlantPhos (Lee et al. 2011) se utilizaron para predecir la 
fosforilación de la serina, la treonina y la tirosina. El software GPS-SNO 1.0 se utilizó 
para la predicción de los sitios de S-nitrosilación (Xue et al. 2010). La herramienta 
TermiNator se utilizó para predecir la escisión de metionina N-terminal, acetilación, 
miristoilación o palmitoilación (Martinez et al. 2008). 
 
La predicción de la estructura secundaria de nuestras secuencias aminoacídicas se 
modeló utilizando el servidor Phyre2 basado en el reconocimiento de pliegues (Kelley y 
Sternberg 2009). El modelado 3D fue llevado a cabo por PyMol 
(https://www.pymol.org/). Estas aplicaciones usan la base de datos de proteínas PDB 
para encontrar la matriz más cercana a nuestra secuencia aminoacídica. 

 

2.8. PCR cuantitativa en tiempo real. 
 

2.8.1. qPCR durante la ontogenia y la germinación in vitro del polen de olivo. 

Para el diseño de los cebadores se utilizó el programa Primer3Plus 
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Como gen de 
referencia se utilizó la ubiquitina. Los cebadores utilizados se enumeran en la tabla 6. 

Se realizó RT-PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) en cDNA a partir del ARN 
de las muestras recolectadas (anteras en desarrollo, polen maduro y polen a diferentes 
tiempos de germinación de olivo). Para ello se utilizó el kit comercial FastStart 
Essential DNA Green Master (SYBR) (Roche), según las especificaciones del 
fabricante, en un sistema de qPCR en tiempo real LightCycler® 480 System (Roche). 

Las curvas de melting fueron calibradas para cada pareja de primers y finalmente las 
condiciones de reacción fueron las siguientes: 
 

1. una etapa de desnaturalización inicial a 95 ºC durante 10 minutos. 
2. 45 ciclos de desnaturalización/amplificación que consistieron en: 95 ºC durante 10 

segundos, 57 ºC durante 10 segundos y 72 ºC durante 20 segundos. 
3. Una etapa de enfriamiento a 72 ºC durante 10 minutos.  
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Se realizó un análisis de las curvas de melting para detectar posibles artefactos como los 
dímeros de los cebadores.  

 

Tabla 6. Cebadores utilizados para el análisis qPCR en polen de olivo (ontogenia y germinación). Se utilizó la 
ubiquitina como gen de referencia 

 
2.8.2. qPCR durante el desarrollo floral de Arabidopsis. 

Los cebadores se diseñaron utilizando el visor de secuencias de TAIR 
(http://arabidopsis.org). Para diseñar cebadores basados en la secuencia de genes diana, 
se utilizó el software primer3 (http://primer3.ut.ee). Como gen de referencia se utilizó la 
ubiquitina (UBQ7) de Arabidopsis. Las secuencias de los cebadores de los genes diana, 
así como de los genes de referencia (housekeeping), se enumeran en la Tabla 7.  
Se realizó RT-PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) en cDNA a partir del ARN 
de las muestras recolectadas (flores de Arabidopsis en distintos estadios de desarrollo). 
Para ello se utilizó el kit comercial QuantiFast® SYBR® Green PCR (Quiagen), según 
las especificaciones del fabricante, en un sistema de qPCR en tiempo real C100TM 
Cycler (BIO-RAD). 

Las curvas de melting fueron calibradas para cada pareja de primers y finalmente las 
condiciones de reacción fueron las siguientes: 
 

1. una etapa de desnaturalización inicial a 95 ºC durante 5 minutos. 
2. 40 ciclos de desnaturalización/amplificación que consistieron en: 95 ºC durante 10 

segundos, 59-62 ºC (según la pareja de primers) durante 30 segundos y  
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3. Una etapa de enfriamiento que consistió en un incremento de temperatura desde 
55 ºC a 95 ºC (por incremento de 0,5 ºC) durante 5 segundos.  

 
Se realizó un análisis de las curvas de melting para detectar posibles artefactos como los 
dímeros de los cebadores. 

 

Tabla 7. Cebadores utilizados para el análisis qPCR en flores en desarrollo de Arabidopsis. Se utilizó la ubiquitina 7 
como gen de referencia. 

 
2.8.3. Cálculo de la expresión génica a partir de los datos de qPCR. 

Se realizó una cuantificación relativa de la expresión de los distintos genes en las 
muestras mediante el “método de comparativa de CT”. Este método compara el valor de 
Ct de un gen objetivo con otro gen de referencia (mediante la fórmula: 2ΔΔCT), en una 
única muestra. Este modelo no necesita curva de calibración. 

Como controles se utilizaron polen maduro (para el caso de muestras de olivo) y el 
fenotipo WT (para el caso de muestras de Arabidopsis). 

 

2.9. Análisis bioquímico mediante LC-MS del contenido de glutatión y cálculo del 
potencial redox dependiente del tampón de glutatión celular. 

La cuantificación del contenido de GSH y GSSG presentes a lo largo del desarrollo de 
la flor (en Arabidopsis), así como durante el desarrollo de la antera y la germinación in 
vitro del polen (en olivo), se llevó a cabo mediante cromatografía líquida acopada a 
espectrometría de masas (LC-MS), utilizando un sistema de HPLC Waters Alliance 
2995 (Waters) con longitud de onda dual, compuesto de una precolumna Atlantis T3 de 

3 m x 3 mm x 150 mm (Waters), y acoplado a un detector de masas de triple cuádruplo 
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Quattro Micro (Waters). Dichos análisis se llevaron a cabo en el Servicio de 
Instrumentación de la EEZ-CSIC (https://www.eez.csic.es/es/servicio-de-
instrumentacion), según el protocolo modificado de Airaki et al. (2011) que se detalla a 
continuación: 

Reactivos: 

 Flores abiertas y botones florales (verde y blanco) de Arabidopsis, ó anteras de 
olivo en diferentes estadios de desarrollo, ó polen de olivo germinado a diferentes 
tiempos de germinación. 

 HCl 0,1 M. 

 Filtros de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0,45m. 

 Viales de análisis. 
 

Procedimiento: 

1. Moler las muestras en un mortero enfriado con N2 líquido hasta obtener un polvo 
blanquecino y fino. 

2. Pesar 50 mg de muestra y añadir 2 ml de HCl 0,1M. 
3. Homogenizar mediante mezcla en un agitador tipo vórtex durante 1 minuto. 
4. Centrifugar a 3200 G durante 20 minutos y a 4 ºC. 

5. Filtrar el sobrenadante a través de una membrana de 0,45 m de diámetro de poro 
(Scharlau) y depositarlo en los viales de análisis. 

6. Los pasos 1-5 deben hacerse en oscuridad. 
 
Tras analizar las muestras en el sistema LC-MS, obtuvimos la concentración (que el 
aparato nos proporciona expresada en ppm) de GSH o de GSSG, que en los gráficos de 

resultados aparece en mg de GSH (o GSSG) por g de muestra (g/g). Con estos datos de 
concentración se calculó el potencial redox dependiente del tampón de glutatión celular 
(ratio GSH/GSSG) según la ecuación de Nernst (Figura 23). 

 

Figura 23. Ecuación de Nernst. Donde E es el potencial redox del glutatión; E0, el potencial medio del glutatión; R, 
la constante de los gases; T, la temperatura; n, el número de electrones intercambiados; y F, la constante de Faraday. 
Basado en la ecuación de Nernst y las propiedades del glutatión (se requiere 2 moléculas de GSH para formar una de 

GSSG), tanto la concentración total de glutatión como la relación GSH/GSSG influyen en el potencial redox. 
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2.10. Extracción de proteínas totales. 

Los análisis proteicos se realizaron a patir de extractos de proteínas procedentes de 
anteras en desarrollo, polen maduro y polen germinado de olivo, así como de flores en 
desarrollo de Arabidopsis. 

2.10.1. Extracción de proteínas totales en anteras, polen maduro ypolen 
germinado de olivo. 

Reactivos: 

 Tampón de extracción: Tris-HCl 0,05 M (pH 7,4), Triton X-100 al 1 % (v/v), 
CHAPS al 4 % (p/v), DTT 40 mM, PVPP al 5 % (p/v). 

 Tampón de equilibrado: Tris-HCl 0,05 M (pH 7.4). 

 Tampón de elución: Tris-HCl 0,01 M (pH 7,4). 

 Inhibidor de proteasas (Plant protease inhibitor cocktail, Sigma-Aldrich). 

 Columnas PD10 Sephadex G-25M (GE Healthcare BioSciences AB). 

 Unidades Amicon® Ultra-15 para filtración con centrífuga (Merck Millipore 
Ltd.). 

 Solución de precipitación de las proteínas: ácido tricloroacético (TCA) al 20 % 
(p/v) y DTT al 0,2 % (p/v) en acetona.  

 Acetona.  
 
Procedimiento: 

La extracción de proteínas totales y posterior delipidación de los extractos se 
llevó a cabo en 3 etapas: 

A. ETAPA 1: homogeneización 

1. Añadir la muestra (0,1 g) en un mortero enfriado con nitrógeno líquido, y moler 
hasta obtener un polvo muy fino. 

2. Transferir la muestra a un tubo de 2 ml y añadir 1,5 ml de tampón de extracción e 
inhibidor de proteasas (a una concentración de 10 µl/ml). 

3. Mezclar bien y agitar en un agitador magnético durante 1-6 horas a 4 ºC. 
4. Homogenizar la mezcla y centrifugar a 14.000 rpm durante 30 min a 4 ºC. 
5. Recuperar la fracción acuosa con una jeringa de aguja fina, intentando no romper 

la capa de lípidos superior que se ha formado en la centrifugación (Figura 24). 
 

B. ETAPA 2: filtración por gravedad 

1. Equilibrar la columna de sefarosa PD-10 con 25 ml de tampón de equilibrado. 
Desechar el filtrado. 

2. Añadir la muestra a la columna y dejar que entre completamente en la matriz. Si 
el volumen de la muestra es inferior a 2,5 ml, añadir tampón de equilibrado hasta 
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obtener un volumen final de 2,5 ml  (Figura 25). Desechar el filtrado. 
3. Eluir las proteínas añadiendo 3,5 ml de tampón de elución a la columna. Recoger 

la fracción filtrada en un tubo limpio. 

 

 
Figura 24. A. Extractos de proteína total preparados a partir de polen maduro de olivo. B. Después de la 

centrifugación, se observan 3 fracciones: un precipitado con los restos celulares en la parte inferior del tubo, un 
sobrenadante acuoso con las proteínas en la zona media, y una capa superior de lípidos. 

 

C. ETAPA 3: concentración y precipitación de las proteínas 

1. Concentrar las proteínas mediante un dispositivo Amicon®Ultra-15 mediante 
centrifugación a 6500 rpm durante 15-20 minutos a 4 ºC, siguiendo el protocolo 
que se adjunta en el manual del fabricante. 

2. Añadir 9 volúmenes de la solución de precipitación a la solución proteica obtenida 
de la etapa 2. Incubar a -20 ºC durante toda la noche. 

3. Centrifugar las muestras a 10.000 rpm y 4 ºC durante 30 min. 
4. Lavar las muestras con acetona y centrifugar a 4.000 rpm y 4 ºC durante 20 min. 

Repetir dos veces más este paso. 
5. Dejar que la muestra se seque bajo una campana de extracción durante 3-5 min a 

temperatura ambiente para asegurar la eliminación total de la acetona. 
6. Resuspender las proteínas del precipitado resultante en tampón de muestras 1-D 

(Laemmli 1970).  
7. Centrifugar a 50.000 rpm durante 1 hora a 4 ºC para eliminar las partículas 

insolubles de la muestra. Hacer alícuotas de los extractos y conservarlos a -80 ºC 
hasta su uso. 
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2.10.2. Extracción de proteínas totales en flores de Arabidopsis. 

Reactivos: 

 Tampón PEB 4x (Agrisera, AS08300). 

 Tampón de extracción de proteínas PEB 1x: Se obtiene diluyendo el tampón PEB 
4x. Ajustar el pH entre 8.25 y 8.75. 

 
Procedimiento: 

1. Pesar 0,1 g de muestra (flores de Arabidopsis). 
2. Moler en un mortero enfriado con N2 líquido hasta obtener un polvo fino. 

Transferir el polvo a un tubo eppendorff de 1,5 ml. 

3. Añadir 500 l de tampón de extracción. Inmediatamente congelar en N2 líquido. 
Nota: Mantener el tubo en posición vertical para mantener la muesta en la parte inferior del tubo. 

4. Someter la muestra a sonicación hasta que la muestra se descongele. Congelar 
inmediatamente después en N2 líquido para evitar el calentamiento de la muestra. 

5. Repetir el paso anterior 2 veces más. 
6. Seguidamente poner las muestras en hielo hasta que todas sean procesadas. 

 

 
Figura 25. Filtración de extractos proteicos de polen de olivo a través de una columna que contiene 
medio Sephadex G25 (columna PD-10, GE Healthcare Biosciences AB).A. Columna PD-10 tras el 

equilibrado y antes de la carga de la muestra. B-C. La misma columna después de filtrar la muestra (B) y 
eluir las proteínas (C), respectivamente. 
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7. Centrifugar a 9.500 rpm durante 3 minutos y a 4 ºC para separar el material 
insoluble y los restos celulares. 
Nota: El pellet debe ser blanco o grisáceo. Un color verde intenso indica que el procedimiento no ha sido 
óptimo y hay que repetir de nuevo el proceso optimizando la extracción. 

8. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo con ayuda de una pipeta, evitando 
arrastrar el pellet. 

9. Hacer alícuotas y conservar a -80 ºC hasta su uso. 

 

2.11. Extracción de proteínas totales en condiciones nativas para determinar 
actividades enzimáticas. 

Los análisis de actividad enzimática se realizaron a partir de extractos nativos de 
proteínas procedentes de anteras en desarrollo, polen maduro y polen germinado (6 h) 
de olivo. 

Reactivos: 

 Tampón de extracción HB: KCl 0,1 M, Hepes 20 mM (pH 7.0). 
 

Procedimiento: 

1. Añadir la muestra (0,1 g) en un mortero enfriado con nitrógeno líquido, y moler 
hasta obtener un polvo muy fino. 

2. Transferir la muestra a 1ml de tampón de extracción. 
3. Mezclar bien y agitar vigorosamente en un agitador tipo vórtex hasta que se 

homogenice la muestra. 
4. Sonicar las muestras manteniéndolas en hielo (2 ciclos de 5 s). 
5. Centrifugar las muestras a 1000 rpm y 4 ºC durante 5 minutos. 
6. Recuperar el sobrenadante y conservarlo a -80 ºC para su posterior análisis.  

 

2.12. Cuantificación de proteínas. 

Para los análisis electroforéticos, los extractos proteicos se cuantificaron mediante 3 
procedimientos distintos: 

 
2.11.1. Método de Bradford. 

Se realizó midiendo en un espectrofotómetro Shimadzu 1800 (Shimadzu) la absorbancia 
a 595 nm, según el protocolo descrito por Bradford (1976), utilizando un reactivo 
comercial (Bio-Rad). 
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2.11.2. Sistema comercial 2D-Quant kit. 

Para los análisis electroforéticos el contenido total de proteínas se estimó utilizando el 
sistema comercial 2D-Quant kit (Amersham Biosciences) siguiendo las instrucciones 
del fabricante.  

 
2.11.3. Kit comercial DC Protein Assay. 

En algunos casos la cuantificación de proteínas se hacía imposible debido a que 
interferían en la medición los detergentes utilizados al realizar el extracto proteico. Por 
ello también se utilizó el kit comercial DCTM Protein Assay (Bio-Rad) para cuantificar 
las proteínas. Consiste en un ensayo colorimétrico compatible con el uso de detergentes 
con una reacción ligeramente modificada del método de Lowry et al. (1951). Los 
ensayos fueron realizados según las especificaciones del fabricante, midiendo las 
absorbancias a 750 nm en un espectrofotómetro Shimadzu 1800 (Shimadzu). 

 

2.13. Electroforesis desnaturalizante en gel (SDS-PAGE). 

Los extractos proteicos se analizaron en geles de TGX (TGX (Tris-Glycine eXtended) 
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en un equipo Mini-PROTEAN 3 (Bio-
Rad), según el protocolo que se describe a continuación. 

 

Reactivos: 

 Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Precast Gels (Bio-Rad). 

 Marcadores de peso molecular proteicos (Precision Plus ProteinTM Standards Dual 
Color, Bio-Rad). 

 Tampón de electroforesis 1x: se obtiene diluyendo el tampón de electroforesis 10x 
[Tris-HCl 100 mM (pH 8.3), glicina 100 mM y SDS al 0,1 % (p/v)]. 

 Tampón de muestras Laemmli 2x: Tris-HCl 50 mM (pH 6,8), SDS al 4 % (p/v), 
glicerol al 12 % (v/v), DTT al 0,4 % (p/v) y azul de bromofenol al 0,0025 % (p/v). 

 
Procedimiento: 

1. Preparar las muestras mezclando el extracto proteico (25 μg) con tampón de 
muestras en proporción 1:1 hasta un volumen final de 25 μl. 

2. Hervir las muestras durante 5 minutos a 95 ºC en un baño termostático. 

3. Transferir los tubos de las muestras a hielo y enfriar durante 5 minutos. 

4. Retirar los peines de los geles y cargar las muestras en los pocillos. En uno de los 
pocillos laterales cargamos los marcadores de peso molecular. 

5. Llenar el tanque de electroforesis con tampón de electroforesis 1x. 
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6. Separar las proteínas aplicando al gel un voltaje inicial de 90 V durante unos 20 
min, y posteriormente 180 V durante 20 min (hasta que el frente de azul de 
bromofenol alcance el final del gel separador). 

7. Observar el gel en un sistema Gel DocTM EZ Imager (Bio-Rad) y capturar 
imágenes con el software Image Lab 5.2.1. 

 

2.14. Inmunodetección de las enzimas mediante Western blotting. 

Se llevaron a cabo análisis de expresión de las enzimas -ECS, GS, GR, GPX y GST en 
el polen de olivo (durante su ontogenia y durante la germinación in vitro) y en flores de 
Arabidopsis durante su desarrollo, mediante immunodetección de las proteínas por 
Western blotting, siguiendo el protocolo que se detalla a continuación. 

 
Reactivos: 

 Tampón de transferencia: Tris-HCl 25 mM (pH 8.1-8.4), glicina 192 mM y 
metanol al 20 % (v/v). 

 Membranas de fluoruro de polivinilideno, PVDF (Biotrace PVDFTM, PALL Co.). 

 Metanol. 

 Tampón TBST: Tris-HCl 10 mM (pH 7,4), cloruro sódico 150 mM y Tween 20 al 
0,3 % (v/v). 

 Solución de bloqueo: leche desnatada en polvo (Nestlé) al 3 % (p/v) en tampón 
TBST. 

 Anticuerpo primario (ver tabla 8). 

 Anticuerpo secundario (ver tabla 8). 
 

 
 

Tabla 8. Anticuerpos primarios (Agrisera) y secundarios (Molecular Probes) utilizados en los experimentos de 
Western blotting. 



MATERIALES Y MÉTODOS 

73 

 

Procedimiento: 

1. Tras la electoforesis, incubar el gel en tampón de transferencia durante 15 min. 
2. Pretratar la membrana de PVDF incubándola en agitación suave unos 5-10 

segundos en metanol, 5 min con H2O destilada y 10 min en tampón de 
transferencia. 

3. Montar los módulos de transferencia cuidando que no queden burbujas. 
4. Relizar la transferencia en un sistema de Trans-Blot® TurboTM Transfer System 

(Bio-Rad) a 20 V durante 30 min. 
5. Tras la transferencia, sumergir la membrana en una solución de bloqueo e incubar 

durante 6 h. 
6. Incubar la membrana con el anticuerpo (Ac) primario correspondiente (Tabla 8) 

diluido en solución de bloqueo, durante toda la noche (12 horas) en agitación y a 4 
ºC. 

7. Lavar la membrana con tampón de TBST durante 20 min.  
8. Incubar la membrana con el Ac secundario correspondiente  diluido en TBST, 

durante 2 h y en oscuridad. 
9. Lavar las membranas con TBST durante 15 min. 
10. Escanear las membranas en un dispositivo Pharos FX Plus Molecular Imager 

(Bio-Rad). 
 

2.15. Ensayos in vitro de la actividad glutatión reductasa. 

El estudio y la cuantificación de la actividad glutatión reductasa en las muestras (anteras 
en desarrollo, polen maduro y polen germinado de olivo) se llevó por colorimetría 
mediante el kit de ensayo “OxiSelect™ Glutathione Reductase Assay Kit” (STA-812, 
Cell Biolabs). La actividad de la glutatión reductasa se define como 1 unidad de enzima 
que reduce 1 µmol de glutatión oxidado (GSSG) por minuto a pH 7,6 y 25 ºC. El kit 
emplea una reacción de reciclaje enzimático simple para la cuantificación de glutatión, 
donde la reducción de un cromógeno se correlaciona con la actividad enzimática de la 
glutatión reductasa, según el protocolo del fabricante. 

 
2.15.1. Preparación de muestras. 

Previo al análisis de la actividad GR se realizó un lisado de los tejidos usados en el 
ensayo (anteras en desarrollo, polen maduro y polen germinado a 5 h de olivo). 

 
Reactivos: 

 Tampón salino de extracción: Solución salina fría de PBS y EDTA 1mM. 

 Tampón de análisis 1x (ver apartado C, análisis de la actividad glutatión 
reductasa). 
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Procedimiento: 

1. Pesar 100 mg de tejido y moler en un mortero enfriado con N2 líquido hasta 
obtener un polvillo fino y blanquecino. 

2. Añadir el polvillo a 1 ml de tampón salino de extracción, y homogenizar 
vigorosamente en un agitador tipo vórtex. 

3. Centrifugar el homogenado a 12.000 rpm durante 15 minutos y a 4 ºC. 
4. Recuperar el sobrenadante y guardar en hielo (o a -80 ºC si no se va a usar en ese 

momento). 
Nota: Diluir las muestras con tampón de análisis tanto como sea necesario para el test. 

 

2.15.2. Preparación de la curva patrón. 

Para realizar el ensayo de la actividad GR fue necesario realizar una curva patrón. 
 
Reactivos: 

 Solución stock de glutatión reductasa (suministrada por el kit comercial 
“OxiSelect™ Glutathione Reductase Assay Kit”). 

 Tampón de análisis 1x (ver apatado C, análisis de la actividad glutatión 
reductasa). 

 
Procedimiento: 

1. Realizar una dilución 1:5000 a partir de la solución stock de GR en tampón de 
análisis. 
Nota: usar sólo la cantidad suficiente para el experimento inmediato. Esta solución tiene una concentración de 
1 U/ml (ó 1000 mU/ml). 

2. Preparar estándars (frescos para cada ensayo, nunca reutilizar) en tubos de 
centrífuga de acuerdo con la tabla 9. 
Nota: Agitar bien los tubos al prepararlos, ya que la GR se encuentra en suspensión y tiende a asentarse. 

 

 

Tabla 9. Elaboración de los estándares para la curva patrón. 
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2.15.3. Análisis de la actividad glutatión reductasa. 

Antes de comenzar el ensayo de actividad se prepararon y mezclaron bien todos los 
reactivos. Los estándares para realizar la curva de calibrado se prepararon a la misma 
vez que las muestras ya que han de medirse juntos. Cada muestra (de tejido biológico o 
estándar) se realizó por triplicado en placas de 96 pocillos. 

 
Reactivos: 

 Tampón de análisis 1x: Añadir 200 ml de H2O destilada a 50 ml del tampón de 
análisis 5x. Mezclar hasta su completa homogenización. Usar este tampón para 
preparar todos los reactivos del ensayo. 

 Cromógeno 1x: Diluir la solución patrón de cromógeno 1:15 con tampón de 
análisis 1x. Agitar vigorosamente en un agitador tipo vórtex.  
Nota: Preparar el cromógeno justo antes de usar y preaparar sólo la cantidad necesaria para el ensayo. 

 NADPH 1x: Diluir la solución stock de NADPH 1:50 con tampón de análisis 1x. 
Nota: Agitar vigorosamente con vórtex la solución stock de NADPH antes de preparar la dilución 1x. 
Preparar sólo la cantidad necesaria para el ensayo. 

 
Procedimiento: 

1. Añadir 25 l de NADPH 1x en cada pocillo a analizar. 

2. Añadir 100 l de los estándares de GR o de las muestras problema en cada 
pocillo. 

3. Añadir 50 l de cromógeno 1x y mezclar suavemente. 

4. Añadir 25 l de GSSG y mezclar suavemente. 
5. Inmediatamente comenzar las medidas de absorbancia a 405 nm a intervalos de 1 

minuto y durante un total de 10 minutos (la reacción puede mantenerse más 
tiempo si es necesario en muestras con poca actividad) en un lector de de 
microplacas para absorbancia/Elisa IMARK (Bio-Rad). 

6. Calcular la concentración de estándares y muestras, así como la actividad 
enzimática según las especificaciones del kit. 

 

2.16. Preparación de muestras para inmunocitoquímica. 

 

2.16.1. Fijación de muestras e inclusión en resina. 

El material fresco se procesó para su inclusión en dos tipos de resina: Unicryl y BMM. 

A. Fijación: 

Las muestras (anteras en desarrollo y polen germinado de olivo, flores en desarrollo de 
Arabidopsis) se fijaron en tubos de centrífuga de 1,5 ml. 
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Reactivos 

 Solución de fijación: paraformaldehído al 4 % (p/v) y glutaraldehído al 0,2 % 
(v/v) en tampón cacodilato sódico 0,05 M (pH 7.2). 

 Solución de lavado: tampón cacodilato sódico 0,05 M (pH 7.2). Nota: Elaborar el 

tampón en H2O milliQ. 
 

Procedimiento 
1. Añadir 1 ml de solución de fijación a las muestras de material vegetal e incubar 

durante 1-6 horas (según el tamaño de las muestras) a 4 ºC. Aplicar vacío varias 
veces (cada 2 horas aproximadamente). 

2. Cambiar el fijador e incubar las muestras durante toda la noche (12 horas) a 4 ºC. 
3. Lavar las muestras en solución de lavado durante 30 minutos a 4 ºC. 
4. Repetir el paso 3 dos veces más. 

 

B. Deshidratación: 

Deshidratar las muestras mediante cambios en alcohol. 

Reactivos 

 Etanol a distintas concentraciones (30, 50, 70, 90, 96 y 100 %; v/v). 

Procedimiento 
La deshitratación de las distintas muestras se realizó según la tabla 10. 

 
Tabla 10. Etapas en la preparación de las muestras para microtomía. 
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C. Inclusión: 

Infiltrar las muestras en resina Unicryl o BMM mediante cambios sucesivos en 
diferentes soluciones mezcla de resina con etanol. 

Reactivos 

 Etanol 100 % (v/v). 

 Resina Unicryl (British BioCell). 

 Resina BMM [20 ml de butil-metacrilato, 5 ml de metil-metacrilato, 125 mg de 
benzoín-etil-éter y 38,5 mg de DTT]: tras mezclar los componentes es necesario 
burbujear con N2 y proteger de la luz. 

 
Procedimiento 

La inclusión en resina de las distintas muestras se realizó según la tabla 10. 

 

D. Polimerización: 

1. Colocar las muestras en cápsulas de gelatina y rellenar con la resina Unicryl, ó 
colocar las muestras en cápsulas BEEM Embedding (TED PELLA, INC.) y 
rellenar con la resina BMM. 

2. Polimerizar las resinas bajo una lámpara de UV tal y como se indica en la tabla 
10. 

 

2.16.2. Microtomía. 

Una vez que las muestras estaban incluidas en las cápsulas con la resina polimerizada se 
procedió a realizar cortes de las mismas para su análisis inmunohistoquímico. 

Procedimiento 
1. Fijar en el portamuestras del micrótomo el bloque de resina con la muestra que 

queremos cortar. 
2. Tallar una pirámide trapezoidal en el extremo de la cápsula donde se halla la 

muestra. 
3. Fijar el portamuestras en el brazo del micrótomo (Ultracut E, Reichert-Jung). 
4. Montar y alinear la cuchilla de vidrio respecto a la muestra. Aproximar 

manualmente la pieza a la cuchilla con pasos de 1-3 m hasta que se produzca el 
primer corte. 

5. Realizar las secciones semifina (1 m de grosor), que se depositan sobre una gota 
de H2O milliQ en un portaobjetos tratado con 3-aminopropil-triethoxysilano 
(TESPA, 3-Aminopropyl-triethoxysilane, APTES, Sigma). 

6. Fijar los cortes al portaobjetos en una placa calefactora a 38 ºC. 
7. Para realizar secciones utrafinas (70 nm de grosor) es necesario retallar de nuevo 

la pirámide, centrándola en la zona del tejido que se desea estudiar. Los cortes se 
depositan por contacto sobre rejillas de níquel de 200 agujeros recubiertar por una 
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fina película de Formvar. 

 

2.16.3. Contrastado de cortes ultrafinos. 

Para aumentar el contraste de los tejidos vegetales se realiza un doble contrastado con 
acetato de uranilo y citrato de plomo a las secciones ultrafinas, según se describe a 
continuación. 

Reactivos 

 Solución de EMS (sustituto del acetato de uranilo) al 5 % (p/v). La solución se 
filtra y se almacena en oscuridad a 4 ºC. 

 Solución de citrato de plomo. Mezclar 10 ml de Pb(NO3)2 80 mM y 10 ml de 
C6H5Na3O7 113 mM, y dejar reposar durante 30 minutos. Añadir 4 ml de NaOH 1 
M y completar con H2O destilada hasta 25 ml. Hacer alícuotas de citrato de 
plomo:hidróxido sódico 0,01 M (1:8, v/v). 

 

Procedimiento 
1. Colocar un trozo de parafilm en una placa de Petri y dispensar una gota de EMS 

para cada rejilla que se va a teñir. 
2. Colocar cada rejilla en la gota de modo que los cortes estén en contacto con la 

solución e incubar durante 15 minutos y en oscuridad, para que no se formen 
cristales sobre los cortes. 

3. Lavar cada rejilla con H2O milliQ durante 5 minutos. 
4. Repetir el lavado 2 veces más. 
5. Dejar secar las rejillas a temperatua ambiente y en oscuridad durante 30 minutos. 
6. Poner un nuevo trozo de parafilm y añadir una gota de la solución de citrato de 

plomo para cada rejilla que se va a teñir. 
7. Colocar cada rejilla en la gota de modo que los cortes estén en contacto con la 

solución e incubar durante 5 minutos en oscuridad.  
Nota: colocar unas lentejas de NaOH dentro de la placa de Petri para evitar la precipitación del citrato de 
plomo al entrar en contacto con el CO2. 

8. Lavar las rejillas con H2O milliQ durante 5 minutos. 
9. Repetir el lavado dos veces. 
10. Dejar secar las rejillas sobre papel secante. 

 

2.17. Inmunolocalización de GSH,-ECS, GS, GR, GPX y GST. 

2.17.1. Inmunolocalización a microscopía de fluorescencia (MF). 

La localización de GSH a nivel celular en anteras en desarrollo (olivo y Arabidopsis), 
pistilo (Arabidopsis), estigma (Arabidopsis) y polen germinado (olivo), así como la 

localización de -ECS, GS, GR, GPX y GST en anteras en desarrollo y polen germinado 
de olivo, se realizó mediante microscopía de fluorescencia a partir de secciones 
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semifinas obtenidas por microtomía. 

Reactivos 

 Acetona (para muestras incluidas en resina BMM). 

 Solución de PBS (pH 7.4). 

 Solución de bloqueo: BSA al 2,5 % (p/v) en tampón PBS. 

 Solución de Citifluor (Ted Pella Inc.). 

 Anticuerpos primarios: anti-GSH, -ECS, GS, GR, GPX y GST (Tabla 11). 

 Anticuerpo secundario (Tabla 11). 
 

 
Tabla 11. Anticuerpos primarios (Agrisera) y secundarios (Molecular Probes) utilizados en los experimentos de 

inmunolocalización. 

 

Procedimiento 
1. Disolver la resina (en el caso de las muestras incluidas en BMM) mediante dos 

lavados con acetona seguidos de 2 lavados con H2O milliQ. 
2. Depositar una gota del anticuerpo primario correspondiente (diluido 1:30 en la 

solución de bloqueo) sobre las secciones de anteras (previamente fijadas a un 
portaobjetos). Proteger con un cubreobjetos e incubar durante 14 h a 4 ºC. 

3. Lavar los portaobjetos con tampón PBS durante 10 minutos. 
4. Repetir el paso anterior dos veces más. 
5. Incubar las secciones  con el anticuerpo secundario (diluido 1:100 en PBS) 
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durante 1 h en oscuridad. 
6. Lavar con PBS durante 10 minutos y en oscuridad. 
7. Repetir el paso anterior dos veces más. 
8. Dejar secar los portaobjetos durante 5 minutos en oscuridad. 
9. Añadir una gota de la solución de Citifluor en cada sección y cubrir con un 

cubreobjetos. 
10. Observar las muestras en un microscopio invertido de epifluorescencia (DMI6000 

B, Leica; ó Nikon Eclipse TE2000-U) dotado de un juego de filtros de 
epifluorescencia (UV, azul, GFP, verde).Las imágenes se obtuvieros con una 
cámara digital ProgRes MF Cool CCD (Jenoptik) y el programa ProgRes 
CapturePro v2.6 (Jenoptik AG).  

11. El control negativo se llevó a cabo omitiendo el anticuerpo primario de la reacción 
de inmunocitoquímica. 

 

2.17.2. Inmunolocalización a microscopía electrónica de transmisión (MET). 

La localización a nivel ultraestructural del GSH durante la ontogenia y la germinación 
del polen de olivo (muestras incluidas en Unicryl) se realizó mediante microscopía 
electrónica de tansmisión a partir de las secciones ultrafinas obtenidas por microtomía.   

Reactivos 

 Solución de PBS (pH 7.4). 

 Solución de bloqueo I: BSA al 5 % (p/v) en tampón PBS. 

 Solución de bloqueo II: BSA al 2,5 % (p/v) en tampón PBS. 

 Anticuerpo primario: anti-GSH (Agrisera, AS09 594). 

 Anticuerpo secundario: Anti-IgG de conejo conjugado con oro coloidal de 20 nm 
(BBInternational).  

 Solución de acetato de uranilo y solución de citrato de plomo (Ver apartado 
3.2.19(Preparación de muestras para inmunocitoquímica) sección C (Contrastado 
de cortes ultrafinos). 

Procedimiento 
1. Colocar la rejilla (con las secciones hacia abajo) sobre una gota de H2O milliQ 

durante 1 minuto. 
2. Colocar la rejilla sobre una gota con la solución de bloqueo I e incubar durante 4 

horas a temperatura ambiente. 
3. Colocar la rejilla sobre una gota con el anticuerpo primario (dilución 1:100 en 

solución de bloqueo II) e incubar durante 3 h a temperatura ambiente. 
4. Lavar la rejilla con tampón PBS durante 5 minutos. 
5. Repetir el paso anterior 2 veces más. 
6. Colocar la rejilla sobre una gota con anticuerpo secundario (dilución 1:50 en 

solución de bloqueo) e incubar durante 1,5 horas. 
7. Lavar la rejilla con tampón PBS durante 5 minutos. 
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8. Repetir el paso anterior 2 veces más. 
9. Lavar la rejilla con H2O milliQ durante unos segundos. 
10. Dejar secar las rejillas sobre papel secante en el interior de una caja de Petri. 
11. Contrastar las rejillas con EMS y citrato de plomo (ver procedimiento en el 

apartado 3.2.18 sección C). 
12. Visualizar las muestras en un microscopio electrónico de transmisión (JEM-1011, 

JEOL LTD) operando a 80 kV. Las imágenes fueron capturadas con una cámara 
digital MegaView III, con ayuda del software AnalySIS DOCU (OLYMPUS). 

13. El control negativo se llevó a cabo omitiendo el anticuerpo primario de la reacción 
de inmunocitoquímica. 

 

2.18. Medida y cálculo del potencial redox in vivo mediante GFP sensible a redox 
(roGFP2) en tejidos reproductivos de A. thaliana. 

Se utilizó la sonda roGFP2 para monitorear los cambios in vivo en el potencial redox 
celular en el desarrollo floral, la germinación del polen y la señalización polen-estigma 
de Arabidopsis thaliana. 

2.18.1. Microscopía de barrido láser confocal (CLSM). 

Para este studio se utilizaron aproximadamente 20 flores recién abiertas (día 0 según 
Boavida y McCormick 2007) de cada tipo de planta de Arabidopsis (WT, roGFP y cad2-
1/roGFP) por cada experimento.  

 

Reactivos 

 Medio de germinación (ver apatado 3.2.1.A.II. Germinación in vitro del polen de 
Arabidopsis). 

 Portaobjetos excavados. 

 DTT 2,5 mM. 

 H2O2 2 mM. 
 

 Procedimiento 
1. Incubar las muestras en 1 ml de medio de germinación a 28 °C durante 1 h en 

oscuridad. 
2. Colocar 2-3 flores en un portaobjetos excavado con unas gotas del medio de 

germinación utilizado. 
3. Observar en un sistema modular de microscopía de barrido laser confocal Nikon 

C-1 (integrado por un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-U) equipado 
con láseres para la excitación a 405 (excita a la roGFP2 oxidada) y 488 nm (excita 
a la roGFP oxidada y reducida). 

4. Tomar imágenes (Objetivos CFI PL FLUOR 20x AN 0,75 WD 0,35 mm multi-
immersión y CFI PL FLUOR 40x AN 1,30 WD 0,2 mm oil) en modo multi-track 
con tansposición (switching) de línea, tomando un promedio de 4 lecturas, 
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generando así un flujo de adquisición de imágenes a las dos longitudes de onda de 
excitación indicadas.  
Nota: Las imágenes de emisión se registraron individualmente para cada longitud de onda de excitación. Para 
eliminar la posible autofluorescencia que podría falsear los resultados, se realizaron mediciones previas con 
muestras de flores WT con las mismas condiciones de excitación, determinando los valores de intensidad de 
fluorescencia en los que las muestras WT no emitían ninguna señal. 

5. Calibrar la sonda roGFP: Tratar las muestras (ya observadas) primero con DTT 
2,5 mM (5 minutos) y seguidamente con H2O2 2 mM (10-15 minutos) bajo el 
microscopio para llevar la sonda a sus formas totalmente reducida u oxidada, 
respectivamente. 

6. Tomar imágenes después tras cada tratamiento de calibración para obtener los 
controles de oxidación y reducción. 
Nota: En todos los casos (WT, roGFP y cad2-1/roGFP) se utilizaron un mínimo de 10 muestras por 
tratamiento. Se realizó una calibración de la sonda para cada experimento. 

 
2.18.2. Análisis ratiométrico de imágenes. 

Los análisis ratiométricos se realizaron utilizando el software ImageJ v 1.37v 
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). La fluorescencia a 405 nm (roGFP2 oxidada) se corrigió 
mediante la sustracción del ruido de fondo. La imagen de roGFP2 reducida (verde) se 
calculó restando a la emisión a 488 la emisión a 405. La imagen corregida de la roGFP2 
oxidada se dividió por la imagen obtenida de roGFP reducida obteniendo una relación 
405/488 con un threshold (umbral) de 10.  

Para poder ilustrar las imágenes de diferencia de potencial redox (405/488) evaluadas, 
se convirtió la imagen ratiométrica a la escala de grises. Posteriormente, la imagen en 
escala de grises se transformó a una escala de pseudocolor (color falso) mediante la 
herramienta “Fire” del software ImageJ.  Todas las mediciones se tomaron con ajustes y 
parámetros idénticos para poder compararlas en términos absolutos. 

 
2.18.3. Cálculo del potencial redox. 

Se midió la intensidad de fluorescencia (por área) para cada tejido en los diferentes 
genotipos de las flores de Arabidopsis (WT, roGFP2 y cad2-1/roGFP) mediante el 
software ImageJ. Tanto el promedio como la desviación estándar se calcularon después 
de medir un mínimo de diez imágenes correspondientes a tres experimentos 
independientes. Estos datos fueros usados para determinar el grado de oxidación y el 
potencial redox en cada tejido, según la Ecuación de Nernst adaptada en la figura 26 (de 
Simone et al. 2017). 
La sonda roGFP2 se equilibra con el glutatión, lo que permite la estimación del grado 
de oxidación del glutatión y el potencial redox del glutatión mediante mediciones de 
fluorescencia de roGFP2.El potencial redox medio de roGFP2 (E°’roGFP2) es de -280 
mV, mientras que el potencial redox de roGFP2 (EroGFP2) depende del grado de 
oxidación de su puente disulfuro. El grado de oxidación de roGFP2 (OxDroGFP2) se 
calculó como se describe en la figura 26. A., donde R es la relación de 405/488 nm de la 
muestra, Rred es la relación de 405/488 nm de la forma totalmente reducida de la sonda, 
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Rox es la relación de 405/488 nm de la forma completamente oxidada de la sonda, I488min 
y I488max son la intensidad mínima y máxima de fluorescencia a 488 nm respectivamente 
(Meyer et al 2007). 
 

 
Figura 26. Fórmulas utilizadas para calcular el grado de oxidación (A) y el potencial redox dependiente de 
glutatión (B). A. El grado de oxidación se calculó a partir de la relación de fluorescencia roGFP2 de 405/488 nm 
para el experimento in vivo utilizando CLSM. B. Ecuación de Nernst utilizada para calcular el potencial de GSH a 
partir del potencial redox de roGFP2. En esta ecuación EGSH, EºGSH, OxDGSH y EroGFP2, EºroGFP2 y OxDroGFP2 son el 
potencial redox, el potencial medio y el grado de oxidación del glutatión y de la sonda roGFP2, respectivamente. 

 
Dado que roGFP2 y el glutatión intercambian electrones de una manera reversible, el 
potencial redox de glutatión se pudo calcular utilizando la ecuación de Nernst (Figura 
26 .B) donde EGSH es el potencial redox del glutatión, EºGSH es el potencial medio del 
glutatión (-240 mV), R es la constante de los gases (8.315 J K-1 mol-1), T es la 
temperatura (298.15 K), z es el número de electrones intercambiados (2) y F es la 
constante de Faraday (9.648 104 C mol-1). 
 
2.19. Análisis densitométricos y de intensidad de fluorescencia. 

2.19.1. Análisis densitométricos. 

Se llevaron a cabo análisis densitométricos de las bandas resultantes de los 
experimentos de inmunodetección con los distintos anticuerpos. Para ello, se utilizó la 
herramienta “Volume Analysis Report” del programa Quantity One v4.6.2 (Bio-Rad). 
Los datos obtenidos, expresados inicialmente en valores de densidad (intensidad/mm2), 
se representaron gráficamente mediante el programa Microsoft Office Excel 2007 
(Microsoft Corp.) en forma de porcentajes relativos referidos al valor del estadio de 
Polen Maduro. 

2.19.2. Cuantificación de la intensidad de fluorescencia por área. 

La intensidad de la fluorescencia se cuantificó utilizando el software ImageJ. Los datos 



MATERIALES Y MÉTODOS 

84 

 

son el promedio de un mínimo de nueve imágenes obtenidas en tres experimentos 
independientes. Los datos obtenidos, expresados inicialmente en valores de densidad 
(intensidad/mm2), se representaron gráficamente mediante el programa Microsoft Office 
Excel 2007 (Microsoft Corp.) en forma de porcentajes relativos referidos al valor del 
estadio de Polen Maduro. 

 

2.20. Análisis estadísticos. 

Los análisis estadísticos de los resultados obtenidos en el presente trabajo se llevaron a 
cabo mediante el programa SPSS Statistics v22.0 para Windows (SPSS Inc.).Para 
evaluar la normalidad de los datos, se utilizó la prueba de Shapiro-Wilks combinada con 
Kolmogórov-Smirnov.Las comparaciones de las medias de las variables continuas para 
tres o más grupos se llevaron a cabo mediante el test de Kruskal-Wallis. Las 
comparaciones entre dos grupos se realizaron mediante el test de Mann-Whitney. Se 
consideraron significativos los valores de p<0,05. Para verificar la importancia 
estadística de las medias de las variables discontinuas, se realizó un análisis de varianza 
(ANOVA one way) en combinación con un test de rango de variable múltiple (Dunkan y 
Bonferroni post hoc). Se consideraron significativos los valores de p<0,05. 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RESULTADOS 

 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

  

 

CAPÍTULO 1 

IDENTIFICACIÓN, CARACTERIZACIÓN Y ANÁLISIS IN SILICO DE 
LOS PRINCIPALES GENES INVOLUCRADOS EN EL 

METABOLISMO DEL GSH EN LOS TEJIDO REPRODUCTIVOS 
DEL OLIVO  

1.1. Identificación, caracterización y análisis in silico de los 
principales genes involucrados en la síntesis de glutatión 
en los tejidos reproductivos del olivo. 
 

1.2. Identification and in silico Analysis of Glutathione Reductase 
Transcripts Expressed in Olive (Olea europaea L.) Pollen and 
Pistil. 
 

1.3. Identificación, caracterización y análisis in silico de los 
enzimas principales implicados en la detoxificación 
dependiente de glutatión en los tejidos reproductivos del 
olivo. 
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Debido a la importancia del olivo (Olea europaea L.) como principal cultivo en los 
países mediterráneos, recientemente se ha generado de novo un transcriptoma a partir de 
los tejidos reproductivos del olivo (ReprOlive, http://reprolive.eez.csic.es) que ha sido 
también anotado (Carmona et al. 2015). Tal herramienta nos permitió estudiar la 
compleja red enzimática implicada en el metabolismo de GSH. Por otro lado, la 
información genómica recién liberada con respecto al olivo se ha utilizado para refinar y 
complementar nuestras búsquedas (Cruz et al. 2016). 

El glutatión se sintetiza a partir de los aminoácidos L-cisteína, ácido L-

glutámico y glicina, en dos pasos ATP dependientes. En primer lugar, la -EC se 

sintetiza a partir del L-glutamato y la cisteína mediante la acción de la enzima -ECS. 

En segundo lugar, la glicina se añade al C terminal de la -EC, a través de la enzima GS. 

 

1.1.1.  Recuperación, clonación y análisis filogenético de las secuencias 
de las enzimas -ECS y GS de los tejidos  reproductivso del olivo. 

Se seleccionaron nueve clones putativos de -glutamilcisteína sintetasa (-ECS) y cuatro 
de GS de olivoa partir de referencias bibliográficas y de diferentes bases de datos 

(OliveEST, EST, TOBEST, OLEAGEN, ReprOlive). De estos nueve clones de -ECS, 
ocho entradas fueron identificadas entre los datos en bruto del transcriptoma 
reproductivo de olivo, ya fuesen secuencias parciales o secuencias completas, 

correspondientes a -ECS (Tabla 12.A).Sin embargo los cuatroclones de GS se 
identificaron dentro del transcriptoma reproductivo de olivo como secuencias parciales 
correspondientes a GS (Tabla 13.A).La identificación se llevó a cabo mediante BLAST 
de cada secuencia individual contra la base de datos GenBank. Por otro lado, estos doce 
inputs previamente seleccionados fueron confrontados individualmente por BLAST 
contra la base de datos genómica de Olea europaea. Las Tablas12.By 13.B muestran los 
resultados obtenidos en este segundo BLAST. 

De las ocho secuencias de -ECS, sólo 3 resultaron ser exclusivamente de tejidos 

reproductivos (ninguna de ellas se expresó en tejidos vegetativos): -ECS_Pistil_6 y -
ECS_Pistil_7, que son específicas de pistilo; y -ECS_Pollen_1, que es específica de 

polen. -ECS_Pistil_1, -ECS_Pistil_5 y -ECS_Pistil_7 tienen una alta homología (más 
del 98%) con la entrada OE6A102325T3 de la base de datos de ensamblaje y anotación 

genómica de Olea europaea. Así mismo, -ECS_Pistil_2, -ECS_Pistil_6 y -
ECS_Pollen_1 se identifican con OE6A090660T6 (más del 99,5%), y -ECS_Pistil_3 y 

-ECS_Pistil_4 seidentifican respectivamente con OE6A102325T2 (99,51 %) y 
OE6A102325P3 (97,8%).Todas estas secuencias del genoma de olivo fueron 

identificadas después como la forma cloroplastidial (X2, -ECS2) mediante BLAST 
[Olive genome and annotation files. http://denovo.cnag.cat/genomes/olive/]. 
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Tabla 12.A. Secuencias (output  sequences) identificadas como -ECStras el cribado. Se indican las longitudes de las 
secuencias ensambladas. B.BLAST con el genoma de olivo.  

 

Por otro lado, de las cuatro secuencias de GS, sólo 2 resultaron ser exclusivamente de 
tejidos reproductivos, pero tan sólo GS_Pistil_2 resultó ser específica de pistilo. Un 
50% de las secuencias consultadas (incluida la única secuencia que se expresa en polen) 
tienen una altísima homología (más del 98%) con la entrada OE6A064658T1 de la base 
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de datos de ensamblaje y anotación genómica de Olea europaea. Es de destacar que 
GS_Pistil_2 (la única secuencia específica de pistilo obtenida del transcriptoma 
reproductivo) es la única secuencia que es homóloga a una entrada diferente a las 
demás, en este caso la homología fue del 98,77% con la entrada OE6A086980T1 de la 
base de datos genómica del olivo. La homología más alta de las secuencias de GS 
enfrentadas a la base de datos del genómico la presenta GS_Pistil_3,  que se identifica 
en un 99, 82% con OE6A064658T2. Las 4 secuencias del genoma de olivo fueron 
identificadas después como GS cloroplastidial (GS2) mediante BLAST. 

Se alinearon las secuencias de -ECS y GS, tanto de pistilo y de polen de olivo, con 

diferentes -ECSs homólogas de otras plantas, utilizadas frecuentemente como modelo, 
procedentes de las bases de datos de libre acceso (Anexo1).A partir del alineamiento 
múltiple de las secuencias nucleotídicas es posible observar la enorme conservación de 
la secuencia de estas enzimas implicadas en el metabolismo del glutatión a lo largo de la 
evolución. 

 

Tabla 13. A. Secuencias (output  sequences) identificadas como GS tras el cribado. Se indican las longitudes de las 
secuencias ensambladas. B.BLAST con el genoma de olivo.  

 

Las Figuras27 y 28 muestran el análisis filogenético que incluye los 8 productos 
identificados como -ECSen el transcriptoma anotado junto con una representación de 
-ECSs identificados en diferentes grupos taxonómicos. Las 8 secuencias -ECS 
rescatadas del transcriptoma reproductivo del olivo se identificaron como isoformas 
choroplastidiales de la enzima, y se encuentran agrupadas en ramas cercanas dentro del 
árbol (Figuras 27 y 28).En la Figura 27, en donde se representa el análisis filogenético 
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de las secuencias nucleotídicas, no se observó una clara diferenciación entre las 
isoformas 1 y 2 de la forma cloroplastidial (que es la homóloga a las 8 secuencias de 
olivo). De hecho, la alta similitud entre ambas isoformas fue particularmente evidente 
en algunas de las especies homólogas utilizadas para el estudio filogenético, como S. 
lycopersicum o C. arabica.  
 

 

Figura 27.Relaciones filogenéticas entre los genes de -ECS de polen y pistilo de olivo con sus homólogos en los 
tejidos vegetativos y reproductivos de otras plantas. El árbol filogenético fue arraigado con una secuencia 

nucleotídica de -ECS de ratón. 

Tras la traducción de las secuencias nucleotídicas correspondientes a -ECS de polen y 
pistilo de olivo, se obtuvieron las secuencias aminoacídicas, a partir de las cuales se 
pudo realizar el análisis de la relación filogenética de estas proteínas con las de otras 
especies homólogas (ExPASy – SIB Bioinfomatics Resource Portal, Translate tool). En 
la Figura 28, en donde se representa el análisis filogenético de las secuencias 
aminoacídicas, junto con las isoformas cloroplastidiales de diversas especies vegetales, 

se agrupan filogenéticamente las secuencias de -ECS obtenidas del olivo. Las 



RESULTADOS 

93 

 

secuencias de olivo se encuentran repartidas entre 2 ramas cercanas del árbol. 

Tampocoexiste diferencia entre las 5 isoformas de la enzima -ECS cloroplastidial, 
como puede observarse en las secuencias de M. doméstica y M. esculenta. Este hecho 
nos da información de cuán conservada está esta enzima a lo largo de la evolución. 

 

Figura 28.Relaciones filogenéticas entre las secuencias aminoacídicas de -ECS de polen y pistilo de olivo con sus 
homólogos en los tejidos vegetativos y reproductivos de otras plantas. El árbol filogenético fue arraigado con una 

secuencia aminoacídica también de -ECS de ratón. 

 

En cuanto a la GS, las figuras 4.3 y 4.4 muestranel análisis filogenético que incluye los 
4 productos identificados en el transcriptoma anotado junto con una representación de 
GSs identificados en diferentes grupos taxonómicos. En la Figura 4.4, en donde se 
representa el análisis filogenético de las secuencias nucleotídicas, no se observó una 
clara diferenciación entre las isoformas 1 y 2 de la forma cloroplastidial (que es la 
homóloga a las 4 secuencias de olivo), existiendo una alta similitud entre ambas 
isoformas en algunas de las especies homólogas utilizadas para el estudio filogenético 
(T. cacaoo N. nucifera). Las 4 secuencias GS rescatadas del transcriptoma reproductivo 
del olivo también se identificaron como isoforma choroplastidial, y se encuentran 
agrupadas en la misma rama. 

Una posterior traducción de las secuencias nucleotídicas de GS de polen y pistilo de 
olivo (ExPASy – SIB Bioinfomatics Resource Portal, Translate tool) nos permitió 
obtener las secuencias aminoacídicas, a partir de las cuales se realizó un análisis 
filogenético de estas proteínas con las secuencias de otras especies homólogas. En la 
figura 4.4, se representa el análisis filogenético de las secuencias aminoacídicas, y en 
este caso puede observarse una clara diferenciación entre las isoformas 1 (roja) y 2 
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(verde) de la enzima GS. Las secuencias de GS obtenidas del olivo se agrupan 
filigenéticamente junto con las isoformas cloroplastidiales, "de tipo 2", de diversas 
especies vegetales. 

 

Figura 29.Relaciones filogenéticas entre los genes de GS de polen y pistilo de olivo con sus homólogos en los tejidos 
vegetativos y reproductivos de otras plantas. El árbol filogenético fue arraigado con una secuencia nucleotídica de GS 

de ratón. 
 

Estos resultados se ajustan tanto a lo obtenido en la identificación inicial de las 
secuencias mediante BLASTing como a la predicción de la localización celular, en 
cuanto a la isoforma del enzima se refiere. 

En última estancia, se llevó a cabo la clonación de la-ECS y la GS de polen de olivo 
mediante una estrategia de RT-PCR (tal y como se indica en los materiales y métodos 
de esta tesis). A partir del alineamiento múltiple de las distintas secuencias nucleotídicas 
obtenidas del Transcriptoma Reproductivo del Olivo, se diseñaron cebadores 
específicos con los cuales se amplificó un fragmento de 234 pb de la zona central del 

ADNc de la-ECS2, y de 211pb de la zona central de la GS2. A partir de estas 
secuencias se diseñaron otros cebadores específicos con los cuales se amplificaron los 

extremos 5´ y 3´del ADNc de la-ECS2 y de la GS2 en polen de Olea europea mediante 
latécnica de RACE explicada con detalle en los materiales y métodos. La amplificación 
por PCR del cDNA y su posterior secuenciación (Secuenciación Sanger, ABI PRISM 
3130xl Genetic Analyzer) nos permitió obtener las secuencias completas de la región 

codificante de -ECS2 (1768bp) y GR2 (1843bp) en polen de olivo (Anexo 2). 
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Figura 30.Relaciones filogenéticas entre las secuencias aminoacídicas de GS de polen y pistilo de olivo con sus 
homólogos en los tejidos vegetativos y reproductivos de otras plantas. El árbol filogenético fue arraigado con una 

secuencia aminoacídica también de GS de ratón. 
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Tabla 14. Aminoácidos propensos a la fosforilación dentro de la secuencia -ECS según lo predicho por PhosPhAt / 
PlantPhos.  
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1.1.2. Predicción in silico de la localización celular, características 
bioquímicas y modificaciones post-traduccionales de la -ECS y la 
GS. 

Mediante el software Plant-mPloc fue posible predecir la locación celular de las 

secuencias clonadas de la-ECS y la GR. Tanto -ECS como GS aparecían localizadas 

de forma predictiva en el cloroplasto. La secuencia nucleotídica completa de -ECS de 
polen obtenida mediante clonación codifica un polipéptido de 526 aminoácidos, con una 
masa molecular teórica de 59,71 KDa y un punto isoeléctrico de 7,05 
(https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam). Esta secuencia no posee posibles 
sitios de N-glicosilación. En el caso de la GS, la secuencia nucleotídica completa de 
polen clonada codifica un polipéptido de 491 aminoácidos, con una masa molecular 
teórica de 54,52 KDa y un punto isoeléctrico de 6,26. La GS del polen de olivo posee 
un posible sitio de N-glicosilación en la posición 444. 

Los algoritmos  PhosPhAt y PlantPhos nos permitieron predecir 41 sitios putativos de 

fosforilación post-traduccional en la secuencia clonada de la -ECS (Tabla 14). En 2 de 

las 8 secuencias de -ECS rescatadas del transcriptoma reproductivo del olivo, se 
identificaron sitios potenciales de S-nitrosilación en 2 péptidos que contenían Cys 
usando el software GPS-SNO, como se describe en la Tabla 4.4. Además, en el extremo 
N-terminal de la proteína madura, se predijo acetilación: en la glicina en la posición 1 
de ECS_Pistil_3 con un 46,7% de probabilidad, en la serina en la posición 2 de 
ECS_Pistil_4 con un 49,9% de probabilidad, en la serina en la posición 3 de 
ECS_Pistil_6 con un 50,1% de probbilidad y en la serina en la posición 1 de 
ECS_Pollen_1 con un 49,2% de probabilidad. Por el contrario, no se predijeron la 
presencia de sitios de miristotilación o palmitoilación. 

También mediante PhosPhAt y PlantPhos se predijeron 19 sitios putativos de 
modificación post-traduccional en la secuencia clonada de la GS (Tabla 16). En las 4 
secuencias de GS rescatadas del transcriptoma reproductivo del olivo, se identificaron 
sitios potenciales de S-nitrosilación en hasta 7 péptidos que contenían Cys usando el 
software GPS-SNO, como se describe en la Tabla 4.6.Además, se predijo que la 
metionina N-terminal de la proteína madura puede ser acetilada con un 99% de 
probabilidad en las secuencias de pistilo. Sin embargo en el caso del polen, la metionina 
inicial puede sufrir excisión y el aminoácido en la posición 2 (V) sufrir acetilación en un 
64% de probabilidad. Por el contrario, no se predijeron la presencia de sitios de 
miristotilación o palmitoilación. 
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Tabla 15.Péptidos que contienen Cys propensas a la S-nitrosilación dentro de las secuencias ECS_Pistil_4 y 
ECS_Pollen_1 del enzima -ECS, según la predicción realizada mediante el algoritmo GPS-SNO. 

 

 

Tabla 16.Aminoácidos propensos a la fosforilación dentro de la secuencia GS según lo predicho por PhosPhAt / 
PlantPhos.  

 

 

Tabla 17. Los péptidos que contienen Cys son propensos a la S-nitrosilación según la predicción realizada mediante 
el algoritmo GPS-SNO. 
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Figura 31.Predicción de la estructura secundaria de -ECS en polen de olivo. 



 

Figura 32.Predicción de la estructura secundaria de GS en polen de olivo.Predicción de la estructura secundaria de GS en polen de olivo.
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Predicción de la estructura secundaria de GS en polen de olivo. 



 

Figura 33.A)Predicción de la estructura 3D en la 

Figura 34.A) Predicción de la estructura 3D en la GS del polen de olivo (mediante Phyre2). B) Modelado 3D de la 

de la estructura 3D en la -ECS del polen de olivo (mediante Phyre2). B) Modelado 3D de la 

-ECS de polen de olivo. 

 

A) Predicción de la estructura 3D en la GS del polen de olivo (mediante Phyre2). B) Modelado 3D de la 
GS de polen de olivo. 
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ECS del polen de olivo (mediante Phyre2). B) Modelado 3D de la 

 

A) Predicción de la estructura 3D en la GS del polen de olivo (mediante Phyre2). B) Modelado 3D de la 
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1.3. Predicción de la estructura secundaria y modelado 3D de las 
enzimas-ECS y GS de polen de olivo. 

Las secuencias clonadas de -ECS  y GS de polen se utilizaron para predecir la 
estructura secundaria (Figuras31 y 32) y el modelado 3D (Figuras33 y 34) de estos 
enzimas. La estructura predicha confirmó que la secuencia de aminoácidos traducida de 

-ECS era consistente con los modelos 3D disponibles desarrollados mediante el uso de 
software de reconocimiento de plegado (c2gwcE), con una cobertura de la secuencia del 
83% y un nivel de confianza del 100%. 

Al mismo tiempo, la estructura predicha confirmó que la secuencia aminoacídica de la 
GS de polen era consistente con los modelos 3D disponibles desarrollados mediante el 
uso de software de reconocimiento de plegado(c3kalB), con una cobertura de identidad 
del 97% y un nivel de confianza del 100%. 

 

 



 

 

 

 
 

 

 

CAPÍTULO 1 

IDENTIFICACIÓN, CARACTERIZACIÓN Y ANÁLISIS IN SILICO DE 
LOS PRINCIPALES GENES INVOLUCRADOS EN EL 

METABOLISMO DEL GSH EN LOS TEJIDO REPRODUCTIVOS 
DEL OLIVO  

1.1. Identificación, caracterización y análisis in silico de los 
principales genes involucrados en la síntesis de glutatión en 
los tejidos reproductivos del olivo. 
 

1.2. Identification and in silico Analysis of Glutathione 
Reductase Transcripts Expressed in Olive (Olea europaea 
L.) Pollen and Pistil. 
 

1.3. Identificación, caracterización y análisis in silico de los 
enzimas principales implicados en la detoxificación 
dependiente de glutatión en los tejidos reproductivos del 
olivo. 
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Identification and in silico Analysis of Glutathione Reductase Transcripts 
Expressed in Olive (Olea europaea L.)Pollen and Pistil.  

Estefanía García-Quirós1, Rosario Carmona1,2, Adoración Zafra1, M. Gonzalo  Claros2, 
and Juan de Dios Alché1 

1Estación Experimental del Zaidín (CSIC), Granada, Spain 
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Abstract.Glutathione (GSH) protects proteins against oxidation of their thiol-containing 
groups, by alternatively becoming the subject of oxidation, forming glutathione disulfide 
(GSSG). Appropriate GSH:GSSG levels are maintained by glutathione reductase (GR), a 
homodimeric flavoprotein which uses NADPH to reduce one GSSG molecule to two of 
GSH. This enzyme has been characterized in several species, and described as highly 
conserved, with two isoforms only. Heterogeneity and discticntiveness of plant 
reproductive tissues led us to investigate the presence of GR sequences. A de novo 
assembled and annotated olive reproductive transcriptome was subjected to screening, 
which allowed us to identify at least 11 GR homologues (1 pollen-specific and 10 from 
pistils). Primers were designed, and full-length sequences were obtained through PCR. In 
silico analysis, including phylogeny, 3-D modeling of N-terminus, and prediction of 
cellular localization and post-translational modifications was carried out to shed light into 
the involvement of olive pollen-intrinsic GR in reproductive development. 
 
Keywords: Glutathione reductase·Pollen·Pistil·ROS·Glutathione 

Introduction 

Olive tree is one of the most important crops in the Mediterranean area, representing 
one 95% of globally cultivated olive trees, and the source of olive oil, accounting the 
sixth most abundant vegetable oil produced worldwide. It exhibits a high tolerance 
towards salinity and drought as compared to other salinity susceptible fruit trees as 
recently reviewed [1]. Resistance to different abiotic stresses is modulated by reactive 
oxygen species (ROS) metabolism in numerous plant species. Concomitantly, other 
metabolically related chemicals like total glutathione, reduced glutathione (GSH) and 
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oxidized glutathione (GSSG) contents, GSH/GSSG ratio and glutathione reductase (GR; 
EC 1.6.4.2) activity have been described as key actors in the response to salt-stress in 
plants [2]. Compounds with high ability to oxidize GSH include ROS such as 
superoxide or hydroxyl radicals.Glutathione reductase (GR) is a flavoprotein enzyme 
that functions as dimeric disulfide oxidoreductase and utilizes an FAD prosthetic group 
and NADPH to reduce one molar equivalent of GSSG to two molar equivalents of GSH 
[3-4]. Classical fractionation studies described higher GR activities in 
chloroplasts[5]but it has also been detected in mitochondria, cytosol and peroxisomes[4, 
6-9]. Of the four enzymes of glutathione metabolism, GR is by far the best genetically 
characterized. GR is conserved between all kingdoms. In plant genomes, two GR genes 
are encoded. Of the two genes encoding GR in Arabidopsis, the second, GR2 
(At3g54660), encodes a GR homologous to the GR pea protein with dual localization in 
plastids and mitochondria [10]. Such dual localization was also demonstrated in 
Arabidopsis [11]. GR cytosolic activity is encoded by GR 1 (At3g24170), but proteomic 
analysis also suggested that this gene encoded GR peroxisomal activity [12]. From the 
results obtained in peas it appears that the peroxisomal enzyme represents a relatively 
low part of the gene product GR1[9], responsible for 30 to 60% of total enzyme activity 
in leaves of Arabidopsis [13]. Available information suggests that GR1 is therefore 
primarily addressed to the cytosol, although an intriguing question is the physiological 
significance of its location in peroxisomes, which can be important sources of ROS and 
related signals [14-17]. Glutathione reductase is a homodimer consisting of 52Kd 
monomers, each containing 3 domains. GR exhibits single sheet, double layered 
topology where an anti-parallel beta-sheet is largely exposed to the solvent on one face 
while being covered by random coils on the other face [18].This includes a NADPH-
binding Domain, FAD-binding domain(s) and a dimerization domain. Each monomer 
contains 478 residues and one FAD molecule. As mentioned, two GRs are encoded in 
Arabidopsis thaliana [19], both with a isoform in pollen and pistil nonspecific.GR 
activity is essential for proper pollen development and pollen tube growth, leading to 
fertilization[20]. Although it is expected that the pollen GR is mainly of type I, and 
therefore located in the cytosol, a chloroplastidial localization has also been described. 

Recently a complete transcriptome of reproductive tissues olive (pollen, pistil and 
seed) was generated from cDNA using a / Roche 454 Titanium + platform [21]. We 
have riddled such transcriptome to identify the presence of GR transcripts in the olive 
reproductive tissues, using the retrieved sequences for further sequence confirmation 
and bioinformatics analysis. 

Materials and Methods 

Screening and identification of GR transcripts in the olive reproductive 
transcriptome. 

Different strategies for selecting these transcripts were defined. The searches were 
conducted by definition using GO, EC, KEGG and InterPro terms and codes, 
orthologues and gene names in the annotated transcriptome. BLAST searches were 
carried on using heterologous sequences available in public databases and well 
established library resources well established as TAIR, GenBank and the recent Plant 
DNA C-values Database and Olive genome and annotation files [22-23]. 
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Olive pollen GR cloning and sequencing  

 
Olive pollen transcriptome retrieved sequences corresponding to GR-homologues 

(partial and complete sequences) were used to design primers in order to amplify the 
known sequence from pollen cDNA. Plant material was obtained according to [24]. 
Total RNA from mature pollen was extracted using the RNeasy Plant Total RNA kit 
(Quiagen, U.S.A.) and first-strand cDNA was synthesized with oligo(dT)19 primer and 
M-MLV reverse transcriptase (Fermentas). Standard PCR was carried out using Taq 
polymerase (Promega) and Pfu (Promega) to obtain or confirm nucleotides sequences. 
Full sequences were obtained by means of both 3’- and 5’-RACE (smarter RACE, 
Clontech), following manufacturer’s specifications. pGEMT-easy (Promega) was used 
for cloning purposes. Sanger sequencing was achieved in the facilities of the EEZ-CSIC 
institute in Granada. 

In silico analysis of the sequences 

 
Nucleotide  sequences were aligned using CLUSTAL OMEGA multiple alignment 

tool with default parameters [25]. Phylogenetic trees were constructed with the aid of 
the software Seaview [26] using the maximum likelihood (PhyML) method and 
implementing the most probable nucleotide substitution model (GTR)  previously 
calculated by JmodelTest2 [27]. The branch support was estimated by bootstrap 
resampling with 100 replications. 

For the prediction of protein cell localization, the software Plant-mPloc [28] was 
used. PhosPhAt [29] and PlantPhos [30] were used to predict serine, threonine and 
tyrosine phosphorylation. GPS-SNO 1.0 was used for prediction of S-nitrosylation sites 
[31]. TermiNator was used to predict N-terminal methionine excision, acetylation, 
myristoylation or palmitoylation [32]. 

Structure prediction of GR2 N-terminal region was modeled by using the fold 
recognition-based Phyre2 server [33], with c4dnaA as the template and a 100% 
confidence. 3D modeling was carried out by PyMol (https://www.pymol.org/). 

Results 

Recovery, cloning and phylogenetic analysis of GR sequences from the olive 
reproductive transcriptome. 

Eleven entries were identified within the raw data transcriptome, either as partial 
sequences or as complete sequences corresponding to GR (Table 17A) by BLASTing 
each individual sequence against the GenBank database. On the other hand, these eleven 
previously selected inputs were individually confronted by BLASTing against the 
genomic Olea europaea assembly and annotation database. Table 1B shows the results 
obtained in this second BLASTing. Most query sequences have high homology (more 
than 94%) with the input OE6A000198T2 from genomic Olea europaea assembly and 
annotation database. Noteworthy, GR_Pollen_1 (the only pollen specific sequence 
obtained from the reproductive transcriptome), and GR_Pistil_8 have full identity with 
OE6A112067T2, whereas GR_Pistil_1 has also full identity with Oe_s02429. All these 
olive genome sequences were identified as chloroplastidial GRs (GR2) by blasting [23]. 
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Table 17. Upper panel. Output  sequences identified as GR after screening. The lengths of the assembled sequences 
are indicated. Lower panel.Blasting with genome from olive. 

Sequence  Sequence Name Length (pb) 
GR_Pistil_1 st11_olive_039691 687 
GR_Pistil_2 st11_olive_007100 193 
GR_Pistil_3 st11_olive_003323 128 
GR_Pistil_4 st11_olive_051636 513 
GR_Pistil_5 st11_olive_003115 2020 
GR_Pistil_6 st11_olive_003323 1974 
GR_Pistil_7 st11_olive_004231 1838 
GR_Pistil_8 st11_olive_018143 1049 
GR_Pistil_9 st11_olive_004231 1838 
GR_Pistil_10 st11_olive_003323 1979 
GR_Pollen_1 po11_olive_018706 435 

 
Sequence Genomic homologous Homology Identity 

GR_Pistil_1 Oe6_s02429 100% Glutathione reductase 
GR_Pistil_2 Oe6_s07823 95,53% Uncharacterized 
GR_Pistil_3 OE6A000198T2 100% Glutathione reductase 
GR_Pistil_4 OE6A000198T2 94,64% Glutathione reductase 
GR_Pistil_5 OE6A091299T1 98,24% Glutathione reductase 
GR_Pistil_6 OE6A000198T2 94,88% Glutathione reductase 
GR_Pistil_7 OE6A117561T3 99,67% Glutathione reductase 
GR_Pistil_8 OE6A112067T2 99,43% Glutathione reductase 
GR_Pistil_9 OE6A117561T3 99,67% Glutathione reductase 
GR_Pistil_10 OE6A000198T2 94,83% Glutathione reductase 
GR_Pollen_1 OE6A112067T2 100% Glutathione reductase 

 
 
 
Figure 35 shows a phylogenetic analysis including the 11 outputs identified in the 
annotated transcriptome together with a representation of GRs identified in different 
taxonomical groups. No clear differentiation between GR1 and GR2 was  observed, and 
the high similarity between both isoforms was particularly evident in one of the 
homologous species used for phylogenetic study (T. cacao). Most (8 of 11) of the 
rescued GR sequences from the olive reproductive transcriptome were identified as 
choroplastidial isoforms of the enzyme, and two of these forms (GR_pistil_9 and 10) 
clustered together, slightly apart from the remaining sequences. This discovery 
corroborates the data obtained from recent studies showing that in fact the isoform 
involved in pollen development is GR2 [13]. 

In silico prediction of cellular localization and post-translational modifications. 

PCR amplification of cDNA enabled us to obtain the whole sequence of the coding 
region of GR1 (1978bp) and a large proportion of the coding region of GR2 (1839bp). 
The nucleotide sequences of both genes were subjected to the present analysis. After 
using Software Plant-mPloc we were able to predict the cellular localization of GR1 in 
the cytoplasm and the plasma membrane, and the localization of GR2 in chloroplasts 
and the nucleus, as it occurs with AtGR1 and AtGR2 from Arabidopsis thaliana and 
GRs from other species. 

PhosPhAt and PlantPhos allowed us to predict 10 putative post-translational 
modification sites (Table 18). In 5 sequences rescued from the olive reproductive 
transcriptome, potential S-nitrosylation sites were identified in up to 10 Cys-containing 
peptides by using the software GPS-SNO, as described in Table 19. Moreover, the N-
terminus methionine of the mature protein was predicted to be acetylated with a 97% 
probability for GR2 and a 78% probability for GR1 by using the prediction tools cited 
in material and methods. On the contrary, the presence of myristoylation or 
palmitoylation sites was not predicted. 



 

 

 
Figure 35.Phylogenetic relationships between olive pollen GRs and their homologues in vegetative and reproductive 
tissues. The phylogenetic treewasrootedwitha sequence ofmouseGR.

 

Phylogenetic relationships between olive pollen GRs and their homologues in vegetative and reproductive 
The phylogenetic treewasrootedwitha sequence ofmouseGR.Yellow stars indicate sequences corresponding to 

the GR2 (cloroplastidial isoform). 

RESULTADOS 

110 

 

Phylogenetic relationships between olive pollen GRs and their homologues in vegetative and reproductive 
Yellow stars indicate sequences corresponding to 
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Table 18. Amino acids prone to phosphorylation within the GR sequence as predicted by PhosPhAt/PlantPhos. 
Locations (aa) Modification Substrate side 

1 5 Phosphoserine(CK1) EDNHSTVED 
2 182 Phosphothreonine(CK2) ELAITSDEA 
3 188 Phosphoserine(CK1) DEALSLEEF 
4 203 Phosphotyrosine(INSR) LGGGYISVE 
5 203 Phosphotyrosine(Jak) LGGGYISVE 
6 256 Phosphothreonine(PKC) HPRTTLTEL 
7 315 Phosphotyrosine(Jak) KVDEYSRTS 
8 316 Phosphoserine(CK1) VDEYSRTSV 
9 334 N-linked_Asparagine TNRMNLTPV 

10 360 Phosphotyrosine(INSR) SKPDYSNIA 

 
 

Table 19.Cys-containing peptides prone to S-nitrosylation within the GR_Pistil_5, GR_Pistil_6, GR_Pistil_7, 
GR_Pistil_9 and GR_Pistil_10 sequences as predicted by GPS-SNO. 

Sequence Position Peptide Sequence Position Peptide 

 
51 YGAKVGICELPFHPI 

GR_Pistil_6 

51 YGAKVGICELPFHPI 

 
70 IGGVGGTCVIRGCVP 70 IGGVGGTCVIRGCVP 

 
75 GTCVIRGCVPKKILV 75 GTCVIRGCVPKKILV 

 
229 MGASVDLCFRKELPL 229 MGATVDLCFRKELPL 

GR_Pistil_5 352 VALMEGTCFAKTVFG 352 VALMEGTCFAKTVFG 

 
372 PDYSHVPCAVFCIPP 372 PDYSHVPCAVFCIPP 

 
376 HVPCAVFCIPPLSVV 376 HVPCAVFCIPPLSVV 

 
438 KVLGASMCGPDAAEI 438 KVLGASMCGPDAAEI 

 
455 GIAVALKCGATKAQF 455 GIAVALKCGATKAQF 

 
 

 
 

Table 19 (continued).Cys-containing peptides prone to S-nitrosylation within the GR_Pistil_5 to GR_Pistil_10 
sequences as predicted by GPS-SNO. 

Sequence Position Peptide Sequence Position Peptide 

 
51 YGAKVGICELPFHPI 

GR_Pistil_9 

51 YGAKVGICELPFHPI 

 
70 IGGVGGTCVIRGCVP 70 IGGVGGTCVIRGCVP 

 
75 GTCVIRGCVPKKILV 75 GTCVIRGCVPKKILV 

 
277 TENGIKVCTDHGEEL 267 TENGIKVCTDHGEEL 

GR_Pistil_7 352 VALMEGSCFAKTVFG 342 VALMEGSCFAKTVFG 

 
372 PDHTNVPCAVFCIPP 362 PDHTNVPCAVFCIPP 

 
376 NVPCAVFCIPPLSVV 266 NVPCAVFCIPPLSVV 

 
438 KVLGASMCGPDAPEI 428 KVLGASMCGPDAPEI 

 
455 GIAIALKCGATKAQF 445 GIAIALKCGATKAQF 

 
 
 

 
GR_Pistil_10 

 
 
 

 

18 RLAMTLICLLIGAGS 
44 YGAKVGICELPFHPI 
63 IGGVGGTCVIRGCVP 
68 GTCVIRGCVPKKILV 

222 MGATVDLCFRKELPL 
345 VALMEGTCFAKTVFG 
365 PDYSHVPCAVFCIPP 
369 HVPCAVFCIPPLSVV 
431 KVLGASMCGPDAAEI 
448 GIAVALKCGATKAQF 

 

2D structure prediction and 3D modeling of the structure and in silico analysis of 
the function 

After several tests, it was elucidated that both GR1 and GR2 isoforms share the same 
predicted secondary structure, as expected. The GR_Pistil_10 sequence corresponding 
to a GR of the cloroplastidial type was chosen to predict the secondary structure (Figure 
36) and 3D modeling shown in figure 37. The predicted structure confirmed that the 
corresponding translated amino acid sequences of GR_Pistil_10 were consistent with 
available 3D models developed by using folding-recognition software.  

 



 

Figure36 ..Prediction of secondary structure in olive pollen GR2
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Prediction of secondary structure in olive pollen GR2. 



 

Figure 37. A) Prediction of 3D structure in olive pollen GR2 (by Phyre2)

Discussion 

Reproductive tissue transcriptomes differ from their somatic counterpart due to the 
large number of specific transcripts that are produced during the physiological event 
that involves reproduction in plants [34]. This can be explained by the requirement of
signaling that must take place during pollen tube germination, pollen
etc, which triggers an increase in transcription during these processes. Thereby, the use 
of transcriptomes can be an useful way to elucidate enzymatic of signali
involved in the development of the micro
tube germination and pollen
paper has conducted a bioinformatic screening of exome sequences of oli
pollen and pistil. It has been able to detect the existence of at least two GR genes 
homologous to other GR genes described above in plant species such as 
T. cacao. The use of PCR and RACE experiments has confirmed the express
genes in olive tree pollen, and led to obtain the complete or a majority of the sequence 
of GR1 and GR2 genes. Cleaning and filtering of all outputs of the transcriptome to 
identify those eleven GR sequences obtained proved highly complicated 
homology between these two genes. The phylogenetic analysis carried out did not 
clustered GR1 and GR2 within specific group, thus we cannot suggest distinctive 
features for these GR homologous in the reproductive tissues. 
the cellular location of these genes we identified that most of the GR2s are expressed in 
the chloroplast, thus confirming previous studies which suggested that this is the 
isoform really involved in adequate pollen development [13].

GSH production by GR is essential for proper pollen tube tip growth [13, 36
controlling both the speed and orientation during pollen tube elongation
high metabolism rate in olive pollen grand quantities of ROS are generates and this can 
be detected by using confocal microscopy [38]. Still many aspects have to be 

 
Prediction of 3D structure in olive pollen GR2 (by Phyre2). B) 3D modeling by PyMol 

of olive pollen GR2. 

Reproductive tissue transcriptomes differ from their somatic counterpart due to the 
large number of specific transcripts that are produced during the physiological event 
that involves reproduction in plants [34]. This can be explained by the requirement of
signaling that must take place during pollen tube germination, pollen-pistil interaction ... 
etc, which triggers an increase in transcription during these processes. Thereby, the use 
of transcriptomes can be an useful way to elucidate enzymatic of signali
involved in the development of the micro- and macrosporocytes in Angiosperms, pollen 
tube germination and pollen-pistil interactions at the time of fertilization [35]. This 
paper has conducted a bioinformatic screening of exome sequences of oli

It has been able to detect the existence of at least two GR genes 
homologous to other GR genes described above in plant species such as 

PCR and RACE experiments has confirmed the express
genes in olive tree pollen, and led to obtain the complete or a majority of the sequence 

Cleaning and filtering of all outputs of the transcriptome to 
identify those eleven GR sequences obtained proved highly complicated 
homology between these two genes. The phylogenetic analysis carried out did not 
clustered GR1 and GR2 within specific group, thus we cannot suggest distinctive 
features for these GR homologous in the reproductive tissues. However, by predic
the cellular location of these genes we identified that most of the GR2s are expressed in 
the chloroplast, thus confirming previous studies which suggested that this is the 
isoform really involved in adequate pollen development [13]. 

GR is essential for proper pollen tube tip growth [13, 36
controlling both the speed and orientation during pollen tube elongation
high metabolism rate in olive pollen grand quantities of ROS are generates and this can 

confocal microscopy [38]. Still many aspects have to be 
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. B) 3D modeling by PyMol 

Reproductive tissue transcriptomes differ from their somatic counterpart due to the 
large number of specific transcripts that are produced during the physiological event 
that involves reproduction in plants [34]. This can be explained by the requirement of 

pistil interaction ... 
etc, which triggers an increase in transcription during these processes. Thereby, the use 
of transcriptomes can be an useful way to elucidate enzymatic of signaling networks 

and macrosporocytes in Angiosperms, pollen 
pistil interactions at the time of fertilization [35]. This 

paper has conducted a bioinformatic screening of exome sequences of olive tree mature 
It has been able to detect the existence of at least two GR genes 

homologous to other GR genes described above in plant species such as A. thaliana or 
PCR and RACE experiments has confirmed the expression of these 

genes in olive tree pollen, and led to obtain the complete or a majority of the sequence 
Cleaning and filtering of all outputs of the transcriptome to 

identify those eleven GR sequences obtained proved highly complicated due to the high 
homology between these two genes. The phylogenetic analysis carried out did not 
clustered GR1 and GR2 within specific group, thus we cannot suggest distinctive 

However, by predicting 
the cellular location of these genes we identified that most of the GR2s are expressed in 
the chloroplast, thus confirming previous studies which suggested that this is the 

GR is essential for proper pollen tube tip growth [13, 36-37] 
controlling both the speed and orientation during pollen tube elongation. Due to the 
high metabolism rate in olive pollen grand quantities of ROS are generates and this can 

confocal microscopy [38]. Still many aspects have to be 
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elucidated, such as the importance of GSH in pollen-stigma signaling, and the action of 
this and GR activity during pollen hydration among others. 
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CAPÍTULO 1 

IDENTIFICACIÓN, CARACTERIZACIÓN Y ANÁLISIS IN SILICO DE 
LOS PRINCIPALES GENES INVOLUCRADOS EN EL 

METABOLISMO DEL GSH EN LOS TEJIDO REPRODUCTIVOS 
DEL OLIVO  

1.1. Identificación, caracterización y análisis in silico de los 
principales genes involucrados en la síntesis de glutatión en 
los tejidos reproductivos del olivo. 

1.2. Identification and in silico Analysis of Glutathione Reductase 
Transcripts Expressed in Olive (Olea europaea L.) Pollen and 
Pistil. 
 

1.3. Identificación, caracterización y análisis in silico de los 
enzimas principales implicados en la detoxificación 
dependiente de glutatión en los tejidos reproductivos del 
olivo. 
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La glutatión peroxidasa es una de las enzimas que participan en la transformación de las 
ROS, catalizando la reducción del peróxido de hidrógeno, para lo cual utiliza como 
agente reductor al GSH. Esta enzima desempeña un importante papel en la defensa 
antioxidante por su localización en todos los órganos y tejidos, como parte del sistema 
antioxidante del glutatión, por lo que está involucrada en diversos procesos fisiológicos. 
Por su parte, las glutatión S-transferasas, comprenden una familia de isozimas 
metabólicas eucarióticas y procarióticas de fase II, mejor conocidas por su capacidad 
para catalizar la conjugación del GSH a sustratos xenobióticos con el propósito de 
desintoxicación celular. 

1.3.1. Recuperación, clonación y análisis filogenético de las secuencias de 
GPX y GST del transcriptoma reproductivo de olivo. 

A partir de referencias bibliográficas y diferentes bases de datos (OliveEST, EST, 
TOBEST, OLEAGEN, ReprOlive), se seleccionaron un total de 83 clones putativos, 19 
de GPX y 64 de GST. De los 83 clones de GPX, dieciseis entradas fueron identificadas 
entre los datos en bruto del transcriptoma reproductivo de olivo, ya fuesen secuencias 
parciales o secuencias completas correspondientes a GPX (Tabla 20.A) y otras 54 
entradas fueron identificadas como secuencias parciales o completas correspondientes a 
GST (Tabla 21.A). La identificación se llevó a cabo mediante BLAST de cada secuencia 
individual contra la base de datos GenBank. Por otro lado, estos 83 inputs previamente 
seleccionados fueron confrontados individualmente por BLAST contra la base de datos 
genómica de Olea europaea. Las Tablas 20.B y 21.B muestran los resultados obtenidos 
en este segundo BLAST. 

De las diecinueve secuencias de GPX, tan sólo 6 resultaron ser exclusivamente de 
tejidos reproductivos (ninguna de ellas se expresó en tejidos vegetativos): GPX_Pistil_5 
(se expresa tanto en pistilo como en polen); GPX_Pistil_1 y GPX_Pistil_6, que son 
específicas de pistilo; GPX_Pollen_5, GPX_Pollen_6 y GPX_Pollen_8, que son 
específica de polen. Una gran parte de las secuencias consultadas tienen una alta 
homología (más del 93%) con la entrada OE6A102751T1 de la base de datos de 
ensamblaje y anotación genómica de Olea europaea, que se identifica con una GPX de 
tipo 2 (GPX2). Sin embargo, GPX_Pistil_4, GPX_Pistil_9 y GPX_Pollen_3, las únicas 
secuencias que se identifican al 100% con entradas de la base de datos genómica 
(OE6A094589T1,OE6A103343P1, OE6A094589T1, respectivamente), corresponden a 
genes que codifican para la isoforma 8 del enzima GPX (GPX8). Todas estas secuencias 
del genoma de olivo fueron identificadas después mediante blasting, y si bien es cierto 
que la mayoría se identifican con GPX2 y GPX8, existe variabilidad en cuanto al tipo 
de isoforma con la que parecen tener homología, tal y como se muestra en la Tabla 
20.B. 



RESULTADOS 

120 

 

 

Tabla 20. A. Secuencias (output)  identificadas como GPX tras el cribado. Se indican las longitudes de las secuencias 
ensambladas. B.BLAST con el genoma de olivo. 
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Tabla 21. A. Secuencias (output)  sequences identificadas como GST tras el cribado. Se indican las longitudes de las 
secuencias ensambladas. 
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Tabla 21. B.BLAST de las secuencias de GST con el genoma de olivo.  
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De las 64 secuencias de GST, sólo 16 resultaron ser exclusivamente de tejidos 
reproductivos: 7 específicas de pistilo (GST_Pistil_10, GST_Pistil_13, GST_Pistil_17, 
GST_Pistil_29, GST_Pistil_30, GST_Pistil_31 y GST_Pistil_36), 2 específicas de polen 
(GST_Pollen_11 y GST_Pollen_21) y  otras 7 secuencias que se expresan tanto en 
pistilo como en polen (GST_Pistil_4, GST_Pistil_5, GST_Pistil_8, GST_Pistil_21, 
GST_Pollen_6, GST_Pollen_8 y GST_Pollen_20). La mayoría de las secuencias de 
pistilo consultadas tienen una alta homología (más del 98,77%) con la entrada 
OE6A103647T1 de la base de datos de ensamblaje y anotación genómica de Olea 
europaea. Sin embargo, la mayoría de las secuencias de polen consultadas tienen mayor 
homología (más del 94%) con la entrada OE6A018645T1 de dicha base de datos. Cabe 
destacar que de las 64 secuencias de GST obtenidas del transcriptoma de olivo sólo 10 
se identifican al 100% con 9 entradas del genoma de olivo: GST_Pistil_2 con 
Oe6_s07843 (identificada como GST-F12), GST_Pistil_10 con OE6A106323T1 
(identificada como GST-parC), GST_Pistil_15 con OE6A008995T1, GST_Pistil_25 y 
GST_Pistil_28 con OE6A077467T1 (identificada como GST-2), GST_Pistil_34 con 
Oe6_s02261 (identificada como GST-parC) , GST_Pistil_40 con Oe6_s03882 
(identificada como GST-23),GST_Pistil_41 con OE6A024298T2 (identificada como 
GST-F4), GST_Pistil_42 con OE6A103647T (identificada como GST-F9), y por 
último, la única secuencia de polen, GST_Pollen_5, que tiene una homología del 100% 
con la entrada OE6A088562P3 (identificada como GST-T1) [Olive genome and 
annotation files. http://denovo.cnag.cat/genomes/olive/]. 

Las secuencias GPX y GST de pistilo y polen de olivo se alinearon con diferentes 
secuencias homólogas de otras plantas, utilizadas frecuentemente como modelo, 
procedentes de las bases de datos de libre acceso (Anexo 1). A partir del alineamiento 
múltiple de las secuencias nucleotídicas de las GPXs es posible observar la enorme 
conservación de los dominios de esta enzima a lo largo de la evolución. 

Las Figuras 38 y 39 muestran el análisis filogenético que incluye los 19 productos 
identificados en el transcriptoma anotado junto con una representación de GPXs 
identificados en diferentes grupos taxonómicos. En la Figura 38, en donde se representa 
el análisis filogenético de las secuencias nucleotídicas, no se observó una clara 
diferenciación entre las distintas isoformas, de hecho la alta similitud entre ambas 
isoformas fue particularmente evidente en una de las especies homólogas utilizadas para 
el estudio filogenético (V. vinífera). Aunque sí es cierto que parece haber una 
diferenciación entre las formas citoplasmáticas y las cloroplastidiales, observándose que 
la mayoría de las secuencias de GPX obtenidas a partir del transcriptoma reproductivo 
del olivo corresponden a éstas últimas.Dos de estas formas (GPX_pollen_6 y 
GPX_Pistil_10) se agruparon, ligeramente separadas de las secuencias restantes. 
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Figura 38.Relaciones filogenéticas entre los genes de GPX de polen y pistilo de olivo con sus homólogos en los 
tejidos vegetativos y reproductivos de otras plantas. El árbol filogenético fue arraigado con una secuencia 

nucleotídica de GR de ratón. 

Tras la traducción de las secuencias nucleotídicas correspondientes a GPXs de polen y 
pistilo de olivo, se obtuvieron las secuencias aminoacídicas, a partir de las cuales se 
pudo realizar el análisis de la relación filogenética de estas proteínas con las de otras 
especies homólogas (ExPASy – SIB Bioinfomatics Resource Portal, Translate tool). En 
la Figura 39, en donde se representa el análisis filogenético de las secuencias 
aminoacídicas, puede observarse que las secuencias de polen y pistilo de olivo 
corresponden a una GPX de tipo 8, sin embargo, no se aprecia una diferenciación entre 
las distintas isoformas. Estos datos concuerdan con la identificación inicial de las 
secuencias mediante BLSTing. Además, todas las secuencias obtenidas de olivo parecen 
estar agrupadas en el árbol filogenético, salvo las secuencias GPX_pistil_1, 
GPX_pollen5 y GPX_pollen_6, que se encuentran bastante más alejadas 
filogenéticamente de las demás. 
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Figura 39.Relaciones filogenéticas entre las secuencias aminoacídicas de GPX de polen y pistilo de olivo con sus 
homólogos en los tejidos vegetativos y reproductivos de otras plantas. El árbol filogenético fue arraigado con una 

secuencia aminoacídica también de GPX de ratón. 
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Las Figura 40 y 41 muestran el análisis filogenético que incluye los 64 productos 
identificados en el transcriptoma anotado junto con una representación de GSTs 
identificados en diferentes grupos taxonómicos. En la Figura 40, en donde se representa 
el análisis filogenético de las secuencias nucleotídicas, no se observó una clara 
diferenciación entre los distintos tipos de GST. Las secuencias GST rescatadas del 
transcriptoma reproductivo del olivo y enfrentadas a BLASting se identificaron como 
GSTs de tipo 2, T1 y F9, principalmente. Aunque también se encontraron 
representaciones de tipo parC, y algunos otros más. Sin embargo, según lo observado en 
el árbol filogenético de la figura 40, estas secuencias tienen una alta homología con una 
GST DHAR2-like. 

Tras la traducción de las secuencias nucleotídicas correspondientes a GST de polen y 
pistilo de olivo, se obtuvieron las secuencias aminoacídicas, a partir de las cuales se 
pudo realizar el análisis de la relación filogenética de estas proteínas con sus homólogas 
en otras especies. En la Figura 41, en donde se representa el análisis filogenético de las 
secuencias aminoacídicas de la GST, puede observarse que las secuencias de olivo 
pueden englobarse dentro de las GST de tipo F11 y F12, sin embargo, no existe una 
clara diferenciación entre las distintas isoformas.  

Estos datos sin embargo, contrastan con la identificación inicial de las secuencias 
mediante BLASTing en cuanto al tipo de GST se refiere. 

Por último, se llevó a cabo la clonación de los genes GPX y GST de polen de olivo 
mediante una estrategia de RT-PCR (tal y como se indica en los materiales y métodos 
de esta tesis). A partir del alineamiento múltiple de las distintas secuencias nucleotídicas 
obtenidas del Transcriptoma Reproductivo del Olivo, se diseñaron cebadores 
específicos con los cuales se amplificó un fragmento de 219 pb de la zona central del 
ADNc de GPX, y de 439 pb de la zona central de la GST. A partir de esta secuencia se 
diseñaron otros cebadores específicos con los cuales se amplificaron los extremos 5´ y 
3´del ADNc de la GPX8 y de la GSTF12 en polen de Olea europea mediante la técnica 
de RACE, explicada en detalle en los materiales y métodos.  

La amplificación por PCR del cDNA y su posterior secuenciación (Secuenciación 
Sanger, ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer) nos permitió obtener las secuencias 
completas de la región codificante de GPX8 (955bp) y GSTF12 (903bp) en polen de 
olivo (Anexo 2). 
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Figura 40. Relaciones filogenéticas entre los genes de GST de polen y pistilo de olivo con sus homólogos en los 
tejidos vegetativos y reproductivos de otras plantas. El árbol filogenético fue arraigado con una secuencia 

nucleotídica de GST de ratón. 
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Figura 41.Relaciones filogenéticas entre las secuencias aminoacídicas de GST de polen y pistil de olivo con sus 
homólogos en los tejidos vegetativos y reproductivos de otras plantas. El árbol filogenético fue arraigado con una 

secuencia aminoacídica también de GST de ratón. 
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1.3.2. Predicción in silico de la localización celular, características 
bioquímicas y modificaciones post-traduccionales de las enzimas GPX y 
GST en tejidos reproductivos de olivo. 

Usando el Software Plant-mPloc se pudo predecir la localización celular de la GPX8 en 
cloroplastos y mitocondrias, mientras que la GSTF12 se localizó en el citoplasma. La 
secuencia nucleotídica completa de GPX de polen obtenida mediante clonación codifica 
para un polipéptido de 172 aminoácidos, con una masa molecular teórica de 18,81 KDa 
y un punto isoeléctrico de 9,11.La GPX de polen de olivo posee dos posibles sitios de 
N-glicosilación en las posiciones 50 y 134. En cuanto a la GST de polen de olivo 
clonada, su secuencia nucleotídica codifica para un polipéptido de 250 aminoácidos, 
con una masa molecular teórica de 28,31 KDa y un punto isoeléctrico de 9,46. Además, 
esta GST de polen presenta tres posibles sitios de N-glicosilación en las posiciones 117, 
202 y 206. 

 

Tabla 22. Aminoácidos propensos a la fosforilación dentro de la secuencia GPX según lo predicho por PhosPhAt / 
PlantPhos.  

 

Al introducir la secuencia completa clonada de la GPX de polen de olivo en los 
algoritmos PhosPhAt y PlantPhos, se predijeron 7 sitios putativos de fosforilación 
(Tabla 22).Mediante el uso del software GPS-SNO se identificaron en las 19 secuencias 
seleccionadas del transcriptoma reproductivo del olivo sitios potenciales de S-
nitrosilación en hasta 47 péptidos que contenían Cys, como se describe en laTabla 23. 
Sólo en el caso de la secuencia GPX_Pistil_7, la treonina N-terminal (en la posición 2) 
de la proteína madura, se predijo que puede ser acetilada con un 77% de probabilidad 
mediante el uso de las herramientas de predicción citadas en el capítulo de materiales y 
los métodos. La glicina N-terminal (en la posición 2) de las secuencia GPX_Pistil_5,  
GPX_Pollen_1 y GPX_Pollen_2 podrían sufrir miristoilación con una probabilidad del 
87,6%. Por el contrario, no se predijeron la presencia de sitios de palmitoilación. 
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Tabla 23. Los péptidos que contienen Cys son propensos a la S-nitrosilación dentro de las secuencias de GPXsegún 
la predicción realizada mediante el algoritmo GPS-SNO. 

 

También mediante  PhosPhAt y PlantPhos se predijeron 4 sitios putativos de 
modificación post-traduccional (Tabla 24) en la secuencia clonada de GST de polen de 
olivo. En 13 de las 64 secuencias rescatadas del transcriptoma reproductivo del olivo, se 
identificaron sitios potenciales de S-nitrosilación en hasta 23 péptidos que contenían 
Cys usando el software GPS-SNO, como se describe en la Tabla 25. 

 

Tabla 24. Aminoácidos propensos a la fosforilación dentro de la secuencia GST según lo predicho por PhosPhAt / 
PlantPhos. 
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Tabla 25. Los péptidos que contienen Cys son propensos a la S-nitrosilación dentro de todas las secuencias de GST, 
excepto en GST_Pistil_3, según la predicción realizada mediante el algoritmo GPS-SNO. 

 

Se encontraron modificaciones postraduccionales en el extremo N-terminal de la 
proteína madura en 14 de las 64 secuencias seleccionadas de GST:  

- Excisión de la metionina inicial en GST_Pistil_4, GST_Pistil_5, GST_Pistil_12 
y GST_Pollen_3, con una probabilidad del 89%. 

- Excisión de la valina en la posición 2 de GST_Pistil_2, GST_Pistil_8 y 
GST_Pollen_6, con una probabilidad del 100%. 

- Excisión de la glicina en la posición 2 de  GST_Pollen_8 con una probabilidad 
del 100%. 

- Acetilación de la metionina inicial en GST_Pollen_3 con una probabilidad del 
100%. 



 

- Acetilación de la alanina en la segunda posición de GST_Pistil_6, GST_Pistil_6 
y GST_Pollen_4, con una probabilidad del 83%.

- Acetilación de la serina en la segunda 
probabilidad del 85%.

- Acetilación de la treonina en la segunda posición de GST_Pollen_5 con 
unaprobabilidad del 77%.

Estas predicciones se llevaron a cabo mediante el uso de las herramientas de predicción 
citadas en el capítulo de materiales y los métodos. Por el contrario, no se predijeron la 
presencia de sitios de miristotilación o palmitoilación.

 

1.3.3. Predicción de la estructura secundaria y modelado 3D de la GPX y 
la GST del polen de olivo.

Se utilizaron las secuencias clonadas de GPX y GST de polen para predecir la estructura 
secundaria (Figuras 42 y 43

Figura 42.Predicción de la estructura secundaria de GPX8 en polen de olivo.

La estructura predicha confi
consistente con los modelos 3D disponibles desarrollados mediante el uso de un 

Acetilación de la alanina en la segunda posición de GST_Pistil_6, GST_Pistil_6 
y GST_Pollen_4, con una probabilidad del 83%. 

Acetilación de la serina en la segunda posición de GST_Pistil_11 con una 
probabilidad del 85%. 

Acetilación de la treonina en la segunda posición de GST_Pollen_5 con 
unaprobabilidad del 77%. 

Estas predicciones se llevaron a cabo mediante el uso de las herramientas de predicción 
ítulo de materiales y los métodos. Por el contrario, no se predijeron la 

presencia de sitios de miristotilación o palmitoilación. 

3.3. Predicción de la estructura secundaria y modelado 3D de la GPX y 
la GST del polen de olivo. 

secuencias clonadas de GPX y GST de polen para predecir la estructura 
3) y el modelado 3D mostrado en las figuras 4

Predicción de la estructura secundaria de GPX8 en polen de olivo.

La estructura predicha confirmó que la secuencia aminoacídica de GPX de polen era 
consistente con los modelos 3D disponibles desarrollados mediante el uso de un 
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Acetilación de la alanina en la segunda posición de GST_Pistil_6, GST_Pistil_6 

posición de GST_Pistil_11 con una 

Acetilación de la treonina en la segunda posición de GST_Pollen_5 con 

Estas predicciones se llevaron a cabo mediante el uso de las herramientas de predicción 
ítulo de materiales y los métodos. Por el contrario, no se predijeron la 

3.3. Predicción de la estructura secundaria y modelado 3D de la GPX y 

secuencias clonadas de GPX y GST de polen para predecir la estructura 
) y el modelado 3D mostrado en las figuras 44 y 45.  

 

Predicción de la estructura secundaria de GPX8 en polen de olivo. 

rmó que la secuencia aminoacídica de GPX de polen era 
consistente con los modelos 3D disponibles desarrollados mediante el uso de un 
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software de reconocimiento de plegado (c3cynC), identificándose en un 94% con una 
GPX8 y un nivel de confianza del 100%. 

 

Figura 43.Predicción de la estructura secundaria de GST en polen de olivo. 

 

Al mismo tiempo, la estructura predicha confirmó que la secuancia aminoacídica de 
GST de polen era consistente con los modelos 3D disponibles desarrollados mediante el 
uso de software de reconocimiento de plegado (c1ljrB), con una cobertura de identidad 
del 95% y un nivel de confianza del 100%. 
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Figura 44.A) Predicción de la estructura 3D en la GPX8 del polen de olivo (mediante Phyre2). B) Modelado 3D de 
la GPX8 de polen de olivo. 

 

Figura 45.A) Predicción de la estructura 3D en la GST del polen de olivo (mediante Phyre2). B) Modelado 3D de la 
GST de polen de olivo. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2 
ANÁLISIS BIOQUÍMICO Y MOLECULAR DEL GSH Y DE LOS 

ENZIMAS QUE CONTROLAN SU METABOLISMO EN LOS 
TEJIDOS REPRODUCTIVOS DEL OLIVO  

2.1. Análisis bioquímico y molecular de los enzimas implicados 
en la síntesis de glutatión en los tejidos reproductivos del 
olivo. 
 

2.2. Involvement of glutathione and glutathione reductase in the 
development of the microsporocyte and during the 
germination of the olive pollen. 
 

2.3. Determinación de la localización y la expresión génica y 
proteica delos enzimas responsables de la detoxificación 
mediada por GSH durante la ontogenia y la germinación del 
polen de olivo. 
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2.1.1. Análisis de expresión génica de las enzimas-ECS y GS. 

Una vez que se habían clonado los enzimas implicados en la síntesis del glutatión en el 
polen de olivo, se llevaron a cabo análisis de expresión a nivel de los transcritos. El 
análisis de expresión de los transcritos durante la ontogenia del polen en la antera, así 
como durante su germinación, se evaluaron mediante ensayos de PCR en tiempo real 
(qPCR) utilizando cebadores específicos (Tabla 6 de Materiales y Métodos). 

 

Figura 46. Análisis de expresión mediante qPCR de la -ECS del polen de olivo durante el desarrollo de la antera y 
la germinación in vitro del polen. Polen germinado a 1h, 3h, 6h, 9h y 12h (PG1, PG2, PG3, PG4 Y PG5).“a” y  “b” 

en el gráfico representan un significado estadístico con un intervalo de confianza del 99% (P≤0,01) y  del 95% 
(P≤0,05), respectivamente. El control se realizó en polen maduro. 

Con respecto a la enzima de la primera etapa de la síntesis de GSH, los resultados de la 
amplificación revelaron que durante el desarrollo de la antera, existe una gran cantidad 
de transcritos al principio de la ontogénesis del polen (meiosis) y al final (polen 

maduro). En la figura 46 puede observarse cómo la expresión de la enzima -ECS 
disminuye en la etapa de tétrada y después va aumentando poco a poco hasta alcanzar 

su máximo en el estadio de polen maduro. El máximo de expresión de la -ECS durante 
el proceso de germinación del polen se da al principio de la misma (hasta 1 hora de 
germinación),  la cantidad de transcritos a lo largo de este proceso biológico va 
disminuyendo progresivamente hasta las 6 horas de germinación (estadio de 
germinación 4), donde se observa otro pico (figura 46). 

En cuanto a la GS, del análisis de expresión por qPCR (Figura 47) se obtuvieron los 
siguientes resultados: a lo largo del desarrollo de la antera los transcritos van 
aumentando hasta alcanzar su máximo en el estadio de polen maduro. Durante la 
germinación del polen, se observa expresión al principio de ésta (estadio 1), después va 
disminuyendo hasta el estadio de germinación 3 (a las 6h de germinación) en donde se 
observa un elevado aumento en la expresión, para disminuir progresivamente después. 
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Figura 47. Análisis de expresión mediante qPCR de la GS del polen de olivo durante el desarrollo de la antera y la 
germinación in vitro del polen. Polen germinado a 1h, 3h, 6h, 9h y 12h (PG1, PG2, PG3, PG4 Y PG5).“a” y  “b” en 

el gráfico representan un significado estadístico con un intervalo de confianza del 99% (P≤0,01) y  del 95% (P≤0,05), 
respectivamente. El control se realizó en polen maduro. 

 

2.1.2. Análisis de expresión proteica de las enzimas-ECS y GS. 

El análisis de expresión proteica fue llevado a cabo mediante Western blot y reveló la 

presencia de -ECS y GS durante la ontogenia y la germinación del polen de olivo. Para 
la expresión relativa cuantificada por densitometría a partir de las bandas de Western 
blot, se consideró el 100% en el estadio de polen maduro, por ser el estadio más estable 
y el nexo de unión entre el desarrollo del polen y su germinación. 

Analizando los resultados (Figura 48), se observa que la -ECS se expresa durante todo 
el desarrollo del polen dentro de la antera, con una mayor intensidad en los primeros 
estadios de desarrollo (meiosis y tétrada), para después disminuir durante la 
germinación del polen, manteniendo su expresión a lo largo de este proceso.  
Por el contrario, la GS se expresa con una ínfima intensidad durante la ontogenia del 
polen y comienza a expresarse a niveles considerables durante la germinación del polen, 
con especial interés entre las 6 primeras horas de germinación del tubo polínico 
(Figura48), y continúa expresándose hasta el final de la germinación. 
 

2.1.3. Localización celular de las enzimas-ECS y GS. 

En la figura 49 se puede observar que la -ECS está presente a lo largo de todo el 
desarrollo del polen de olivo (CMP, tétrada, microspora y polen maduro) y durante la 
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germinación del mismo. Se expresa en todos los tejidos reproductivos del polen y la 
antera, incluido el tapetum, con una localización remarcable en los núcleos y más 

generalizada (aunque con menor intensidad) en el citoplasma. La -ECS, además,  
alcanza su máximo de expresión en el estadio de tetrada y su mínimo en el citoplasma 
del tubo polínico durante la germinación. 

 

Figura 48. A. Análisis de expresión mediante Western blotting de la proteína -ECS del polen de olivo durante el 
desarrollo de la antera y la germinación in vitro. B. Análisis de expresión mediante Western blotting de la proteínaGS  

del polen de olivo durante el desarrollo de la antera y la germinación in vitro. C. Cuantificación de los niveles de 
expresión de ambas proteínas mediante densitometría a partir de las bandas de la figura 48.A., y relativización con 

respecto al estadio de polen maduro. “a”,  “b” y “c” en el gráfico representan un significado estadístico con un 
intervalo de confianza del 99% (P≤0,01),  del 95% (P≤0,05) y del 90% (P≤0,10), respectivamente.Meiosis (M), 
Microspora (MP), Polen germinado a 1h, 3h, 6h, 9h y 12h (PG1, PG2, PG3, PG4 Y PG5), Polen Maduro (PM), 

Tetrada (T). 

 
La localización de la GS se muestra en la figura 50.  Esta enzima se expresa con muy 
baja concentración en los primeros estadios del desarrollo del polen (CMP y tétrada) 
mientras que muestra una expresión intensa en los estadios de microspora y polen 
maduro al final del desarrollo, donde alcanza su máximo.  Cabe destacar también la 
localización generalizada de la GS en el citoplasma durante la ontogenia y la 
germinación y remarcablemente en los núcleos, con una alta intensidad  de expresión en 
el estadio de microspora. 
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development of the microsporocyte and during the germination 
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Glutathione and glutathione reductase (GR) are undoubtedly two of the best-known cellular 
antioxidants, whose role is paramount in the ascorbate-glutathione cycle. Maintaining 
appropriate levels of reduced glutathione (GSH) with respect to oxidized glutathione (GSSG) is 
necessary for the proper functioning of the plant cell, and the enzyme responsible for this 
purpose is GR, one of the most important enzymatic antioxidants in all organisms. 

Based on previous studies, which show that GSH is essential for the germination of the pollen 
tube, this study aims to shed light on these hypotheses and also on the implication of these 
two closely related antioxidants in the development process of the pollen grain. For this 
purpose a wide range of biochemical and molecular techniques have been used, such as 
immunohistochemistry, westernblotting, qPCR, spectrophotometry and LC-MS. An enormous 
expression of GSH, as well as of GR, was observed throughout the development of the olive 
pollen and also during the pollen tube germination. Their location stands out mainly in the 
nuclei of all structures and in the pollen tube. 

Our results demonstrate that the availability of GSH is essential not only for proper 
development of pollen but also for the germination of pollen. 

 

 

Introduction 

 

The olive tree is one of the most important crops in the Mediterranean area, accounting 
for 95% of world production. This plant is the source from which olive oil is obtained, 
which is the sixth most abundant vegetable oil produced in the world. The main reason 
for cultivation in this location apost from is because it has a high tolerance for salinity 
and drought compared to other salinity-sensitive fruit trees (Shah et al., 2017). In 
anthers of angiosperms, meiosis produces unicellular haploid microspores that, once 
mature, will be further divided by mitosis, (mitosis of pollen I, PM I) producing a larger 
vegetative cell and a smaller generative cell (GC). This generative cell will undergo a 
second mitosis (PM II) consisting of a symmetric division that produces two sperm cells 
(Borges et al., 2008). Therefore, the male gametophyte (the pollen grain), is composed 
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of a vegetative cell containing the vegetative cell in bicellular pollen species, or  two 
spermatic nuclei in tricellular pollen species (Boavida and McCormick, 2007). In most 
plant species, pollen grains are desiccated after anther dehiscence (Crowe et al., 1992) 
and on contact with the surface of the stigma, thanks to the intervention of a set of 
signals between the grain of pollen and stigma, are hydrated and the pollen tube is 
formed (Boavida and McCormick, 2007). This is the core of the olive sexual 
reproduction, with pollen grains of the bicellular type. The pollen tube will then grow, 
reorienting through the transmitting tissues of the pistil (style), and transporting the two 
spermatic nuclei to the embryonic sac, where they are liberated giving rise to double 
fertilization characteristic of angiosperms (Boavida and McCormick, 2007).  

When exposed to different types of stress, or also as a result of their aerobic 
metabolism, plants tend to accumulate excessive amounts of reactive oxygen species 
(ROS) that react with cellular lipids, proteins and DNA. Glutathione (GSH) is a 
tripeptide (γ-glutamyl-cysteinyl-glycine) considered as one of the thiol metabolites of 
low molecular weight, water soluble, most important and widely distributed in all types 
of cells and tissues, as a strong non-enzymatic antioxidant (Hasanuzzaman et al., 2017, 
Gill et al., 2013). In general, GSH synthesis takes place mainly in the chloroplast 
(Pasternak et al., 2008), but also occurs in cytosol and mitochondria (Mahmood et al., 
2010, Zechmann and Müller 2010). Once synthesized, GSH can be imported directly or 
indirectly to other organelles to meet the metabolic needs of the cell. GSH regulates 
multiple metabolic functions. For example, it directly or indirectly participates in ROS 
detoxification (Foyer and Noctor 2005a, b), improving plant tolerance to different biotic 
and abiotic stresses (Sharma and Dietz 2006, Srivalli and Khanna-Chopra 2008, Szalai 
et al., 2009, Hasanuzzaman et al., 2011, 2017, Hasanuzzaman and Fujita 2011, 2013). It 
has been shown that GSH can be applied exogenously to improve tolerance to abiotic 
stress in plants (Kattab, 2007, Salama and Al-Mutawa 2009, Wang et al., 2011, Chen et 
al., 2012, Nahar et al, 2015a, b, c), which could contribute significantly to the 
improvement of crops and their costs. For these reasons, much attention has been 
rendered to clarifying the role of this molecule in stress tolerance for a long time. 
However, recently, the study of this molecule has revolved around its interaction with 
other signaling molecules and phytohormones, acting as cofactor, and its redox state can 
in turn trigger the transduction of multiple signals (Foyer and Noctor 2005a, b), 
providing the possibility of being involved in physiological processes, such as 
modulation of cell proliferation, apoptosis, fibrogenesis, growth, development, cell 
cycle, gene expression, enzyme activity and immune function (Noctor and Foyer, 
Ogawa, 2005, Qiu et al., 2013, Nahar et al, 2015a). On the other hand, recent studies 
have proposed that ROS are involved in the signaling network that takes place between 
pollen and pistil during the olive fertilization process, regulating pollen germination 
and/or pollen tube growth (Hiscock & Allen 2008, McInnis et al. 2006a, b, Zafra et al. 
2010). Likewise, Zechmann et al. (2010, 2011a) demonstrated not only the presence of 
GSH in the male gametophyte, but also the need for an appropriate concentration of 
glutathione in the pollen for germination to occur. It has been demonstrated in recent 
years that GSH, both endogenous and exogenous, delay senescence and flowering time 
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(Cheng et al., 2015). In addition, there is a direct relationship between GSH-dependent 
cellular redox status and plant growth regulators (Bashandy et al., 2010, Koffler et al., 
2014), enhancing cell division and controling seed germination (Vernoux et al., 2000, 
Chen et al., 2010, Wang et al., 2011). 

Glutathione reductase (GR) is the key enzyme in GSH regeneration. GR is a 
homodimeric flavoprotein oxidoreductase that uses FAD (as a prosthetic group) and 
NADPH to reduce one GSSG molecule to two GSH molecules (García-Quirós et al., 
2017). This reaction is understood as the main route to maintain GSH levels in its 
reduced form in all subcellular compartments (Mullineaux and Rausch 2005, Yin et al., 
2017). The classical studies of fractionation in plants described a greater activity of GR 
in chloroplasts (Foyer and Halliwell 1976), but it has also been detected in 
mitochondria, cytosol and peroxisomes (Edwards et al., 1990, Rasmusson and Møller 
1990, Jiménez et al., 1997, Stevens et al., 2000, Romero-Puertas et al., 2006). In the 
genomes of the plants, two GR genes have been coded: GR1 encodes cytosolic and 
peroxisomal GR activity, whereas GR2 encodes for plastidial and mitochondrial GR 
activity and is responsible for 70-80% of GR activity in the plant (Gill et al., 2013, 
García-Quirós et al., 2017). GR regulates the GSH/GSSG ratio within the cell, so that a 
higher GR activity tends to increase the cellular levels of total and reduced glutathione 
(Foyer et al., 1995, Pilon-Smits et al., 2000, Kouřil et al. 2003, Chen et al., 2007, Yin et 
al., 2017). To date, few studies exist about GR in plant reproductive tissues, but recent 
bioinformatic studies have found that the isoform present in olive pollen is that of the 
chloroplastidial type (which has been cloned), that is, GR 2, whereas both isoforms can 
be found in pistil (García-Quirós et al., 2017). 

There are still many gaps in the metabolic network that regulates the processes of 
maturation and germination of olive pollen. Also, there are only a few 
immunolocalization and germination works performed with Arabidopsis mutants 
deficient in GSH (Zechmann et al. 2011a). More molecular, biochemical and 
physiological analyzes on the development of the male gametophyte, pollen grain 
rehydration, germination and pollen tube growth are therefore essential to study 
angiosperms reproduction, fundamental for the formation of the fruit. The objective of 
this study was to identify and characterize GRs in reproductive tissues, at molecular and 
biochemical levels, as well as investigate the levels and location of GSH, during the 
process of olive pollen development and its germination. In order to finally verify the 
role of both antioxidants in the good end of these physiological processes. 
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Materials and methods 

 

Plant material 

Fresh anthers, at different stages of development, were collected from olive trees of 
'Picual' variety, grown in Güejar Sierra (Granada, Spain).  
Mature olive pollen was collected from dehiscent anthers using the bagging technique 
of inflorescences. Samples were taken from olive trees of the "Picual" variety belonging 
to the olive germplasm collection of the Center for Research and Agrarian Training 
(CIFA) "Venta del LLano "(Mengíbar, Jaén, Spain). The pollen samples were filtered 

through a 50 m pore diameter nylon sieve, in order to remove the flower remains. 
Samples were taken during the months between April and May of each year (from 2013 
to 2016). 

 

In vitro germination of olive pollen 

In vitro germination of isolated pollen was performed by following standard protocols, 
described by M'rani-Alaoui (2000), in liquid germination medium (0.01% (w/v) boric 
acid, 0.01% (w/v) potassium nitrate, 0.02% (w/v) magnesium sulfate, 0.03% (w/v) 
calcium nitrate, 10 % (w/v) sucrose, 5% (v/v) PEG 8000). 0.1 g of mature pollen was 
prehydrated by incubation in a humid chamber at 30 ° C and in darkness for 1 h. The 
pollen was then incubated in germination medium, under gentle agitation, at room 
temperature and in the dark for 30 min, 1 h, 3 h, 6 h and 9 h. Later, the pollen was 
filtered with nylon sieves of different pore diameters (M´rani-Alaoui et al. 2000), in 
order to isolate the germinated pollen. 

 

Liquid chromatography-electrospray/mass spectrometry 

Glutathione was determined according to Ariaki et al. (2006). Samples of anthers at the 
different stages of development and pollen germinated at different times were frozen in 
liquid nitrogen, ground and immediately homogenized in 1 mL of 0.1M HCl. After 
centrifugation, supernatants were extracted again. The supernatants then were pooled 
and filtered through 0.45 mm polyvinylidene fluoride (PVDF) filters and analyzed by 
LCMS on a Triple quadrupole mass spectrometer (Quattro micro) coupled to a liquid 
chromatograph (Waters Allience 2695) with dual wavelength detector.  The whole 
process was done in darkness. 
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Glutathione reductase activity assay 

Proteins from the anther samples, at different stages of development, and from 
germinated pollen (6h) were extracted under native conditions. The samples were 
powdered in a mortar pre-cooled with liquid nitrogen. 0.1 g of the resulting powder 
were transferred to 1 ml of HB extraction buffer (0.1 M KCl, 20 mM Hepes, pH 7.0) 
and vigorously vortexed. Samples were then sonicated (5 sec, 2 times). After sonication, 
they were centrifuged at 1000rpm and 4°C for 5 minutes. The supernatant was analyzed 
by the OxiSelect™ Glutathione Reductase Assay Kit (Cell Biolabs) to quantify the 
activity of glutathione reductase in the samples, according to the manufacturer's 
protocol. 

 

Isolation of RNA, generation of cDNA and GR expression analysis 

Total anther RNA at different stages of development and total pollen RNA at different 
germination periods was extracted using the RNeasy Plant Total RNA kit (Quiagen, 
U.S.A.) and first-strand cDNA was synthesized with oligo(dT)19 primer and M-MLV 
reverse transcriptase (Fermentas). Different pairs of primers were designed to amplify 
by standard PCR and qPCRfrom the different cDNAs the complete GR sequence, 
obtained in previous works (García-Quirós et al., 2017) from the olive transcriptome. 
qPCR was performed based in Syber Green mix (LightCycler® 480 SYBR Green I 
Master, Roche) to analyze GR expression, and to corroborate these results a standard 
PCR was performed using Taq polymerase (Promega) and Pfu (Promega) to obtain or 
confirm nucleotide sequences. 

 

Extraction of total proteins, SDS-PAGE and Western blotting 

Anther and germinated pollen samples at different stages (0.1 g) were ground in a 
mortar precooled with liquid nitrogen. The extraction of total proteins and subsequent 
delipidation of the extracts was carried out according to Zienkiewicz et al. (2012). Total 
protein content was estimated using the 2D Quant Kit (Amersham Biosciences, 
Piscataway, NJ, USA) according to the manufacturer's instructions.  
Protein extracts (~25 μg) were analyzed on 12% polyacrylamide gels (Mini-
PROTEAN® TGX™ Precast Gels, BIO-RAD) under denaturing conditions (SDS-
PAGE). The electrophoresis was performed on a MiniProtean III Cell (BIO-RAD) 
device, applying to the gel an initial voltage of 90 V (~20 min) and then 180 V (~20 
min). 
Then, proteins were electroblotted onto a PVDF membrane in a TransBlot Turbo 
Transfer System (Bio-Rad). Membranes were blocked overnight at 4°C in a solution 
containing 3% (w/v) BSA in TBS buffer (pH 7.4), and probed with primary (anti-GR, 
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Agrisera prod. No. AS09 181) and the corresponding secondary (anti-rabbit IgG 
Alexa488-labelled secondary antibody - Molecular Probes) antibodies. 

 

Sample preparation for immunohistochemistry of GSH and GR 

Samples were collected from the 5 development stages (meiosis, M; tetrad, Te; 
microspore, Mi; mature pollen, MP and germinated pollen during 6h, GP) and 
immersed in a fixative solution composed of a mixture of 4% paraformaldehyde and 
0.2% glutaraldehyde in 0.05 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2). Further dehydration 
in ethanol series and embedding in Unicryl resin followed by polymerization using UV 
light, at -20 ºC were performed. Thin (1 μm) and ultrathin (70nm) sections  were 
attached to TESPA treated slides and Ni-grids covered with formwar, respectively. 

Thin sections were incubated in phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2) containing 
2.5% bovine serum albumin (BSA; Sigma–Aldrich) for 1h at room temperature and 
then treated with commercial polyclonal primary anti-GSH (Agrisera prod. No. AS09 
594) and anti-GR (Agrisera prod. No. AS09 181) antibodies in 1:30 proportion, 
followed by secondary antibody (anti-rabbit IgG Alexa549-labelled secondary antibody 
- Molecular Probes) in 1:100 proportion. Negative controls were prepared by omitting 
the primary antibody. After washing three times, samples were mounted with citifluor 
(Ted Pella). Fluorescence microscopy (FM) observation wasperformed using a Leica 
DMI600B Inverted Epifluorescence Microscope.Fluorescence intensity was quantified 
using the ImageJ software. Data are the average of a minimum of nine images obtained 
in three independent experiments. 
Ultrathin sections were incubated in PBS containing 5% bovine serum albumin (BSA; 
Sigma–Aldrich) for 1h at room temperature and then treated with primary anti-GSH 
(Agrisera prod. No. AS09 594) antibody in a proportion of 1:100, followed by 
secondary antibody (anti-rabbit IgG, 20nm gold-labelled secondary antibody, 
BBInternational) in a 1:50 proportion. After washing three times, samples were 
contrasted with EMS and lead citrate to contrast. Transmission Electron Microscope 
(TEM) observations were carried out in a JEOL JEM-1011 device. 

 

Results 

 

Detection and levels of GSH during olive pollen development and germination. 

Biochemical analyzes of GSH were performed using LC-MS. The highest concentration 
of GSH was observed in the pollen mother cell (PMC) stage during mitosis, suggesting 
a role of GSH in the control of the cell cycle (Figure 51). 
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Figure 51.Changes in GSH and GSSG levels during anther development and pollen germination as determined by 
LC-ES / MS analysis. Meiosis (M), microspore (Mi), germinated pollen at  6h (GP), mature pollen (MP), tetrad (Te). 

"a" in the graph represents a statistical significance with a confidence interval of 95% (P≤0.05). Refered to mature 
pollen. 

On the other hand, during the mature pollen stage, the concentration of GSH undergoes 
a drastic increase. In addition, oxidized and reduced forms of glutathione are found in 
equilibrium in mature pollen. This result may suggests the idea that there is a high 
accumulation (and perhaps synthesis) of glutathione at this stage, because the mature 
pollen is preparing all its metabolic machinery for the germination of the pollen tube. 
During pollen germination, metabolic rates are very high and large concentrations of 
ROS are generated, requiring high amounts of glutathione to fight against the possible 
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oxidative damage that may be caused during these delicate stages of the fertilization 
process. 

However, as the germination time progresses, glutathione concentrations also vary, 
suffering a decrease in GSH content, probably due to the high production of ROS 
occurring during this process (Figure 52). 

 

Figure 52.Changes in GSH and GSSG levels in mature pollen and during olive pollen germination as determined by 
LC-ES / MS analysis.Germinated pollen at 1h, 3h, 6h, and 9h (PG1, PG2, PG3 and PG4) and mature pollen (MP). "a" 
in the graph represents a statistical significance with a confidence interval of 95% (P≤0.05). Refered to mature pollen. 

 

Figure 53 shows the cell localization determined by immunohistochemistry of GSH 
throughout the development of anther, and during pollen germination. GSH is present in 
both the microsporocytes and other tissues of the anther (including the tapetum) with a 
wide distribution, throughout the pollen development process. The location of GSH in 
the nuclei of both the microsporocytes and the cells of the tapetum is highlighted. In the 
pollen stem cell, a greater signal intensity, as well as a very wide distribution of GSH, 
can be observed with respect to the more advanced stages of pollen development. 
During germination, the fluorescence signal intensifies again in the pollen tube, 
indicating a high concentration of GSH in the pollen tube during germination.  

GSH location includes the cytosol, organelles such as mitochondria and plastids, and 
especially nuclei where a remarkable concentration of GSH was observed (Figure 54). 
The intense concentration of GSH in the aperture region of pollen grain is evident in the 
early stages of development of pollen tube (Figure 54. F), providing evidence that, as it 
has already been studied during pollen germination in other species (Zechmann et al., 
2011a, 2011b), GSH is essential for the development and orientation of the pollen tube. 
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Figure 54.GSH Immunolocalization, by transmission electron microscopy (TEM), during pollen development and 
germination in olive. A) Negative control. B) Location in the stem cell of olive pollen, at meiosis stage. C) Location 

at tretrad stage. D) Location at microspora stage. E) Location at mature pollen stage. F) Location in aperture región of 
the pollen grain at the beginning of germination. G) Location at germinated pollen stage. H) Location at germinated 

pollen stage (into pollen tube). Aperture (Ap), Cytoplasm (C), Mitochondria (Mt), Nuclear Membrane (MN), Nucleus 
(N), Nucleolus (Nu), Pollen Stemr Cell (PSC), Pollen Tube Wall (PTW), Tetrada (Te). 
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GR enzymatic activity during olive pollen development and germination. 

Enzyme activity data (Figure 55) clearly show how the GR enzyme acts during the 
biological processes of microsporogenesis and germination. Huge GR activity can be 
observed during pollen tube germination (after 6 h of germination), well above the 
activity present throughout the pollen development process, which could mean a direct 
implication of this enzyme during the germination and reorientation of the pollen tube 
in fertilization. On the other hand, a high GR activity is observed at the stages of 
meiosis and mature pollen. This could mean that GR has a regulatory role both in cell 
cycle control and in signaling that occurs within mature pollen and in pollen-pistil 
interactions to produce pollen tube germination. 

 

Figure 55.GR enzymatic activity, measured by the kit mentioned in the section on materials and methods, expressed 
in mU/mL. Germinated Pollen at 6 h (PG3), Mature pollen (MP), Meiosis (M), Tetrad (Te), Microspore (Mi).  "a" in 

the graph represents a statistical significance with a confidence interval of 95% (P≤0.05). 

 

Protein and gene expression analysis of GR during olive pollen development and 
germination. 

According to its expression pattern (figure 56), the GR of olive pollen belongs to the 
late gene family, as it is mainly expressed at the final stages of pollen tube germination. 
Also a peak of expresion can be observed at the mature pollen stage, which is consistent 
with the results of protein expression, therefore supporting the hypothesis that GR is 
directly involved in the signaling that occurs within the pollen grain and during pollen-
pistil interaction, before germination of the pollen tube takes place. 
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Figure 56.GR gene expression throughout anther development and in vitro germinationby qPCR. “a” and  “b” in the 
graph represent a statistical significance with a confidence interval of 99% (P≤0.01) and 95% (P≤0.05). Germinated 
Pollen at 1h, 3h, 6h, 9h and 12h (PG1, PG2, PG3, PG4 and PG5, respectively), Mature pollen (MP), Meiosis (M), 

Microspore (Mi), Tetrad (Te). The control was carried out in mature pollen. 

 

Protein expression analysis by Western blotting (Figure 57) is coincidental with 
immunohistochemical data. GR accumulation was detected from the tetrada stage 
onwards, reaching a peak in the mature pollen grain. An intense band is also observed 
during the first stages of pollen germination, at the beginning of the formation of the 
pollen tube (aperture) and along the pollen tube during the first three hours of 
germination, where the signal begins to weaken. 

 

GR immunolocalization during olive pollen development and germination. 

The immunohistochemical analysis of the presence of this enzyme is shown at figure 
58.  GR is localized in all reproductive tissues, including the tapetum, with a high signal 
in the nuclei, the apertural regions of the pollen grain and in the pollen tube. Unlike 
GSH biosynthetic enzymes, the GR is located mainly in the pollen tube (not in the 
pollen grains)during germination of the pollen tuve. This suggests an important role of 
this enzyme during the pollen tube germination, especially at the beginning, which may 
be due to the intense metabolism (and therefore the high rate of ROS generation) that 
occurs during this biological event. 

The occurrence of aerobic conditions gave organisms the opportunity to use oxygen as 
an electron acceptor, and at the same time allowed them to take advantage of their 
reactive properties for metabolism and signaling (Schippers et al., 2012, Foyer and 
Noctor 2015). Therefore, it is expected that plants, which have evolved in an 
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oxygenated environment, require the integration of cellular redox metabolism and ROS 
sensitivity and signaling in plant growth and development processes. In fact, in both 
animal and plant biology, references already exist regarding the relation of hypoxia in 
the maintenance of the stem cells, as well as the directed generation of ROS and the 
regulation and redox signaling during the cycle and the cellular proliferation (Díaz-
Vivancos et al. 2010a, 2015, Suzuki et al. 2011, García-Giménez et al. 2013, Schmidt 
and Schippers 2015). A considerable number of researchers have already demonstrated 
that both ROS and redox signaling have the particularity of performing crucial functions 
in the development of outbreaks (Kocsy et al., 2013, Considine and Foyer 2014, 
Schmidt and Schippers 2015, Rouhier et al. 2015, Schippers et al., 2016). However, we 
are still at the beginning of the race to discover how these redox signaling pathways are 
involved in the regulation of development. Although there is a large number of evidence 
that cellular redox homeostasis is involved in the development of the plant and that both 
ROS and glutathione play a key role in the regulation of development of branches, roots 
and floral shoots, as well as in the growth of the pollen tube (Zechmann et al., 2011a, 
Considine and Foyer 2014, Schmidt and Schippers 2015, Schippers et al., 2016). The  

 

 

Figure 57.a)Western blot of total olive pollen proteins, during pollen development and germination, after separation 

by SDS-PAGE (30 g/lane) and using an anti-GR. b) Quantification of protein expression levels by densitometry 
from the bands of Figure 57.a., and relativization with respect to the mature pollen stage. "a" in the graph represents a 

statistical significance with a confidence interval of 95% (P≤0.05).Germinated Pollen at 1h, 3h, 6h, 9h and 12 h 
(PG1, PG2, PG3, PG4 and PG5, respectively), Mature pollen (MP), Meiosis (M), Microspore (Mi), Tetrad (Te). 
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precise functions of each component during growth and development remain an 
unknown and unexplored area in the field of plant biology. 

 

 

Discussion 

 

On the other hand, recent studies showed a gradual increase in the total content of 
glutathione (GSH + GSSG), both in cotyledons and seedlings, throughout their 
development (Kaur and Bhatla, 2016). In these studies a correlation was observed 
between the activity of GR, which is in charge of maintaining an adequate GSH/GSSG 
ratio by recycling glutathione in its reduced form (GSH) (Sharma et al., 2012), and GSH 
content in sunflower (Kaur and Bhatla 2016). It seems likely that changes in the 
expression of the GR enzyme modulate both the GSH/GSSG ratio and the amount of 
total glutathione (Foyer et al., 1995, Noctor et al., 1998). In other studies, in which GH 
was overexpressed in tobacco chloroplasts, an increase in both GSH reduction status 
and total glutathione was observed (Foyer et al., 1991, Noctor et al., 1998). Therefore, 
we can ensure that there is a direct relationship between the increase in GR activity and 
the total content of glutathione (GSH + GSSG). 

In this work the aim is to shed light on the functions of GSH and the GR enzyme along 
the development of pollen (microsporogenesis) as well as during pollen tube growth. 

 

Redox regulation GSH-dependent in the development of olive pollen. 

Similar to what happens with the cell cycle in other plant tissues, it is expected that 
microsporogenesis is linked to redox metabolism. Certain bioinformatic data (Honors 
and Twell 2003, Borges et al., 2008, Zechmann et al., 2011a) call into question the 
importance of glutathione metabolism in the development and survival of the male 
gametophyte, since both GSH1 and GSH2 are transcribed at levels insignificant in 
pollen and spermatic nuclei. However, due to the apparent sensitivity of microspores to 
mitochondrial damage induced by chronic oxidative stress (Wan C 2007), we decided to 
investigate the need and location of glutathione in the male gametophyte of olive to 
reveal the strategies of pollen to cope with ROS produced both during its development 
and during germination and elongation of the pollen tube. 

The results of GSH immunolocalization in developing anthers reveal that this 
metabolite has a great relevance during the development of olive pollen, especially in 
stages where cell division occurs, such as the stage of meiosis. In addition, the fact that 
GSH is localized primarily in the nucleus suggests a role for GSH in cell cycle control, 
which may be due to the decrease in auxin levels (Bashandy et al., 2010, García-
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Giménez et al. 2013). These results are consistent with the findings of previous studies 
in which an excessive import of GSH into the nucleus during the G1 phase of the cell 
cycle is observed (Burhans and Heintz NH 2009, Díaz-Vivancos et al., 2010b, 
Schippers et al. 2016), we may venture that GSH conditions the cell cycle by redox 
regulation of several transcription factors. Transcription factors, NF-YC (Nuclear 
transcription factor Y subunit gamma) and TCP (TEOSINTE BRANCHED1 / 
CYCLOIDEA / PROLIFERATING CELL FACTOR1), are inactivated through the 
oxidation of cysteines, so both GSH and GR could reduce to these proteins and restore 
the activity thereof, thereby modulating the cell cycle directly. Similarly, TCP is an 
inhibitor of jasmonate synthesis (JA), which in turn appears to potentially induce GSH 
(Li et al., 2017), so that the activity of the transcription factor TCP could cause cellular 
GSH depletion, restoring the cellular oxidative state which in turn inactivates the 
expression of TCP. 

On the other hand, there are studies on enzymes and proteins involved in cellular redox 
metabolism that have revealed a clear role in the maintenance and size of apical 
meristem in plant roots. These studies suggest that GSH reduction is necessary for the 
development of roots, buds and flowers (Reichheld et al., 2007, Bashandy et al., 2010, 
Schippers et al., 2016). Following these observations, cell proliferation and 
microsporocyte development are likely to be regulated by ROS through bound of 
proteins and enzymes GSH/GR regulated that influence cell cycle progression and / or 
maturation of the microsporocyte, as in the apical meristems (Burhans and Heintz 2009, 
Zechmann et al., 2011b). Current work on reproductive development has revealed a 
clear link between redox processes and the pollen development. In mutants deficient in 
reducing enzymes, such as the double mutant Arabidopsis ntra ntrb (deficient in 
NADPH-dependent thioredoxin reductases), pollen fertility was diminished (Reichheld 
et al., 2007). However, pollen fertility was further reduced in mutants lacking the GR 
enzyme, such as the triple mutant Arabidopsis gr1 ntra ntrb, whose pollen turns out to 
be sterile. Recently, other researchers have shown that maintaining a reduced condition 
is essential for the formation of germ cells (Kelliher and Walbot 2012), which is 
established in part through the hypoxic environment present in anther tissues. Our 
results complement these investigations, since a great amount of GSH can be observed 
throughout the development of the microsporocito (Figures 51,52, 53 and 54), 
especially in the stage of mature pollen prior to the germination of the pollen tube. 
These observations suggest that GSH is necessary for the formation of pollen (Marty et 
al., 2009, Zechmann et al., 2011a). But not only that, it is also essential that GSH is in 
its reduced state, as can be derived from the expression data of the GR enzyme. This 
enzyme is also present throughout the development in a cumulative manner, with a 
particular intensity in the microspore stage and in the openings of the mature pollen 
grain (Figures 57, 58), where probably the reserves of GSH have been exhausted 
throughout development and the enzyme is required for recycling. As for the enzymatic 
activity of the enzyme (Figure 55), a great activity is observed at the beginning of the 
development of the microsprocyte (stage of meiosis, where numerous cell divisions are 
taking place that require a reducing environment), only comparable with the mature 
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pollen, stage in which also a peak of activity of the enzyme is observed in agreement 
with previous results and with the gene expression of the GR (Figure 56). All this leads 
us to propose that the GSH is essential in the development of the microsporocite, and 
that the participation of the GR is essential for it to remain in its reduced state in 
moments as crucial as the beginning of pollen development and just before of the 
germination of the same, to maintain its fertility. 

For a relatively short time, flowering, and all physiological events associated with it, 
associated with redox homeostasis has attracted increasing attention. The redox changes 
are able to control various processes of development and growth in plants, including 
floral induction and floral organ development (Meyer and Hell 2005, Considine and 
Foyer 2014, Dietz 2014). It has been described that GR and glutarredoxin (GRX) exert 
a redox control on certain transcription factors that regulate floral developmental 
phenomena, such as the formation of petal primordia or the development of anthers (Li 
et al., 2009, Murmu et al. al., 2010, Wuest et al., 2012, ÓMoiléidigh et al., 2013). In this 
way we can establish the roles of regulating mechanisms based on thiols, as it is the 
case of these enzymes, which are directly involved in the control of the floral 
development. 

In the flowering models postulated to date (Wuest et al., 2012, Schippers et al., 2013), 
anther development is regulated by the ROXY1 and ROXY2 genes. They control this 
process through redox state regulation of a cysteine key residue of two transcription 
factors (TGA9 and TGA10). TGA9 and TGA10, are activated by their reduction, 
mediated by glutaredoxin, and control (via redox metabolism) anther and tapetum 
development. With these indications and in view of the results of this work, we could 
not rule out the involvement of other redox systems, such as GSH and the GR enzyme, 
in pollen development processes. However, studies with mutants of Arabidopsis 
overexpressing GSH levels, and therefore the redox ratio of GSH, have been found to 
indicate that a high concentration of GSH delays flowering (Ogawa et al., 2001, Ogawa 
2005, Hatano-Iwasaki et al. Ogawa 2012), the same thing happened in studies in which 
GSH was added (Chin et al., 2016). Similar results were found in other plant species 
such as Eustoma grandiflorum, wheat or orchid (Yanagida et al., 2004, Gulyás et al., 
2014, Chin et al., 2016), suggesting that GSH metabolism is involved in flowering 
regulated by FLC (FLOWERING LOCUS C), so that a high GSH content delays 
flowering, while holding up quite forcefully that GSSG is a key regulator at the 
beginning of flowering. The genes of biosynthesis (γ-glutamyl-cysteinyl synthetase and 
glutathione synthetase, GSH1 and GSH2 respectively) and the recycling (GR) of GSH 
contribute to the regulation of GSH redox homeostasis in the AsA-GSH cycle, and 
affect time of flowering (Chin et al., 2016). The low expression of GR1 during the 
reproductive phase suggests that the down-regulation of coordinated regeneration of 
GSH leads to a decrease in the redox ratio of GSH, and thus results in the onset of 
flowering (Meyer et al., 2007, Chin et al. al. 2016). In this way, GSSG has been 
considered the key factor in the regulation of flowering thanks to studies in which 
GSSG was applied to plants (Kocsy et al., 2013, Chin et al., 2016). 
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However, GSH homeostasis is not only under the regulation of its two biosynthetic 
enzymes (GSH1 and GSH2) and GR. Nitric oxide (NO), as evidenced from the animal 
literature (Xiaoyuan et al., 2017), also acts in the maintenance of the redox homeostasis 
of GSH. On the other hand, the content of GSH in a tissue and at a specific point of time 
is also modulated through the participation of glutathione peroxidase (GPX) and other 
reactions mediated by dehydroascorbate reductase (DHAR), (Rahantaniaina et al. 2017, 
Yin et al. 2017). Therefore, observed changes in GSH or GSSG content do not 
necessarily have to correlate with GR activity due to the crosstalk of more than one 
biochemical pathway. 

Our reports demonstrate the coordination of GSH and its redox state in response to 
environmental factors to regulate flowering in plants. Now the question arises as to how 
environmental fluctuations can adjust endogenous GSH levels and their redox state, 
determined by biosynthesis and recycling of the oxidized form of GSH, trigger the 
induction of flowering. It would be possible to think that, in order for flowering to take 
place, a rusty environment is required, and once this begins, the metabolic networks of 
synthesis and recycling of GSH necessary for the correct development and viability of 
pollen will begin to be triggered. 

Role of GSH and GR in the growth of the pollen tube of  olive tree. 

Pollen germination and pollen tube growth are key events in the sexual reproduction of 
plants. The pollen-pistil interaction is a complex process that has been extensively 
studied in flowering plants (Cheung et al., 1995; Kim et al., 2003; Palanivelu et al., 
2003). 

From previous studies on kiwi pollen (Speranza et al., 2012), it can be stated that ROS 
occur as a result of rehydration of pollen and during the delay phase that precedes the 
emergence of the pollen tube. In addition, ROS production continued during the 
emergence and elongation phases of the pollen tube. All this indicates that ROS are 
involved in the germination of pollen and agrees with the results that give ROS a role in 
the growth of the apical meristems (Potocky et al., 2007, Speranza et al., 2012). It is 
logical to think that in stages such as rehydration and emergence of the pollen tube (in 
which the pollen grain restarts its metabolic activity, which is verified by the increase in 
the number of mitochondria) and during pollen tube elongation (where the rate of 
growth is so fast that it requires a high energy expenditure and therefore an intense 
metabolism), the production of ROS is massive. Given these deductions we can 
hypothesize that, being GSH and GR two of the most important antioxidant systems of 
the cell, in situations such as those described above in which there is a large production 
of ROS species, both GSH and GR would also be important for maintain redox 
homeostasis at the non-hazardous limits for the cell and as signaling molecules. 

The results of this study clearly demonstrate that GSH is essential for in vitro pollen 
germination, since this metabolite is clearly present and active in the male gametophyte 
(throughout its development), in apertures and into the pollen tube. In previous studies 
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with pad2-1 mutants of Arabidopsis thaliana (Zechmann et al., 2011a), glutathione 
deficient due to a point mutation in the GSH1 gene, a reduction of pollen germination 
correlated with a reduction in the GSH content of ~ 80%. The addition of inhibitors, 
such as 1-chloro-2,4-dinitrobenzene or BSO, also induced strong depletions in GSH 
contents, which was associated with a significant reduction in pollen germination 
capacity, even with severe cell death (González-Párraga et al. 2005, Zechmann et al. 
2011a). The addition of GSH in these cases resulted in the restoration of pollen 
germination rate. This demonstrates that the availability of GSH is essential for pollen 
tube germination to take place, but in a controlled and well regulated manner, since 
excessive amounts of GSH could also lead to aberrations, adversely affecting the 
germinative capacity of pollen (Zellnig et al. 2000, Zechmann et al. 2006, 2011). In 
addition, these studies also demonstrated that the low levels of glutathione in the mutant 
pad2-1 decreased their ability to germinate, probably due to alterations during pollen 
development (Zechmann et al. 2011, García-Quirós et al. unpublished results). 

As for the GSH localization (Figures 53 and 54), no compartmental differences were 
observed as in vegetative tissues, but GSH is widely distributed throughout the 
cytoplasm of the microsporocyte as already observed in previous studies (Zechmann et 
al. 2008, 2010) in pollen. The role of GSH during pollen tube growth has not yet been 
well established, let alone its participation in the early germination stage (pollen tube 
emergence). The synchronization of GSH and GR (Figures 53, 54, 58) and their 
location in the germinative apertures suggest an important role for GSH in the activation 
of pollen grain and emergence of the pollen tube. The LC-MS data verified what was 
observed in the immunolocalization, since a peak of GSH can be observed in the mature 
pollen stage (prior to germination of the pollen tube) and during germination, especially 
at the beginning, during the emergence of the pollen tube (Figure 52). 

If we look at the data of protein and genomic expression (Figures 55-57) we can 
observe both high expression (of protein and gene) and intense enzymatic activity in the 
germinated pollen stage. According to its expression pattern, the olive pollen GR 
belongs to the late gene family. The GR protein was found to increase its levels during 
the first hour of germination and then progressively decreased. Since the GR protein 
concentration (and its enzymatic activity) appear to increase during the mature pollen 
stage and germination, above the average level in all other developmental stages, it is 
likely that its responsibility is to avoid the uncontrolled ROS accumulation, especially 
during emergence and elongation of the pollen tube. 

In addition, the fact that both GSH and GR are expressed at such a high level in the 
germinated pollen stages, also suggests the role of these antioxidant systems in the 
growth and reorientation of the pollen tube. 
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Conclusions 

Therefore, these results clearly demonstrate that GSH availability is essential for pollen 
germination and demonstrate the importance of glutathione not only for plant 
development but also for pollen germination and pollen tube growth. We can conclude 
that sufficient glutathione contents are required both during pollen development and 
during germination to produce adequate pollen germination and both, GSH and GSSG, 
have a key role in pollen metabolism and physiology, as it has been determined already 
for somatic tissues. The high levels of GSH in the gametophyte at the stage of meiosis 
suggest the involvement of this molecule in the control of cell cycle.  

These data support the hypothesis that GR and GSH may play an important role in a 
physiological context, such as pollen development and pollen tube growth and 
reorientation, and not as mere participants due to a stress condition. 
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CAPÍTULO 2 
ANÁLISIS BIOQUÍMICO Y MOLECULAR DEL GSH Y DE LOS 

ENZIMAS QUE CONTROLAN SU METABOLISMO EN LOS 
TEJIDOS REPRODUCTIVOS DEL OLIVO  

2.1. Análisis bioquímico y molecular de los enzimas 
implicados en la síntesis de glutatión en los tejidos 
reproductivos del olivo. 

 
2.2. Involvement of glutathione and glutathione reductase in 

the development of the microsporocyte and during the 
germination of the olive pollen. 

 

2.3. Determinación de la localización y la expresión génica y 
proteica de los enzimas responsables de la 
detoxificación mediada por GSH durante la ontogenia y 
la germinación del polen de olivo. 
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Las enzimas GSH-dependientes encargadas de la detoxificación celular son las ya 
mencionadas GPX y GST.   

2.3.1. Análisis de expresión génica de las enzimas GPX  y GST. 

Tras clonar los genes de las enzimas implicadas en la detoxificación celular dependiente 
de glutatión en el polen de olivo, se llevaron a cabo análisis de expresión a nivel de los 
transcritos. El análisis de expresión de los transcritos durante la ontogenia del polen en 
la antera, así como durante su germinación, se evaluaron mediante ensayos de PCR en 
tiempo real (qPCR) utilizando cebadores específicos (Tabla 6 de Materiales y Métodos). 

 

Figura 59. Análisis de expresión mediante qPCR de la GPX del polen de olivo durante el desarrollo de la antera y la 
germinación in vitro del polen. Polen germinado a 1h, 3h, 6h, 9h y 12h (PG1, PG2, PG3, PG4 y PG5).“a” y  “b” en el 
gráfico representan un significado estadístico con un intervalo de confianza del 99% (P≤0,01) y  del 95% (P≤0,05), 

respectivamente. El control se realizó en polen maduro. 

 

Con respecto al análisis de expresión por qPCR de la GPX, los transcritos se fueron 
acumulando, durante el desarrollo del polen, desde la etapa de meiosis en adelante, 
alcanzando un pico en el estadio de grano de polen maduro (Figura 59). Durante la 
germinación del grano de polen, GPX aumenta su nivel de transcripción durante las tres 
primeras horas de germinación (PG1 y PG2), y después se vuelve a expresar con mucha 
menos intensidad tras 9 horas de germinación (PG4 y PG5) (Figura. 59). 

En cuanto a la otra enzima dentro del ciclo del GSH encargada de la detoxificación 
celular, la GST, los resultados de la amplificación por qPCR del gen GST en polen de 
olivo se muestran en la figura 4.23. 



RESULTADOS 

178 

 

 

Figura 60. Análisis de expresión mediante qPCR de la GST del polen de olivo durante el desarrollo de la antera y la 
germinación in vitro del polen.Polen germinado a 1h, 3h, 6h, 9h y 12h (PG1, PG2, PG3, PG4 Y PG5. ). “a” y  “b” en 
el gráfico representan un significado estadístico con un intervalo de confianza del 99% (P≤0,01) y  del 95% (P≤0,05), 

respectivamente. El control se realizó en polen maduro. 

 

Durante el desarrollo del polen, los transcritos de GST alcanzan un pico de expresión en 
el estadio de grano de polen maduro (al final del desarrollo de la antera). Después, 
durante la germinación del polen, el gen se expresa durante toda la germinación con un 
máximo de expresión en el estadio de germinación 3 (a las 6 h de germinación). 

 

2.3.2. Análisis de expresión proteica de las enzimas GPX  y GST. 

El análisis de expresión proteica, llevado a cabo mediante Western blotting (Figura 61. 
A), reveló la presencia de GPX y GST durante el desarrollo y la germinación del polen 
de olivo. Para la expresión relativa cuantificada por densitometría a partir de las bandas 
de Western blot(Figura 61.B), se determinó el 100% en el estadio de polen maduro, por 
ser el estadio más estable y el nexo de unión entre el desarrollo del polen y su 
germinación. A la vista de los resultados obtenidos, la GPX parece tener más 
importancia durante el desarrollo del polen de olivo, especialmente en las primeras 
etapas del desarrollo y al principio de la germinación.Por el contrario, la GST parece ser 
mucho más importante durante la germinación del tubo polínico, con especial interés 
entre las 3 primeras horas de la germinación del tubo polínico (Figura 61). 
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Figura 61. A.Análisis de expresión mediante Western blotting de la proteína GPX del polen de olivo durante el 
desarrollo de la antera y la germinación in vitro. B. Análisis de expresión mediante Western blotting de la 

proteínaGST  del polen de olivo durante el desarrollo de la antera y la germinación in vitro. C. Cuantificación de los 
niveles de expresión de ambas proteínas mediante densitometría a partir de las bandas de la figura 61.A., y 

relativización con respecto al estadio de polen maduro. “a” y  “b”en el gráfico representan un significado estadístico 
con un intervalo de confianza del 99% (P≤0,01) y del 95% (P≤0,05), respectivamente.Meiosis (M), Microspora (MP), 

Polen germinado a 1h, 3h, 6h, 9h y 12h (PG1, PG2, PG3, PG4 Y PG5), Polen Maduro (PM), Tetrada (T). 

 

2.3.3. Localización celular de las enzimas GPX y GST. 

En la figura 62 se muestra la amplia localización tisular y celular que tiene la GPX en 
todos los tejidos de la antera durante la microsporogénesis y durante el desarrollo del 
tubo polínico. Se encontraron niveles detectables de GPX en el citoplasma y los núcleos 
a lo largo de todo el curso de desarrollo tanto en el grano de polen como en el tubo 
polínico en crecimiento. Destaca la detección de GPX (Figura 62.A) en el estadio de 
CMP, donde muestra un marcaje intenso tanto del nucleolo como de la cromatina. 
También se detectó esta enzima en las paredes del tubo polínico (incluído el extremo 
apical del tubo polínico), así como en los núcleos espermáticos que viajan a través del 
tubo (Figura 62.E). 

Además, durante la ontogenia del polen, el máximo de expresión proteica de la GPX 
tuvo lugar en el estadio de tétrada, seguido de cerca del estadio de polen maduro. 
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Por oro lado, la GST fue detectada a todo lo largo del proceso de desarrollo del grano de 
polen (especialmente en el estadio de tétrada) en todos los tipos de tejidos reproductivos 
(incluido el tapetum) y durante la germinación del tubo polínico (Figura 63). Se observó 
una alta señal fluorescente en el citoplasma, y principalmente en los núcleos, durante 
todos los estadios de la ontogenia del polen. Además, durante el proceso de 
germinación, la GST se localizó en el citoplasma del tubo polínico, así como en los 
núcleos espermáticos con una elevada expresión. 
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Se realizó un análisis de expresión génica por PCR en tiempo real (qPCR) de todos los 
enzimas del metabolismo del glutatión en la biología reproductiva de A. thaliana. Sin 
embargo, se seleccionaron sólo dos enzimas, GR y GPX, para realizar el análisisde 
expresión proteica en los distintos tipos de plantas de A. thaliana durante el desrrollo 
floral. El motivo por el que se eligieron estas dos enzimas es porque parecen ser las más 
importantes, dentro del ciclo del GSH, en procesos de fertilización en Angiospermas, 
regulando tanto la microsporogénesis como el crecimiento del tubo polínico. 

 

3.1.1. Análisis molecular de las enzimas involucradas en la síntesis de 
glutatión (-ECS y GS). 

Como ya se ha explicado anteriormente, la biosíntesis del GSH tiene lugar en 2 etapas 

reguladas por las enzimas -ECS (primera etapa) y GS (segunda etapa). El análisis de la 
expresión génica de estas dos enzimas mediante qPCR en los distintos tipos de plantas 
de A. thaliana revela que existen diferencias en cuanto a la expresión de estos genes en 
los mutantes deficientes de GSH con respecto al WT. 

En la figura 64, referente a la espresión génica del enzima -ECS, se observa en roGFP 
un patrón de expresión similar al fenotipo silvestre (WT). Sin embargo, los fenotipos 
mutantes difieren de los silvestres, especialmente en los primeros estadios de desarrollo. 

En cad2 y pad2 la expresión de -ECS es mayor a la de los fenotipos silvestres en los 
estadios 11-12, menor en el estadio 13 y bastante similar al final del desarrollo floral 

(estadio 14). clt por el contrario, expresa niveles inferiores de -ECS durante los 

estadios 11-12 y 13, y en el estadio 14 expresa -ECS a niveles superiores a los 
fenotipos silvestres. 

Los resultados de la amplificación por qPCR de transcritos GS en las distintas plantas 
de A. thaliana (Figura 65) revelaron diferencias de expresión entre los fenotipos 
silvestres y los mutantes. WT y roGFP poseían un patrón de expresión similar. cad2 
expresó menores niveles de GS que los fenotipos silvestres en todos los estadios de 
desarrollo estudiados. Por el contrario, pad2 mostró niveles de expresión mayores a los 
de los fenotipos silvestres en el estadio de desarrollo 11-12, pero expresó GS a niveles 
similares a los de WT durante los estadios 13 y 14. El mutante clt mostró un patrón de 

expresión de GS similar al de -ECS, niveles de transcritos GS inferiores a los de los 
fenotipos silvestres durante los estadios 11-12 y 13, y superiores durante el estadio 14. 



 

Figura 64. Análisis de expresión mediante qPCR de la 
deficientes en GSH de Arabidopsis thaliana

Figura 65. Análisis de expresión mediante qPCR de la GS durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
deficientes en GSH de Arabidopsis thaliana

Análisis de expresión mediante qPCR de la -ECS durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
Arabidopsis thaliana.. "a" representa un significado estadístico con un intervalo de confianza 

del 95% (P≤0,05). 

 

 

Análisis de expresión mediante qPCR de la GS durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
Arabidopsis thaliana.. "a" representa un significado estadístico con un intervalo de confianza 

del 95% (P≤0,05). 
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ECS durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
"a" representa un significado estadístico con un intervalo de confianza 

 

Análisis de expresión mediante qPCR de la GS durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
"a" representa un significado estadístico con un intervalo de confianza 
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3.1.2. Análisis molecular de la enzima implicada en el reciclado del 
glutatión (GR). 

La GR es la enzima encargada de reducir el GSSG a GSH para que pueda volver a estar 
biodisponible. Como ya se ha visto anteiormente, existen 2 isoformas, una 
citoplasmática (GR1) y otra cloroplastidial (GR2). 

Para poder dilucidar cuál de las dos isoformas (GR1 y GR2) juega un papel más 
importante en el desarrollo floral se amplificaron ambos genes mediante qPCR (Figuras 
66 y 67). 

La figura 66 revela diferencias en los patrones de expresión de GR1 en los distintos 
tipos de plantas de A. thaliana. WT y roGFP poseían similares patrones de expresión. 
cad2 expresó niveles superiores a WT de GR1 en todos los estadios de estudio. pad 2 
expresó niveles superiores a los de los fenotipos silvestres en los estadios de desarrollo 
11-12 y 13, sin embargo, en el estadio 14 sus nivelesde expresión de GR1 eran menores 
a los de los fenotipos silvestres. El contradictorio mutante clt expresó niveles inferiores 
de GR1 respecto a los fenotipos silvestres en todos los estadios de desarrollo. 

En la figura 67 se observan diferencias en los patrones de expresión de GR2 en los 
distintos tipos de plantas de A. thaliana. WT y roGFP poseían similares patrones de 
expresión. cad2 expresó niveles inferiores a WT de GR2 en todos los estadios de 
estudio. El patrón de expresión de pad 2 para GR2 es similar al de GR1, los niveles de 
expresión fueron superiores a los de los fenotipos silvestres en los estadios de desarrollo 
11-12 y 13, sin embargo, en el estadio 14 sus niveles de expresión de GR2 eran menores 
a los de los fenotipos silvestres. clt expresó niveles de GR2 ligeramente por encima de 
los fenotipos silvestres en los estadios 11-12, e inferiores a los de WT y roGFP en los 
estadios 13 y 14. 

Para estudiar la expresión proteica de la GR a lo largo del desarrollo floral de A. 
thaliana se realizó un análisis por Western blot. En la figura 68 puede apreciarse la 
diferencia existente en la expresión de GR en los distintos mutantes de A. thaliana 
respecto al WT. Como ya se apreciaba en olivo (Fig. 57 del capítulo 2.2, artículo en 
preparacion), la tendencia general de la expresión de GR es ir aumentando a lo largo de 
la microsporogénesis, teniendo un máximo en los estadios 13 y 14, en los que el polen 
está maduro y empezando a germinar. 

roGFP expresó GR con un patrón similar al del WT. El mutante cad2 expresó menor 
cantidad de GR en todos los estadios que los fenotipos silvestres. Además, a diferencia 
de los demás tipos de plantas, la expresión de GR fue disminuyendo conforme avanzaba 
el desarrollo floral. La tendencia de expresión de GR durante el desarrollo floral en 
pad2 es similar a la de los fenotipos silvestres; sin embargo pad2 expresó menor 
cantidad de GR en los estadios 11-12 y 13 y mayor cantidad en el estadio 14, con 
respecto al WT. En cuanto al mutante clt, GR se expresó en cantidades similares a los 



 

fenotipos silvestres en el estadio 11
bastante superiores al WT en los estadios 13 y 14.

Figura 66. Análisis de expresión mediante qPCR de la GR1 durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
deficientes en GSH de Arabidopsis thaliana.

Figura 67. Análisis de expresión mediante qPCR de la GR2 durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
deficientes en GSH de Arabidopsis thaliana

fenotipos silvestres en el estadio 11-12, pero alcanzó niveles de expresión de GR 
bastante superiores al WT en los estadios 13 y 14. 

Análisis de expresión mediante qPCR de la GR1 durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
Arabidopsis thaliana.. "a" representa un significado estadístico con un intervalo de confianza 

del 95% (P≤0,05). 

 

 

Análisis de expresión mediante qPCR de la GR2 durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
Arabidopsis thaliana.. "a" representa un significado estadístico con un intervalo de confianza 

del 95% (P≤0,05). 
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12, pero alcanzó niveles de expresión de GR 

 

Análisis de expresión mediante qPCR de la GR1 durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
. "a" representa un significado estadístico con un intervalo de confianza 

 

Análisis de expresión mediante qPCR de la GR2 durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
. "a" representa un significado estadístico con un intervalo de confianza 
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3.1.3. Análisis molecular de las enzimas encargadas de la detoxificación 
celular mediada por GSH (GPX y GST). 

Una de las principales enzimas de los sistemas antioxidantes es la GPX, que utiliza 
GSH como sustrato para reducir ROS (peróxidos). Por otro lado, la encargada de liberar 
a la célula de xenobióticos, usando GSH como sustrato, es la GST. 

Las figuras 69 y 70 revelan diferencias muy significativas en los patrones de expresión 
de GPX y GST en los distintos tipos de plantas de A. thaliana.  

Con respecto a los transcritos GPX (Figura 69), WT y roGFP poseían similares patrones 
de expresión. cad2 y pad2 expresaron niveles inferiores al WT de GPX en todos los 
estadios de estudio. GPX era casi inexistente en los estadios 11-12 y 13 de pad2. El 
mutante clt expresó niveles superiores al WT de GPX en los estadios 11-12 y 13, e 
inferiores respecto a los fenotipos silvestres en el estadio 14. 

Por otro lado, WT y roGFP también presentaban patrones de expresión de los 
transcritos de GST similares (Figura 70). cad2 expresó niveles superiores de GST a WT 
en los estadios 11-12, después disminuyen en el estadio 13 y finalmente se expresa en 
niveles ligeramente superiores a WT en el estadio 14. pad 2 expresó niveles de GST 
superiores a los de los fenotipos silvestres en los estadios de desarrollo 11-12; sin 
embargo, en el estadio 13 sus niveles de expresión de GST fueron similares a los de 
WT, y finalmente, en el estadio 14 de pad2 se expresaron niveles superiores de GST en 
comparación con los fenotipos silvestres. clt expresó niveles de GST inferiores a los de 
los fenotipos silvestres en los estadios 11-12 y 13, y superiores a los WT en el 
estadio14. 

La enzima GPX fue una de las dos candidatas elegidas para realizar el análisis de 
expresión protéica por Western bloting, debido a su implicación en la biología 
reproductiva de Angiospermas ya comprobada. 

En la figura 71 puede apreciarse la diferencia existente en la expresión de GPX en los 
distintos mutantes de A. thaliana respecto al WT. Como ya se apreciaba en olivo 
(Figura 61), la tendencia general de la expresión de GPX es expresarse a lo largo de la 
microsporogénesis, teniendo un máximo en los primeros estadios, y también al 
comienzo de la germinación. 

 



 

Figura 69. Análisis de expresión mediante qPCR de la GPX durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
deficientes en GSH de Arabidopsis thaliana

Figura 70Análisis de expresión mediante qPCR de la GST durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
deficientes en GSH de Arabidopsis thaliana

 

 

 

Análisis de expresión mediante qPCR de la GPX durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
Arabidopsis thaliana.. "a" representa un significado estadístico con un intervalo de confianza 

del 95% (P≤0,05). 

Análisis de expresión mediante qPCR de la GST durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
Arabidopsis thaliana."a" representa un significado estadístico con un intervalo de confianza 

del 95% (P≤0,05). 
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Análisis de expresión mediante qPCR de la GPX durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
. "a" representa un significado estadístico con un intervalo de confianza 

 

Análisis de expresión mediante qPCR de la GST durante el desarrollo floral en distintos mutantes 
"a" representa un significado estadístico con un intervalo de confianza 
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roGFP expresó GPX con un patrón similar al del WT aunque algo menos intenso. El 
mutante cad2 expresó una mayor cantidad de GPX  que los fenotipos silvestres en los 
estadios iniciales (11-12) y finales (14) del desarrollo floral, siendo muy similar la 
expresión en el estadio 13 a la de WT. La expresión de GPX durante el desarrollo floral 
en pad2 fue superior en todos los estadios con respecto a los fenotipos silvestres. El 
mutante clt expresó GPX en cantidades muy superiores a los fenotipos silvestres en 
todos los estadios. 

La tendencia en todos los tipos de plantas de Arabidopsis thaliana (mutantes o 
silvestres) fue la de disminuir los niveles de la proteína GPX conforme avanzaba el 
desarrollo floral. 
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Abstract 

 

The importance of the glutathione pool in the development of reproductive tissues and 

in pollen tube growth was investigated in wild type (WT) Arabidopsis thaliana, a 

reporter line expressing redox-sensitive green fluorescent protein (roGFP), and a 

glutathione-deficient cad2-1mutant(cad2-1/roGFP2). The cad2-1/roGFP2 flowers had 

significantly less reduced glutathione (GSH) and more glutathione disulphide (GSSG) 

than the WT or roGFP flowers. The stigma, style, anther, germinated pollen grains and 

pollen tubes of the roGFP2 flowers had a low oxidation degree. However, these tissues 

were more oxidised in the cad2-1/roGFP2 flowers than the roGFP2 controls. Crucially, 

the ungerminated pollen grains were significantly more oxidised than the germinated 

pollen grains in both roGFP2 lines, suggesting that redox state of the cell is adjusted to 

upon germination become more reduced. The germination percentage was lower in the 

cad2-1/roGFP2 pollen and pollen tube growth arrested earlier than in the roGFP2 

pollen, indicating that increased cellular reduction is essential for pollen tube growth. 

These findings demonstrate that ungerminated pollen grains reside in a relatively 

oxidised state compared to germinating pollen grains. Moreover, failure to accumulate 

glutathione and maintain high GSH/GSSG ratios has a strong negative effect on pollen 

germination, 

 

 

Keywords: glutathione; flower development. pollen germination; oxidative stress, 

redox-sensitive green fluorescent protein (roGFP), redox regulation 

 

 

 

1. Introduction. 

The tripeptide thiol, γ-glutamylcystein glycine (glutathione, GSH) is the most abundant 

low molecular weight thiol in plants and animals (Noctor et al., 2011).  GSH synthesis 

in the cytosol and plastids of plant cells (Wachter et al., 2005, Galant et al., 2011) 
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occurs via the sequential action of two ATP-dependent enzymes: γ-glutamylcysteine 

synthetase (γ-ECS) also calledγ-glutamylcysteine ligase (GCL), and glutathione 

synthase (GS) (Cairns et al., 2006, Pasternak et al., 2008, Galant et al., 2011, Noctor et 

al., 2011). In the first step, γ-glutamylcysteine (γ-EC) is produced from cysteine and 

glutamate by the action of γ-ECS. In the second step, glycine is added to γ-EC to form 

GSH by the action of GS (Noctor et al., 2002, Sugiyama et al., 2004, Wachter et al., 

2005; Galant et al., 2011). GSH synthesis is regulated by the availability of cysteine or 

glycine and by the post-translational redox-activation of γ-ECS via the formation of an 

intramolecular disulfide bond [Cys186-Cys406 in Arabidopsis] (Noctor, et al., 2002; 

Gromes, et al., 2008). GSH synthesis is thus regulated by the redox environment of the 

chloroplasts allowing rapid responses to biotic and abiotic stresses. 

 

Knockout γ-ECS mutants are lethal (Cairns et al., 2006). However, there are a number 

of Arabidopsis mutants with defects in γ-ECS that allow a lower level of GSH synthesis 

(Ball et al., 2004, Cobbett et al., 1998). These mutants have significantly lower levels of 

GSH accumulation that the wild type, and have no marked shoot phenotypes but 

variable effects on root system development and architecture (Schnaubeltet al., 

2013).For example, very low levels of GSH are present in the rml1 mutant, leading to 

arrest of the root apical meristem (Vernoux et al., 2000; Schnaubeltet al., 2013). In 

contrast, the cad2-1mutant, contains about 30% of the wild type GSH levels and has 

some effects on lateral root production (Schnaubeltet al., 2013).  

 

GSH and γ-glutamylcysteine are exported from the chloroplasts to the cytosol by CLT 

transporters, but the mechanisms of import of GSH into mitochondria and other cellular 

compartments are largely unknown (Zechmann, 2014, Gigolashvili and Kopriva, 2014). 

GSH is accumulated to high concentrations (5-10 mM) in plant cells and is directly 

involved in the maintenance of intracellular redox homeostasis, acting as a redox buffer 

(Meister et al., 1983, Schafer et al., 2001, Lopez-Mirabal et al., 2008; Noctor et al., 

2011, 2016). Like ascorbate, GSH serves to limit the accumulation of reactive oxygen 

species (ROS), within plant cells (Mittler et al., 2004, Foyer and Noctor, 2005, 2009, 

2011, Noctor et al., 2012, Mittler, 2017). As a result of interactions with ROS, GSH is 

oxidized to glutathione disulfide (GSSG). GSSG is reduced back to GSH by the action 

of glutathione reductase (GR)(Schwarzländer et al., 2008, Marty et al., 2009, García-
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Quirós et al., 2017). GSH and GSSG are key players in cellular redox regulation, 

governing the redox potential and ensuring a stable redox environment within the cell. 

GSH and GSSG are also involved in the control of gene expression (Foyer et al., 2001, 

Maughan and Foyer, 2006). However, in vivo measurements of the glutathione pool 

have revealed that the cytosol, nuclei, and mitochondria contain very little GSSG and 

that oxidative challenges are rapidly counterbalanced by the network of other 

antioxidants (Queval, et al., 2009; Noctor et al., 2011, 2016; de Simone et al., 2017). 

Moreover, GSSG can be rapidly sequestered in the vacuole (Noctor, et al., 2014). 

 

ROS and GSH are key regulators of plant development (Considineand Foyer,2014), and 

are particularly important in the development of flowers and in pollen germination 

(Zechmann and Müller, 2010, Zechmann et al., 2011a, b, Traverso et al., 2013; 

Schipperset al., 2016). GSH functions together with NADPH-thioredoxin (TRX)-

Reductase NTR/TRX pathways to regulate auxin signalling during and after pollen 

germination (Traverso et al., 2013;  Zechmann et al., 2011a, b). GSH depletion triggers 

alterations in auxin metabolism that lead to an inhibition of pollen germination. This 

observation is likely to be linked to changes in ROS accumulation that occur in the 

reproductive tissues during pollen and pistil development, pollen tube germination and 

pollen-pistil interactions (Zafra et al. 2010).  However, the relevance of glutathione-

dependent pathways remains poorly understood and too little is known about the 

compartment-specific changes in redox processes that occur during flower and pollen 

development. A combination of different techniques has been used to investigate the 

role of glutathione in fertilization and the germination of the pollen tube. Specific 

antibodies were used to characterise GSH abundance in flowers during development. In 

addition, the effects of low GSH in the cytosol and nuclei of Arabidopsis thaliana 

reproductive tissues were determined using in vivo redox-sensitive green fluorescent 

protein (roGFP) reporter lines (Meyer et al., 2007, 2009). ro-GFP expressing wild type 

(roGFP2) and cad2-1 mutant(cad2-1/roGFP2) reporter lines were used in the present 

study to estimate the redox state of the nuclei and cytosol of flower and pollen cells to 

provide some of the missing pieces required to decipher the role of glutathione in these 

key processes 
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2. Materials and Methods 

 

2.1. Plant material and growth conditions 

Seeds of wild type (WT) Arabidopsis accession Columbia-0 (Col-0), Col-0 expressing 

roGFP2 (de Simone et al., 2017) and cad2-1mutants expressing roGFP2 (cad2-

1/roGFP2) were surface sterilized and washed twice with sterile water. After 

stratification for 2 days in the dark at 4 °C, seeds were sown on soil and grown in 

controlled environment chambers under 120-150 μmol m- 2s- 1 irradiance with a 8/16 h 

day /night period, 22 °C day/18 °C night temperatures and a relative humidity of 60%. 

Six weeks after sowing samples were collected at different stages of flower 

development (Alvarez-Buylla et al., 2010), from a younger flower buds (flowering 

stage 6-7: sepals still enclose bud and anthers are at meiosis and tetrads) to more 

advanced stages of flowering in which the stigmatic papillae appear, petals level with 

stamens and pollen is at the bicellular-tricellular transition (flowering stage 11-12), 

through flowering stage 13 (stamens outstrip gynoecium and anther dehiscence) until 

flowering stage 14 (dehiscent anthers extend above stigma). Samples were from the 

growth chambers as indicated in the figure legends. Each experiment was repeated three 

times and results are the average of three independent experiments. 

 

2.2. Pollen germination 

25-30 freshly opened flowers (stage 14) of Arabidopsis thaliana were collected and 

allowed to dry at room temperature for 30 minutes in a 1.5 ml tube (lid opened). One ml 

of germination medium (Fan et al., 2001) was added and the pollen was concentrated 

according to Li (2011). The pollen grains were germinated at 28 °C and in the dark 

during 1, 2 and 3 hours. Images of germinated pollen grains were taken in a Leica 

DMI600B or a Nikon Eclipse TE2000-U inverted epifluorescence microscope. 

Germinability of the pollen was measured by counting the germinated grains (pollen 

tube length higher than pollen diameter) at different germination times. Data are 

expressed as a percentage of the total number of pollen grains. The length of the pollen 

tube was calculated using the Straight tool of the ImageJ software. Data are the means 
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and standard deviation of a minimum of nine different samples of each one of three 

experimental replica. 

 

2.3. Sample preparation for immunohistochemistry 

Samples were collected from the three development stages and immersed in a fixative 

solution composed of a mixture of 4% paraformaldehyde and 0.2% glutaraldehyde in 

0.05 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2). Further dehydration in ethanol series and 

embedding in Unicryl resin followed by polymerization using UV light, at -20 ºC were 

performed. Thin sections (1 μm) were attached to 3-triethoxysilylpropylamine (TESPA) 

treated slides. 

 

2.4. Immunolabeling of glutathione 

Thin sections were incubated in phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2) containing 

2.5% bovine serum albumin (BSA; Sigma–Aldrich) for 1h at room temperature and 

then treated with primary anti-GSH antibody (Agrisera prod. No. AS09 594) followed 

by secondary antibody (anti-rabbit IgG Alexa549-labelled secondary antibody - 

Molecular Probes). Negative controls were prepared by omitting the primary antibody. 

After washingthree times, samples were mounted with citifluor (Ted Pella). 

Fluorescence microscopy (FM) observations were performed using a Nikon Eclipse 

TE2000-U inverted microscope, fitted with a ProgRes MF Cool CCD microscope 

camera (Jenoptik). Fluorescence intensity was quantified using the ImageJ software. 

Data are the average of a minimum of nine images obtained inthree independent 

experiments.  

 

2.5. Liquid chromatography-electrospray/mass spectrometry  

Glutathione was determined according to Airaki et al. (2011).  Samples of open flowers 

and floral buds (green and white) of WT, roGFP2 and cad2-1 / roGFP2 plants were 

frozen in liquid nitrogen, ground and immediately homogenized in 1 ml of 0.1M HCl. 

After centrifugation, supernatants were extracted again. The supernatants then were 
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pooled and filtered through 0.45 mm polyvinylidene fluoride (PVDF) filters and 

analyzed by LCMS on a Triple quadrupole mass spectrometer (Quattro micro) coupled 

to a liquid chromatograph (Waters Alliance 2695) with dual wavelength detector.  

 

2.6. Confocal laser scanning microscopy and image analysis 

Freshly opened flowers (Day 0 according to Boavida and McCormick2007) were 

incubated in 1 ml of germination medium (Fan et al., 2001) at 28 ° C for 1h in darkness. 

After the incubation, selected flowers were assembled on excavated slides containing a 

few drops of the germination medium. Immediately they were observed with a C-1 

confocal microscope (Nikon) fitted on a Nikon Eclipse TE2000-U inverted microscope, 

using an image capture schedule equivalent to that described by de Simone et al. 

(2017). Briefly, the image of reduced roGFP (green) was calculated by subtracting the 

image after excitation with 405 nm from the image obtained after excitation with 488 

nm, by using the ImageJ software. The final reduced roGFP/oxidised roGFP ratios were 

also determined with ImageJ by using a threshold of 10. Finally, to better illustrate the 

redox potential differences in the images evaluated, the grayscale was converted to a 

false colour scale image using the ImageJ 'Fire' query table. All measurements were 

taken with identical adjustments to be able to compare them in absolute terms (Meyer et 

al., 2007). The intensity per area was measured in each image by using the ImageJ 

software, and these data were used to determine the degree of oxidation and the redox 

potential in each tissue according to the Nernst equation (de Simoneet al. 2017). A 

minimum of 10 samples per treatment were analysed. 

 

2.7. Statistic analysis 

To analyze the statistical significance of our results, IBM SPSS Statistics software 

(version 21.0.0.0) has been used. To evaluate the normality of the data, the Shapiro-

Wilks test combined with Kolmogórov-Smirnov was used. To verify the statistical 

significance of the data, a variance analysis (ANOVA one way) was performed in 

combination with a multiple range test (Dunkan and Bonferroni post hoc). 
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3. Results 

 

3.1. Immunolocalization of GSH during flower development 

 

GSH was detected in the microsporocytes, tetrads, pollen grains and the anther tissues 

(including the tapetum) of the WT, roGFP2 and cad2-1/roGFP2 plants using anti-GSH 

antibody (Figures 72, 73, 74). GSH was also present in the gynoecium (including 

stigma), the embryo sacs and other tissues of the ovary (Figures 75, 76, 77) of the WT 

and roGFP2 plants.  

GSH was present in the nuclei, cytosol and the pollen wall, the tapetum and the embryo 

sacs of these lines. The detection of GSH in the cell wall of the pollen grain could 

suggest that glutathione is directly involved in pollen-stigma signalling, in the 

beginning of germination and in the reorientation during the elongation of the pollen 

tube towards the ovary.  However, the intensity of the antibody-linked fluorescence was 

much less in all the tissues of the cad2-1/roGFP2 plants than either the WT and roGFP2 

plants. This reflects the lower levels of GSH present in the cad2-1/roGFP2 plants than 

the other lines, which have similar levels of GSH during all developmental stages, but 

specially at the end of anther development (Figure 78). 

3.2. LC-MS determination of GSH and GSSG levels  

The levels of GSH and GSSG were similar in the WT (Fig. 79A) and roGFP2 (Fig. 

79B) flowers at all stages of development. The highest levels of GSH were determined 

in the flowers at stage 14, with high GSH/GSSG ratios maintained throughout flower 

development in the WT (Fig. 79A) and roGFP2 (Fig. 79B) plants.  In contrast, the 

flowers on the cad2-1/roGFP2 plants had less than 50% of the GSH present in the WT 

or roGFP2 lines at equivalent stages of flower development. However, the levels of 

GSSG in the cad2-1/roGFP2 flowers (Fig. 79C) were either similar or slightly higher 

than those detected in the WT (Fig. 79A) and roGFP2 (Fig. 79B).  
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Figure 72. Immunolocalization of GSH by antibody-associated fluorescence microscopy in the anthers at early stages 

of development. A) Negative control (meiocytes), B) WT (meiocytes), C) roGFP2 (tetrads) and D) cad2-1/roGFP2 

(meiocytes) plants.E, epidermis; En, endothecium; M, meiosis; P, petal; Se, sepal; Sm, stamen; T, tapetal layer; Te, 

tetrad. 

 

Figure 73. Immunolocalization of GSH by antibody-associated fluorescence microscopy in anthers at stage 13. A) 

Negative control, B) WT, C) roGFP2 and D) cad2-1/roGFP2 plants.A, anther; MSp, microspores; N, nucleus; O, 

ovary; P, petal; Se, sepal. 
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Figure 74. Immunolocalization of GSH by antibody-associated fluorescence microscopy in Arabidopsis anthers at 

the stage 14. A) Negative control, B) WT, C) roGFP2 and D) cad2-1/roGFP2 plants. A, anther; BiPG, bicellular 

pollen grain; E, epidermis; En, endothecium; N, nucleus; P, petal; PG, pollen grain; Se, sepal; Sm, stamen; T, tapetal 

layer; TrPG,tricellular pollen grain. 

 

Figure 75. Immunolocalization of GSH by antibody-associated fluorescence microscopy in flowers (pistils) at the 

stage 11-12. A) Negative control, B) WT, C) roGFP2 and D) cad2-1/roGFP2 plants.A, anther; O, ovary; Ov, ovum; 

P, petal; Se, sepal; Sm, stamen. 
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Figure 76. Immunolocalization of GSH by antibody-associated fluorescence microscopy in Arabidopsis pistils at 

stage 13. A) Negative control, B) WT, C) roGFP2 and D) cad2-1/roGFP2 plants.N, nucleus; O, ovary; Ov, ovum. 

 

Figure 77. Immunolocalization of GSH by antibody-associated fluorescence microscopy in pistils at the stage 14. A) 

Negative control, B) WT, C) roGFP2 and D) cad2-1/roGFP2 plants.P, petal; PG, pollen grain; S, stigma; SP, 

stigmatic papillae; St, style. 
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Figure 78. Relative antibody-associated fluorescence in the different organs at different stages of flower development 

(11-12, 13, 14) in WT, roGFP2, cad2-1/roGFP2 plants: A) Development of anthers and B) Development of pistils. 

Asterisks indicate statistical significance at 95 % (P≤0,05) among the different developmental stages within the same 

line (roGFP or cad2-1). "a" means a statistical significance with a confidence interval of 95% (P≤0,05), between 

different lines (WT, roGFP or cad2-1). 
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3.3. The redox state of the glutathione pool in vivo 

 

Ro-GFP florescence was detected in the anther, the pistil and the germinated pollen 

grains of the roGFP2 and the cad2-1/roGFP2 plants (Fig. 80-82).  As was observed in 

the GSH/GSSG ratio from biochemical analysis, the ratiometric analysis of the confocal 

images shows that the 405 (reduced)/488 (oxidized) ratio is much higher in the roGFP 

lines than in the cad2-1/roGFP mutant, this could be due to the lack of enzyme involved 

in the metabolism of GSH causes an imbalance of cellular concentrations of glutathione, 

and therefore in cellular redox balance (Fig.80-82). Another important fact is a greater 

signaling in the stigma which is also expressed in a greater pollen-stigma interrelation, 

in roGFP line (Fig. 81).  

 

The oxidation degree was low in the stigma, style, anther, germinated pollen grains and 

pollen tubes of the roGFP2 flowers (Fig. 83), In marked contrast, the oxidation degree 

in the ungerminated pollen grains was significantly higher than that of the germinated 

pollen grains (Fig. 83). Similarly, the oxidation degree was also highest in the 

ungerminated pollen grains of the cad2-1/roGPF2 flowers in comparison to the 

germinated pollen grains and other tissues of the cad2-1/roGPF2 flowers (Fig. 83). The 

oxidation degree was higher in all samples (stigma, style, anther, mature and germinated 

pollen grains and pollen tubes) of thecad2-1/roGFP2 flowers relative to the roGFP2 

plants (Fig. 83), and these differences were statistically significant in the case of the 

stigma, anther and mature pollen. 

 

The glutathione redox potentials were similar in the stigma, style, anther, germinated 

pollen grains and pollen tubes of the roGFP2 flowers (Fig. 84). However, the 

glutathione redox potentials of the ungerminated pollen grains were significantly lower 

than that of the germinated pollen grains (Fig. 84). The oxidation degree was lower in 

the stigma, style, anther, germinated pollen grains and pollen tubes of thecad2-

1/roGFP2 flowers than the roGFP2 plants (Fig. 84). The lowest redox potentials were 

determined in the ungerminated pollen grains of the cad2-1/roGFP2 flowers and were 

significantly lower than the values calculated for the roGFP2 plants (Fig. 84). 
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Figure 79.The GSH and GSSG contents and GSH/GSSG ratios of flowers at the different stages of development.A) 

WT, B) roGFP2 and C) cad2-1/roGFP2.Asterisks indicate statistical significance at 95 % (P≤0,05) between different 

developmental stages. "a and b" mean a statistical significance with a confidence interval of 99 and 95%, 

respectively, between different kinds of plants. 
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Germination was significantly slower in the cad2-1/roGFP2 pollen than that observed in 

the roGFP2 pollen (Fig. 85). In addition, the germination percentage was also lower in  

thecad2-1/roGFP2 pollen. Pollen tube growth arrested earlier in the cad2-1/roGFP2 

pollen compared to the roGFP2 pollen (Fig. 85). Viability experiments demonstrated 

that non-germinated pollen grains were alive (data non-shown). 

 

 

4. Discussion 

 

The redox state of cells is a crucial regulator of metabolism, signalling and function.  

While very few tools are available to measure the redox state of living cells, roGFP has 

proved to be a reliable and widely applicable monitoring system for the redox state of 

the glutathione pool. The applicability of these probes to confocal images has the 

promise of overcoming the limitations imposed by the irreversible oxidation of most 

other fluorescent probes used to monitor redox changes so far (Meyer et al., 2007; 

Schwarzlander et al., 2008, 2009; Aller et al., 2013). roGFP2 (Hanson et al., 2004) can 

be expressed with a high signal in plant cells and respond to artificially induced redox 

changes with ratiometric alterations in their fluorescence (Meyer et al., 2007). This 

probe needs GRX (glutarredoxin) so the fluorescent response of roGFP2 responds 

specifically to the cytosolic redox glutathione buffer (GSH / GSSG) (Fernandes et al., 

2004; Gutscher et al., 2008; Meyer et al., 2007). Therefore, this data gives us 

information about the oxidation status of GSH in situ and in vivo. The confocal image 

of roGFP2 requires simultaneous excitation at 405 and 488 nm, thereby having a greater 

amplitude of the excitation peaks than other roGFP probes. This improvement results in 

a significant increase in excitation efficiency. Moreover, because the indicator is 

genetically encoded, it can be targeted to specific proteins or organelles of interest and 

expressed in a wide variety of cells and organisms (Dooley et al., 2004). The 

effectiveness of roGFP probes, and in particular of roGFP2, to measure the redox status 

of GSH, has been previously demonstrated in studies conducted in other species such as 

Drosophila (Tormos et al., 2011; Aller et al., 2013; Kasozi et al. al., 2013; Kolossov et 

al., 2014). The data presented here show that all the tissues of the cad2-1/roGFP2 

flowers have a lower GSH/GSSG ratio and a higher oxidation degree that the roGFP2 

flowers. This finding contrasts with data on leaves, which show that although the level 



 

of total glutathione is decreased in 

similar to the wild type (Schnaubelt et al., 2015)

suggest that the flowers of the 

cellular GSH/GSSG ratios than the leaves. 

 

Figure 80.ro-GFP fluorescence in anthers with pollen grains at dehiscence (stage 14). 

fluorescence resulting from the excitation at 405nm, the second shows fluorescence resulting from excitation at 

488nm. The last column shows

There is a strong association between the extent of glutathione accumulation and 

flowering time (Ogawa et al., 2001;

the cad2-1/roGFP2 mutants compared to wild type (Kocsy et al., 2013). Moreover, 

glutathione is required for the initiation of floral meristem (

Kocsy et al., 2013) and also pollentube germination

presented here builds on this firm foundation and reveals 

oxidation degree in all the flower parts (

and pollen tubes) except the ungerminated pollen. The ungerminated pollen resides in a 

highly oxidised state that is similar to that found in other quiescent cells

al., 2016). In contrast to the 

pollen tubes have a similar 

of total glutathione is decreased in cad2-1 mutants, the GSH/GSSG ratio remains 

Schnaubelt et al., 2015). Taken together, these findings would 

suggest that the flowers of the cad2-1 mutants have a lower capacity to maintain their 

cellular GSH/GSSG ratios than the leaves.  

GFP fluorescence in anthers with pollen grains at dehiscence (stage 14). The first column shows 

fluorescence resulting from the excitation at 405nm, the second shows fluorescence resulting from excitation at 

488nm. The last column shows 405/488 ratio. (PG, pollen grain; PT, pollen tube).

 

There is a strong association between the extent of glutathione accumulation and 

et al., 2001; Yanagida et al. 2004). Flowering is accelerated in 

/roGFP2 mutants compared to wild type (Kocsy et al., 2013). Moreover, 

one is required for the initiation of floral meristem (Bashandy 

also pollentube germination(Zechmann et al., 2011b). 

presented here builds on this firm foundation and reveals the presence of a low 

gree in all the flower parts (stigma, style, anther, germinated pollen grains 

and pollen tubes) except the ungerminated pollen. The ungerminated pollen resides in a 

highly oxidised state that is similar to that found in other quiescent cells

2016). In contrast to the ungerminated pollen, the germinated pollen grains and 

pollen tubes have a similar oxidation degree to the other flower parts. These findings 
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mutants, the GSH/GSSG ratio remains 

aken together, these findings would  

mutants have a lower capacity to maintain their 

 
The first column shows 

fluorescence resulting from the excitation at 405nm, the second shows fluorescence resulting from excitation at 

. (PG, pollen grain; PT, pollen tube). 

There is a strong association between the extent of glutathione accumulation and 

Flowering is accelerated in 

/roGFP2 mutants compared to wild type (Kocsy et al., 2013). Moreover, 

Bashandy et al., 2010, 

Zechmann et al., 2011b). The data 

the presence of a low 

stigma, style, anther, germinated pollen grains 

and pollen tubes) except the ungerminated pollen. The ungerminated pollen resides in a 

highly oxidised state that is similar to that found in other quiescent cells (Schipperset 

ungerminated pollen, the germinated pollen grains and 

oxidation degree to the other flower parts. These findings  



 

Figure 81.R0-GFP fluorescence in flowers (pistil, anther and germinated pollen) 

The first column shows fluorescence resulting from the excitation at 405nm, the second shows fluorescence resulting 

from excitation at 488nm. The last column shows

Figure 82.GFP fluorescence in germinated pollen (stage 14). The first column shows fluorescence resulting from the 

excitation at 405nm, the second shows fluorescence resulting from excitation at 488nm. The last column shows

405/488 ratio

 

 

GFP fluorescence in flowers (pistil, anther and germinated pollen) (stage 14) on germination medium. 

The first column shows fluorescence resulting from the excitation at 405nm, the second shows fluorescence resulting 

from excitation at 488nm. The last column shows 405/488 ratio. (PG, pollen grain; PT, pollen tube; SP, sti

papillae). 

GFP fluorescence in germinated pollen (stage 14). The first column shows fluorescence resulting from the 

excitation at 405nm, the second shows fluorescence resulting from excitation at 488nm. The last column shows

405/488 ratio. (PG, pollen grain; PT, pollen tube). 
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(stage 14) on germination medium. 

The first column shows fluorescence resulting from the excitation at 405nm, the second shows fluorescence resulting 

. (PG, pollen grain; PT, pollen tube; SP, stigmatic 

 
GFP fluorescence in germinated pollen (stage 14). The first column shows fluorescence resulting from the 

excitation at 405nm, the second shows fluorescence resulting from excitation at 488nm. The last column shows 
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suggest that the glutathione pool in the pollen is either increased or becomes more 

reduced (or both) once metabolism is triggered by germination. This process appears to 

be essential for germination/pollen tube growth because these processes are 

significantly impaired in the cad2-1/roGFP2 pollen, which maintain a high degree of 

oxidation compared to the roGFP2 controls.  

 

The pollen germination rates measured in the WT in the present study were comparable 

to those reported in the literature (around 71%; Boavida and McCormick 2007). This 

was decreased to ~ 15-20% in the pollen grains of the cad2-1/roGFP2 mutants that are 

restricted in the capacity for glutathione synthesis (Aller et al., 2013, Cobbett et al., 

1998, Maughan et al., 2010, Meyer et al., 2007, Zechmann et al., 2011a, b). In addition, 

the growth rates were much lower in the pollen grains of the mutants. Calculations of 

glutathione redox potentials based on the roGFP2 measurements confirm that all the 

flower parts apart from the ungerminated pollen are maintained in a highly reduced 

state, as is the case for the germinated pollen and pollen tubes. The highly reduced 

states measured in the germinated pollen shows that the endogenous antioxidant 

systems have a sufficient capacity to deal with the large amounts of ROS and RNS 

produced by the mitochondria (Traverso et al, 2013; Jiménez-Quesada et al., 2016, 

2017; Zafra et al., 2018). Interestingly, the mitochondria in leaf cells were found to have 

the highest concentrations of glutathione of any of the intracellular compartments, even 

more than the chloroplasts (Zechmann et al, 2008). A roGFP probes targeted 

specifically to the mitochondria may be useful in future studies of the role of the 

glutathione pool in pollen tube mitochondria (Rosenwasser et al. 2010).  

 

The finding that the glutathione levels were highest in mature flowers with a gradual 

increase in glutathione accumulation during flower development is interesting. This 

finding may be related to an increasing production of ROS during development. ROS 

accumulation may lead to the oxidative activation of –ECS resulting in increased 

glutathione synthesis (Gromes et al., 2008). ROS in aging cells due to mitochondrial 

dysfunction (Cui et al., 2012, Marí et al., 2010). The open flowers already contain 

mature pollen, which will have already interacted with the pistil to trigger the signalling 

cascade that results in germination of the pollen tube. Accumulation of GSSG (as 

observed in the cad2-1/roGFP2 flowers) may be indicative of a high oxidised state, 
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which would have a negative impact on pollen-pistil signalling and pollen tube 

germination in the mature flowers. However, much of the GSSG accumulated in 

mutants such as the catalase deficient cat2 mutants (Queval et al., 2011) is localised in 

the vacuole and not in the cytoplasm (Noctor et al., 2014). Mature flowers begin to 

degenerate undergoing processes of programmed cell death, which involves high 

concentrations of ROS (Marí et al., 2010; Ayer et al., 2010). The restriction of 

glutathione synthesis and accumulation in the cad2-1/roGFP2 flowers may result in 

faster flower senescence. 

 

 

 

Figure 83.The oxidation degree of in the stigma, style, anther, ungerminated pollen grains (MP), germinated pollen 

grains (GP) and pollen tube (PT) in roGFP2 (black bars) and cad2-1/roGFP2 (white bars) plants. Asterisks indicate 

statistical significance at 95 % (P≤0,05) among the different tissues within the same line (roGFP or cad2-1). "a" 

means a statistical significance with a confidence interval of 95% (P≤0,05), between different lines (roGFP and cad2-

1). 



RESULTADOS 

216 

 

 

 

Figure 84.The redox potential of in the stigma, style, anther, ungerminated pollen grains (MP), germinated pollen 

grains (GP) and pollen tube (PT) in roGFP2 (black bars) and cad2-1/roGFP2 (white bars) plants. Asterisks indicate 

statistical significance at 95 % (P≤0,05) among the different tissues within the same line (roGFP or cad2-1). "a" 

means a statistical significance with a confidence interval of 95% (P≤0,05), between different lines (roGFP or cad2-

1). 

 

 
Figure 85.Differences in in vitro pollen germination between the roGFP2 and cad2-1/ roGFP2 phenotypes of freshly 

opened flowers: On the primary axis (on the left) is shownby bars the elongation of the pollen tube during in vitro 

pollen germination. The secondary axis (on the right and with lines) corresponds to the percentage of pollen 

germination measured at different times of germination. “a” and “b” mean a statistical significance with a confidence 

interval of 99 and 95%, respectively. 
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Taken together, the data presented here confirm that maintenance of a glutathione level 

is essential for pollen germination and tube growth (Zechmann et al., 2008). In addition, 

the data presented here show that the ability to regenerate GSH from GSSG is likely to 

be restricted in the cad2-1/roGFP2 flowers, as well as synthesis of glutathione. While 

most of the organs of the cad2-1/roGFP2 flowers have an increased oxidation degree 

compared to the ro-GFP controls, the redox potentials are not greatly changed. 

However, the redox potentials measured in the germinating the cad2-1/roGFP2 pollen 

are supposedly little or not compatible with pollen viability. Further analysis of the 

redox potential of the pollen samples by roGFP2 imaging together with pollen viability 

assessment in a simultaneous way would help to elucidate this issue. For such 

simultaneous determination, the classical, widely-used fluorochromatic reaction of 

pollen with fluorescein diacetate (Heslop-Harrison and Heslop-Harrison, 1970) could 

not be used straightforwardly as a pollen viability test, because of the spectral 

coincidence between fluorescein and roGFP2. Therefore, alternative methods should be 

used, as for example propidium iodide (Jiménez-Quesada et al., 2017). While 

ultrastructural changes were not been observed in the cad2-1/roGFP2 pollen the altered 

redox state would be sufficient to cause an arrest of metabolism. Pollen grains are 

considered to have a robust antioxidant defence in order to germinate and penetrate 

through stigma (Creissen et al., 1999, Zechmann 2008). The data presented here 

demonstrate that glutathione is an essential component of this antioxidant defence and 

perhaps also through pollen-stigma signaling through both free glutathione and 

glutathione/NO reservoirs such as GSNO (Corpas et al., 2013; Zafra et al., 2016).  

In summary, the finding that the ungerminated pollen grains are significantly more 

oxidised than the germinated pollen shows that the cells become reduced during 

germination. The germination percentage was lower and pollen tube growth arrested 

earlier in the pollen that had both a lowerlevel of glutathioneand a lower GSH/GSSG 

ratio, demonstrating the importance of cellular redox control in pollen germination and 

tube growth, the failure to significantly increase the cellular reduction state during these 

processes leading to impaired pollen tube growth.  
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1. Los tejidos reproductivos del olivo contienen numerosos transcritos 
implicados en el metabolismo del GSH. 

El desarrollo del polen y del pistilo viene condicionado por la expresión de diferentes 
genes. El conocimiento de la genética molecular que subyace a los procesos 
reproductivos ha experimentado un gran salto en los últimos años gracias al estudio de 
los transcriptomas reproductivos (incluídos los transcriptomas específicos de polen) de 
diferentes especies, recientemente disponibles (Carmona et al. 2015, Rutley y Twell 
2015). Las limitaciones obvias de los tradicionales estudios gen por gen se han superado 
con los avances en la elaboración de perfiles transcriptómicos, que incluyen el análisis 
en serie de la expresión génica (SAGE) y la tecnología de microarrays, lo que permite a 
los investigadores monitorear simultáneamente la expresión de miles de genes. De esta 
manera, ahora se puede acceder a datos de microarrays y/o RNA-seq para todas las 
fases y tipos de células de polen en desarrollo, de al menos 10 especies de angiospermas 
diferentes. Estos incipientes recursos han acelerado la investigación e indudablemente 
inspirarán nuevas directrices para el estudio de los mecanismos que rigen el desarrollo, 
la función y la evolución del polen en plantas con flores.  

El transcriptoma del polen maduro se investigó por primera vez en tres estudios, que 
proporcionaron una visión general coherente de la expresión génica del polen, dos 
utilizando microarrays 8-K (Honys y Twell 2003, Becker et al. 2003) y la tercera 
mediante tecnología SAGE (Lee y Lee 2003). El transcriptoma de polen maduro mostró 
un perfil único y enriquecido en transcritos involucrados en la señalización, el 
metabolismo de la pared celular y el citoesqueleto,  pero con poca representación para el 
metabolismo energético, el transporte, la transcripción y la traducción. Tras estos 
estudios previos se han generado transcriptomas casi completos para diferentes fases del 
desarrollo del polen, incluidas la célula germinal y la fase progámica, en especies como 
A. thaliana, O. sativa, N. tabacum y L. longiflorum (Scott et al. 2004, Okada et al. 2006, 
Hobo et al. 2008, Wei et al. 2010, Xin et al. 2011, Hafidh et al. 2012a, 2012b, Loraine 
et al. 2013, Bokvajet al. 2015, Rutley y Twell 2015).  

El reciente transcriptoma reproductivo de olivo generado en este grupo de investigación 
(Carmona et al. 2015) y utilizado en esta tesis doctoral, es aún incipiente y se espera 
obtener el transcriptoma completo de las distintas fases de desarrollo de los diferentes 
tejidos reproductivos del olivo con una mayor profundidad, gracias a la utilización de 
tecnologías de secuenciación de mayor rendimiento (i.e. Illumina). El transcriptoma de 
tejidos reproductivos de olivo engloba pistilo, polen y semilla; y difiere de su 
contraparte somática debido a la gran cantidad de transcripciones específicas que se 
producen durante el evento fisiológico que involucra la reproducción en las plantas 
(Carmona et al. 2015, García-Quirós et al. 2017, Lima-Cabello et al. 2019). Esto puede 
explicarse por el requisito de señalización que debe tener lugar durante la germinación 
del tubo polínico, la interacción polen-pistilo...etc., lo que desencadena un aumento en 
la transcripción durante estos procesos. De este modo, el uso de transcriptomas puede 
ser una forma útil de explorar los mecanismos moleculares que subyacen a las 
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diferentes fases del desarrollo de micro y macrosporocitos en angiospermas (Rutley y 
Twell 2015), así como dilucidar las redes enzimáticas de señalización involucradas en la 
germinación del tubo polínico y la interacción polen-pistilo en el momento de la 
fertilización (Dukowic-Schulze y Chen 2014). En esta tesis doctoral se ha llevado a 
cabo un cribado bioinformático de secuencias de exoma de polen y pistilo maduros de 
olivo, mediante la integración de datos del transcriptoma reproductivo de olivo y el 
genoma de olivo (Cruz et al. 2016).  

La transcriptómica de tejidos reproductivos se puede aplicar ampliamente para 
desarrollar herramientas importantes para el sector biotecnológico (Oo et al. 2014) y 
para abordar cuestiones agronómicamente importantes como la tolerancia al estrés 
ambiental vinculado al cambio climático global (Bokszczanin 2013; Giorno et al.2013; 
Loraine et al. 2015).  

Las recientes metodologías ʻómicasʼ nos han permitido avanzar enormemente en la 
caracterización de genomas y transcriptomas, sin embargo, la importancia y el papel de 
las diferentes isoformas enzimáticas debe ser aún definido, con el fin de proveer una 
visión clara de su contribución en los procesos reproductivos, y por ello es esencial una 
posterior validación experimental de los resultados obtenidos, así como profundizar en 
el significado fisiológico de los cambios identificados en el transcriptoma. 

 

1.1. Transcritos del polen y del pistilo relacionados con la síntesis de GSH en el olivo. 

Basándose en el análisis de secuencias de múltiples especies, se han identificado 3 

familias de -ECS principales (May y Leaver 1994), el grupo de plantas y -
protobacterias, el grupo de las -protobacterias y el grupo de los eucariotas no vegetales 
(mamíferos, levaduras y tripanosomas). A pesar de compartir un supuesto antecesor 
común lejano, motivos estructurales comunes y un mecanismo de acción catalítico muy 
similar, la homología de las secuencias es insignificante en estos tres grupos (Copley y 

Dhillon 2002). De este modo, la secuencia primaria de la -ECS no está conservada en 
los diferentes grupos de organismos, sugiriendo una adquisición de esta actividad en 
distintos momentos durante la evolución (Copley y Dhillon 2002, Sabetta et al. 2017). 
Sin embargo, nuestros resultados bioinformáticos sugieren una alta homología de 
secuencia dentro del grupo de las plantas, ya que no se encuentran diferencias 
significativas de secuencia incluso entre isoformas, lo cual nos da información de cuan 
conservada está esta enzima a lo largo de la evolución de los vegetales. Esto puede 
deberse seguramente al papel primordial que juega la enzima en la síntesis de GSH en el 
desarrollo de tejidos reproductivos así como en la fisiología reproductiva de los 

vegetales. Las -ECSs vegetales son, estructural y funcionalmente (ya que son 

diméricas), más parecidas a las -ECSs de levaduras que a las -ECSs heterodiméricas 

encontradas en varios eucariotas o a la -ECS monomérica de Escherichia coli 
(Biterova y Barycki 2009). 
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En las -ECSs de olivo, como en el resto de vegetales, se observan 2 iones magnesio en 

el sitio activo, lo que incrementa la reactividad del grupo -fosfato del ATP y favorece 

la correcta orientación del glutamato -carboxilato, estabilizando así el intermediario -
glutamil-fosfato resultante. El sitio de unión a la cisteína, adyacente al sitio de unión al 
glutamato, sufre un cambio conformacional significativo al unirse al ligando, 
volviéndose reactivo para el ataque de la cisteína. Una arginina cercana, en una posición 
altamente conservada, proporciona el estado de transición de esta reacción y la 
formación final del enlace peptídico (Biterova y Barycki 2009, Sabetta et al. 2017). Se 

ha identificado un gen de -ECS en tejidos reproductivos de olivo. La secuencia 

obtenida por clonación de la -ECS de polen de olivo, comparte una alta homología con 

-ECS de tipo 2 de otras especies vegetales, y se localiza en el cloroplasto. 

La secuencia primaria de la GS también difiere entre eucariotas y procariotas (Copley y 
Dhillon 2002, Sabetta et al. 2017). Un análisis filogenético de los miembros de la 
familiade las GS de varias especies permitió inferir la distancia genética y, por lo tanto, 
colocar a las GSs vegetales cerca de las GSs de levadura, compartiendo una homología 
de sus secuencias del 40% (Sabetta et al. 2017). En contraste con las GSs de bacterias 
que son homo-tetrámeros, las GSs de mamíferos, plantas y levaduras han sido 
identificadas como homodímeros, compuestas por dos subunidades idénticas unidas por 
puentes disulfuro (Sabetta et al. 2017). 

Se ha identificado un gen de GS en tejidos reproductivos de olivo, cuya localización se 
ha predicho en el cloroplasto, en contraposición a lo observado en otras predicciones in 
silico realizadas Arabidopsis thaliana, en donde se ha visto que esta enzima se localiza 
en el citosol (Wachter et al. 2005), ya que es el lugar donde se da a cabo el segundo 
paso de la biosíntesis del GSH. La proteína GS heteróloga, obtenida por la clonación de 
una GS de polen de olivo, comparte una alta similitud de secuencia con GS de tipo 2 de 
otras especies, y está caracterizada por la presencia de un dominio rico en glicina, 
altamente conservado en la evolución vegetal (tal y como nuestros resultados sugieren), 
cercano a extremo carboxi-terminal, típico de las GSs eucarióticas (Galant et al. 2009, 
Sabetta et al. 2017).Una caracterización profunda de la estructura de la GS de A. 
thaliana reveló la presencia de 3 regiones específicas en el sitio activo, involucradas en 

los enlaces a ATP, magnesio y ambos, -EC y GSH (Herrera et al. 2007). Experimentos 
de mutagénesis dirigida han permitido identificar el papel de 15 aminoácidos 
específicos en el sitio activo de las GS, mostrando la sensibilidad de las GSs vegetales 
incluso a cambios menores de aminoácidos en el sitio activo y sugiriendo que la unión 

del ATP y el  -EC pueden mejorarse recíprocamente (Herrera et al. 2007). El sitio 
activo de la GS en los tejidos reproductivos de olivo, al igual que en el resto de plantas, 
está compuesto estructuralmente por un dominio, que consiste en un bucle rico en 
glicina, que es crítico para la unión al ATP y es responsable de los principales cambios 
conformacionales, mientras que el bucle rico en alanina puede interactuar con la glicina 
(Galant et al. 2009). 
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Al igual que ocurre en Brasicáceas (Wachter et al. 2005), la -ECS de polen de olivo 
está codificada por un gen nuclear (GSH1) y es transportada a los plastidios. La GS de 
polen de olivo también está codificada por un gen nuclear (GSH2) y puede encontrarse 
tanto en plastidios como en el citosol. 

La -ECS es esencial en la regulación de la síntesis de GSH. Existen evidencias de que 
la primera etapa de la síntesis de GSH, regulada por esta enzima, es esencial y limitante 
para obtener la concentración necesaria de GSH en la célula (Lu 2009). Los tejidos 
reproductivos no distan en este aspecto de los tejidos vegetativos, ya que diferentes 

trabajos con mutantes deficientes en -ECS reflejan anomalías sufridas en las funciones 
reproductoras (García-Quirós et al. 2019). 

Aunque generalmente se cree que la GS no es importante en la regulación de la síntesis 
de GSH, con los años se han acumulado evidencias de que la GS es esencial para 
determinar la capacidad sintética global de GSH en ciertos tejidos y / o en condiciones 
estresantes (Lu 2009). Es posible que los tejidos reproductivos, por ser un tipo de 
tejidos especiales, con metabolismo distinto a los tejidos vegetativos, estén dentro de 
estas categorías. 

 

1.2. GR en el transcriptoma del polen y del pistilo de olivo. 

Se ha podido detectar la existencia de al menos dos genes GR en los tejidos 
reproductivos del olivo, homólogos a otros genes GR descritos anteriormente en 
especies de plantas como A. thaliana o T. cacao. Mediante el uso de experimentos de 
PCR y RACE se ha confirmado la expresión de estos genes en el polen del olivo y se ha 
podido obtener la secuencia completa de los genes GR1 y GR2. La limpieza y el filtrado 
de todos los outputs del transcriptoma, que se identificaban con las once secuencias de 
GR seleccionadas, resultó altamente complicado debido a la alta homología entre los 
genes GR1 y GR2. El análisis filogenético realizado no agrupaba a GR1 y GR2 dentro 
de un grupo específico, por lo que no podemos sugerir características distintivas para 
estos homólogos de GR en los tejidos reproductivos. Sin embargo, al predecir la 
ubicación celular de estos genes, identificamos que la mayoría de los GR2 se expresan 
en el cloroplasto, confirmando así estudios previos que sugirieron que esta es la 
isoforma realmente involucrada en el adecuado desarrollo del polen (Marty et al. 2009). 

El reciclado de GSH mediante la GR es esencial para el crecimiento adecuado del ápice 
del tubo polínico (Marty et al. 2009, Zechmann et al. 2008, 2011a) controlando de este 
modo tanto la velocidad como la reorientación durante la elongación del tubo polínico. 
Debido a la alta tasa metabólica que se experimenta en el polen de olivo, se generan 
grandes cantidades de ROS (lo que se puede detectar mediante microscopía confocal, 
según Zafra et al. 2010), por lo que se requerirán altas concentraciones de glutatión 
reducido en estos tejidos. Aún deben aclararse muchos aspectos, como la importancia 
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del GSH en la señalización polen-estigma, y la acción de éste y la actividad GR durante 
la hidratación del polen, entre otros. 

 

1.3. Transcritos delpolen y del pistilo relacionados con la desintoxicación 
dependiente de GSH en el olivo. 

Las GPXs de las plantas parecen estar relacionadas a las peroxirredoxinas, ya que sus 
secuencias primarias son similares a las de glutarredoxinas animales (Passaia and 
Margis-Pinheiro 2015).Se han identificado 6 genes específicos de tejidos reproductivos 
que codifican GPXs en olivo, de los cuales 5 de ellos son homólogos a GPX de tipo 8 y 
el último es homólogo a una GPX de tipo 2. Este descubrimiento corrobora los datos 
obtenidos de estudios recientes que demuestran que de hecho, la isoforma involucrada 
en el desarrollo del polen, la antesis y la polinización es GPX8. Se ha propuesto a esta 
isoforma como reguladora del crecimiento del tubo polínico y la formación de paredes, 
y parece jugar un papel importante en la interacción entre el polen y el pistilo (Zaidi et 
al. 2012). Diferentes estudios revelan, además, que la GPX8 está implicada en la 
supresión de los daños oxidativos en el núcleo y el citosol (Gaber et al. 2012, Fu 2014, 
Ganguli y Abhijit 2015). Por otro lado la, GPX2, junto con la mayoría de las GPX, se 
han identificado en el polen maduro de Arabidopsis, sin embargo, su expresión no es 
específica de polen (Holmes-Davis et al., 2005).  Se ha demostrado que las GPXs se 
expresan en la germinación del polen de Arabidopsis y triticale, y se han clasificado 
como genes de defensa/respuesta al estrés (Zou et al. 2009, Zaidi et al. 2012). Estos 
datos sugieren que las GPXs de tejidos reroductivos de olivo protegen frente al estrés 
oxidativo, el estrés salino y el daño a membranas celulares, sugiriendo que ambas 
OeGPXs previenen contra la peroxidación lipídica y otros procesos oxidativos en 
diferentes compartimentos subcelulares. 

Por otro lado, en trabajos anteriores se identificaron 6 genes que codificaban para GPX 
en el genoma de L. japonicus. Las diferentes isoformas LjGpx se localizan en el 
citoplasma, los plastidios y las mitocondrias de las células vegetales (Ramos et al. 
2009), aunque en algunas estructuras especiales se expresan también en núcleos y en el 
retículo endoplasmático (Matamoros et al. 2015). En este trabajo heos predicho que el 
gen GPX8 obtenido mediante clonación a partir de polen de olivo, se localizaen 
cloroplastos y mitocondrias, como ocurre con la ATGPX8 de Arabidopsis thaliana 
(Gaber et al. 2012, Gaber 2013, Attacha et al. 2017) y las GPXs de otras especies 
vegetales. 

Por último, se han encontrado 16 genes GST en el transcriptoma reproductivo de olivo, 
de entre las cuales la GSTparC y la GSTF9 parecen ser las más prevalentes, en 
contraposición al genoma reproductivo de soja donde se han encontrado al menos 14 
isoformas de GST donde la isoforma GST9 parece ser la más prevalente (Dalton et al. 
2009, Boncompagni et al. 2017). Estas GSTs muestran una amplia gama de propiedades 
cinéticas, sugiriendo que la actividad GST podría tener relación con la flexibilidad 
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fisiológica frente a numerosos tipos de estrés. Además, los niveles de GST se 
incrementan con la edad, lo que sugiere un papel relacionado con la senescencia.  

El gen GST, obtenido mediante clonación a partir de polen de olivo, se ha localizado en 
el citoplasma,  como ocurre con la ATGST11 de polen Arabidopsis thaliana y otras 
GSTs de tejidos reproductivos de otras especies de plantas. Las enzimas con actividad 
GST en general, tienen un importante papel en el desarrollo del polen y la fertilidad 
(Bibi et al. 2014). 

 

2. Implicación del glutatión en el desarrollo del microsporocito y durante 
la germinación del polen. 

La aparición de condiciones aeróbicas les otorgó a los organismos la oportunidad de 
usar oxígeno como un receptor de electrones y, al mismo tiempo, les permitió 
aprovechar sus propiedades reactivas para el metabolismo y la señalización (Schippers 
et al. 2012, Foyer and Noctor 2015). Por lo tanto, se esperaría que las plantas, que han 
evolucionado en un ambiente oxigenado, requieran la integración del metabolismo 
redox celular, la sensibilidad y la señalización mediante ROS en los procesos de 
crecimiento y desarrollo de las plantas. De hecho, tanto en biología animal como 
vegetal, ya existen referencias con respecto a la relación de la hipoxia en el 
mantenimiento de las células madre, la generación dirigida mediante ROS, y la 
regulación y señalización redox durante el ciclo y la proliferación celular (Díaz- 
Vivancos et al.2010a, 2015, Suzuki et al. 2011, García-Giménez et al. 2013, Schmidt y 
Schippers 2015). Un considerable número de investigadores ya ha demostrado que tanto 
la señalización ROS como el estado redox tienen la particularidad de realizar funciones 
cruciales en el desarrollo de brotes (Kocsy et al., 2013, Considine y Foyer 2014, 
Schmidt y Schippers 2015, Rouhier et al. 2015, Schippers et al., 2016). Sin embargo, 
todavía estamos comenzando la carrera en el descubrimiento de las vías de señalización 
redox involucradas en la regulación del desarrollo y la reproducción de las plantas. 
Aunque existe una gran cantidad de evidencias de que la homeostasis redox celular está 
involucrada en el desarrollo de la planta y que tanto las ROS como el glutatión juegan 
un papel clave en la regulación del desarrollo de ramas, raíces y brotes florales, así 
como en el crecimiento de el tubo de polen (Zechmann et al., 2011a, Considine y Foyer 
2014, Schmidt y Schippers 2015, Schippers et al., 2016, García-Quirós et al., 2019). Sin 
embargo, las funciones precisas de cada componente durante el crecimiento y el 
desarrollo siguen siendo un área desconocida e inexplorada en el campo de la biología 
vegetal. 

Por otro lado, estudios recientes mostraron un aumento gradual en el contenido total de 
glutatión (GSH + GSSG), tanto en los cotiledones como en las plántulas, a lo largo de 
su desarrollo (Kaur y Bhatla, 2016). Además, el GSH parece tener un papel primordial 
en el desarrollo floral y durante la germinación del tubo polínico (García-Quirós et al., 
2019). 
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En este trabajo, el objetivo es arrojar luz sobre las funciones de GSH a lo largo del 
desarrollo del polen (microsporogénesis), así como durante el crecimiento del tubo de 
polen. 

2.1. El glutatión durante el desarrollo del polen de olivo. 

De forma similar a lo que sucede con el ciclo celular en otros tejidos vegetales, se 
espera que la microsporogénesis esté relacionada con el metabolismo redox. Ciertos 
datos bioinformáticos (Zechmann et al., 2011a) cuestionan la importancia del 
metabolismo del glutatión en el desarrollo y la supervivencia del gametofito masculino, 

ya que tanto -ECS como GS se transcriben a niveles insignificantes en el polen y los 
núcleos espermáticos. Sin embargo, debido a la aparente sensibilidad de las microsporas 
al daño mitocondrial inducido por el estrés oxidativo crónico (Wan 2007), decidimos 
investigar la necesidad y la ubicación del glutatión en el gametofito masculino del olivo 
para revelar las estrategias del polen para hacer frente a las ROS producidas tanto 
durante su desarrollo como durante la germinación y la elongación del tubo polínico. 

Del análisis LC-MS de la concentración de GSH y GSSG, y del balance entre ambas 
especies se observa que, durante la etapa de polen maduro, la concentración de GSH 
sufre un aumento bastante diferenciado. Además, las formas oxidada y reducida de 
glutatión se encuentran en equilibrio en el polen maduro. El significado de este 
resultado, puede darnos una idea de que, se produce una alta acumulación (y quizá 
síntesis) de glutatión en esta etapa, debido a que el polen maduro está preparando toda 
su maquinaria metabólica para la germinación del tubo polínico. Durante la germinación 
del polen, las tasas metabólicas son muy altas y se generan grandes concentraciones de 
ROS, para lo que se requieren unas cantidades de glutatión elevadas que luchen contra 
el posible daño oxidativo que se pueda ocasionar en estas delicadas etapas del proceso 
de fertilización. El hecho de que las concentraciones de GSH dentro de la célula sean 
más altas en las últimas etapas del desarrollo podría apoyar la teoría de que este 
metabolito desempeña un papel clave durante la señalización del polen-pistilo y durante 
la germinación del tubo polínico. 

Los resultados de la inmunolocalización de GSH en las anteras en desarrollo revelan 
que este metabolito tiene una gran relevancia durante el desarrollo del polen del olivo, 
especialmente en las etapas donde se produce la división celular, como la etapa de la 
meiosis. En la célula madre del polen puede observarse una mayor intensidad de señal, 
así como una amplísima distribución de GSH, con respecto a los estadios más 
avanzados del desarrollo del polen. En cuanto a la distribución subcelular, nuestros 
datos revelan lo que ya se había descrito anteriormente en trabajos similares en tejidos 
somáticos de otras especies vegetales (Zechmann et al. 2008, Zechmann and Muller 
2010, Queval et al. 2011). Esta localización incluye el citosol, orgánulos como 
mitocondrias y plastidios, y especialmente los núcleos donde se observa una remarcable 
concentración de GSH. Esta localización sugiere un papel clave del GSH en el 
metabolismo del polen, así como en su fisiología, tal como ya ha sido descrito para 
tejidos somáticos. Además, la presencia de GSH en la célula madre del polen, cuando se 
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lleva a cabo la meiosis, así como el hecho de que el GSH se localice principalmente en 
el núcleo (tanto de los microsporocitos como de las células del tapétum) sugiere un 
papel para el GSH en el control del ciclo celular, lo que puede deberse a la disminución 
en los niveles de auxina (Bashandy et al., 2010, Díaz-Vivancos et al. 2010a, 2010b, 
García-Giménez et al. 2013). Estos resultados son consistentes con los hallazgos en 
estudios previos en los que se observa una importación elevada de GSH al núcleo 
durante la fase G1 del ciclo celular (Burhans y Heintz 2009, Díaz-Vivancos et al., 
2010b, Schippers et al. 2016), por lo que podemos aventurar que el GSH condiciona el 
ciclo celular mediante la regulación redox de varios factores de transcripción. Los 
factores de transcripción, NF-YC (subunidad gamma del factor de transcripción nuclear 
Y) y TCP (TEOSINTE BRANCHED1 / CYCLOIDEA / PROLIFERATING CELL 
FACTOR1), se inactivan a través de la oxidación de las cisteínas, por lo que el GSH 
podría reducir estas proteínas y restablecer su actividad, modulando así directamente el 
ciclo celular. Del mismo modo, TCP es un inhibidor de la síntesis de jasmonato (JA), 
que a su vez parece inducir potencialmente GSH (Li et al., 2017), de modo que la 
actividad del factor de transcripción TCP podría causar el agotamiento celular de GSH, 
restaurando el estado oxidativo celular, que a su vez desactiva la expresión de TCP. 

Hay estudios sobre enzimas y proteínas involucradas en el metabolismo redox celular 
que han revelado un papel claro en el mantenimiento y el tamaño del meristemo apical 
en las raíces de las plantas. Estos estudios sugieren que la reducción de GSH es 
necesaria para el desarrollo de raíces, brotes y flores (Reichheld et al., 2007, Bashandy 
et al., 2010, Schippers et al., 2016). Después de estas observaciones, es probable que la 
proliferación celular y el desarrollo de microsporocitos estén regulados por ROS a 
través de la unión de proteínas y enzimas reguladas por GSH que influyen en la 
progresión del ciclo celular y/o la maduración del microsporocito, como en los 
meristemos apicales (Burhans y Heintz 2009 , Zechmann et al., 2011b). El trabajo 
actual sobre el desarrollo reproductivo ha revelado un vínculo claro entre los procesos 
redox y el desarrollo del polen. Recientemente, otros investigadores han demostrado 
que mantener una condición reducida es esencial para la formación de células 
germinales (Kelliher y Walbot 2012), condición que se establece en parte a través del 
entorno hipóxico presente en otros tejidos. Nuestros resultados complementan estas 
investigaciones, ya que se puede observar una gran cantidad de GSH durante todo el 
desarrollo del microsporocito, especialmente en la etapa de polen maduro antes de la 
germinación del tubo de polen. Estas observaciones sugieren que el GSH es necesario 
para la formación de polen (Marty et al., 2009, Zechmann et al., 2011a). Pero no solo 
eso, también es esencial que el GSH se encuentre en su estado reducido, como puede 
derivarse de los datos de expresión de la enzima GR. Todo esto nos lleva a proponer 
que el GSH es esencial en el desarrollo del microsporocito, y que su participación es 
esencial en momentos tan cruciales como el comienzo del desarrollo del polen y justo 
antes de la germinación del mismo, manteniendo así su fertilidad (García-Quirós et al. 
2019). 
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Desde hace relativamente poco tiempo, la floración y todos los eventos fisiológicos 
asociados a ella relacionados con la homeostasis redox, han atraído cada vez más 
atención. Los cambios redox pueden controlar varios procesos de desarrollo y 
crecimiento en las plantas, incluida la inducción floral y el desarrollo de órganos 
florales (Meyer y Hell 2005, Considine y Foyer 2014, Dietz 2014, García-Quirós et al. 
2019). Se ha descubierto en estudios con mutantes de Arabidopsis que sobreexpresan 
los niveles de GSH y, por lo tanto, en los que la proporción redox de GSH es mayor, 
que una alta concentración de GSH retrasa la floración (Ogawa et al., 2001, Ogawa 
2005, Hatano-Iwasaki y Ogawa 2012). Lo mismo sucedió en los estudios en los que se 
agregó GSH artificialmente (Chin et al., 2016). Se encontraron resultados similares en 
otras especies de plantas como Eustoma grandiflorum, trigo u orquídea (Yanagida et al., 
2004, Gulyás et al., 2014, Chin et al., 2016), lo que sugiere que el metabolismo del 
GSH está involucrado en la floración regulada por FLC (FLOWERING LOCUS C), de 
modo que un alto contenido de GSH retrasa la floración, mientras sostiene con bastante 
fuerza que el GSSG es un regulador clave al comienzo de la floración. En estudios en 
los que se aplicó GSSG a las plantas, éste ha sido considerado el factor clave en la 
regulación de la floración (Kocsy et al., 2013, Chin et al., 2016). 

Nuestros datos demuestran la coordinación del GSH y su estado redox para regular la 
microsporogénesis en el olivo. Ahora surge la pregunta de cómo las fluctuaciones 
ambientales y fisiológicas pueden ajustar los niveles endógenos de GSH y su estado 
redox, determinado por la biosíntesis y el reciclaje de la forma oxidada de GSH, para 
desencadenar la inducción de la floración. Sería posible pensar que, para que tenga 
lugar la floración, se requiere un ambiente oxidado, y una vez que esto comience, las 
redes metabólicas de síntesis y reciclaje de GSH necesarias para el correcto desarrollo y 
viabilidad del polen comenzarán a activarse.  

La localización de GSH en mutantes cad2-1 sugiere un papel clave del GSH en el 
metabolismo y la fisiología del polen, como ya se ha determinado en los tejidos 
somáticos (García-Quirós et al. 2019). La presencia diferencial de GSH en el gametofito 
ubicándolo particularmente en los núcleos reafirma la idea de que el GSH participa en el 
control del ciclo celular. 

 

2.2. Papel del GSH en la germinación y el crecimiento del tubo polínico del olivo. 

La germinación del polen y el crecimiento del tubo de polen son eventos clave en la 
reproducción sexual de las plantas. La interacción polen-pistilo es un proceso complejo 
que ha sido ampliamente estudiado en plantas con flores (Cheung et al., 1995; Kim et 
al., 2003; Palanivelu et al., 2003). 

A partir de estudios previos sobre el polen de kiwi (Speranza et al., 2012), se puede 
afirmar que las ROS se producen como resultado de la rehidratación del polen y durante 
la fase de retraso que precede a la aparición del tubo polínico. Además, la producción de 
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ROS continuó durante las fases de emergencia y alargamiento del tubo de polen. Todo 
esto indica que las ROS está involucradas en la germinación del polen y está de acuerdo 
con los resultados que le dan a las ROS un papel en el crecimiento de los meristemos 
apicales (Potocky et al., 2007, Speranza et al., 2012). Es lógico pensar que en etapas 
como la rehidratación y la emergencia del tubo de polen (en el que el grano de polen 
reinicia su actividad metabólica, lo que se verifica por el aumento en el número de 
mitocondrias) y durante el alargamiento del tubo de polen (donde la tasa de el 
crecimiento es tan rápido que requiere un alto gasto de energía y, por lo tanto, un 
metabolismo intenso), la producción de ROS es masiva. Dadas estas deducciones, 
podemos plantear la hipótesis de que, siendo el GSH uno de los sistemas antioxidantes 
más importantes de la célula, en situaciones como las descritas anteriormente en las que 
hay una gran producción de especies ROS, el GSH también sería importante para 
mantener la homeostasis redox en los límites no peligrosos para la célula y como 
moléculas de señalización. 

Los datos de LC-MS reflejan un decremento en las concentraciones de glutatión 
reducido frente al oxidado a lo largo del desarrollo del polen, debido seguramente a la 
alta producción de ROS que tienen lugar durante este proceso. Al llegar al estadio de 
polen maduro la concentración de glutatión sufre un incremento excepcional, donde las 
formas reducida y oxidada se encuentran en equilibrio, posiblemente a un aumento en la 
síntesis de glutatión, para poder hacer frente a los requerimientos energéticos que 
conlleva la germinación. Además, los resultados de inmunolocalización celular y 
subcelular de GSH,  revelan que durante la germinación, en el tubo polínico vuelve a 
intensificarse la señal de fluorescencia, indicando una alta concentración de GSH en el 
tubo polínico durante este evento fisiológico. Es evidente también la intensa 
concentración de GSH en la región de apertura del grano de polen en las fases iniciales 
del desarrollo del tubo polínico, lo que proporciona evidencias de que, como ya se había 
afirmado en estudios similares durante la germinación del polen en otras especies 
(Zechmann et al. 2011a, 2011b, García-Quirós et al. 2019), el GSH es claramente 
esencial para el desarrollo y la orientación del tubo polínico. 

Los resultados de nuestro estudio confirman esta teoría, ya que este metabolito está 
claramente presente y activo en el gametofito masculino (durante todo su desarrollo) así 
como en las aperturas y en el interior del tubo polínico. En estudios previos con 
mutantes pad2-1 y cad2-1 de Arabidopsis thaliana (Zechmann et al., 2011a, García-
Quirós et al. 2019), deficientes en glutatión debido a una mutación puntual en el gen 

GSH1 (-ECS), se observa una reducción de la germinación del polen correlacionada 
con una reducción en el contenido de GSH. La adición de inhibidores, como 1-cloro-
2,4-dinitrobenceno o BSO, también indujo fuertes reducciones en el contenido de GSH, 
lo que se asoció con una reducción significativa en la capacidad de germinación del 
polen, incluso produciendo muerte celular severa (González-Párraga et al. 2005, 
Zechmann et al. 2011a). La adición de GSH en estos casos resultó en la restauración de 
la tasa de germinación del polen. Esto demuestra que la disponibilidad de GSH es 
esencial para que tenga lugar la germinación del tubo polínico, pero de manera 
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controlada y bien regulada, ya que las cantidades excesivas de GSH también pueden 
provocar aberraciones, que afectan negativamente la capacidad germinativa del polen 
(Zellnig et al. 2000, Zechmann et al. 2006, 2011). Además, estos estudios también 
demostraron que los bajos niveles de glutatión en los mutantes disminuyeron su 
capacidad de germinar, probablemente debido a alteraciones durante el desarrollo del 
polen (Zechmann et al. 2011, García-Quirós et al. 2019). 

Por otro lado, no se observaron diferencias compartimentales en la localización de GSH 
durante la germinación del tubo polínico, como ocurre en los tejidos vegetativos. El 
GSH se distribuye ampliamente en todo el citoplasma del microsporocito de olivo como 
ya se observó en estudios anteriores (Zechmann et al. 2008, 2010) en el polen de otras 
especies, así como durante la germinación. El papel del GSH durante el crecimiento del 
tubo polínico aún no se ha establecido bien, y mucho menos su participación en la etapa 
de germinación temprana. La localización de GSH en las aperturas germinativas sugiere 
un papel importante del GSH en la activación del grano de polen (hidratación) y en la 
emergencia del tubo polínico. Por otro lado, el glutatión es crucial para la proliferación 
celular. Se observó que los núcleos mostraron la mayor intensidad de señal sobre todo 
en los estadios de desarrollo tempranos, lo que podría revelar una modulación de este 
metabolito en la expresión de genes que regulan el ciclo celular (Díaz-Vivancos et al. 
2010a, b, Koffler et al. 2013, Locato et al. 2015, Schnaubelt et al. 2015). Mantener un 
alto nivel de GSH en los núcleos es importante para proteger al ADN y a las proteínas 
nucleares del daño oxidativo; pero también indica un papel en la regulación de la 
expresión génica en momentos en los que las concentraciones de ROS son elevadas, 
como durante el ataque por patógenos (Sabetta et al. 2017), así que postulamos un papel 
regulador similar durante los procesos reproductivos.  

Los datos de LC-MS verificaron lo que se observó en la inmunolocalización, ya que se 
puede observar un pico de GSH en la etapa de polen maduro (antes de la germinación 
del tubo de polen) y durante la germinación, especialmente al principio, durante la 
aparición del polen tubo. 

Además, el hecho de que las enzimas que regulan el metabolismo del GSH se expresen 
en las etapas de polen germinado, también sugiere el papel de este sistema antioxidante 
en el crecimiento y la reorientación del tubo polínico. 

 

2.3. Papel del estado redox dependiente de glutatión en la reproducción. 

El estado redox celular es un regulador crucial del metabolismo, la señalización y la 
fisiología. Si bien hay muy pocas herramientas disponibles para medir el estado redox 
de las células vivas, las sondas roGFP han demostrado ser confiables y ampliamente 
aplicables (Meyer et al., 2007; Schwarzländer et al., 2008, 2009; Aller et al., 2013), 
especialmente cuando incorporan una glutaredoxina (Fernandes et al., 2004; Meyer et 
al., 2007; Gutscher et al., 2008). Por lo tanto, los datos obtenidos de las sondas roGFP 
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proporcionan información confiable sobre el estado de abundancia y oxidación del 
glutatión in situ e in vivo. Además, las sondas roGFP se han expresado en una amplia 
variedad de células y organismos, donde pueden dirigirse a orgánulos específicos 
(Hanson et al., 2004; Birk et al., 2013). La eficacia de las sondas roGFP2 para medir el 
estado redox del glutatión se ha demostrado previamente en estudios en otras especies, 
como Drosophila (Liu et al., 2012; Aller et al., 2013). Los datos presentados en esta 
tesis doctoral muestran que todos los tejidos de las flores cad2-1/roGFP2 tenían una 
relación GSH/GSSG más baja y un mayor grado de oxidación que las flores de genotipo 
silvestre roGFP2. Estos hallazgos contrastan con los datos obtenidos en hojas, donde el 
nivel de glutatión total disminuyó en las hojas de los mutantes cad2-1, pero las 
relaciones GSH/GSSG fueron similares a las del WT (Schnaubelt et al., 2015). 
Tomados en conjunto, estos hallazgos sugieren que las flores de los mutantes cad2-1 
tienen una menor capacidad para mantener reducido el glutatión celular y mantener la 
relación GSH/GSSG en valores apropiados. Es probable que estas observaciones 
reflejen en los mutantes un contenido desequilibrado de las enzimas de la biosíntesis y 
el reciclado de GSH en comparación con el equilibrio mostrado por las plantas WT. 

Como ya se ha comentado anteriormente, se ha demostrado una fuerte asociación entre 
el grado de acumulación de glutatión y el tiempo de floración (Ogawa et al., 2001; 
Yanagida et al. 2004). En nuestros estudios, la floración se aceleró en los mutantes 
cad2-1/roGFP2 en comparación con el WT (Kocsy et al., 2013) (resultados no 
mostrados). Además, se requiere glutatión para el inicio del meristemo floral (Bashandy 
et al., 2010, Kocsy et al., 2013, García-Quirós et al. 2019) y también para la 
germinación del tubo polínico (Zechmann et al., 2011b, García-Quirós et al. 2019). Los 
datos que presentamos se basan en esta base firme y revelan la presencia de un grado de 
oxidación bajo en todas las partes de las flores y tejidos reproductivos (estigma, estilo, 
anteras, granos de polen germinados y tubos de polen), excepto el polen no germinado. 
El polen no germinado existe en un estado altamente oxidado, con respecto a los tejidos 
vegetativos, lo que es similar al encontrado en otras células inactivas (Schippers et al., 
2016). A diferencia del polen no germinado, los granos de polen y los tubos de polen 
germinados tienen un grado de oxidación similar al de las otras partes de la flor. Estos 
hallazgos sugieren que el glutatión en el polen aumenta o se reduce (o ambos) una vez 
que se desencadena el activo metabolismo propio de la germinación. Este proceso 
parece ser esencial para la germinación y el crecimiento del tubo polínico porque estos 
procesos se ven significativamente afectados en el polen cad2-1/roGFP2, que mantuvo 
un alto grado de oxidación en comparación con los controles roGFP2. 

Las tasas de germinación de polen medidas en el WT en el presente estudio fueron 
comparables a los valores descritos en la literatura (~ 71%; Boavida y McCormick 
2007). Las tasas de germinación disminuyeron a ~ 5–20% en los granos de polen del 
mutante cad2-1/roGFP2, que tienen la capacidad para la síntesis de glutatión (Cobbett et 
al., 1998; Meyer et al., 2007; Maughan et al., 2010; Zechmann et al., 2011a, b; Aller et 
al., 2013). Además, las tasas de crecimiento fueron mucho más bajas en los granos de 
polen de los mutantes. Los cálculos de potenciales redox de glutatión basados en las 
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mediciones de roGFP2 confirmaron que todas las partes de la flor, aparte del polen no 
germinado, se mantienen en un estado muy reducido, como es el caso del polen 
germinado y los tubos de polen. Los estados altamente reducidos medidos en el polen 
germinado muestran que los sistemas antioxidantes endógenos tienen suficiente 
capacidad para lidiar con las grandes cantidades de ROS y especies reactivas de 
nitrógeno producidas por las mitocondrias (Traverso et al., 2013; Jiménez-Quesada et 
al., 2016, 2017; Zafra et al., 2018). Curiosamente, se encontró que las mitocondrias en 
las células de la hoja tienen las concentraciones más altas de glutatión de cualquiera de 
los compartimentos intracelulares, incluso más que los cloroplastos (Zechmann et al., 
2008). Una sonda roGFP dirigida específicamente a las mitocondrias puede ser útil en 
futuros estudios sobre el papel del glutatión en las mitocondrias del tubo polínico 
(Rosenwasser et al., 2010). 

Es también interesante el hallazgo de que los niveles de glutatión eran más altos en las 
flores maduras, acumulándose gradualemente el glutatión durante el desarrollo de las 
flores. El aumento de la acumulación de ROS durante el desarrollo de la flor puede 
conducir a la activación oxidativa de γ-ECS en los plastidos, lo que resulta en una 
mayor síntesis y acumulación de glutatión (Gromes et al., 2008). Las ROS se acumulan 
durante la senescencia de las hojas y durante la muerte celular programada debido a 
alteraciones en la expresión de enzimas involucradas en el sistema antioxidante y 
cambios en el metabolismo mitocondrial (Marí et al., 2009; Cui et al., 2012). Sin 
embargo, el concepto de que las ROS son señales pro-vida generadas por el 
metabolismo aeróbico es ampliamente aceptado (Foyer et al., 2018). Además, las flores 
abiertas contienen polen maduro, que ya habrá interactuado con el pistilo para activar la 
cascada de señalización que resulta en la germinación del tubo polínico. Un enfoque de 
citometría de flujo para determinar la viabilidad del polen maduro de tomate y 
Arabidopsis, relacionado con la acumulación de ROS, reveló que se podían identificar 
dos tipos de polinizaciones, poblaciones de 'bajo-ROS' y 'alto-ROS', que representan 
actividad metabólica baja o alta, respectivamente (Luria et al., 2019). El polen de alto 
contenido en ROS germinó con una frecuencia mucho más alta que el polen de bajo 
ROS (Luria et al., 2019). El polen metabólicamente elevado de alto ROS requeriría 
altos niveles de actividad antioxidante, particularmente altas actividades de enzimas 
como la glutatión reductasa para mantener altas proporciones de GSH/GSSG. La 
exposición a altas temperaturas resultó en un aumento en los niveles de ROS en el polen 
y una disminución en la germinación (Luria et al., 2019).Tales aumentos inducidos por 
el estrés en las señales ROS pueden modificar el metabolismo y la señalización celular, 
particularmente si no hay un aumento compensatorio en la capacidad antioxidante. La 
acumulación de GSSG que se observó en las flores cad2-1/roGFP2 sugiere que las 
células de polen estaban en un estado oxidado, lo que tendría un impacto negativo en el 
metabolismo del polen-pistilo y la germinación del tubo polínico en las flores 
maduras.Los niveles de GSSG celular generalmente se mantienen en niveles muy bajos 
porque este metabolito no es compatible con un metabolismo adecuado. En mutantes 
como el cat2 deficiente en catalasa, donde se acumula GSSG, el metabolito es 
secuestrado en las vacuolas (Queval et al., 2011; Noctor et al., 2013). Por lo tanto, es 
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probable que gran parte del GSSG acumulado en las flores cad2-1/roGFP2 se localice 
en la vacuola y no en el citoplasma. Las flores maduras comienzan a degenerarse, 
pasando por procesos de muerte celular programada, que implican altas concentraciones 
de ROS (Marí et al., 2009; Ayer et al., 2010). Por lo tanto, la restricción de la 
acumulación de glutatión en las flores cad2-1/roGFP2 y las relaciones GSH/GSSG más 
bajas observadas en éstas pueden dar como resultado una senescencia floral más rápida. 

Tomados en conjunto, los datos presentados en esta tesis doctoral confirman que el 
mantenimiento de glutatión altamente reducido es esencial para la germinación del 
polen y el crecimiento del tubo (Zechmann et al., 2008). La transición del estado de 
reposo oxidado al estado germinado metabólicamente activo que facilita el crecimiento 
del polen, por lo tanto, requiere un gran cambio en la homeostasis redox celular que 
implica tanto una mayor acumulación de glutatión como una reducción extensa del 
mismo. Nuestros datos muestran que la capacidad de regenerar GSH a partir de GSSG 
está restringida en las flores cad2-1/roGFP2, al igual que la capacidad de sintetizar 
glutatión. Estos hallazgos demuestran la importancia del control redox celular en la 
germinación del polen y el crecimiento del tubo. Se requiere más trabajo para demostrar 
la naturaleza de los mecanismos involucrados. 

También se requieren estudios futuros que usen combinaciones de técnicas como 
roGFP2, métodos fluorocromáticos (Heslop-Harrison y Heslop-Harrison, 1970) y 
tinción con yoduro de propidio (Jimenez-Quesada et al., 2017) para investigar los 
mecanismos involucrados en las pérdidas inducidas por oxidación de viabilidad y 
función. Sin embargo, los métodos actuales que pueden determinar la viabilidad de los 
granos de polen individuales son difíciles de usar simultáneamente con el análisis 
roGFP2 de las propiedades redox. Por ejemplo, la detección fluorocromática interfiere 
con la señal roGFP2 porque ambos métodos usan longitudes de onda de excitación y 
emisión similares. 

Los granos de polen requieren un sistema antioxidante robusto para germinar y penetrar 
a través del estigma (Creissen et al., 1999, Zechmann, 2008); lo que implicará más 
investigación futura para determinar qué parte de este mecanismo es constitutivo y 
cuánto es inducido. Nuestros datos demuestran que el glutatión es un componente 
esencial de los mecanismos de defensa antioxidante y quizás también de la señalización 
de polen-estigma a través de mecanismos de intercambio de moléculas tiol-disulfuro, 
glutatión, proteínas y procesos mediados por S-nitrosoglutatión (Corpas et al., 2013; 
Zafra et al., 2016). Se requieren más estudios con una gama de otros mutantes y 
marcadores de estrés oxidativo para dilucidar las diferencias redox entre el polen 
germinado y no germinado y para proporcionar una imagen más completa de la 
participación del metabolismo de GSH en la germinación del polen. 
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3. Metabolismo del glutatión durante el desarrollo y la germinación del 
polen. 

3.1. Enzimas implicadas en la biosíntesis de GSH. 

Estudios previos (Lu et al. 2009) han demostrado que la enzima -ECS es esencial en la 
regulación de la síntesis de GSH, siendo limitante en el proceso de biosíntesis. 

Diferentes trabajos en tejidos reproductivos con mutantes deficiente en la enzima -
ECS, reflejan anomalías en las funciones reproductoras, al igual que ocurre en la 

contraparte somática (García-Quirós et al. 2019). Cualquier disfunción de la enzima -
ECS en alguna de las etapas de desarrollo del polen de olivo podría generar 
inconvenientes para la biología reproductiva del olivo. Por otro lado, aunque en 
principio se pensaba que la GS no era importante en la regulación de la síntesis de GSH, 
estudios posteriores revelaron que esta enzima, que regula la segunda etapa en la 
biosíntesis de GSH, es primordial en ciertos tipos de tejidos y/o en tejidos bajo 
condiciones estresantes (Lu et al. 2009). Los tejidos reproductivos corresponden a ese 
tipo de tejidos especiales con un metabolismo más alto que los tejidos vegetativos en 
condiciones normales. 

A la vista de nuestros resultados de expresión génica y análisis de la presencia del 

enzima, la -ECS parece tener más importancia durante el desarrollo del polen de olivo, 
sobretodo en las primeras etapas del desarrollo. Por el contrario, la GS parece ser mucho 
más importante durante la germinación del tubo polínico, con especial interés entre las 6 
primeras horas. 

En cuanto a la información acerca de la localización celular de estas enzimas, cabe 

destacar la presencia de -ECS en el estadio de CMP, durante el cual, parece tener una 
función protectora de la cromatina durante la meiosis celular. Llama también la atención 
el hecho de que, durante la germinación del polen y la elongación del tubo polínico, 

estas dos enzimas (-ECS y GS) se localizan principalmente en el grano de polen. Esto 
deja claro que, la síntesis de GSH ocurre dentro del grano de polen principalmente. Por 
ello postulamos que podrían transportarse por corrientes citoplasmáticas desde el grano 
de polen hacia el tubo polínico. Estudios previos de inmunolocalización en hojas de 

Arabidopsis reflejan que la enzima -ECS se localiza en los cloroplastos, mientras que 
la GS se localiza en ambos, citoplasma y plastidios (Preuss et al. 2014). Sin embargo, 
nuestro análisis bioinformático en tejidos reproductivos predice una localización 
subcelular de ambos enzimas en el cloroplasto. Con esta premisa, sería muy oportuno 
continuar los estudios de localización de estas enzimas a nivel subcelular, para 
comprobar si, efectivamente la GS sólo se localiza en cloroplastos en el polen. 

Después de analizar el estado redox celular en las diferentes muestras, éste fue mucho 
más reducido en los fenotipos silvestres que en los mutantes deficientes en GSH. Es 
probable que estas observaciones reflejen el contenido desequilibrado de GSH y GSSG 
en los mutantes deficientes en enzimas de la biosíntesis de GSH (García-Quirós et al. 
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2019). Observando los resultados obtenidos en la expresión génica de estas enzimas en 
mutantes deficientes de GSH se puede asumir que la deficiencia de GSH en cad2 y 

pad2 produce un aumento de la expresión de -ECS en momentos críticos del desarrollo 
floral, cuando el metabolismo del polen es mayor (divisiones meióticas y mitóticas, 
germinación del tubo polínico…) y como consecuencia se liberan grandes 
concentraciones de ROS. Esto también corrobora la hipótesis previa de que la primera 
etapa de la síntesis de GSH es la limitante. Sin embargo, en clt se observa un patrón de 
expresión contradictorio, lo que podría estar indicando un retraso en la 
microesporogénesis en este tipo de mutantes. Estos resultados también corroboran que 
aunque la GS es primordial en tejidos reproductivos, la segunda etapa de la biosíntesis 
de GSH no es tan limitante. Ya se ha demostrado en estudios previos que en mutantes 

knockout del gen -ECS son letales durante la embriogénesis, sin embargo los mutantes 
knockout del gen GS muestran un retraso en el desarrollo frente a los genotipos 
silvestres (Cairns et al. 2006, Pasternak et al. 2008). 

 

3.2. Enzimas implicadas en el reciclado de GSH. 

Los cambios redox pueden controlar varios procesos del desarrollo y del crecimiento en 
las plantas, incluida la inducción floral y el desarrollo de órganos florales (Meyer y Hell 
2005, Considine y Foyer 2014, Dietz 2014). Se ha descrito que la GR y la 
glutarredoxina (GRX) ejercen un control redox sobre ciertos factores de transcripción 
que regulan los fenómenos del desarrollo floral, como la formación de pétalos 
primordiales o el desarrollo de anteras (Li et al. 2009, Murmu et al. 2010, Wuest et al. 
2012, ÓMoiléidigh et al. 2013). De esta forma podemos establecer las bases para definir 
una relación directa entre la GR el control del desarrollo floral. En los modelos de 
floración postulados hasta la fecha (Wuest et al. 2012, Schippers et al. 2013), el 
desarrollo de las anteras está regulado por los genes ROXY1 y ROXY2, que controlan 
este proceso a través de la regulación del estado redox de un residuo de cisteína clave de 
dos factores de transcripción (TGA9 y TGA10), los cuales se activan mediante su 
reducción, mediada por GRX, y controlan el desarrollo de anteras y tapetum. Con estas 
premisas y a la vista de los resultados de esta Tesis Doctoral, no podríamos descartar la 
participación de otros sistemas redox, como la enzima GR, en los procesos de desarrollo 
de polen. Sin embargo, se ha observado que en los estudios con mutantes de 
Arabidopsis que sobreexpresan los niveles de GSH, una alta concentración de GSH 
retrasa la floración por un desequilibrio en la relación GSH/GSSG, lo que sugiere que el 
GSSG es un regulador clave al comienzo de la floración. La baja expresión de GR 
durante la reproducción conduce a una disminución en la relación redox del glutatión y, 
por lo tanto, da lugar al inicio de la floración (Meyer et al. 2007, Kocsy et al. 2013, 
Chin et al. 2016). Sin embargo, los cambios observados en el contenido de GSH o 
GSSG no necesariamente tienen que correlacionarse con la actividad GR, ya que existe 
más de una vía bioquímica. Sería posible pensar que, para que tenga lugar la floración, 
se requiere un ambiente oxidado, y una vez que esta comienza, las redes metabólicas de 
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síntesis y reducción de GSH necesarias para el correcto desarrollo y viabilidad del polen 
comenzarán a activarse. 

La proliferación celular y el desarrollo de los microsporocitos están probablemente 
regulados por la pareja de antioxidantes GSH - GR que regula la actividad de diversos 
enzimas redox e influye en la progresión del ciclo celular y/o la maduración del 
microsporocito, como se ha demostrado en los meristemos apicales (Burhans y Heintz 
2009, Zechmann et al. 2011a,b). Trabajos actuales acerca del desarrollo de los tejidos 
reproductivos (García-Quirós et al. 2019) han revelado un claro vínculo entre los 
procesos redox y el desarrollo floral y la germinación del polen. El potencial redox del 
citoplasma, medido mediante roGFP, es más oxidado en mutantes deficientes en la 
enzima GR (gr1), en los cuales la ratio GSH/GSSG está disminuida a pesar de tener una 
adecuada concentración de glutatión (Marty et al. 2009), lo mismo ocurre en mutantes 
cad2 (Meyer et al. 2007, Marty et al. 2009, García-Quirós et al. 2019). La fertilidad del 
polen se ve reducida en mutantes deficientes de la enzima GR, gr1 ntra ntrb, cuyo polen 
resulta ser estéril (Marty et al. 2009). 

Nuestras observaciones sugieren que el glutatión es necesario para el desarrollo del 
polen, pero además, también es esencial que se encuentre en su estado reducido. 
Nuestros resultados sugieren que la GR está presente durante todo el desarrollo de 
manera acumulativa, con una mayor intensidad en estadio de microspora y en las 
aperturas del grano de polen maduro, donde probablemente las reservas de GSH se han 
agotado durante el desarrollo y se requiere un reciclado del GSSG producido. En cuanto 
a la actividad enzimática de la GR, se observa una gran actividad al comienzo del 
desarrollo del microsporocito (estadio de meiosis, donde se producen numerosas 
divisiones celulares que requieren un entorno reductor), solo comparable con la 
actividad del polen maduro, etapa en la que también se observa un pico de actividad de 
la enzima de acuerdo con lo establecido en los resultados anteriores y con la expresión 
génica del GR. Todo esto nos lleva a proponer que el GSH es esencial en el desarrollo 
del microsporocito, y que la participación del GR es esencial para que permanezca en su 
estado reducido en momentos tan cruciales como el comienzo del desarrollo del polen y 
justo antes de germinación, para mantener su fertilidad. 

Tal y como se ha visto en estudios con dobles mutantes cat2 gr1 de Arabidopsis, en los 
que se produce una acumulación masiva de GSSG, la actividad GR1 es necesaria bajo 
condiciones de estrés oxidativo (Mhamdi et al. 2010a).  

De estudios previos en polen de kiwi (Speranza et al. 2012), se puede afirmar que las 
ROS se producen como resultado de la rehidratación del polen y durante la fase de 
retraso que precede a la aparición del tubo polínico. Además, la producción de ROS 
continúa durante las fases de emergencia y alargamiento del tubo polínico, indicando 
que están involucradas en la germinación del polen. Es lógico pensar que en etapas tales 
como la rehidratación y la emergencia del tubo polínico (en las que el grano de polen 
reinicia su actividad metabólica, lo que se verifica por el aumento en el número de 
mitocondrias) y durante la elongación del mismo (donde la tasa de el crecimiento es tan 
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alta que se requiere un metabolismo intenso), la producción de ROS será masiva. Dadas 
estas premisas, podemos plantear la hipótesis de que, siendo el par GSH/GR el sistema 
antioxidante más importantes en la célula, en situaciones de alta producción de especies 
ROS, tanto GSH como GR también serán importantes para mantener la homeostasis 
redox en los límites no peligrosos para la célula y como moléculas de señalización. 

La localización de la GR en las aperturas germinativas sugiere un papel importante, 
tanto de la enzima como del GSH, en la activación del grano de polen y en la 
emergencia del tubo polínico.  

Si observamos los datos de expresión génica y de presencia del enzima, podemos 
deducir una alta expresión durante la germinación del polen. La misma información se 
obtiene de los resultados de actividad GR. Esto puede significar que la función de la GR 
sea controlar la acumulación explosiva de ROS, especialmente durante la emergencia y 
la elongación del tubo polínico (Gill et al. 2013). Además, el hecho de que la enzima 
también se exprese a altos niveles durante el resto de estadios de germinación, también 
sugiere el papel de este antioxidante enzimático en el crecimiento y la reorientación del 
tubo polínico. Esto concuerda con estudios sobre el desarrollo realizados con mutantes 
deficientes en GR2 cloroplastidial (gr2), que es la isoforma identificada en el polen de 
olivo (García-Quirós et al. 2017), los cuales fueron letales durante la embriogénesis 
(Marty et al. 2009). 

Según nuestros datos de inmunolocalización de GR, en el polen germinado la enzima se 
encuentra en el tubo polínico y no en el citoplasma del grano de polen. Esto sugiere que 
la enzima se sintetiza de novo en el tubo polínico regulada por la concentración de ROS 
y la relación GSH/GSSG, y no se transporta desde el citoplasma del grano. Esto podría 
además apoyar que, la GR que se expresa en el polen es la isoforma cloroplastidial. 

Al igual que ocurre en olivo, los resultados de expresión de la GR en mutantes de 
Arabidopsis, revelan que el enzima presenta una alta expresión en los estadios de polen 
maduro, hacia el final del desarrollo de la antera, donde las cantidades de ROS 
aumentan considerablemente debido al alto metabolismo y a la senescencia floral. 

 

3.3. Enzimas implicadas en la detoxificación mediante GSH. 

Estudios recientes proponen un papel regulador de la GPX en el desarrollo del polen, la 
antesis, el crecimiento del tubo polínico, la formación de paredes y la interacción entre 
polen-pistilo (Zaidi et al., 2012). Diferentes estudios revelan, además, que la GPX8 está 
directamente relacionada con la supresión de daño oxidativo en el núcleo y el citosol 
(Gaber et al., 2012; Fu 2014; Ganguli y Abhijit 2015). Por otro lado, la GST parece 
tener un importante papel en el desarrollo del polen y la fertilidad (Bibi et al. 2014). 

Nuestros datos de expresión génica y de presencia de los enzimas GPX y GST en el 
microsporocito, así como en la germinación del polen, revelan un papel primordial de 
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estas enzimas durante la germinación del tubo polínico en el olivo. El pico de expresión 
observado en la germinación tardía del polen, podría estar involucrado en un aumento 
de la expresión de GPX. Estos resultados podrían indicar la importancia de esta enzima 
en la prevención del daño oxidativo, particularmente aumentado a través de la 
senescencia del tubo polínico, o la activación de mecanismos particulares involucrados 
en la protección de los núcleos espermáticos, generados en esta etapa en el tubo polínico 
de olivo. 

Según el patrón de presencia del enzima, la GPX parece tener más importancia durante 
el desarrollo del polen de olivo, sobretodo en las primeras etapas del desarrollo y al 
principio de la germinación. Por el contrario, la GST parece ser mucho más importante 
durante la germinación del tubo polínico, con especial interés entre las 3 primeras horas 
de la germinación. 

Nuestros resultados de inmunohistoquímica detectan a la GPX en el estadio de CMP 
con un marcaje intenso tanto del nucleolo como de la cromatina, lo que sugiere una 
función protectora importante de esta enzima durante los fenómenos de división celular 
(meiótica) que necesariamente ocurrirán a lo largo del desarrollo del polen. Se 
encontraron niveles detectables de GPX a lo largo de todo el desarrollo tanto en el grano 
de polen como en el tubo polínico en crecimiento, lo que sugiere un papel clave para 
este componente en el metabolismo del polen y su fisiología, que ya ha sido 
determinado para los tejidos somáticos. La amplia localización de la enzima en los 
tejidos de la antera durante la microsporogénesis está en buena concordancia con los 
resultados obtenidos para la expresión del ARNm y su importancia putativa en la 
fisiología del polen. La enzima GPX8 se localiza en el citosol y en los núcleos de 
Arabidopsis thaliana (Gaber et al. 2012), sugiriendo que la enzima, no sólo actúa 
protegiendo del daño celular, si no que también posee un papel regulador en la 
transducción de señal nuclear durante el desarrollo (Bela et al. 2015). La detección de 
esta enzima en las paredes del tubo polínico y, lo que es más importante, en el extremo 
apical del mismo, también puede indicar que está directamente involucrada en la 
reorientación del tubo polínico, dirigiendo su elongación hacia el saco embrionario. La 
inmunolocalización de GST en los núcleos, especialmente en los núcleos espermáticos, 
sugiere que la enzima también actúa protegiendo los núcleos del daño oxidativo. El 
intenso marcaje de estas dos enzimas en los núcleos espermáticos que viajan a lo largo 
del tubo polínico, sugiere una importante función protectora contra el daño oxidativo 
generado durante el proceso de germinación del polen, para que así puedan llegar 
íntegros hasta el saco embrionario, y se produzca la fertilización exitosa. 

Como ya se apreciaba en olivo, la tendencia general de la expresión de la GPX en 
mutantes de Arabidopsis es mantener unos ciertos niveles de presencia de transcritos a 
lo largo de la microsporogénesis, teniendo un máximo en los primeros estadios, y 
también al comienzo de la germinación, en donde se producen fenómenos de división 
meiótica y mitótica en los que parece estar implicada esta enzima, así como en la 
protección de los núcleos espermáticos y la reorientación del tubo polínico. Durante el 
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crecimiento del tubo polínico en Arabidopsis thaliana, la expresión de las enzimas 
GPX7 y GPX8 se incrementó en polen y estambres (Bela et al. 2015). Esta observación 
verifica nuestros resultados y justifica nuestra hipótesis acerca del papel regulador de 
esta enzima en el desarrollo y la germinación del polen. 
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A la vista de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, a continuación se 
enumeran las conclusiones más importantes: 

1. A partir de distintas bases de datos entre las que destaca ReprOlive han sido 
recuperadas numerosas secuencias completas correspondientes a transcritos de 

los enzimas de interés (-ECS, GS, GR, GPX y GST). Su análisis bioinformático 
ha permitido agruparlas entre sí y con secuencias similares en otras especies 
vegetales previamente caracterizadas, identificar las isoformas reproductivas 
más predominantes y predecir su localización celular y sus posibles 
modificaciones postraducionales.  

2. Las secuencias seleccionadas han sido validadas experimentalmente y han sido 
utilizadas para generar modelos predictivos de la estructura secundaria y 3-D de 
estas enzimas, con una gran similitud con los modelos construidos en otras 
especies, lo que sugiere la conservación evolutiva de estos genes en plantas.  

3. La determinación bioquímica de GSH y GSSG, y su localización celular 
demuestran que este tripéptido es esencial para el desarrollo y la germinación del 
polen. Los altos niveles de GSH en el gametofito masculino en meiosis y su 
localización nuclear sugieren la participación del GSH en el control del ciclo 
celular. La presencia de GSH en las regiones de apertura y el inicio de la 
germinación demuestran que la disponibilidad de GSH es esencial para la 
germinación. 

4. El perfil de expresión de la -ECS muestra un aumento cuantitativo a lo largo el 
desarrollo del polen, especialmente durante las primeras etapas, sugiriendo un 
papel fundamental en la microsporogénesis. La GS sin embargo experimenta un 
incremento en su expresión a lo largo de la germinación, especialmente a las 6 
horas. El análisis comparativo en mutantes de Arabidopsis deficientes en GSH 

muestra un aumento de la expresión de -ECS en los estadios del desarrollo 
floral analizados, afirmando que la primera etapa de la síntesis de GSH es 
limitante. 

5. Se observa una expresión mantenida del enzima GR durante todo el desarrollo 
del polen, con un máximo en las microsporas, en las aperturas del grano de 
polen maduro y durante la germinación, lo que sugiere que la GR está 
involucrada en los procesos de activación del grano de polen y en la emergencia, 
elongación y reorientación del tubo polínico. El origen de la gametogénesis 
requiere GSSG, y una vez que ésta comienza, se necesita GSH para el correcto 
desarrollo y viabilidad del polen, por lo que es deducible un importante papel de 
la GR en este cambio.  

6. Se propone un papel regulador de la GPX en el desarrollo del polen, la antesis y 
la germinación del polen. Su detección en el estadio de CMP con marcaje 
intenso en el nucleolo y la cromatina, sugiere una función protectora del enzima 
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durante la meiosis. Su detección en las paredes del extremo apical del tubo 
polínico también indica una relación directa con la reorientación del tubo 
polínico. El intenso marcaje de este enzima en los núcleos espermáticos sugiere 
una función protectora contra el daño oxidativo, especialmente en los gametos, 
que debe ser estudiado más en detalle.  

7. La GST parece tener un importante papel en el desarrollo del polen y los 
gametos, y en las etapas tempranas del crecimiento y desarrollo del tubo 
polínico. La inmunolocalización de GST en los núcleos, especialmente en los 
núcleos espermáticos, sugiere que la enzima también actúa protegiendo los 
núcleos del daño oxidativo.  

8. Se han utilizado de forma pionera líneas de Arabidopsis que expresan una 
proteína fluorescente verde sensible al estado redox (roGFP) como marcador 
para estudiar el estado redox dependiente de la tasa GSH/GSSG en tejidos 
reproductivos. Los resultados obtenidos coinciden con los análisis realizados 
mediante LC-MS ofreciendo además información celular.  

9. El uso de roGFP en los tejidos reproductivos ha permitido establecer que los 
mutantes de Arabidopsis deficientes en GSH mantienen niveles de oxidación 
superiores a los silvestres, lo que provoca deficiencias reproductivas. Los granos 
de polen sin germinar aparecen en un estado relativamente oxidado en 
comparación con los pólenes que germinan, y la no acumulación de GSH y el 
mantenimiento de una tasa GSH/GSSG tiene un importante efecto negativo 
sobre la germinación. 
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In view of the results obtained in this Doctoral Thesis, the most important conclusions 
are listed below: 

1. Numerous complete sequences corresponding to the enzymes of interest (-ECS, 
GS, GR, GPX y GST) have been retrieved from different databases including 
ReprOlive. Their bioinformatic analysis allowed grouping of these sequences 
themselves, and with those similar, previously characterized sequences from 
other plant species, the identification of the predominant reproductive isoforms 
and the prediction of their cell localization and post-translational modifications. 

2. Selected sequences were validated experimentally and used to generate 
predictive models of the secondary and 3-D structures of these enzymes, with a 
high similarity with the models constructed for other species, suggesting 
evolutive conservation of these genes in plants.  

3. Biochemical determination and cell localization of GSH and GSSG demonstrate 
that this tripeptide is essential for pollen development and germination. High 
GSH levels in the male gametophyte through meiosis and nuclear localization 
suggest the participation of GSH in controlling cell cycle. The presence of GSH 
in the pollen aperture regions and the onset of germination demonstrate that 
GSH is essential for germination.  

4. The expression profile of -ECS shows a quantitative increase along pollen 
development, particularly at early stages, suggesting a fundamental role in 
microsporogenesis. GS expression, however, experiments an increase along 
germination, particularly at 6h. Comparative analysis of Arabidopsis mutants 

deficient in GSH shows an increase in -ECS expression at the stages of flower 
development analyzed, suggesting the limiting character of this primary stage of 
GSH synthesis.   

5. A continued expression of GR enzyme along pollen development, with a 
maximum at the microspore stage, in the mature pollen apertural regions, and 
during germination, suggesting that GR is involved in the activation processes of 
the pollen grain and in the emergence, elongation and reorientation of the pollen 
tube. The origin of gametogénesis requires GSSG, and once it has started, GSH 
is then needed for  appropriate development and viability of pollen, thus an 
important role for GR in this switch is foreseable. 

6. A regulatory role for GPX is proposed along pollen development, anthesis and 
pollen germination. GPX detection at the PMC stage with intense labeling at the 
nucleolus and chromatin suggests a protective function of the enzyme along 
meiosis. Its detection in the cell wall of the pollen tube apex also indicates a 
direct relationship with pollen tube reorientation. Intense labeling of this enzyme 
in the sperm nuclei suggests a protective function against oxidative damage 
particulary in the gametos, which has to be further studied.  
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7. GST enzyme seems to play an important role in pollen and gametes 
development, and at the early stages of pollen tube growth and development. 
Immunolocalization of GST in nuclei, particularly the sperm nuclei, also 
suggests that the enzyme exerts a protective effect of these from oxidative 
damage. 

8. Arabidopsis lines expressing a reporter redox-sensitive green fluorescent protein 
(roGFP) have been used in a pioneer manner to analyze the redox state 
dependent of the GSH/GSSG rate in reproductive tissues. The results obtained 
are coincidental with those performed by LC-MS, also offering additional 
cellular information. 

9. The use of roGFP in the reproductive tissues allowed stablishing that 
Arabidopsis lines deficient in GSH keep oxidation levels higher than those of 
wild type, provoking reproductive deficiencies. Ungerminated pollen grains 
appear in a relatively oxidized stage in comparison with the germinating pollen 
grains, and failing in the accumulation of GSH as well as the maintenance of a 
high GSH/GSSG have a negative impact on germination.  
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1.1. Alineamiento de las secuencia nucleotídicas de la -ECS de 
polen y pistilo de olivo junto con otras especies.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

1.2. Alineamiento de las secuencia nucleotídicas de la GS de polen 
y pistilo de olivo junto con otras especies.  

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

1.3. Alineamiento de las secuencia nucleotídicas de la GR de polen 
y pistilo de olivo junto con otras especies.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

  



 

 

 

1.4. Alineamiento de las secuencia nucleotídicas de la GPX de 
polen y pistilo de olivo junto con otras especies.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

1.5. Alineamiento de las secuencia nucleotídicas de la GST de 
polen y pistilo de olivo junto con otras especies.  
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2.1. Secuencia nucleotídica (gris) y aminoacídica (rojo) de la -ECS 
del polen de olivo. En la primera, los codones de iniciación 
(ATG) y de terminación (TGA) aparecen en negrita. 

 
atggaattagaattctcgttctgctggtacaaaatccacagctcaaaggcccttccctaa 
M  E  L  E  F  S  F  C  W  Y  K  I  H  S  S  K  A  L  P  - 
atcctgtgtatgcttgatttctcccagctttaaggcatggtgctgatgtcccaggctggt 
I  L  C  M  L  D  F  S  Q  L  -  G  M  V  L  M  S  Q  A  G 
tcatcacaatacattcattacaaaataatacagtgcaaagttcgatataatgtggttcgt 
S  S  Q  Y  I  H  Y  K  I  I  Q  C  K  V  R  Y  N  V  V  R 
agcattgccagtaacatggcagaatccaagaagaaggaattttttggttcaggtcgatct 
S  I  A  S  N  M  A  E  S  K  K  K  E  F  F  G  S  G  R  S 
tcgtggaattccttgaaggtgattcgaaatatgaatttagatggtgttgttataggaggg 
S  W  N  S  L  K  V  I  R  N  M  N  L  D  G  V  V  I  G  G 
agaagaggcaatcaagtaattgtttttgcaagtcctcctacggaagatgccgtcattgct 
R  R  G  N  Q  V  I  V  F  A  S  P  P  T  E  D  A  V  I  A 
actgagccattgacgaaagaagatcttgtaggttacctagcgtctggttgcaagcccaag 
T  E  P  L  T  K  E  D  L  V  G  Y  L  A  S  G  C  K  P  K 
gaaaaatggaggatagggactgaacatgaaaagtttggatttgagtttagaacattacga 
E  K  W  R  I  G  T  E  H  E  K  F  G  F  E  F  R  T  L  R 
cccatgaagtatgaacaaatagctgagcttcttaatggtatctctgagcgatttgattgg 
P  M  K  Y  E  Q  I  A  E  L  L  N  G  I  S  E  R  F  D  W 
gataaaataatggaaggtgacaaaattattggactcaaacagggaaagcaaagcatatca 
D  K  I  M  E  G  D  K  I  I  G  L  K  Q  G  K  Q  S  I  S 
ctggagcctggtggccagtttgagcttagtggtgcacctcttgaaactttgcatcaaact 
L  E  P  G  G  Q  F  E  L  S  G  A  P  L  E  T  L  H  Q  T 
tgtgctgaagtgaattcgcatctttaccaggttaaggctgttgcggaggagttagggatt 
C  A  E  V  N  S  H  L  Y  Q  V  K  A  V  A  E  E  L  G  I 
gggttcttgggaattggattccagccaaaatgggctcttaaagatatacctgtgatgcca 
G  F  L  G  I  G  F  Q  P  K  W  A  L  K  D  I  P  V  M  P 
aagggaagatacgagattatgagaaattacatgcccaaagttgggtctcttggacttgat 
K  G  R  Y  E  I  M  R  N  Y  M  P  K  V  G  S  L  G  L  D 
atgatgttccgaacatgcactgttcaggtgaatctggatttcagctctgaagttgatatg 
M  M  F  R  T  C  T  V  Q  V  N  L  D  F  S  S  E  V  D  M 
ataaagaagtttcgagctggtcttgccttacagcctgtagccacagcattgtttgctaac 
I  K  K  F  R  A  G  L  A  L  Q  P  V  A  T  A  L  F  A  N 
tcgcctttcactgaagggaaaccaaatggttatctcagcatgagaagccaaatttggact 
S  P  F  T  E  G  K  P  N  G  Y  L  S  M  R  S  Q  I  W  T 
gatactgataataaccgctctgggatgcttccatttgtttttgatgattcttttgggttt 
D  T  D  N  N  R  S  G  M  L  P  F  V  F  D  D  S  F  G  F 
gagcaatatgtagattatgctctcgatgttccaatgtactttgcatatcggaagaaaagn 
E  Q  Y  V  D  Y  A  L  D  V  P  M  Y  F  A  Y  R  K  K  X 
tatattgattgtgctggattgtctttccgggattttatggctggtaaacttccgtgtctt 
Y  I  D  C  A  G  L  S  F  R  D  F  M  A  G  K  L  P  C  L 
cctggtgaatatccaaacctcaatgattgggaaaatcatctgacaacaatatttccagag 
P  G  E  Y  P  N  L  N  D  W  E  N  H  L  T  T  I  F  P  E 
gtcaggcttaaaagatatttggagatgagaggtgctgatggaggaccttggaggaggctt 
V  R  L  K  R  Y  L  E  M  R  G  A  D  G  G  P  W  R  R  L 
tgtgccctgcctgcattttgggtaggtctcttgtatgatgaaatctccttgcaaaatgtt 
C  A  L  P  A  F  W  V  G  L  L  Y  D  E  I  S  L  Q  N  V 
gtggacatgacagctgattggactcgagaagaaagacagatgttaaggaatgcggtacca 
V  D  M  T  A  D  W  T  R  E  E  R  Q  M  L  R  N  A  V  P 
aagtatggtctgcagactccatttcgagatggcctgctgaagcatgtcgcacaagacgtt 
K  Y  G  L  Q  T  P  F  R  D  G  L  L  K  H  V  A  Q  D  V 
gtgaagttggcgaaggatggcttggaaagaagaggctttaaggaaacaggatttctaaat 
V  K  L  A  K  D  G  L  E  R  R  G  F  K  E  T  G  F  L  N 
gaagtcactgaggtggctagaacaggtgtaacatcagccgaaaagctcctcgaattgtac 
E  V  T  E  V  A  R  T  G  V  T  S  A  E  K  L  L  E  L  Y 
catgagaagtgggggagaatngtggatcctgtttttgaagagctgctttactgaggttgg 
H  E  K  W  G  R  X  V  D  P  V  F  E  E  L  L  Y  -  G  W 
tattcactcgatgctccccttcgcatggctgagacatgtcacatggttcactgggactct 
Y  S  L  D  A  P  L  R  M  A  E  T  C  H  M  V  H  W  D  S 

cttaactatcaaacttgtctaacgacgtgatag 
L  N  Y  Q  T  C  L  T  T  -  -  -  - 
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2.2. Secuencia nucleotídica (gris) y aminoacídica (rojo) de la GS2 del 
polen de olivo. En la primera, los codones de iniciación (ATG) y 
de terminación (TAG) aparecen en negrita. 

 
 

ctttgaaaagcagcggagttgaagaaatggagacccataaaagaaattctatgagccttatc 
L  K  S  S  G  V  E  E  M  E  T  H  K  R  N  S  M  S  L  I 
tttgatcctcacaaaattgatcaccaattgcttcagaaaatggaatatgatgcccttgta 
F  D  P  H  K  I  D  H  Q  L  L  Q  K  M  E  Y  D  A  L  V 
tggagttcccttcatgggcttcttgttggggacacgaattcactgagatcaggaagagtg 
W  S  S  L  H  G  L  L  V  G  D  T  N  S  L  R  S  G  R  V 
cctggtgtgggcatgattcatgcaccattttctttgctacctatgccatttcctgaaagt 
P  G  V  G  M  I  H  A  P  F  S  L  L  P  M  P  F  P  E  S 
cactggaaacaagcttgccaaatagctcccattttcaatgaactcgtggatcgcgtgagt 
H  W  K  Q  A  C  Q  I  A  P  I  F  N  E  L  V  D  R  V  S 
ttggatggaaaattcctacaggactcgctatccagaacgaagaaagtggatgcctttact 
L  D  G  K  F  L  Q  D  S  L  S  R  T  K  K  V  D  A  F  T 
tccagactcttggaaattcattccaagatgttagatgccaacaaaatagaggaaatacgt 
S  R  L  L  E  I  H  S  K  M  L  D  A  N  K  I  E  E  I  R 
ttaggactacatcgttcagactacatgctggatgaacaaactaaattacttctccaaata 
L  G  L  H  R  S  D  Y  M  L  D  E  Q  T  K  L  L  L  Q  I 
gagctcaacacaatttcatcttcatttccagggctgagcagtcttgttagtgaacttcac 
E  L  N  T  I  S  S  S  F  P  G  L  S  S  L  V  S  E  L  H 
aggagcttacttcatcaatataaacaacacctcgcactaaatccagaaaggattccccaa 
R  S  L  L  H  Q  Y  K  Q  H  L  A  L  N  P  E  R  I  P  Q 
aacagtgctgttactaagtttgctgaagcattgtctaaagcgtggagtgaatataataac 
N  S  A  V  T  K  F  A  E  A  L  S  K  A  W  S  E  Y  N  N 
ccaagggcagtagttatggttgtggtacaaactgaagaacgaaatatgtatgatcaacac 
P  R  A  V  V  M  V  V  V  Q  T  E  E  R  N  M  Y  D  Q  H 
tggctttgtacaacgttgaaggaaagatatcaagttacaagtattagaaagacattggcg 
W  L  C  T  T  L  K  E  R  Y  Q  V  T  S  I  R  K  T  L  A 
gaaattgatgcgcttggggagcttctgccagatggaacacttgttgtggatggtgaagca 
E  I  D  A  L  G  E  L  L  P  D  G  T  L  V  V  D  G  E  A 
gttgcggtcgtatattttagagctgggtatgcaccaagtgattatccttcagaatcagaa 
V  A  V  V  Y  F  R  A  G  Y  A  P  S  D  Y  P  S  E  S  E 
tggagagctaggctactgatggagcagtcatcggcaataaagtgcccttcaattgcgtac 
W  R  A  R  L  L  M  E  Q  S  S  A  I  K  C  P  S  I  A  Y 
catttagctggcaccaagaagattcaacaagaacttgccaaacccaatgtacttgaaaga 
H  L  A  G  T  K  K  I  Q  Q  E  L  A  K  P  N  V  L  E  R 
tatcttgaaaacaaagatgatattgtcaaattacgaaaatgctttgctgggttatggagt 
Y  L  E  N  K  D  D  I  V  K  L  R  K  C  F  A  G  L  W  S 
ctggaggactccaacatcgttaatgatgctattgagaaacctggattatatgtgatgaag 
L  E  D  S  N  I  V  N  D  A  I  E  K  P  G  L  Y  V  M  K 
ccccaaagagaaggaggagggaacaatatctatggtgatgatgtgagagagactctactt 
P  Q  R  E  G  G  G  N  N  I  Y  G  D  D  V  R  E  T  L  L 
agaatagaaaaggaaggctcaaacgaaaatgcagcttatattcttatgcagagaattttt 
R  I  E  K  E  G  S  N  E  N  A  A  Y  I  L  M  Q  R  I  F 
cctactctttctcctgccattctaatgcgacaaggcatttctcaaaaagataacgtcata 
P  T  L  S  P  A  I  L  M  R  Q  G  I  S  Q  K  D  N  V  I 
tcagaacttggcgtatatgcagcatatttaaggaacaagacaaaagtgataataaatgag 
S  E  L  G  V  Y  A  A  Y  L  R  N  K  T  K  V  I  I  N  E 
gaatctggttacttgttgcggacgaaggtgtcttcctcaaatgaaggcggagttgttgct 
E  S  G  Y  L  L  R  T  K  V  S  S  S  N  E  G  G  V  V  A 
ggcttcggtgttatggatagcatctatttagtataatttacatgattgcattttgcacat 
G  F  G  V  M  D  S  I  Y  L  V  -  F  T  -  L  H  F  A  H 
ctctgtgtttctaaactgtccactagttttgggtggaggcctaaaattcctgcctaggcg 
L  C  V  S  K  L  S  T  S  F  G  W  R  P  K  I  P  A  -  A 
acttggtgtctcccttagagaaagaagtgcgttaaagaatttgattgggtgagaattgta 
T  W  C  L  P  -  R  K  K  C  V  K  E  F  D  W  V  R  I  V 
aatttctgcttctatacctcaaggctcgtaacaatgttcagtcgagcacatggtagattt 
N  F  C  F  Y  T  S  R  L  V  T  M  F  S  R  A  H  G  R  F 
ttacgagggttaaaattcgaaatgattattgaattcaaagtcatgggagtcaaacagggg 
L  R  G  L  K  F  E  M  I  I  E  F  K  V  M  G  V  K  Q  G 
cttagtcttgggattaatttattgtaaagttaatttatagtcttttgagattcttgaagt 
L  S  L  G  I  N  L  L  -  S  -  F  I  V  F  -  D  S  -  S 

ccaaggaatcaatgcactccaccctgttcctacacaaattc 
P  R  N  Q  C  T  P  P  C  S  Y  T  N 
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2.3. Secuencia nucleotídica (gris) y aminoacídica (rojo) de la GR1(A) 
y de la GR2 (B) del polen de olivo. Los codones de iniciación 
(ATG) y de terminación (TAG) aparecen en negrita. 

A 

cctggtcaactgcgaaacaagaaaccggctctccctctttctctctcttctacgagactac 
L  V  N  C  E  T  R  N  R  L  S  L  F  L  S  L  L  R  D  Y 
aaccacaactgtacatgagtaacctggtcaactgcgaaacaagaaaccggctctccctct 
N  H  N  C  T  -  V  T  W  S  T  A  K  Q  E  T  G  S  P  S 
ttctctctcttctacgagactacaaccacaactgtacatgcacaaaaggtgcatcacacc 
F  S  L  F  Y  E  T  T  T  T  T  V  H  A  Q  K  V  H  H  T 
attcagagtattgatcgtggcaatcttctgcatcaagcactcaaattcaatctagacacc 
I  Q  S  I  D  R  G  N  L  L  H  Q  A  L  K  F  N  L  D  T 
tacacgatcaaattgaaaaagaataaataaaggtgctttattcctaatcataatagtatt 
Y  T  I  K  L  K  K  N  K  -  R  C  F  I  P  N  H  N  S  I 
atcattatggcaaggaagatgcttattgatgggaagctaggcaatcccaatggagaggag 
I  I  M  A  R  K  M  L  I  D  G  K  L  G  N  P  N  G  E  E 
attcactatgactttgatttgtttgtgattggagctggcagtggtggagtccgtgcctcg 
I  H  Y  D  F  D  L  F  V  I  G  A  G  S  G  G  V  R  A  S 
cgattttcagcacagtatggagctaaggttgggatatgtgagctcccatttcatcctata 
R  F  S  A  Q  Y  G  A  K  V  G  I  C  E  L  P  F  H  P  I 
agctctgaagttattggaggagttggcggaacgtgtgtaattcgtggttgtgttcccaaa 
S  S  E  V  I  G  G  V  G  G  T  C  V  I  R  G  C  V  P  K 
aagattttggtctatggtgcttcctttgggcctgaactgcaggacgcgaggagttatggg 
K  I  L  V  Y  G  A  S  F  G  P  E  L  Q  D  A  R  S  Y  G 
tgggaactgaatgagagaattgatttcgattggaagaaacttttgcagaaaaagacagag 
W  E  L  N  E  R  I  D  F  D  W  K  K  L  L  Q  K  K  T  E 
gaaatagtcagattgactggtatctataagcgattacttgcaaatgcgggagttaaacta 
E  I  V  R  L  T  G  I  Y  K  R  L  L  A  N  A  G  V  K  L 
tttgaaggagagggaagagttgttggtcctaatgaagttgaagtggtccaattggatggc 
F  E  G  E  G  R  V  V  G  P  N  E  V  E  V  V  Q  L  D  G 
accaagattagctattcagcaaaaaacattctgattgcaacgggaagtagggctcaacgt 
T  K  I  S  Y  S  A  K  N  I  L  I  A  T  G  S  R  A  Q  R 
gtagctatcccagggcaggaattggctataacatctgatgaggcattgagcttagaagag 
V  A  I  P  G  Q  E  L  A  I  T  S  D  E  A  L  S  L  E  E 
ttacctaagcgagctgttgtatttggggcggggtacattgctgttgagtttgcttcaata 
L  P  K  R  A  V  V  F  G  A  G  Y  I  A  V  E  F  A  S  I 
tggcgtgggatgggtgcaacagttgatttatttttcagaaaggaactccctttaagagga 
W  R  G  M  G  A  T  V  D  L  F  F  R  K  E  L  P  L  R  G 
tttgatgatgaaatgcgagcagtggttgcaagaaatctagaaggcaggggtattaaattg 
F  D  D  E  M  R  A  V  V  A  R  N  L  E  G  R  G  I  K  L 
catcctacaacaaacttaactgagctggtgagaacagaaaatggtataaaagtttgcact 
H  P  T  T  N  L  T  E  L  V  R  T  E  N  G  I  K  V  C  T 
gatcatggtgaagaattgatggctgatgtggtactctttgctactggtagggcccccaac 
D  H  G  E  E  L  M  A  D  V  V  L  F  A  T  G  R  A  P  N 
acaaaaagattgaatctcgaagctgtaggtgttgagcttgataagattggagctgttaag 
T  K  R  L  N  L  E  A  V  G  V  E  L  D  K  I  G  A  V  K 
gttgatgaatactctcgaacaaacctacctaccgtatgggctataggtgatgttacgaac 
V  D  E  Y  S  R  T  N  L  P  T  V  W  A  I  G  D  V  T  N 
cgcatgaatcttactcctgttgctttaatggaagggagctgttttgcaaaaaccgttttt 
R  M  N  L  T  P  V  A  L  M  E  G  S  C  F  A  K  T  V  F 
ggcggagaacctacgaaacctgatcatactaatgttccctgtgctgtcttctgtatacca 
G  G  E  P  T  K  P  D  H  T  N  V  P  C  A  V  F  C  I  P 
ccattgtctgtagttgggctcagtgaagaacaggctatagagcaagcaaatggtgatatt 
P  L  S  V  V  G  L  S  E  E  Q  A  I  E  Q  A  N  G  D  I 
ttggttttcacatcaacgtttaatgcaatgaagaacaccatttctggacggcaagaaaag 
L  V  F  T  S  T  F  N  A  M  K  N  T  I  S  G  R  Q  E  K 
acatttatgaaacttgtcgtggatgctgagactgataaagttcttggagcgtccatgtgt 
T  F  M  K  L  V  V  D  A  E  T  D  K  V  L  G  A  S  M  C 
gggccagatgcacctgagatcatgcagggcattgctattgcactcaaatgtggagcaacc 
G  P  D  A  P  E  I  M  Q  G  I  A  I  A  L  K  C  G  A  T 
aaagcacaatttgatagcacggtcggaatacacccttcggctgctgaggagttcgtgaca 
K  A  Q  F  D  S  T  V  G  I  H  P  S  A  A  E  E  F  V  T 
atgcggtctatcacgagacgaatagctgccggtaaaccaaagacaaacctatagacatta 
M  R  S  I  T  R  R  I  A  A  G  K  P  K  T  N  L  -  T  L 
ataggcgatttatggagtattgtttcaaagatgtttacagctgcaacagtgaaataacaa 
I  G  D  L  W  S  I  V  S  K  M  F  T  A  A  T  V  K  -  Q 
gttgaaatttagtttatgcaatttggttgtagtgttgtatttggaaaagaacttgcacct 
V  E  I  -  F  M  Q  F  G  C  S  V  V  F  G  K  E  L  A  P 
tacttttgcaatgccttttgtgtcaaaactattattcatgatgaataaaagtagctg 
Y  F  C  N  A  F  C  V  K  T  I  I  H  D  E  -  K  -  L 
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B 

ggagtactctattgttagaataattcttgtttatttttgcagaatgtcaaaatctctttcat 
S  T  L  L  L  E  -  F  L  F  I  F  A  E  C  Q  N  L  F  H 
ttccaagaaacgttgttttcacaagtcagacttcatttagtttacttgggatcttctttt 
F  Q  E  T  L  F  S  Q  V  R  L  H  L  V  Y  L  G  S  S  F 
tccttttagatcatttctctgcaccaagagagtttgctgttatttctatttaatgactcc 
S  F  -  I  I  S  L  H  Q  E  S  L  L  L  F  L  F  N  D  S 
gtattttagttttgtggatctaatattacttgttcatggattatattatgtgtgtatagc 
V  F  -  F  C  G  S  N  I  T  C  S  W  I  I  L  C  V  Y  S 
attgtggccatggcaaggaagatgttgattgatggggagctggaaaagcacagtgaagag 
I  V  A  M  A  R  K  M  L  I  D  G  E  L  E  K  H  S  E  E 
gagactcgctatgactttgatttgtttgtgattggtgctggcagtggcggagttcgtgct 
E  T  R  Y  D  F  D  L  F  V  I  G  A  G  S  G  G  V  R  A 
tcacgattttcagcacaatatggagctaaggttgggatatgtgagcttccatttcatcct 
S  R  F  S  A  Q  Y  G  A  K  V  G  I  C  E  L  P  F  H  P 
atcagcactgaagtgattggaggagttggcggaacgtgtgtcattcgtggttgtgttcct 
I  S  T  E  V  I  G  G  V  G  G  T  C  V  I  R  G  C  V  P 
aaaaagattttggtctacggtgcaacctttggatctgaattggaggacgcgaggagttac 
K  K  I  L  V  Y  G  A  T  F  G  S  E  L  E  D  A  R  S  Y 
ggatgggaattgaatgagaaaattgatttcaattggaagaagcttttacacaaaaagaca 
G  W  E  L  N  E  K  I  D  F  N  W  K  K  L  L  H  K  K  T 
gaggaaatagttagattaaacggaatctataaacggttactttcaaatgcgggagttaaa 
E  E  I  V  R  L  N  G  I  Y  K  R  L  L  S  N  A  G  V  K 
ctatttgaaggagagggaaaagttgttggtcctaatgaagttgaagtgattcaattggat 
L  F  E  G  E  G  K  V  V  G  P  N  E  V  E  V  I  Q  L  D 
ggcaccaaaataagctattcggcaaaacacattctgattgcaactggaagtagggctcaa 
G  T  K  I  S  Y  S  A  K  H  I  L  I  A  T  G  S  R  A  Q 
cgaccatctattcccggacaggaattggctataacatctgatgaggcattgagcttggaa 
R  P  S  I  P  G  Q  E  L  A  I  T  S  D  E  A  L  S  L  E 
gagttacctaagcgagccgttatacttgggggagggtacattgctgttgagtttgcttca 
E  L  P  K  R  A  V  I  L  G  G  G  Y  I  A  V  E  F  A  S 
atatggcgtgggatgggtgcaacagtggatttgtgcttcagaaaggagctccctttaaga 
I  W  R  G  M  G  A  T  V  D  L  C  F  R  K  E  L  P  L  R 
ggttttgatgacgaaatgcgagcagtggttgcaagaactcttgaaggcaggggaattact 
G  F  D  D  E  M  R  A  V  V  A  R  T  L  E  G  R  G  I  T 
atgcatcctgggacaaccttaactgagctagttaaaacagaagatggtataaaagtacgc 
M  H  P  G  T  T  L  T  E  L  V  K  T  E  D  G  I  K  V  R 
accaaccatggtgaagaattgctggcagatgtggtactttttgccactggtagggcacct 
T  N  H  G  E  E  L  L  A  D  V  V  L  F  A  T  G  R  A  P 
aacacaaagaggttgaatctggaagctgtaggtgttgaacttgataagactggagctgtg 
N  T  K  R  L  N  L  E  A  V  G  V  E  L  D  K  T  G  A  V 
aaggttgacgaatactctcgcaccaacttacctagcatatgggccattggtgacgttaca 
K  V  D  E  Y  S  R  T  N  L  P  S  I  W  A  I  G  D  V  T 
aaccgaatgaatcttactcctgttgcattaatggaaggaacctgttttgctaaaactgtt 
N  R  M  N  L  T  P  V  A  L  M  E  G  T  C  F  A  K  T  V 
tttggcgaacaaccctcaaaacctgattacagccacgttccttgtgctgtgttctgcata 
F  G  E  Q  P  S  K  P  D  Y  S  H  V  P  C  A  V  F  C  I 
ccgccactgtctgtagttggtctcagtgaggaacaggccatagatcaagcaaatggtgat 
P  P  L  S  V  V  G  L  S  E  E  Q  A  I  D  Q  A  N  G  D 
gttttagtcttcacatcaacatttaatccaatgaagaacacaatttctggacgtcaagag 
V  L  V  F  T  S  T  F  N  P  M  K  N  T  I  S  G  R  Q  E 
aaaacggttatgaagcttgttgttgatggtgagactgataaagttcttggagcatccatg 
K  T  V  M  K  L  V  V  D  G  E  T  D  K  V  L  G  A  S  M 
tgtgggccagatgcagctgagatcatacagggcattgctgttgcacttaaatgtggagca 
C  G  P  D  A  A  E  I  I  Q  G  I  A  V  A  L  K  C  G  A 
accaaggcacaatttgatagcacggttggtatacatccttctgctgcagaagagttcgtg 
T  K  A  Q  F  D  S  T  V  G  I  H  P  S  A  A  E  E  F  V 
accatgcgatctgtgagtaggcggatcgcggctggtaaaccgaagaccaacctataggca 
T  M  R  S  V  S  R  R  I  A  A  G  K  P  K  T  N  L  -  A 
tgaacgcgaaaacgttgtactttattatgatcgtgggaaattagattcactttgagaaag 
-  T  R  K  R  C  T  L  L  -  S  W  E  I  R  F  T  L  R  K 
cctattgtagaagacactgattatcctttctgggatttagtcattgagagacttttcctc 
P  I  V  E  D  T  D  Y  P  F  W  D  L  V  I  E  R  L  F  L 
cactcagatgttgcttcggcttcagcagtaatttcaaaacattgcatatcaaataatcaa 
H  S  D  V  A  S  A  S  A  V  I  S  K  H  C  I  S  N  N  Q 
ggaacgtgaattgttatgtgcaaattggttatctgagtcacgcatattttcaata 
G  T  -  I  V  M  C  K  L  V  I  -  V  T  H  I  F  N 
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2.4. Secuencia nucleotídica (gris) y aminoacídica (rojo) de la GPX8 
del polen de olivo. En la primera, los codones de iniciación 
(ATG) y de terminación (TAG) aparecen en negrita. 

 
caactttccaaacccggctgcttctctctccagaagaagacccgaaatggataagctgtaa 
N  F  P  N  P  A  A  S  L  S  R  R  R  P  E  M  D  K  L  - 
tgacgtgatcccaagaaattttgaccttattattttttcccccaaatttgatgtgattaa 
-  R  D  P  K  K  F  -  P  Y  Y  F  F  P  Q  I  -  C  D  - 
gcgaagaaattttctcgcgtcgtccgtttacacttcaatccagaaaattcagacctttac 
A  K  K  F  S  R  V  V  R  L  H  F  N  P  E  N  S  D  L  Y 
cattttaatatatactacaaatgcctgtattaaaaacctagtctctacaaacggataaaa 
H  F  N  I  Y  Y  K  C  L  Y  -  K  P  S  L  Y  K  R  I  K 
ttcaatttggggattttgagctgagaagaaatgggtggacgtccatctgtccatcaaaaa 
F  N  L  G  I  L  S  -  E  E  M  G  G  R  P  S  V  H  Q  K 
tcaatccacgatttcactgttaaggatgctaagggtaaagatgcggacttgagtgtatac 
S  I  H  D  F  T  V  K  D  A  K  G  K  D  A  D  L  S  V  Y 
aaagggaaagttctgcttgtcgtcaatgttgcttccaaatgcggatacacgaatttgaac 
K  G  K  V  L  L  V  V  N  V  A  S  K  C  G  Y  T  N  L  N 
tacacccagttgacagaactttacagcaagtataaggataatggtttcgagatcttggca 
Y  T  Q  L  T  E  L  Y  S  K  Y  K  D  N  G  F  E  I  L  A 
ttcccttgcaatcaattcttgtatcaagaacctgggtcgagtgaggatgcagaacagttt 
F  P  C  N  Q  F  L  Y  Q  E  P  G  S  S  E  D  A  E  Q  F 
gcttgtacaagatttaaggctcaatatcccatctttcaaaaggtaaaagtgaatggtaaa 
A  C  T  R  F  K  A  Q  Y  P  I  F  Q  K  V  K  V  N  G  K 
gatgccgctccagtctacaagttcctcaaggcaagtaaaggtggttttctcggttctagc 
D  A  A  P  V  Y  K  F  L  K  A  S  K  G  G  F  L  G  S  S 
atcaagtggaacttcacaaagtttctagtcgacaaggatggtcaagtaattggacgttat 
I  K  W  N  F  T  K  F  L  V  D  K  D  G  Q  V  I  G  R  Y 
ggtacatctaccccaccattggcaattgaggcggatatccagaaagcgttgggagacgtt 
G  T  S  T  P  P  L  A  I  E  A  D  I  Q  K  A  L  G  D  V 
tgatggactgatatttggtttggaagttataaactgatgacttttgtatccgtagaacag 
-  W  T  D  I  W  F  G  S  Y  K  L  M  T  F  V  S  V  E  Q 

 

 

2.5. Secuencia nucleotídica (gris) y aminoacídica (rojo) de la GSTF12 
del polen de olivo. En la primera, los codones de iniciación 
(ATG) y de terminación (TGA) aparecen en negrita. 

agaagggggagaaaaatgacgctaaaagtgtatgcagatcggatgtctcaaccttcgcgt 
R  R  G  R  K  M  T  L  K  V  Y  A  D  R  M  S  Q  P  S  R 
gcagtaattatcttctgcaaaataaatgggattgaatttgaagaggtgaaaatcgacatc 
A  V  I  I  F  C  K  I  N  G  I  E  F  E  E  V  K  I  D  I 
tccagacgccagcatagaactcctgaatttgaagaaataaatcccatgaagaaagttcca 
S  R  R  Q  H  R  T  P  E  F  E  E  I  N  P  M  K  K  V  P 
gcaatagttgatgggaggttcaagctttttgagagtcatgcaattatgatctatctagct 
A  I  V  D  G  R  F  K  L  F  E  S  H  A  I  M  I  Y  L  A 
tatgtatttcctggagttgcagatcactggtatcctgctgacctttccaaaagagcaaag 
Y  V  F  P  G  V  A  D  H  W  Y  P  A  D  L  S  K  R  A  K 
atccactcagtattagactggcatcactcaaatttacgccacggtgcagctacatatgtc 
I  H  S  V  L  D  W  H  H  S  N  L  R  H  G  A  A  T  Y  V 
ctcaactctactcttggacctgcacttgggcggcctttgaatccaaaagctgcagctgaa 
L  N  S  T  L  G  P  A  L  G  R  P  L  N  P  K  A  A  A  E 
ggtgagaaaatattatctgagtctcttgcaaagattgaatctgtttggctcaagggaaat 
G  E  K  I  L  S  E  S  L  A  K  I  E  S  V  W  L  K  G  N 
ggacgttttctgcttggaagcttacaaccatccatagcagatcttagtttagtgtgtgaa 
G  R  F  L  L  G  S  L  Q  P  S  I  A  D  L  S  L  V  C  E 
atcatgcagctcgaggttgtgaatgagaaggatcgtgatcgaatattgggcccccacaaa 
I  M  Q  L  E  V  V  N  E  K  D  R  D  R  I  L  G  P  H  K 
aaagttttgaaatggatcaatgatacgaagaatgcgacgagacctcattttgacgaagtg 
K  V  L  K  W  I  N  D  T  K  N  A  T  R  P  H  F  D  E  V 
cattccgtccttttcaaagtaaaagagaaactaaagaggctgcagtcgggaggggcaaaa 
H  S  V  L  F  K  V  K  E  K  L  K  R  L  Q  S  G  G  A  K 
gacgagacacaatccacgttgaaaagtgctctgcattctaagatgtgagtacaagggggg 

        D  E  T  Q  S  T  L  K  S  A  L  H  S  K  M  -  V  Q  G  G 

 



ANEXO 2 

424 

 

 
 
 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

1. Anexo 1: Alineamientos de secuencias nucleotídicas de los 
genes de interés. 
 

2. Anexo 2: Secuencias completas (nucleotídicas y aminoacídicas) 
de los genes de interés. 

 
3. Anexo 3: Árbol filogenético de secuencias aminoacídicas de 

GR. 
 

 
4. Anexo 4: Análisis LC-MS  del contenido en glutatión y análisis 

ratiométrico de GSH/GSSG durante el desarrollo floral en 
mutantes pad2 y clt. 



 

 

 

 



 

Tras la traducción de las secuencias nucleotídicas correspondientes a GR de polen y pistilo de 
olivo, se obtuvieron las secuencias aminoacídicas, a partir de las cuales se pudo realizar el 
análisis de la relación filogenética de estas proteínas con las de otras especies homólogas 
(ExPASy – SIB Bioinfomatics Resource Portal, Translate tool). En la figura, en donde se
representa el análisis filogenético de las secuencias aminoacídicas, puede observarse una clara 
diferenciación entre las isoformas citoplasmática (naranja) y cloroplastidial (verde). Junto con 
las isoformas citosólicas de otras especies homólogas se aprec
las secuencias GR_pistil_2, 3, 4, 5, 6 y 7. Por otro lado, en el grupo de las isoformas 
cloroplastidiales podemos encontrar las secuencias GR_pistil_1, 8, 9 y 10; así como la 
secuencia de polen GR_pollen_1. Estos datos sin e
inicial de las secuencias mediante BLASTing en cuanto a la isoforma del enzima se refiere.

 

Figura. Relaciones filogenéticas entre las secuencias aminoacídicas de GR de polen y pistilo de olivo con sus 
homólogos en los tejidos vegetativos y reproductivos de otras plantas. El árbol filogenético fue arraigado con una 

secuencia aminoacídica también de GR de ratón.
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Figura. Contenidos de GSH y GSSG y ratio GSH/GSSG de flores de A. thaliana en las diferentes etapas de 
desarrollo. A) WT, B) pad2 y C) clt. Los asteriscos indican una significación estadística del 95% (P≤0,05) entre las 

diferentes etapas de desarrollo. "a y b" representan una significación estadística con un intervalo de confianza de 99% 
(P≤0,01) y 95% (P≤0,05), respectivamente, entre diferentes tipos de plantas. 
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Los datos del análisis bioquímico realizado por LC-MS revelan diferencias 
significativas entre las diferentes etapas de desarrollo de floración utilizadas y entre los 
distintos tipos de flores mutantes. Aquí se presentan los resultados tras el análisis en las 
líneas pad2 (B) y clt (C) en comparación con el WT. 

Los niveles más altos de GSH en pad2 y WT se determinaron en las flores en la etapa 
14, sin embargo en el caso del mutante clt se encontraron niveles de GSH más altos en 
el estadio 13. Se observaron altas relaciones GSH/GSSG mantenidas durante el 
desarrollo de las flores en las plantas WT (A). En contraste, las flores en las plantas 
pad2 y clt tenían menos del 50% del GSH presente en las líneas WT en etapas 
equivalentes del desarrollo de la flor. Sin embargo, los niveles de GSSG en las flores 
pad2 y clt (B y C) fueron similares o ligeramente superiores a los detectados en WT 
(A), con excepción del estadio 11-12 de pad2 en el que la concentración de GSSG fue 
ligeramente menor al genotipo silvestre. 

Después de analizar el estado redox celular en las diferentes muestras, éste fue mucho 
más reducido (ratio GSH/GSSG mayor) en el genotipo silvestre que en los mutantes 
deficientes en GSH (Eje secundario). Los genotipos WT y pad2, siguen un patrón 
parecido en la ratio GSH/GSSG, el valor más reducido tiene lugar en el estadio 11-12, 
disminuye (se oxida) en el estadio 13, para después recuperarse la reducción en el 
estadio 14. Por el contrario, en el mutante clt se produce un patrón diferente, desde el 
estadio 11-12 la ratio GSH/GSSG va aumentando su valor llegando al máximo en el 
estadio 13, para después oxidarse de nuevo en el estadio 14. 
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ABA, ácido abcísico 

ADN,ácido desoxirribonucleico. DNA 

APX, ascorbato peroxidasa. 

ARN, ácido ribonucleico. 

ATP, adenosín trifosfato. 

CAT, catalasa. 

Cys, cisteína. 

DHA, dehidroascorbato. 

DHAR, deshidroascorbatoreductasa. 

EA, ácido etacrínico. 

EEZ, Estación Experimental del Zaidín. 

EDTA, ácido etilendiaminotetracético. 

-EC, -glutamilcisteína. 

-ECS,-glutamilcisteínasintetasa. 

γ-GT (GGT), -glutamiltranspeptidasa. 

FAD, flavín adenín dinucleótido o dinucleótido de flavina y adenina. 

G1, primera fase del ciclo celular que consiste en el crecimiento celular con síntesis de 
proteínas y de ARN. 

Glu, ácido glutámico. 

Gly, glicina. 

GPX, glutatión peroxidasa. 

GR, glutatión reductasa. 

GRX, glutaredoxinas. 

GSH, glutatión (y glutatión reducido). 

GS,glutatión sintetasa. 

GSSG, glutatión oxidado. 

GST, glutatión S-transferasa. 
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H2O, agua. 

H2O2, peróxido de hidrógeno. 

hGS, homoglutatiónsintetasa. 

His, histidina. 

JA, jasmonicacid (ácido jasmónico). 

LB, caldo de lisogenia (Lysogeny Broth). 

MAPEG, proteínas asociadas a la membrana en el metabolismo eicosanoide y de 
glutatión. 

MDAR, monodehidroascorbatoreductasa (MDAR). 

Met, metionina. 

NAD, nicotinamida adenina dinucleótido. 

NADPH, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato. 

NO, óxido nítrico. 

NOX, NADPH oxidasa. 

O2
•-, radical superóxido. 

O2, oxígeno molecular. 

OH, hidróxido. 

PCD, programmed cell death (muerte celular programada). 

PCR, Reacción en cadena de la polimerasa (quantitative polymerase chain reaction). 

PDB, Protein Data Base (Base de Datos de Proteínas). 

PEB, proteinextraction buffer (tampón de extracción de proteínas). 

PER, peroxidasa. 

PBS, phosphatebufferedsaline (tampón salino fosfato). 

PR, pathogen response (respuesta a patógenos). 

PRX, peroxiredoxina. 

qRT-PCR, PCR cuantitativa en tiempo real. 

RACE, Amplificación de los extremos de cDNA (Rapid amplification of cDNA ends). 
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RBOH, Respiratoryburst oxidase homologs (homólogode la oxidasa explosiva 
respiratoria). 

ROH, compuesto orgánico con alcohol. 

ROOH, compuesto orgánico con grupo peróxido. 

ROS, Reactive oxygen species (especies de oxígeno reactivo). 

SA, salicylicacid (ácido salicílico). 

SAR, systemicacquiredresistance (resistencia sistémica adquirida). 

-SH, tiol. 

SIDA, Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida. 

SOD, Superóxidodismutasa. 

TAIR, Basede datos de Arabidopsis (The Arabidopsis Information Resource). 

TCA, ácido tricloroacético. 

TCHQD, Tetraclorohidroquinonadeshidrogenasa. 

TAE, Tris-acetate-EDTA. 

Tris-base, tris(hidroximetil)aminometano. 

Trp, triptófano. 

TRX,Tiorredoxina. 

Tyr, tirosina. 

WT, genotipo silvestre (Wild type). 
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