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INTRODUCCION

-~3AD0
Las plantas superiores utilizan 'para reprodu&i;“%
microorganismo multicelular: el gametof1to mascu11n6lg grano de
polen, que, al fusionarse al gametofito femenino u évulo dan
lugar al zigoto, de naturaleza diploide y que servird para

regenerar el esporofito.

En las angiospermas tiene lugar una alternancia de generaciones,
caracteristica de 1l1a reproduccién sexual en plantas. Una
generacién diploide productora de esporas (esporofitica) alterna
con wuna haploide productora de gametos (gametofitica). Al
contrario de 1o que ocurre en algunas plantas mas primitivas
desde el punto de vista evolutivo, en los que el tejido de
soporte es el gametofitico, los gametofitos masculino y femenino
de las angiospermas se encuentran reducidos a estructuras
microscoépicas que dependen de los tejidos del esporofito para
desarrollarse. En la evolucién de las angiospermas ha imperado
una reduccidén progresiva en tamafio y funcidén de la gehneracidn
gametofitica, atravesando estadios evolutivos comparables a 1los
existentes en pteridofitas (gametofito mas reducido que en
briofitas y autétrofo; se dan algunos casos de heterosporia) vy
gimnospermas (gametofito heterdétrofo, heterosporia y distintos
grados de reduccién y simplificacion de los gametofitos) (Heslop-
Harrison, 1972). E1 esporofito se ha convertido en la generacién
mas elaborada desde el punto de vista morfolégico, anatdmico vy
biogquimico, viviendo el gametofito como endofito de éste. Los
procesos de gametogénesis y embriogénesis tienen lugar en 1los
tejidos del esporofito, y de esta manera se encuentran
protejidos de influencias externas.

E1 que el esporofito haya ganado en dominancia sobre el
gametofito a 1o 1largo del proceso evolutivo indica que 1la
diploidia posee ventajas selectivas. A partir de un zigoto pueden




ocurrir gran numero de divisiones mei6éticas, y de esta manera
pueden aparecer un gran numero de recombinaciones genéticas en
una sola fertilizacién.

La flor contiene estructuras especializadas, el androceo y el
gineceo, en las cuales se forman, mediante meiosis, 1los
gametofitos masculino y femenino respectivamente. La funcidén de
los gametofitos masculinos y femeninos es 1la produccién de
células espermaticas y células femeninas respectivamente, que
deberdn unirse tras la fecundacién. E1 grano de polen es el
gametofito masculino y el saco embrionario el femenino
(Mascarenhas, 1989).

A pesar de que el grano de polen es un organismo bi, o a 1o sumo,
tricelular, experimentos dgenéticos o de mutagénesis revelan que
las plantas superiores realizan una considerable inversién de
material genético para la produccién del gametofito (Bedinger,
1992). Estudios moleculares de genes especificos de anteras o
polen apoyan 1la 1idea de que la construccién de un gametofito
masculino funcional requiere un abundante grupo de estos genes
(Willing y Mascarenhas, 1984; McCormick, 1991; Kamalay vy
Goldberg, 1980). Esto es explicable si se tienen en cuenta las
estructuras tan especializadas que existen en el grano de polen,
el rapido crecimiento del tubo polinico, asi como los sistemas de
comunicacién célula-célula que tienen lugar durante la
interaccién polen-pistilo.

La formacién del gametofito masculino o microsporogénesis tiene
lugar en un 6rgano floral especializado: el estambre, que se
compone de wuna antera y un filamento por la que se une ésta al
eje floral. Una antera madura contiene principalmente cuatro
microsporangios elongados, agrupados en pares en los dos l16bulos
de la antera. La pared de una antera contiene cuatro niveles




celulares que, del exterior al dinterior son: epidermis,
endotecio, nivel medio y tapetum (Bedinger, 1992). El1 léculo de
la antera incluye células espordgenas, que daran lugar a las
células madres del polen. En 1los estadios iniciales de 1la
organogénesis floral el 16culo de 1a antera se compone de células
arquesporiales que por divisién y diferenciacidn daran lugar a
los distintos tejidos que componen una antera madura (Giles vy
Prakash, 1987). En el interior de la pared de la antera existen
unas capas de células que constituyen el tapetum. E1 tapetum
puede tener un origen parietal (procedente de la pared); también
en algunas especies puede proceder de la regién conectiva que
separa los sacos de la antera. Mads raramente, el tapetum se forma
a partir del nivel externo del tejido esporégeno (Giles vy
Prakash, 1987).

E1l tapetum inicialmente esta compuesto por células que se tifien
intensamente, con un nucleo prominente, a menudo poliploide. En
angiospermas existen dos tipos mayoritarios de tapetum. E]
tapetum de tipo ameboide, compuesto por células que pierden su
pared, penetrando los protoplastos entre los granos de polen en
desarrollo y fundiéndose entre ellos para formar un periplasmodio
que rodea a los granos de polen inmaduros, 1llegando incluso las
membranas de las células del tapetum a penetrar en la exina del
polen durante los Ultimos estadios del desarrollo (Mascarenhas,
1975, 1988). El1 tapetum tipo glandular o secretor se mantiene en
su posicidén original en la antera, pero conforme avanza el
desarrollo de polen y se alcanza el grado madximo de formacidén del
grano de polen, sus células degeneran hasta llegar a autolisarse
(Mascarenhas, 1975, 1988). E1 tapetum glandular parece estar mas
generalizado za que segin la revisién de Albertini y col. (1987)
175 familias de angiospermas presentan un tapetum glandular
frente a 32 que 1o poseen de tipo ameboide.

E1 tapetum es el tejido de la antera en mas intimo contacto con
los granos de polen en desarrollo; por esta razdn se asume que
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juega un papel nutritivo esencial en el desarrollo gametofitico,
ya que todo el material nutritivo que proviene del esporofito
debe o bien pasar a través del tapetum, o ser metabolizado por
éste. Ademds, su degeneracidén se va a producir en el momento en
el que la microspora ya se encuentra bien desarrollada.

Formacién del grano de polen

Las células madres del polen (CMP) se producen por mitosis del
tejido esporégeno. La divisién meidética de las CMP marca el
comienzo del desarrollo del gametofito o fase haploide. La
gametogénesis masculina en Angiospermas estd constituida por dos
procesos consecutivos: 1la meiosis o Microsporogénesis, y la
maduracién de las microsporas resultantes para dar lugar a 1los
gametos o Microgametogénesis.

Microsporogénesis

Estudios de microscopia electrénica han demostrado que antes de
iniciarse 1la meiosis las células esporégenas se enhcuentran
conectadas entre si por plasmodesmos (Heslop-Harrison 1966a,b),
que van desapareciendo hacia el inicio de la profase meiética,
aunque la continuidad citoplasmdtica entre meiocitos se mantiene
mediante conexiones citoplasméaticas diferentes a los
plasmodesmos, que pueden llegar a alcanzar gran tamafo (1-1.5 u)
(Whelan, 1974; Bidle, 1979; Blackmore y Barnes, 1988), y a través
de 1los cuales pueden pasar incluso organelas como plastos vy
mitocondrias (Heslop-Harrison, 1966a,b; Alche, 1992). Una
cuestién muy interesante concerniente al inicio de la meiosis vy
que aun permanece sin resolver se refiere a los mecanismos por
los cuales un numero tan elevado de células puede comenzar Jla
meiosis de manera sincrénica. La mayor parte de 1los estudios
sobre la 1iniciacidén de la meiosis se han realizado en algas
unicelulares o en levaduras. En Chlamydomonas, un cambio en su
medio ambiente (cambio de regimen luminoso y disminucidén de Jla
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cantidad de nitrégeno en el medio de crecimiento) es el
responsable de la transformacién de la célula somatica en gametos
(Siersma y Chiang, 1971). En Schizosaccharomyces pombe el gen
pat-1 codifica una proteina inhibidora de la iniciacidéon de 1la
meiosis, por 1o que se especula que el proceso estd controlado
negativamente (Iino y Yamamoto, 1985). En Lilium speciosum se ha
aislado y caracterizado una proteina nuclear de tipo histona,
ausente en el tejido esporofitico y que aparece primeramente en
las CMP entre el periodo S-G2 premeidético y continda expreséandose
hasta la fase de leptotene; esta proteina vuelve a expresarse en’
el polen maduro (Sasaki y col., 1990). La composicidén de
aminodcidos de esta histona difiere de la de la histona Ht1 de
células somaticas. Sin embargo, muestra similitudes en 1a
composicién aminoacidica con la histona Hit de testiculos de
mamifero (Sasaki y col., 1990)

Durante la profase meidtica una gran cantidad de ARN (mensajero y
ribosomal) es eliminada en el meiocito (Dickinson, 1987). Este
hecho podria indicar que existiria una degradacidén selectiva, de
manera que se eliminarian gran parte de la informacidén codificada
por el esporofito (Dickinson, 1987). A nivel citoplasmatico se ha
observado una dediferenciacién de mitocondrias y plastidios
(Dickinson y Heslop-Harrison, 1970).

Hasta el momento aun’ no ha podido ser localizado el punto en el
cual se inicia la expresidn génica gametofitica. Segin parece los
ribosomas usados en el desarrollo gametofitico son sintetizados
por el organizador nucleolar (NOR) durante la profase meidética,
pero se desconoce alun el momento en el cual es sintetizado el
primer ARNm gametofitico. Majewska-Sawka y col. (1990) sugieren
que las vacuolas nucleares que aparecen durante 1la profase
meidtica, podrian estar relacionadas con los cambios
preparatorios para la transicién de la fase esporofitica a la
gametofitica, ya que éstas podrian actuar a modo de
compartimentos en los cuales serian almacenados los productos del

metabolismo nuclear, y de esta manera participar en la




eliminacién de productos nucleares hacia el citoplasma. Sangwan
(1986), pudo demostrar que durante la profase meidtica tenia

lugar degradacién de ARN en la vacuola nuclear.

El resultado de 1la meiosis es la formacidén de una tétrada de
células haploides, que permanecen unhidas entre si por una pared
especial de calosa (1,3 B-glucano). Una vez concluida la meiosis,
la calosa comienza a sufrir un proceso de degradacidn que culmina
con 1la liberacidén de las microsporas en el 16culo de 1a antera.

Microgametogénesis

Con 1la aparicién de los primeros indicios de la pared del grano
de polen (la primexina), en el estadio de tetrada avanzada,
finaliza el proceso de microsporogenesis, y comienza la formacién
y désarro]]o del grano de polen (microgametogénesis), gque
comprende el desarrollo de la microspora y la formacién del grano
de polen.

La disolucién de la pared de calosa estd controlado por el tejido
esporofitico del tapetum, de gran importancia para el desarrollo
y nutricidén del grano de polen. Las células del tapetum segregan
calasa (1,3 pB-glucanasa) enzima que degrada 1la calosa (Kaul,
1988; Vicente y col., 1991). Tras ser liberadas en el l16culo, las
microsporas aumentan rapidamente de volumen y experimentan un
cambio de forma. Las microsporas atraviesan un largo periodo de
interfase que concluye con la divisién asimétrica de éstas
(mitosis de 1la microspora), que da lugar al grano de polen
bicelutlar, con una célula vegetativa y una generativa, ambas
rodeadas por la pared celular de la antigua microspora. La célula
vegetativa es la de mayor tamafio, mientras que la célula
generativa hereda muy poca cantidad de citoplasma y orgénulos vy
se engloba dentro de l1a célula vegetativa. La placa celular se
curva alrededor del nucleo generativo y se fusiona a la pared del
polen.




La mitosis en la microspora parece ser el punto en el que se
inicia la via gametofitica. La asimetria de la primera mitosis
parece ser necesaria para la continuacién con esta via de
desarrollo, ya que el uso de distintos tratamientos (calor, frio,
colchicina) que causan una divisién simétrica, pueden inducir
desarrollo esporofitico en 1la microspora, dando 1lugar en
ocasiones a plantas haploides (Zaki y Dickinson, 1991; Giles y
Prakash, 1987). Al igual que sucede en otros sistemas, una
divisién asimétrica induce una sefial de diferenciacién, como es
el caso de la primera divisién en Fucus (Quatrano, 1990), el
desarrollo embrionario en Caenorhabditis elegans (Strome, 1989),
o} la divisién asimétrica que tiene lugar antes de la
diferenciacién de las células guarda del estoma (Cho y Wick,
1989).

Estudios sobre poblaciones de ARN y proteinas (Bedinger vy
Edgerton, 1990), asi como de sintesis de proteinas en microsporas
aisladas (Mandaron y col., 1990) indican que el mayor cambio en
expresién génica tiene lugar en el paso de microspora a grano de
polen. Estudios de expresidén génica han revelado que la mayor
parte de los genes especificos de polen se transcriben tras 1la
primera mitosis (Stinson y col., 1987; McCormick, 1991).
Utilizando diferentes clones de ADNc de polen, se ha visto que
existen al menos dos grupos distintos de ARNm (desde el punto de
vista de su sintesis). Un primer grupo de ARNm (correspondiente a
genes tardios, especificos de polen) que comienzan su sintesis
tras Ta mitosis de la microspora y van aumentando su
concentracidén hacia la maduracidén, 1o que hace pensar que estos
ARNm estarian implicados en procesos de germinacidén y maduracién.
E1 segundo grupo de ARNm (representado por el ARNm de actina),
que comienza a acumularse tras la meiosis (genes tempranos),
alcanza su maxima concentracidén durante la interfase tardia del
polen, disminuyendo apreciablemente en el polen maduro (Stinson y
col., 1987); otros ejemplos de genes expresados de acuerdo al




segundo grupo son los que codifican para la enzima ADH en maiz
(stinson y Mascarenhas, 1985) vy para la f-galactosidasa en
Brassica campestris (Singh y col., 1985).

En Lilium y Tradescantia se sintetizan grandes cantidades de ARN
ribosomal durante el periodo previo a la mitosis de la
microspora; tras la divisién se produce un fuerte descenso en la
sintesis de ARNCr, permaneciendo los genes ribosomales
transcripcionalmente inactivos durante las Gltimas etapas de la
maduracion y germinacioén (Mascarenhas, 1975, 1989). La
transcripcién de 1los genes de ARN de transferencia sigue un
patron  similar al anterior. A pesar de esto, durante 1la
germinacién y crecimiento del tubo polinico, algunas proteinas
son sintetizadas wutilizando ARNr y ARNt fabricado y acumulado
durante la maduracién del polen.

Tras la divisién, la transcripcién se realiza en el nlcleo de la
célula vegetativa (Giles y Prakash, 1987; Mascarenhas, 1990;
McCormick, 1991). En la célula generativa, por el contrario, no
se ha observado transcripcion.

En estadios mas avanzados, 1la célula generativa se separa de la
pared del polen y se desplaza hacia el extremo opuesto del grano
de polen. En el grano bicelular joven la vacuola de la célula
vegetativa procedente de la antigua microspora se va
reabsorbiendo, y ya sé visualiza el almacenaje de almidén,

Maduracién del grano de polen

En algunas plantas, entre las que se incluyen las gramineas, la
célula generativa sufre una segunda divisiénrmitética dentro del
grano de polen, dando lugar a las dos células espermaticas (polen
tricelular). S1in embargo, en la mayoria de las plantas
(incluyendo tabaco), el polen es bicelular y la divisién de la
célula generativa tiene lugar durante el crecimiento del tubo




polinico por el estilo. Previo a la dehiscencia de 1la antera,
tiene lugar en el polen una reduccién de la sintesis de proteinas
y ARN (Tupy y <col., 1983), al igual que un incremento en el
contenido en sacarosa (Hoekstra y col., 1988). E1 polen maduro
también contiene una elevada concentracién en prolina (Stanley vy
Linskens, 1974). Durante la dehiscencia el grano de polen sufre
una deshidratacidén progresiva y una disminucién de su volumen.

La acumulacién de ARNm procedente de los genes tardios muestra su
maximo en el polen maduro, los genes ribosomales son
transcripcionaimente inactivos durante los Gltimos estadios de
maduracién y no se produce sintesis de ARNt en el polen maduro.
Sin embargo, el grano de polen maduro contiene ARNm almacenados
que se va a traducir durante 1a germinacidén utilizando 1las
reservas de ribosomas y ARNt acumuladas en anteriores estadios de
desarrollo (Giles y Prakash, 1987; Capkova y col., 1988;
Mascarenhas, 1990). No existen experimentos que expliquen 1la
posibilidad de un control traduccional de la expresidén génica de
polen, a pesar de que existen ciertas analogias de este tipo de
controles en células espermaticas y oocitos, que acumulan ARNm
para uso posterior.

Germinacion

Tras Tla dehiscencia de la antera, el grano de polen maduro
permanece en estado de latencia. Al entrar'éste en contacto con
el estigma de una planta geneticamente compatible se hidrata,
recupera su actividad metab6élica, y comienza la formacién de un
tubo polinico que atraviesa el estilo hasta alcanzar un 6évulo,
que se va a fusionar con una de las dos células espermdticas para
dar el zigoto, mientras que la otra célula espermatica se fusiona
con el nicleo diploide secundario del saco embrionario,
desarrollando el endospermo secundario. De esta manera se produce
la 1lamada doble fecundacién, propia de las angiospermas.

10




Debido al wuso de inhibidores de la sintesis de ARN durante 1la
germinacién de polen (Tupy, 1966), y ante la observacién de 1la
rapidez de formacién de polisomas durante este proceso
(Mascarenhas y Bell, 1969; Linskens y col., 1970; Tupy, 1977),
se especuld sobre 1la existencia en polen maduro de un ARNm
estable que codifica las primeras proteinas de germinacién, sin
necesidad de transcripcién "de novo"” durante el proceso.

La presencia de ARNm almacenado en polen maduro de Tradescantia
paludosa fue demostrada mediante traduccién de ARN total vy
poly(A*) en un sistema de germen de trigo (Frankis y Mascarenhas,
1980). También se ha demostrado 1la presencia de ARNm
presintetizado en majiz (Mascarenhas y col., 1984), en Nicotiana
tabacum (Capkovd y col., 1988). En el helecho Onoclea sensibilis
se ha observado la existencia de.ARNm almacenado que es utilizado
para la sintesis de proteinas durante imbibicién y maduracién de
esporas en oscuridad (Raghavan, 1991). Dupuis y Dumas (1991) no
encuentran respuesta al choque térmico durante la germinacidn del
polen, a pesar de haberse observado que éste es
transcripcionalmente activo. Este hecho apoyaria la idea de que
ARNm presintetizado existente en el polen maduro seria utilizado
para la sintesis de nuevas proteinas durante la germinacién.

El grano de polen maduro acumula en su pared sustancias
hidrosolubles gue son liberadas al medio tras la rehidratacién, y
contribuyen a la interaccién de grano de polen con el estigma,
el estilo, el ovario y el 6vulo, asegurando asi el éxito de la
fecundacién. Estas sustancias pueden ser azUcares, aminoacidos,
proteinas y sustancias de crecimiento. Los flavonoides,
sustancias que se han encontrado en la exina (Mascarenhas, 1988),
se ha visto que estimulan la germinacién y el crecimiento del
tubo polinico (Ylstra y col., 1992). También se han encontrado
en la pared sustancias con caréacter reductor que parecen
desempefiar un papel en las interacciones polen-estigma.
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Pared del grano de polen

La pared del grano de polen esta formada por dos capas. Una capa
externa: exina, y una capa interna: intina.

La exina estd compuesta principalmente de un biopolimero muy

resistente, 1la esporopolenina, del que ain no se conoce Ssu
estructura molecular. En 1la sintesis de la exina 1intervienen
tanto las células del tapetum como 1la microspora (Bedinger,
1992). Se piensa que 1a microspora (o tal vez el meiocito)
elabora una matriz fibrilar conocida como primexina o glicocalyx
(Heslop-Harrison, 1971), en donde se determina el patrén de 1la
exina. ET papel del tapetum en la sintesis de la exina no estd
claro. Sin embargo, parece ser que las células del tapetum
secretan precursores de esporopolenina que contribuyen a la
formacién de la exina (Bedinger, 1992). Mediante el aislamiento y
la purificacién de 1la exina se han obtenido anticuerpos
especificos de ésta (Southworth y col., 1988), y se han podido
caracterizar algunas proteijnas estructurales (Chay y col.,
1982). Los componentes proteicos de la exina parecen provenir de
la expresidén génica esporofitica (células del tapetum) (Knox ¥y
Heslop-Harrison, 1969; Vithanage y Knox, 1980; McCormick, 1991).

La intina comienza a formarse segin las especies, bien antes de
la primera mitosis, o bien en el estadic de grano de polen
bicelular joven. Estd formada por microfibrillas de celulosa
incluidas en una matriz de material péctico y hemicelulésico
(ref). En 1la regib6n de la apertura el espesor de la intina es
considerablemente mayor. También se ha 1localizado material
proteico en esta capa, especialmente en la regién de la apertura
(Knox, 1984). Los componentes proteicos de la intina parecen ser
de origen gametofitico (McCormick, 1991).

Control esporofitico del desarrollo de polen: el tapetum
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La produccién de gametos en plantas superiores requiere la
participacién, tanto de las células haploides gametofiticas en
desarrollo como de las células diploides del tejido esporofitico.
En concreto, el tapetum es un tejido esporofitico que desempefia
un papel crucial en el desarrollo de polen.

1. E1 grano de polen es heterétrofo. En algunos miembros de 1la
familia Malvaceae se han visto cloroplastos en el grano de polen
(Maheshwari, 1950), aunque se duda de su funcionalidad desde el
punto de vista fotosintético. Se ha propuesto gque el tapetum
podria actuar a modo de tejido nutritivo de la microspora, de
manera analoga a las células nodriza en mamiferos.

2. E1 tapetum parece estar involucrado en 1a disolucién de 1la
pared de calosa para liberar a las microsporas de Jla tetrada,
mediante la secrecién de la enzima 1,3-8 glucanasa o calasa
(Kaul, 1988) . En estudios de localizacién de actividad caldsica,
no se ha detectado ésta en ninguno los estadios meidticos de 1los
microsporocitos, estando presente exclusivamente en los tejidos
somaticos de la antera en el momento de ruptura de Ta tetrada.
Numerosos estudios parecen indicar que el enzima que degrada la
calosa es sintetizado en el tapetum de manera transitoria; para
ser secretado al 16culo y degradar las paredes de calosa que
rodean a las microsporas. E1 tiempo de produccién y secreccidn de
esta enzima por el tapetum parece ser critico para el normal
desarrollo del polen (Eschrich, 1961; Mepham y Lane, 1969;
Frankel y col., 1969; 1Izhar y Frankel, 1971; Stiegliz y Stern,
1973). Asi; en un caso de esterilidad citoplasmdtica masculina
(ECM), se encontré que la disolucién de la pared de calosa era
prematura, conduciendo a la muerte de la microspora (Izhar y
Frankel, 1971). Worral y col. (1992) obtuvieron esterilidad
masculina en plantas transformadas con un gen modificado de
calasa unido a un promotor de Arabidopsis activo en el tapetum
durante meiosis. En este Gltimo caso se observé que tanto las
células del tapetum como las microsporas presentaban anomalias,
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o que abre la posibilidad de que estos dos tipos de células
puedan ser interdependientes durante el desarrolio del
gametofito.

3. E1 tapetum también parece estar relacionado en algunos casos
con la produccién de precursores de la exina, como se ha
indicado anteriormente. Tras 1la degradacidén del tapetum en
estadios avanzados de microspora o primera mitosis, se liberan de
estas células l1ipidos de origen plastidial y que constituyen el
11lamado polenkitt, o bién material 1lipidico y proteinédceo
procedente de la degradacién del tapetum y que forma las 1lamadas
trifinas. Polenkitt y trifinas constituyen la cubierta del polen.

La naturaleza recesiva de la mayor parte de las mutaciones que
resultan en esterilidad masculina indica que 1la expresién de
estos genes ocurre en células diploides, y no en el gametofito
haploide. En la mayor parte de las mutaciones recesivas
esporofiticas en distintos 1loct, causantes de esterilidad
masculina, 1los estudios citoldégicos han revelado que el tejido
esporofitico mas afectado corresponde a las células del tapetum
(Bedinger, 1992; Majewska-Sawka y col., 1993). En plantas
transformadas de tabaco se ha inducido esterilidad masculina
mediante destruccién de las células del tapetum utilizando un gen
de ribonucleasa citotdéxico fusionado a un promotor especifico del
tapetum (Mariani y col., 1990). Utilizando un gen inhibidor de
esta ribonucleasa la planta puede volver a ser fértil (Mariani y
col., 1982). '

Heslop-Harrison (1980) rechazé la idea de la "neutralidad” de 1la
microspora desde el punto de vista de que su desarrollo dependa
exclusivamente de su propio genoma. Propone que el esporofito
ejerce un control parcial, bien mediante la regulaci6tn directa
del' genoma haploide durante la ontogenia gametofitica, o© bien
mediante determinantes esporofiticos transmitidos a 1la espora

durante la meiosis.
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Actualmente se sabe que un gran numero de genes se expresa en
polen. En Tradescantia, un 60 % de genes son expresados tanto en
el gametofito comoc en el tallo (esporofito); en maiz, esta
expresién se eleva a un 65% . Un 10-20 % de genes expresados en
maiz y Tradescantia parecen ser especificos de polen
(Mascarenhas, 1990). A pesar de que la mayoria de 1os isoenzimas
expresados en el gametofito masculino también se encuentran en el
esporofito, ciertos enzimas son codificados en polen por genes
diferentes de aquellos que codifican para la misma actividad
enzimadtica en tejidos del esporofito (por ejemplo, genes que
codifican para isoenzimas no alélicas, isoformas especificas en
antera y/o polen de a y B tubulinas) (Maécarenhas, 1990).

La maduracién 1in vitro de 1a microspora aislada de 1l1a antera
constituye un sistema muy interesante para el estudio de 1la
influencia del esporofito en el desarrollo del polen, ya que todo
o que necesitan estas células para su desarrollo ha de ser
afladido al cultivo. La manera de comprobar 1a viabilidad de ese
polen madurado 1in vitro es mediante polinizacién in situ y
obtencién de semillas viables. Benito-Moreno y col. (1988a)
fueron 1os primeros en obtener un sistema viable de maduracién de
microsporas en Nicotiana tabacum. Este sistema ha sido
perfeccionado por Tupy Yy col. (1991). Ylstra y col. (1992),
utilizando el sistema de maduracién in vitro para Nicotiana
tabacum, encuentran que los flavonoles quercetina, kaempferol y
myricetina afadidos al medio de maduracién, estimulaban
fuertemente 1la frecuencia de la germinacién y crecimiento del
tubo polinico, asi como la produccién de semillas. En Triticum
aestivum también se ha logrado la maduracién in vitro de polen a
partir de microspora (Stauffer y col., 1991).

Durante 1la germinacidén una gran cantidad de sustancias que se

encuentran en la exina pueden estar relacionadas con las
interacciones polen-estigma. E origen esporofitico y/o
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gametofitico de estas sustancias todavia no se conoce. Los
flavonoides parecen ser sustancias producidas exclusivamente por
el esporofito. En Petunia, el gen que codifica para una de las
principales enzimas de sintesis: flavono chalcona flavonona
isomerasa, se expresa exclusivamente en la pared de la antera,
pero no en polen (Van Tunen y col., 1990, 1991)

Un fendmeno derivado de la interaccién polen-estigma es el de
autoincompatibilidad. La autoincompatibilidad es una manera de
prevenir la endogamia en plantas; esta controlada genéticamente
por un locus de maltiples alelos (McCormick, 1991). Se produce si
un tipo de proteinas que se encuentran en el polen son idénticas
a las que se encuentran en el estigma; en este caso se inhibe el
crecimiento del tubo polinico, 1impidiéndose la fertilizacidn.
Existen dos tipos de autoincompatibilidad: a) gamética, en la que
el fenotipo del polien estd determinado por el genotipo de éste, y
b) esporofitica, en la que el fenotipo del polen estd determinado
por el genotipo de la planta parental diploide.

_— ——_———— e R s = R v Smm e

Existen muy pocos trabajos en los que se estudie el contenido o
el papel de las hormonas y otros factores de crecimiento durante
el desarrollo del gametofito masculino. La mayor parte de los
efectos se conocen por estudios indirectos con mutantes
deficientes en alguno de estos compuestos, o en las enzimas
implicadas en su metabolismo.

E1 posible papel que juegan las poliaminas durante el desarrollo
del grano de polen, asi como en la germinacién de éste, ha
atraido muy poca atencién. Bagni y col. (1981) demostraron que la
sintesis de poliaminas precede la emergencia de tubo polinico en
polen de manzana. Speranza y col. (1983), encontraron poco efecto
de las poliaminas exégenas en la germinacién, viendo sin embargo
que estas podian suplantar el efecto del Ca*t. Prakash y col.
(1988) encontraron que durante 1la germinacién de polen de
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Catharanthus la espermina tenfia un efecto positivo en germinacioén
a 0.0t mM, y un efecto inhibidor a 0.1 mM. La presencia del
inhibidor de 1la sintesis de espermidina MGBG a 0.5 mM, sin
adicién de espermidina, redujo el porcentaje de germinacién, y a
1.5 mM 1la germinacién se vid inhibida totalmente. Malmberg vy
McIndoo (1983) encontraron una linea celular de Nicotiana tabacum
resistente al inhibidor MGBG; al regenerar plantas procedentes de
estas 1l1ineas celulares observaron en los ovarios la presencia de
anteras en - lugar de O6vulos, asi como un porcentaje
putrescina:espermidina 1:4, frente al 1:1 del fenotipo salvaje.
Otro mutante resistente a MGBG presentd esterilidad masculina y
fertilidad femenina. E1T que 1os mutantes afectados en el
metabolismo de poliaminas tengan a su vez alterada la expresién
de 1los meristemos florales sugiere la 1importancia de las
poliaminas en el desarrollo gametofitico.

CULTIVOS

Las células vegetales aisladas y puestas en un medio de cultivo,
no contindan con 1la via de desarrollo a 1l1a que estarian
destinadas si formaran parte de la planta entera. En medio de
cultivo pueden desdiferenciarse y dividirse de manera ilimitada
formando un callo, o bien pueden regenerar una nueva planta. En
las células vegetales no existen Tineas celulares para formar
tejidos y 6rganos, como existe en animales, sino que las células
se diferencian en funcién a la posicién y ho a un programa
genético (Vicente y <col., 1991). Se dice de esta manera que una
célula vegetal es totipotente. E1 grano de polen en principio
parecia ser una excepcidn a ésto. E1l desarrollo del grano de
polen normalmente sigue una Via perfectamente programada, dque no
es facil de interrumpir mediante aislamiento y cultivo in vitro
de estas células, que carecen de totipotencia. Sin embargo, en
ocasiones se ha podido interrumpir 1in vitro el desarrollo
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gametofitico en condiciones especiales, consiguiendo que el polen
inmaduro desvie su via de desarrollo gametofitica hacia el

esporofitico (embriogénesis).

Antecedentes de cultivos de polen

En los 1inicios del cultivo in vitro de plantas se 1intentdé 1la
regeneracién de las mismas utilizando cualquier parte del
vegetal, 1incluidas 1las anteras. Sin embargo, como ocurrid con
muchos otros 6rganos, en anteras los resultados no fueron 1los
esperados. En 1953, Tulecke observé por primera vez que 1los
granos de polen maduro de la gimnosperma Ginkgo biloba cultivados
in vitro podian generar callos haploides; sin embargo, nho pudo
regenerar la planta entera. Hasta 1964 y de una manera
circunstancial no se obtuvieron los primeros embriones haploides
a partir de microsporas de Datura inoxia (Guha Yy Maheshwari,
1964). Estos embriones dieron lugar a plantas con un nUmero de
cromosomas haploides (gamético). Mas tarde, Bourgin y Nitsch
(1967) obtuvieron 1las primeras plantas haploides a partir de
polen de Nicotiana tabacum. Antes de este descubrimiento ya se
conocian las plantas haploides (Blakeslee y col. 1922), asi como
su importancia en la mejora genética e investigacién bésica
(Blakeslee y Belling 1924). Sin embargo, 1la produccién de
haploides a partir de polen dié lugar a un nuevo e interesante
campo de estudio, a la vez que nuevas posibilidades en el campo
de 1la investigacion aplicada, debido a la abundancia de polen
producido por wuna planta. Durante 1los 15 afilos siguientes,
utilizando cultivos 1in vitro tanto de anteras como de polen
aislado, se 1intentd inducir androgénesis en un gran numero de
especies interesantes desde el punto de vista cientifico vy
econdémico. Algunas especies de Solandceas repondieron muy bien.
Sin embargo, en otras los rendimientos fueron muy bajos o
totalmente nulos. Posteriormente, se pudieron identificar algunos
factores que aumentaban la produccién de plantas a partir de
cultivos de anteras (Maheshwari y col. 1980, 1982); pero
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comparado con el potencial de polen disponible en una planta,
estos incrementos no resultaron significativos. Otros
investigadores trataron de utilizar cultivos de polen aislado,
gue 1o hicieran mds manejable (Nitsch y Norreel, 1973; Nitsch
1974; Reinert y col. 1975) pero las mejoras en el rendimiento
tampoco fueron las esperadas.

Por otra parte, 1la maduracién de pdélen in vitro para el estudio
del desarrollo gametofitico normal disminuyé en importancia
durante los afios 70 y 80. Sin embargo, la germinacién de polen in
vitro, asi como el desarrolio del tubo polinico incrementaron en
interés, principalmente por sus aplicaciones en la mejora
genética (autoincompatibilidad, almacenaje de p&len, etc.)(Ref)

Recientes avances han hecho posible en polen conseguir las dos
rutas (gametofitica y esporofitica) in vitro, principaimente en
trabajos en Tos que se ha usado el tabaco Nicotiana tabacum como
planta modelo (Heberle-Bors, 1989).

Sl el e L, e A e e

La formacidén de haploides por medio de cultivos de anteras es hoy
en dia una técnica establecida a nivel comercial en el campo de
la mejora genética (Morrison y Evans,1988). Algunas variedades de
trigo obtenidas de esta manera han sido ya usadas en China (Hu y
Zeng,1984) y Francia (De Buyser-y col., 1987).

Sin embargo, la aplicacién de los cultivos de anteras en plantas
cultivables es limitada y, considerando el gran numero de granos
de polen que contiene la antera, el rendimiento es todavia muy
bajo. A diferencia de 1o que ocurre con Tos métodos de
regeneracién de plantas via micropropagacién o por produccién de
protoplastos, 1la 1induccidn de la divisiéon celular en el polen
inmaduro no es s6lo consecuencia del aislamiento del érgano y de
los factores de crecimiento usados en el medio de cultivo, sino
que a veces se requieren pretratamientos sofisticados de Jla
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planta donadora entera, del capullo floral aislado o de la propia
antera; entre los tratamientos que inducen androgénesis estan las
altas temperaturas (Keller y Armstrong, 1979); bajas temperaturas

(Nitsch y Norreel, 1972, Sunderland y <col., 1981, Wenzel vy
col., 1977); tratamiento anaerobio (Imamura y Harada, 1981);
altas concentraciones de CO2z (Johansson y col., 1982) e

irradiacidon gamma (McDonald y col., 1988).

Los esfuerzos dirigidos a conseguir un rendimiento significativo
en produccidén de haploides a partir de cultivos de anteras han
sido negativos. Esto ha conducido a intentar la produccién de
haploides a partir de cultivos de polen ajistado, o a usar el
potencial de los 6vulos no fertilizados para este fin. En ningin
caso ha sido posible la produccién de haploides en cultivos de
polen aislado de especies en las que previamente no se habia
conseguido con los cultivos de anteras, Yy en contadas ocasiones
se ha recurrido con éxito al cultivo de 6vulos no fertilizados
(ver revisidén de Yang y Zhou, 1990). Hasta la fecha, seglin las
referencias bibliograficas, 1la obtencién de haploides en 1los
cultivos de anteras es un requisito necesario para conseguirlos
a partir de cultivos de polen. Solanaceas y Gramineas son las
familias que cuentan con un mayor numero de especies de las que
se pueden obtener haploides. Debido al hecho de que para cada
planta las condiciones experimentales para la obtencién de
haploides sean especificas de cada especie, Yy no exista un
protocolo unificador para la obtencidén de haploides, se ha visto
la necesidad de profundizar en este aspecto mediante el uso de
plantas modelo. E1 tabaco se ha convertido en una de 1las mas
apropiadas por poseer anteras grandes y en numero relativamente
alto, obteniéndose un nlUmero relativamente alto de embriones
haploides a partir de sus cultivos.

E1l wuso de los cultivos de polen aislado permite un control de

los procesos de desarrollo mucho mas ajustado. Los factores
usados 1in vitro actlan directamente sobre el polen y embriones
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por é1 producidos, mientras que en anteras el efecto de 1las
condiciones 1in vitro no es directo, sino mediado por la pared de
la antera que rodea al polen. Si bien el cultivo de anteras
parece ser la técnica escogida para la produccidén comercial de
haploides, el cultivo de polen es una técnica mucho mas apropiada
para el estudio de 1la embriogénesis de polen a hnivel de
investigacién basica. |

Ventajas del uso de haploides en agricultura

E1 uso de haploides es ventajoso por:

1. La presencia de un unico juego de cromosomas facilita mucho
el aislamiento de mutantes, siendo la embriogénesis in vitro de
polen un sistema muy Gtil a la hora de inducir, detectar vy
analizar mutantes en gran nuimero de células haploides, Qque van a
dar lugar a una plantula. A este respecto se han obtenido algunos
mutantes deficientes en Ja enzima nitrato reductasa Yy
auxotréficos de protoplastos y cultivos celulares obtenidos a
partir de haploides derivados de polen en Datura, belefio y
Nicotiana, asi como células haploides de mayor cualidad
nutricional en arroz (Sangwan y Sangwan—-Norreel, 1990).

2. Mediante diploidizacién de los cromosomas es posible obtener
diploides 1isogénicos (homocigotos) a partir de ellos. Por
técnicas de autofecundacién y retrocruzamiento es posible la
obtencién de 1lineas puras, pero es un proceso muy tedioso.
Mediante cultivos de anteras o de polen es posible la obtencién
de haploides en un plazo de semanas, y mediante diploidizacién se
pueden obtener homocigotos diploides en una sola generacién.
Estas plantas homocigotas pueden ser usadas para producir
hibridos.

3. E1 potencial embriogénico del polen puede ser utilizado para

la transformacién génica de los embriones, consiguiéndose de esta
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manera plantas transformadas haploides que expresarian los genes

transferidos, incluyendo mutaciones recesivas.

4. La sencillez del método de la embriogénesis de polen hacen de
éste un sistema 1ideal para el estudio de 1los mecanismos
inductores de embriogénesis a nivel molecular, y el estudio de la
expresidn de genes reguladores del proceso.

Los cultivos de polen aislado pueden ser también utilizados para
estudios genéticos, especialmente de mutaciones y modificaciones
celulares.

ADQUISICION DE LA CAPACIDAD ANDROGENICA

Parece ser que el polen de algunas especies esta predispuesto
genéticamente a seguir una via de desarrollo androgénica cuando
se cultiva 1in vitro, siendo la capacidad androgénica una
propiedad 1innata de cierto tipo de plantas. Sangwan y Sangwan-
Norreel (1987), estudiando especies androgénicas y no
androgénicas, encuentran que los plastidios juveniles
(proplastidios) son tipicos de especies androgénicas, mientras
que Tlos plastos diferenciados o amiloplastos 10 eran de las no
androgénicas, sugiriendo que el almidén juega un papel esencial
en la androgénesis. Por otro lado, los pretratamientos a los que
se somete la planta o la antera pueden aumentar el rendimiento en
plantas androgénicas, pero nunca se consiguiod inducir
androgénesis en variedades recalcitrantes. Con respecto al
estadio del polen a partir del cual se pueden obtener embriones,
sélo estadios determinados, normalmente entre tetrada y Jjoven
binucleado y medio, dependiendo de la especie, son suceptibles de
inducir androgénesis (Heberle-Bors, 1989; Sangwan y Sangwan-
Norreel, 1990). E1 estadio del polen es también importante para
la determinacién de la ploidia de los embriones producidos por
é1. En Datura, la microspora en estadio de tetrada produjo

mayormente embriones haploides, mientras que Tos granos
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binucleados dieron 1lugar a embriones con un mayor nivel de

ploidia (2n, 3n, 4n, etc) (Sangwan y Sangwan-Norreel, 1990).

En cultivos de anteras inmaduras de tabaco la mayoria de 1los
granos de polen mueren al cabo de un determinado periodo de
tiempo y solamente una pequefa fraccién mantiene su viabilidad.
De éstos, algunos continGan el desarrollo gametofitico normal,
formando el tubo polinico o los 1lamados granos de polen gigantes
(Sunderland,1971; Sunderland y Wicks,1971). En otros, el nucleo
vegetativo se divide para formar el embrién. Las divisiones no
comienzan inmediatamente tras la iniciacién del cultivo, sino que
han de trascurrir de 4-10 dias. Antes de que estas divisiones
puedan visualizarse puede ser distinguido un tipo particular de
grano de polen en 1os cultivos. Observaciones al microscopio
dptico muestran que en estos granos el nicleo estd situado en el
centro y préacticamente todo el espacio citoplasmatico estd
ocupado por compartimentos de tipo vacuolar, quedando el
citoplasma reducido a una fina zona limitante con la pared del
polen, y otra rodeando al nlcleo, conectadas ambas por delgadas
fibras citoplasmaticas. E1 citoplasma de este tipo de granos se
tifie débilmente con carmin propiénico, y los nlGcleos son
claramente localizables. Este tipo de polen se conoce por polen
embriogénico y va a ser el que darda 1lugar a divisiones
embriogénicas (Sunderland,1971; Sunderland y Wicks,1971).

Las caracteristicas mds notables del polen embriogénico en
Nicotiana tabacum son diferentes a las de un grano de polen
normal en cualquiera de sus estadios de desarrollo. Estas
caracteristicas han sido recogidas por diferentes autores y son:

-~ Amplios compartimentos de tipo vacuolar,

- No contienen granulos de almidén. lLos plastos se
encuentran reducidos en nimero y se consideran plastidios sin
diferenciar.

- Menor numero de mitocondrias, y éstas condensadas en los
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Gltimos estadios.
- Orgédnulos agrupados alrededor del nucleo vegetativo.
- Pocos ribosomas, no agrupados en polisomas.

- Nucleo vegetativo en fase G2 del ciclo celular (Zarsky y
col. 1992).

Los granos de polen embriogénico han sido 1lamados granos-E
(Sunderland,1978) o granos-P (Heberle-Bors,1982) y se forman en
cultivos de anteras como consecuencia de un proceso degradativo
(Dunwell y Sunderland, 1974a,b). Sin embargo, poco se sabe con
respecto a la induccién de androgénesis en granos de polen
aislados, tanto a nivel ultraestructural como en 1o referente a
los mecanismos bioquimicos y moleculares que controlan el
proceso.

—_—eeEEml s e e st

A) Cultivos de polen con precultivo de anteras

En tabaco, el periodo de precultivo de l1a antera es de 4-10 dias,
dependiendo del estadio inicial del polen y de las condiciones de
cultivo (Wernicke y Kohlenbach,1977; Wernicke y col., 1978). Este
periodo coincide con el tiempo necesario para la formacién de los
granos embriogénicos a partir de microspora o de polen binucleado
temprano. En plantas cultivables, este pretratamiento ha sido
aplicado con éxito (en centeno, Wenzel y col., 1975; belefo,
Wernicke y Kohlenbach,1977; patata, Weatherhead y Henshaw,1979).
Tras el precultivo de la antera, el polen se aisla y se cultiva
en un medio que contiene azicar. En cultivo directo de
microsporas o polen binucleado joven en un medio con azucares
nunca se consiguieron embriones, sino s6lo la muerte del polen o
la maduracion del mismo (Takuchi y Mii,1982). En algunos casos se
ha demostrado que el tipo de azlcar utilizado es esencial para la

divisién, como  sucede en Brassica campestris con la sacarosa
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(Hamaoka y col., 1991).

B) Cultivos de polen tras un pretratamiento de frio de Jos
capullos florales

En Nicotiana tabacum, los capullos florales conteniendo polen en
el estadio binucleado temprano fueron sometidos a un choque de
frio. Posteriormente, el polen fue aislado y cultivado en un
medio con sacarosa (Rashid y Reinert, 1980,1983). Estudios
a nivel de microscopia Optica y electrdnica revelaron la
presencia de granos-P, del mismo tipo que 10os encontrados en
cultivos de anteras. Este sistema ha sido también aplicado con
éxito a Datura Tnnoxia (Sangwan-Norreel,1977) , Brassica napus
(Lichter,1982), Petunia (Sangwan y Norreel, 1975) y Hyosciamus
(Nagmani y Raghawan, 1983).

C) Cultivos de polen basados en el dimorfismo del mismo

En flores casi maduras de ciertas plantas, 1incluyendo tabaco vy
cereales (Sunderland,1978), se pueden observar en condiciones
naturales dos tipos distintos de polen. La poblacidén mas numerosa
esta formada por polen gametofitico normal capaz de formar el
tubo polinico, polinizar y fertilizar el évu]o..Estos granos son
binucleados o trinucleados (dependiendo del género o la familia)
y su citoplasma estd muy enriquecido en granos de almidén. La
poblacién menos numerosa se compone de granos mas pequenos,
incapaces de formar el tubo polinico en un medio de germinacién
apropiado (Heberle-Bors,1982). Estos granos también pueden ser
binucleados o trinucleados. En tabaco, estos granos coinciden con
los granos de polen embriogénicos formados en cultivo de anteras
o durante el choque de frio.

En tabaco ha sido posible el separar las dos poblaciones de polen
por centrifugacién en gradiente de densidad, y cultivar in vitro
la fraccién méds 1ligera conteniendo los granos de polen més
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pequenos.

A partir de estos cultivos ha sido posible obtener embriones vy
plantas haploides con un alto rendimiento, una vez mejorado el
medio y las condiciones de cultivo (Benito-Moreno y col. 1988b).

D) Cultivos de polen sometido a un chogue térmico

En Brassica napus es posible la induccidén de la embriogénesis a
partir del estadio de microspora. Para ello las microsporas son
sometidas a un choque térmico durante un corto periodo de tiempo
(6 horas a 33°C), y son cultivadas posteriormente a 25°C (Pechan
y Keller, 1988; Zaki y Dickinson, 1991). También se ha visto que
los granos de polen binucleados de Brassica pueden formar
embriones tras ser sometidos a un choque térmico (Pechan vy
Keller, 1988). Hamaoka y col. (1991), wutilizando cultivos de
anteras de Brassica campestris demuestran que Tlas altas
temperaturas son necesarias en esta especie para la divisidn

simétrica de 1la microspora, y por tanto 1la formacidén de
embrioides.

E) Cultivos de polen sometido a un tratamiento de ayuno

Este sistema de cultivo estd basado en 1los trabajos de
Gandhimathi (1982) e Imamura y col. (1982), en los que el polen
aislado era sometido a un pretratamiento con agua pura.
Posteriormente, el sistema fue optimizado y el medio no sélo
incluia agua, sino también manitol, elementos minerales sin
nitrédgeno, y un pH elevado (Kyo y Harada,1985,1986). De esta
manera era posible inducir la capacidad embriogénica en granos de
polen 1inmaduro, para formar granos embriogénicos de una manera
muy eficaz. Una vez formados los granos embriogénicos, estos
morian si permanecian en el medio de ayuno; sin embargo,
transfiriéndolos a un medio con azucar éstos formaban
proembriones en alto porcentaje, aunque nunca se logrdé obtener
embriones y plantulas en estos experimentos. Benito-Moreno y col.
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(1988b) han desarrollado un medio en el que estos granos
embriogénicos inducidos mediante tratamiento de ayuno pueden
formar grandes cantidades de embriones, Yy se ha conseguido
también la regeneracién de pléantulas a partir de éstos. E]I
tratamiento de ayuno ha sido también aplicado con éxito en cebada
(Wei y col. 1986).

E1 proceso degradativo que tiene lugar en el grano de polen ha
sido descrito como el factor de induccién de 1la androgénesis
(Dunwell y Sunderland, 1974a,b,1975). La presencia de lisosomas,
la formacién de vacuolas en el citoplasma del polen, la
degradacién de granos de almidén y 1la desdiferenciacién de
plastos, el mantenimiento de la integridad mitocondrial y el
descenso de la poblacién ribosémica, son factores tipicos de una
célula en ayuno que metaboliza los nutrientes almacenados para la
obtencidén de energia. Sucesos similares caracterizan el proceso
de ayuno de una célula de levadura que se estd preparando para la
esporulacién (Espdsito y Klapholz,1981).

Debido a la alta eficacia con 1a que se forman granos
embriogénicos en un medio sin azucar y/o sin nitrégeno, se ha
llegado a la conclusién de que el proceso de ayuno es quien
desencadena el proceso degradativo. En cultivos de polen aislado,
la induccién embriogénica afecta a casi todos 1os granos de
polen; mientras que en cultivos de anteras y capullos florales
sometidos a distintos pretratamientos, asi como en el desarrollo
de polen 1in vivo (dimorfismo del polen), sélo una fraccién de la
poblacién de granos va a ser suceptible a 1la induccién
embriogénica.

La pared de la antera tiene efectos muy 1importantes en Jla
embriogénesis del polen, tanto a la hora de activar como de
inhibir el proceso (Heberle-Bors, 1985).
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Durante el desarrollo normal de la antera 1in vivo , el tapetum
degenera en el estadio de tétrada (Misoo y Matsubayashi,1981),
o bien durar hasta la primera mitosis del polen, momento en el
que Tlas células del tapetum desaparecen como tejido, continuando
Ta pared de 1la antera y 1los tejidos conectivos con la
administracién de nutrientes a Tos granos de polen. E1 almidén se
agota en estos tejidos cuando los granos de polen son capaces de
sintetizar este polimero por ellos mismos (Aruga y Nakajima,
1985). Durante el cultivo de anteras, el almidén desaparece de
los tejidos conectivos y de la pared de la antera mucho méas
rapidamente, tras dos dias de 1inicio del cultivo (Misoo vy
Matsubayashi, 1981; Aruga y Nakajima,1985). E1 contenido en azucar
de los cultivos de anteras decrece muy rapidamente, alcanzando un
nivel muy bajo tras 8 dias de cultivo; in vivo el contenido en
azlcar se duplica desde el estadio de primera mitosis hasta el de
polen maduro (Aruga y Nakajima,1985).

En cebada, el tapetum degenera en el estadio de primera mitosis
de polen, pero desaparece completamente tras dos dias de cultivo
(Chen y col. 1984). En anteras de Datura tras el choque de frio,
ha sido observada la degradacién de la pared de la antera y 1la
pérdida de granos de almiddén (Sangwan y Camefort 13984).

Estos estudios indican que los granos de polen también
pueden experimentar un proceso de ayuno en cultivos de anteras y
en la flor. La pared de la antera actia a modo de barrera que
impide el paso de nutrientes del medio de cultivo al polen.
Despues de una semaha de cultivo, 1la degradacién de la pared de
la antera permite el paso de azucar al interior del saco polinico
(Aruga y Nakajima 1985); es en este momento cuando los granos de
polen pueden wusar 1los nutrientes para la regeneracién del
citoplasma durante las primeras divisiones esporofiticas.

Estos estudios a nivel de cultivos de anteras van a explicar las
diferencias en el estadio 6ptimo de partida para la obtencién de
haploides a partir de anteras o de polen aislado. En cuitivos de

polen aislado de tabaco, el estadio 6ptimo durante el desarrollo
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del polen es el que va desde binucleado temprano a binucleado
medio (Heberle y Reinert 1977; Rashid y Reinert 1980; Kyo vy
Harada 1986). En cultivos de anteras el estadio 6ptimo se halla
menos definido, considerdndose como 6ptimo el de la primera
mitosis de polen. Durante 1los primeros dias del cultivo de
anteras el grano de polen mantiene su desarrollo gametofitico
normal hasta alcanzar el estadio binucleado temprano-medio,
comenzando a partir de aqui el proceso de degradacidén de
citoplasma encaminado a la formacidén de los granos embriogénicos
(Dunwell y Sunderland 1974a). Por tanto, la antera no sélo actua
a modo de barrera para el flujo de nutrientes, sino que también
genera un ambiente cerrado que mantiene el desarrollo
gametofitico normal hasta que se agota el contenido interno de
nutrientes. Si se aisla el polen de la antera este puede
responder al medio de una manera inmediata.

Distintas especies pueden diferir en la cantidad de materiales de
reserva disponibles (enzimas que degradan almidén) almacenados en
el tapetum u otros tejidos de la pared de la antera. Esto puede
determinar la duracién de la maduracidén y el numero de granos de
pélen con un desarrollo gametofitico normal en cultivos de
anteras. Es posible que el fuerte incremento en el numero de
plantas que se obtienen en cultivos de anteras de cebada en un
medio sin azicares y con almidén como fuente de energia (Sorvari
y Schieder,1987) sea debido a un periodo inicial de “"ayuno”,
necesario para que se forme un nivel determinado de azlUcares a
partir del almidén.

REGULADORES DE CRECIMIENTO Y OTRAS SUSTANCIAS EN ANDROGENESIS

E1 ‘hecho de que en plantas modelo como Datura, Nicotiana y
Brassica la embriogénesis de polen no necesite de aportacién
exégena de reguladores de crecimiento sugiere que el aporte
exdégeno de hormonas no es esencial para la en androgénesis. A
pesar de esto algunas hormonas han sido wutilizadas para la
embriogénesis de polen in vitro, aunque se desconoce el papel que
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éstas desempefian en el periodo de induccidén de embriogénesis. En
cultivos de anteras de Hyoscyamus niger la auxina 2,4 D aumentd
la eficiencia de la antera pero no afectdé al nimero de pdlenes
embriogénicos; a altas concentraciones, 2,4 D redujo de manera
significativa la formacidén de callos a partir del polen (en
Sangwan y Sangwan-Norreel, 1990). Las citoquininas kinetina, BAP
y zeatina redujeron la eficiencia del polen en Hiosciamus niger
hasta wun 40-60 % incluso a bajas concentraciones. Todas Jlas
citogquininas excepto ribésido de zeatina inhibieron el
crecimiento embriogénico en estos cultivos.

La adicién de poliaminas a los cultivos de anteras parece afectar
de manera positiva a la embriogénesis de polen.

En cultivos de anteras de Datura metel 1los iones cobalto
(inhibidores de 1la produccién de etileno) y 1los 1iones plata
(antagonistas del etileno) disminuyeron el numeroc de embriones y
plantulas desarrolladas a partir de cultivos de anteras. L-
Metionina (precursor de etileno) y etrel (compuesto que Tlibera
etileno) estimularon la formacidén de embriones (Babbar y Gupta,
1986). Sin embargo, parece ser que el efecto positivo o negativo
que ejerce el etileno en androgénesis depende de la especie.

E1 grano de polen puede ser recolectado en grandes cantidades vy
almacenado durante largos periodos de tiempo sin que pierda su
viabilidad. Se comporta en cultivo como una Gnica célula y por su
naturaleza haploide representa un material genético mds sencillo
para el estudio bioquimico y molecular.

30




BJ
31

: ) B |



La produccion de haploides a partir del grano de polen es un
proceso muy 1importante en el campo de la mejora genética de
plantas con interés agricola. Asi, a partir de una planta con
caracteristicas importantes, bajo el punto de vista econémico,
y como una alternativa a los repetidos ciclos de reproduccién
gque se necesitan para obtener unos caracteres determinados en
especies que se autopolinizan, se podrian obtener plantas
homocigotas para esos caracteres mediante diploidizacién del
haploide obtenido. La haploidia también puede ser de gran
utilidad en estudios de genética cuantitativa de especies
cultivables (interaccidén génica, estimacién de las desviaciones
genéticas, etc), asi como para estudios sobre diferenciacién
celular y alternancia de generabiones.

Las ventajas de los cultivos androgénicos de polen aislado de
la antera sobre cultivos de anteras estriban en que todas las
pldntulas que se deriven de los primeros seran con seguridad
haploides, mientras que en los cultivos de anteras puede darse
el caso de que se formen plantulas a partir de tejido
esporofitico (diploide).

La senci]]ez‘de1 método de induccidén embriogénica a partir de
cultivos de polen aislado de Nicotiana tabacum hacen de éste un
sistema ideal para el estudio de los mecanismos inductores de
la androgénesis. Nuestros estudios se han centrado en el
periodo de ayuno que atraviesa el polen para adquirir Jla
capacidad embriogénica.

En la presente memoria los objetivos que se han perseguido han
sido:

1. La obtencidn de cultivos embriogénicos de polen aislado de
Nicotiana tabacum con alto rendimiento.
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2. Estudio wultraestructural (morfoldgico y citoquimico) del
grano de polen al que se le ha inducido la capacidad
embriogénica (tratamiento de ayuno). Estas caracteristicas
ultraestructurales pueden servir de ayuda para planificar
posteriores estudios bioquimicos y moleculares.

3. Estudios sobre el ciclo celular en las células vegetativa y
generativa del polen embriogénico. Se sabe que tras la primera
mitosis, durante el desarrollo normal, el nldcleo de la célula
vegetativa pasa del periodo Gi a un periodo de interfase, en el
que permanece hasta la germinacién. Ya que las divisiones
embriogénicas se producen a partir de la célula vegetativa,
nuestro interés ha sido el de averiguar en gué momento comienza
la sintesis de ADN en condiciones de androgénesis.

4. Se ha realizado a nivel bioquimico un estudio de la sintesis
de proteinas y ARN durante el proceso de induccidn,
estableciendo mediante andlisis electroforético si durante el

proceso de induccidén se produce sintesis de nuevas proteinas
y/o de nuevos ARNm.

5. Las poliaminas se ha visto que son compuesto que pueden
estar 1implicados en la regulacién del ciclo celular. Por este
motivo hemos realizado un estudio de los niveles enddgenos de
poliaminas, antes y después de la 1induccidn embriogénica,

utilizando cromatografia liquida de alta resclucidén . También
hemos analizado en cultivos el efecto de 1inhibidores de
poliaminas y etileno, hormona muy relacionada con el

metabolismo de poliaminas.

6. Mediante el uso de cDNA heterdlogos que puedan estar
relacionados con procesos embriogénicos o de estress, buUsqueda
de homélogos a dichos ¢cDNA en el polen embriogénico, y andlisis

de la expresidén génica. Mediante la técnica de hibridacidn in
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situ, se pretende el andlisis de la expresion de ios clones gue
pueden estar relacionados con el proceso androgénico.

El propdésito final es el de aclarar los mecanismos moleculares
gue intervienen en el proceso, con la idea de, a partir de una
planta modelo como es Nicotiana tabacum, extrapolar nuestros

resultados a otras plantas mds importantes desde el punto de
vista econdmico.
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1. MATERIAL VEGETAL UTILIZADO

Para 10s experimentos presentados en esta memoria se ha
utilizado polen procedente de anteras de plantas de Nicotiana
tabacum cv ’'Petit Havana SR1’ crecidas en cdmara de cultivo a
25°C, y con un fotoperiodo de 16 h. luz y 8 h. oscuridad.

2.CULTIVOS DE POLEN
a) Determinaci6én de los estadios del grano de polen.

Los distintos estadios de desarrollo del grano de polen se
determinaron con ayuda del microscopio 6ptico, tras tincién
con el colorante carmin propidénico preparado como sigue: Carmin
al 4% (p/v) en acido propidénico al 40% (v/v).

Se tomaron anteras de flores de distintas longitudes, se
colocaron sobre un portaobjetos con una gotita de carmin
propidénico y con una varilla de vidrio se aplastd la antera. Se
quitaron los restos de antera antes de colocar el cubreobjetos
y tras 1 o 2 minutos se observdé al microscopio 6ptico.

Este colorante tifie mas intensamente el material genético, y de
manera mas ligera el citoplasma.

b) Preparacién de los medios de cultivo.

Todos los medios utilizados en este trabajo fueron

esterilizados en frio por filtrado en filtros Nalgene de 0.2 um
de diametro de poro.

-~ MEDIO AM4

Sales Miller Macro.......... 10%
Manitol.. ...t iineannnns 0.4 M
pH : 7
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- MEDIO M1S

Sales Miller Macro........... 10%
Sales Miller Micro.......c.... 0.1%
Fe-EDTAvansvicsnussavinsssswa 1mM
SaCAroSaA. i vuiicii it ann 0.25M
pH : 7

- MEDIO T8

Sales Nitsch Macro........... 10%
Sales MS Micro......ccveucun. 0.1%
FE—EDTA:cswasssvanasinsansvon 1mM
SACArOSaA. vttt it cnraranrnan 0.125%
AQAr: v ov s s samt s o swe v s & 5.6 % ¥ ..0.8%
pH : 5.8

Composicién de las sales utilizadas

- Sales Miller Macro

KNO3 ... iiicaanean 10g/1
NHaNO3 ....ciimnrunenn 10g/1
(NO3 )JCaz4H20........... 3.47g/1
PO4KH2 vt i e it ii s tinnes 3.0g/1
KGVin o cinmsaeectmenens 0.65g/1
M@SO4 .7H20. . ... cvvu.. 0.35g/1

- Sales Murashige y Skoog (MS) Micro

MnSO4 .4H20.......... 22.3g/1
InSO4 .7H20. ... ... 8.6g/1
HIBO3 ssmuwwaswaumunmns 6.2g9/1
NazMoOs .......ccc..- 0.25g/1
CoCl2.6H20........... 0.025g/1
CuSO4 .B5H20........... 0.025g/1
G 0.87g/1
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c) Cultivos embriogénicos de polen aislado de N. tabacum.

E1 estadio apropiado para la embriogénesis es aquel en el

gue el grano de polen ha sufrido ya la primera mitosis y la
vacuola ha comenzado a reabsorberse (pélen binucleado). Tanto
el estadio binucleado temprano como el medio dieron 1lugar a
divisiones embriogénicas. Sin embargo, con el binucleado
tardio, en el gue los granos de almidén comienzan a formarse,
no fue posible la formacidén de polen embriogénico.
En primer lugar, se recolectaron flores de una longitud de
aprox. 17mm, y a partir de una de l1as anteras se determind el
estadio, por medio de una tincidén con carmin propibnico. Una
vez determinado el estadio se esterilizaron las flores en 70%
de etanol, durante 1 min., se depositaron las anteras en un
pocillo de cristal, previamente esterilizado, al que se aRadié
1 ml de medio de cultivo. Con una varilla de vidrio se presiond
la antera para dar salida a los granos de polen. Se recogié la
suspensidén en un tubo de centrifuga de 12ml y lo centrifugamos
a 3000 rpm 20 seg. Desechamos el sobrenadante y repetimos la
operacidén anterior una vez mas. Al final resuspendemos el polen
en 1 ml de medio y lo pasamos a un tubo Eppendorff. De aqui
tomamos una cantidad determinada para contar el nUmero de
grancs de polen en una camara de Neubauer.

Ajustamos el medio hasta conseguir una concentracion de 100.000
pélenes por ml y colocamos el cultivo en una placa de Petri
estéril. Mantenemos el cultivo en este medio durante 7-8 dias a
25-289C.

Pasado este tiempo, observamos el cultivo en un microscopio de
fase reversa. En estos cultivos encontramos tanto polen de tipo
embriogénico como granos muertos. Para obtener un cultivo mas
homogéneo antes de pasarlo al medio de divisidn, separamos el
pélen embriogénico del muerto en un gradiente de Percoll. Para
ello preparamos Percoll al 50% en AM4. En un Eppendorff,
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afadimos 0.5 ml de Percoll y 100 pul de medio con el polen a
separar; centrifugamos a 400 g y recogemos el polen que ha
quedado en la interfase Percoll/medio, que es el polen
embriogénico. E1 polen embriogénico, al que 1lamamos P-polen,
lo pasamos ahora a un nuevo medio M1S, medio rico en azicar.

Al cabo de unos 7-8 dias en el medio MiS comenzamos a observar
divisiones en el polen embriogénico, y al final se forman
embriones globulares y torpedo.

Una vez alcanzado el estadio de embridén torpedo éste puede ser
sacado del medio M1S con unas pinzas estériles y ser colocado
en un medio sélido, T8, ¥y en una camara de luz. En este medio
van a aparecer los cotiledones y se va a formar 1la pléantula
haploide.

3. ANALISIS DE PROTEINAS
a) Preparacién de extractos de proteinas de polen
Las muestras de polen, a partir de las cuales se hicieron

los extractos se resuspendieron en un volumen determinado de
tampdn de extraccidén, de la siguiente composicidn:

- HEPES pH 7.5....... 10 mM
S <*2 I 10 mM
~ MICT2 veiiiinnn 1.5 mM
1 1 H 10 mM

Al tampdén de extraccién se affiadié una muestra de inhibidores de
proteasas, de composicioén:

- Benzamidina........ 1mM

- Apronitina......... 0.002 mg/ml

- Leupeptina......... 0.002 mg/ml
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- Bacitracina........ 0.1 mg/ml

- Antipaina.......... 0.001 mg/ml
- Pepstatina-A....... 0.7 ug/mi

- PMSF. ... i 0.01 m

* PMSF: Fenil-Metil-Sulfonil-Fluoruro.

Se procedid a la homogenizacién de la muestra en un
homogenizador de cristal de 2 ml. Se comprobdé que se habia roto
la pared del polen mediante la toma de una muestra y la
observacién de la misma al microscopio 6ptico.

Una vez obtenido el homogenizado afiadimos a la suspensidén un
volumen (1:10) de tampédn de alta sal, para ayudar la extraccién
de proteinas nucleares. La composicion del tampdn es 1la
siguiente: |

~ HEPES PH 7:5.vmeuns v 300 mM
= KCT 45 ce v mm s 6% 0w o i s 1.5 M
- MgClz .. viii ittt 30 mM

Centrifugamos las muestras en una centrifuga de mesa (Sigma) a
10000 rpm durante 10 min.. Recogimos el sobrenadante en un
nuevo Eppendorff y de este tomamos una alicuota que usamos,
bien para medir la concentracidén de proteinas o bién para
medir la radiactividad incorporada.

b) Medida de l1a concentracién de proteinas: Bradford.

El reactivo de Bradford que utilizamos fue el
comercializado por Biorad. Como proteina patrén se usé la
albumina de suero bovino (BSA). La longitud de onda a la que se
midié fue de 595 nm
c) Electroforesis en geles de poliacrilamida/SDS (PAGE/SDS).

Se siguid el método de Laemmli (1970) con algunas
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modificaciones. E1 aparato

utilizado para la corrida de

geles fue el Mighty Small de Pharmacia.

Preparacién del gel separador.

- Acrilamida:Bis-Acrilamida (37:1)..... 12%

— TPIiS~HET PH 8.8 2 ves ot nmetsninaseemsss 0.37 M.
R = 1 3 0.1 %

— @igerE]l saicncvusnunssnmssunnans g sms 0.5 %

= TEMED ..... .0ttt iiiiennnnanaan 0.025 %
— P8A sussnsvimsmsvnssusansnsss e s @ AEE 0.03 %

Se deja gelificar la mezcla durante 2-3 horas, al cabo de

cuales se prepara el gel espaciador que se coloca sobre éste.

Gel espaciador:

— BEritamidE cxssesrassvrinuianusnn e rew 3 %

- Bis-Acrilamida ..........ciiiiiinnannn 0.0181 %
- Tris—HCT pH 6.8 .....'''iriunnaneronan 125 mM

~ 8PS s e 8 e W e i B E B e e mm e w e e w E 0.1.%

= TEMED ...t ittt iii ittt 0.1 %

— POA s wmd e EE RS E R ES A PR RN R R EE R 0.032 %

Se degasificé antes de
polimerizar th.

Tampdn de corrida:
- Tris-base ........

- Glicina .....c.....
- 8DS ... i e

afadir

Temed "y PSA, y se

los

las

Las muestras con las proteinas a separar en el gel se mezclaron
con 0.5 volumenes de Tampon I y 0.25 volUmenes de Tampdn II. Se
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calentaron a 95°C 3min. y tras enfriar se cargaron en el gel.

Tampén I
- Tris-HC1 Ph 7.5........ 187.5 mM
= 8DS ...t i i i 6 %
- Glicerol ..iiivennnnn. 30 %
Tampén 11
= DTT it i et i 70 mM

Azul de Bromofenol. 0.035 %

La misién de estos tampones es, por una parte dar una carga
neta negativa a las proteinas (por medio del SDS), dotarlas de
una mayor densidad (glicerol), asi como colorearlas con el azul
de bromofenol.

d) Electroforesis bidimensional

Para la realizacidén de esta técnica se siguidé el método de
O’'Farrell (1975). Mediante este tipo de electroforesis
separamos las proteinas primero segln sus puntos isoeléctricos

y en una segunda dimensién segln sus pesos moleculares.

Preparacién del gel de la primera dimensiodon:

—Urea. ... ciciiiii ittt ie st 8 M

- Acrilamida-Bis-Acrilamida (19:1) .. 4%

- Nonidet-P-40 .......ccictienennnnnn 2 %

- Anfolitos (LKB) pI 5-7 ... eeeunn.. 1.6 %
PI 3:5=10 vcoinwinss 0.4 %

R C.01 %
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Solucién del electrodo del &nodo:
- 0.01 M H3zPQO4

Solucibén del electrodo del catodo:
- 0.02 M NaOH (degasificado)

Tampén de lisis:

—Urea .......iitiiiiannn 8 M

- NP-40 ... .. iiiinnnsn 2 %

- Anfolitos pI 5-7 ..... 1.6 %

pI 3.5-10... 0.4 %

S 5 1 10 mM
Tampdén de relleno:

—Urea ....iiiinenenn 8 M

- Anfolitos ......... 1 %

- NP=-40 .......veec.. 5 %

e D i 10 mM
Tampdn de equilibrado SDS:

- Tris HC]1 pH 6.8 ...... 62.5 mM

- 8DS .. e et e e 2 %

- Glicerol .....u.euu... 10 %

{
X
®
]
0
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o
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o
o
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o
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Preparamos 1os geles para la primera dimensién y 1los dejamos
polimerizar durante 1-2 h. Una vez polimerizados afiadimos en la
parte superior de cada gel 10 ul de tampédn de lisis, y sobre
éste 10 W1 de tampén de relleno. Colocamos los geles en el
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aparato de electroforesis y procedemos a realizar una
preenfoque, una vez puesto el tampdén del anodo y el del céatodo.

Precorrida:
- 200 V. 15 minutos
- 300 V. 30 minutos
- 400 V. 60 minutos

Terminado el preenfoque quitamos el tampén de lisis y el de

relleno, y aRradimos la muestra resuspendida en tampdén de lisis.
Corremos los geles a 400 V. durante 24 horas. Al cabo de ese
tiempo sacamos l1os geles y los equilibramos de 1/2 = 2 h. en
tampén de equilibrado~-SDS. Una vez realizado este paso, 1los
geles estdn ya 1listos para ser corridos en una segunda
dimensib6bn. Para la segunda dimensién, en la que separamos las
proteinas segln su peso molecular, utilizamos el sistema de
electroforesis SDS/PAGE descrito anteriormente. Para ello
colocamos los geles ya equilibrados en la parte superior del
gel SDS y los corremos a 20 mA.

e) Tratamiento de los geles

Para 1los casos en los que se utilizaron proteinas marcadas
con 358-Metionina o con 32P- ATP, utilizamos las técnicas de
autorradiografia o fluorografia. En los que casos en los que
nos interes6 detectar proteinas totales utilizamos técnicas de
tincidén con azul de Coomassie o tincidén con plata.

1. Autorradiografia: Una vez secados los geles 1os expusimos
a una pelicula Kodak radiogréafica X-Omat, dentro de un cassette
especial para esta.

2. Fluyorografia (Chamberlain, 1979): Una vez corridos los

geles los fijamos durante 10 minutos con 5% de ATC a 95° (C,
tras un lavado en agua equilibramos 10 min. en Tris—-base 0.1 M,
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volvemos a lavar con agua y los llevamos a Salicilato sédico 1
M pH 5.5 durante 30 minutos, secamos y exponemos a —-80°C.

3. Tincidén en azul de Coomassie: Tras la corrida, fijamos el
gel en Metanol/Acético/Agua (5/1/5), méas 0.25% de azul de
Coomassie. Tefiimos durante 1 h, y destefiimos en Metanol/Acético
(5/0.7) hasta ver las bandas. Una vez sean visibles las bandas

dejamos en 10 ¥ de acético durante unas horas.

4. Tincidén de glata: Fijamos el gel en 0.0074 % de
formaldehido en metanol al 50 % 1 o mas horas. TeRimos en NaOH
21 mM, 0.375 % de NH4OH y 8g/1 de nitrato de plata 15 min.
Revelamos en 50 mg/1 de 4&cido citrico y 0.0185 % de
formaldehido hasta ver aparecer las bandas, tras 1o cual
paramos la reaccidén en 500 mg/1 de &cido citrico y 0.0165 % de
metilamina. En cada paso siempre lavamos con agua destilada.

-Revelado d as peliculas de autorradiografia y fluorografia

Se realizé en una camara de revelado fotografico. Se utilizé
como revelador Tetenal EUKOBROM y como fijador AGFA AGEFIX.
Entre revelador y fijador se lavé la pelicula en una solucidn

10% de acético en agua.
4, ENSAYO DE QUINASAS

Con estos ensayos preﬁendiamos comparar la actividad quinasa
del sobrenadante post-ribosomal de distintos tipos de polen.
Para ello comenzamos por hacer un extracto crudo de proteinas
de cada muestra (detallado anteriormente). Con estos extractos
procedimos a realizar unha ultracentrifugacién a 55.000 rpm
durante 1 h en una Beckman con un rotor SW-TL-100-2. Tomamos el
sobrenadante y lo dializamos durante toda la noche, siendo la

composicién del tampén de dialisis la siguiente:
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-~ Hepes pH 7.5 ...... 20 mM
— KCT scovsmasamuenaes 50 mM
- Glicerol .......... 5 %

= PIT wesccsinunsnmse 1 mM

Al dia siguiente pasamos las muestras de las bolsas de didlisis
a nuevos Eppendorff, centrifugamos durante 5 min. a 10.000 rpm
en una centrifuga (Sigma) de mesa y medimos la concentracién de
proteina por Bradford. La cantidad de proteinas procedente del
sobrenadante postribosomal que utilizamos en 1os ensayos de
quinasas fue de 3.2 ug.

Medimos, tanto la actividad quinasa enddgena del ektracto como
la capacidad del extracto de fosforilar otras proteinas
afadidas de manera exdgena al ensayo (mezcla de histonas,
histona H1 o caseina).

Para 1los ensayos utilizamos un volumen final de 10 i1, de

forma:
- Muestra o tampén D ........... 3 Ml
- H20 u otras adiciones ........ 4 ul
(1)= XATP pPremiX ...ueeeeeeveaanens 2 ul
(2)- 10X tampdn PK ...vieeivneonnnn 1 Ml
(1) xATP premix: - H20 ... 1.4 ul
- ATP 5 mM ...... 0.1 ul
- 32P-ATP ....... 0.5 ul
(2) 10X tampdn PK: - Hepes pH 7.5 ..... 240 mM
- KCT tiiiiereernnns 350 mM
- MgClz suivesvwamasons 40 mM
= DTT iir it einanan 7 mM
- Glicerol ....c.... 15 %

Tras la preparacién de las mezclas incubamos a 30°C durante 10
min. Afiadimos entonces 5 pul de tampdn I y 2.5 ul de tampdn II
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(ver apartado 3.c) y calentamos a 95°C 5 min. Las muestras una
vez tratadas se corrieron en geles SDS/PAGE al 12 % . Los geles

se fijaron, se secaron y se pusieron a exponer para
autorradiografia. e s
Fwd“‘4v' ' ] o #eli B ;'»{ \\ %
5. MEDIDA DE LA SINTESIS DE ARN Y PROTEINAS ) fi
g ]
- i
a) Sintesis de ARN , '“AQO_}

o TR

S

Para 1la sintesis de ARN se utilizé comd marbaag; 3H-uridina
(Act. esp. 48 Ci/mmol). E1 marcaje de las muestras se realizé
en las mismas placas de cultivo. Afadimos 2 ul por cada ml de
medio durante 24 h, al cabo de las cuales recogimos las
muestras, centrifugamos y lavamos el material 3 veces en el
mismo medio de cultivo sin is6topo. Al sedimento afadimos 150u1
de Tris 100 mM pH 9 con 0.5 % de SDS; homogeneizamos la
suspensién y anadimos 150 ul de fenol y 150 ul de ClsCH/alcohol
isoamilico (24/1). Centrifugamos en una Sigma de mesa a 10.000
rpm durante 2 min. De la fase superior acuosa recogimos un
volumen determinado al que aRadimos : 1/10 volumenes de
albimina de suero bovino 0.1 ¥y 1/5 volumenes de 4&acido
tricloroacético 50% Tras 5 min. en hielo filtramos en filtros
GF/C (Waters) y lavamos con ATC 5%, 0.1% de Pi y 70% de etanol.
Secamos en una estufa a 100°C y medimos en un contador de
centelleo.

b) Sintesis de proteinas

Para la sintesis de proteinas utilizamos como marcador 35S-
metionina (Act.esp.1500 Ci/mmol). E1 marcaje de las muestras
se realizé en el mismo medio de cultivo. AnRadimos 0.5 ul de
is6topo por ml de medio. Tras un dia de marcaje recogemos 1la
muestra, la sedimentamos y la lavamos 3 veces. Resuspendemos el
sedimento en 150 ul de Tris 100 mM pH 9 con 0.5 % de SDS;
homogenizamos y centrifugamos a 4°C 5 min. Tomamos un Vvolumen
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fijo de sobrenadante y afiadimos 1/5 Volumenes de ATC 5%.
Mantenemos 10 min. en hielo, filtramos en filtros GF/C, lavando
con ATC 5%, Pi 0.1% y 70% de etanol. Secamos y medimos Jla
radiactividad incorporada.

7. EXTRACCION DE ARN DE POLEN

Para aislar el ARN se utilizé el método de Chomczynski y Sacéhi
(1987) con algunas modificaciones.

Se homogeneizaron los granos de polen en un mortero previamente
enfriado con N2 liquido; el material se mantuvo en todo momento
también congelado para evitar la actuacidn de las ARNasas. Tras
la descongelacién del material y homogenizacién del mismo se
afiadié una cantidad determinada de solucién D.

Solucién D: - Tiocianato de guanidinio.... 4M
- Citrato sédico pH 7....... 25mM
-~ S8arcosil .....iiiini e 0.5%
- B- Mercaptoetanol.......... 0.1M

E1l homogenado fue traspasado a un tubo Corex, al que también se
afladieron 0.1 volumenes de Acetato sédico 2M (pH 4), 1
volumen de fenol saturado en agua y 0.2 volumenes de
Cloroformo:Alcohol isocamilico (49:1).

Se centrifugd a 10000 rpm en Sorvall con un rotor $S34 20 min.
a 4°C. Se transfiri6 la fase superior acuosa a un nuevo tubo
Corex, y se anadidé 1 volumen de isopropanol. Se mantuvo a -20°C
al menos durante 1 h., tras la cual se centrifugé a 10000 rpm.
Se resuspendid el precipitado en un volumen pequefio de solucidn
D y se traspasé a un eppendorff al que se afiadié 1 volumen de
isopropanol. Una nueva centrifugacién en una Sigma de mesa a
12000 rpm 15 min sirvi6é para sedimentar el ARN precipitado.
Este se resuspendid finalmente en una cantidad de agua
bidestilada estéril tratata con dietilpirocarbonato.

En Tlos <casos en los que el precipitado contenia restos de
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material glucidico se realizé una Gltima extraccién con 2
volumenes de Cloroformo:n-Butanol (4:1), se centrifugd a 11000
rpm en una Sigma de mesa y se precipitdé la fase acuosa como se
detalla anteriormente.

6. TRADUCCION DE PROTEINAS "in vitro”

Y — e —l

a) Preparacién del lisado de reticulocitos de conejo

Se usaron para este propésito 5 conejos machos blancos de la
variedad Nueva Zelanda a los que se inyecté durante 4 dias
cantidades decrecientes de una solucién de fenilhidracina al
2.5 % para inducirles un estado anémico.

- Dia 1: 0.35 ml1 de solucién/Kg.
- Dia 2: 0.30 m]l de solucidén/Kg.
~ Dia 3: 0.20 ml de solucidén/Kg.
- Dia 4: 0.15 ml de solucién/Kg.

Tras el tratamiento se deja a los animales unos dias en
recuperacién y finalmente se procede a la extracciéon de Jla
sangre mediante puncién cardiaca.

Centrifugamos la sangre a 3300g 10 min. a 4°C y resuspendemos
el sedimehto celular en un tampén salino, de composicién:

- NaCl..... wm s 134 mM
- KCl. . v inrnnn 5 mM
- MgCla......... 7.5 mM
~ D-glucosa..... 5 mM
- Hepes pH 7.5.. 10 mM

Centrifugamos nuevamente esta suspensién a 6000 rpm en Sorvatll
(rotor 8S34), 10 min. 4°C, retiramos el sobrenadante vy

repetimos la operacidén 3 veces para lavar las células.
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Por ultimo, para obtener el Jlisado resuspendemos Tos
reticulocitos en agua estéril bidestilada y agitamos
vigorosamente durante 5 minutos. Centrifugamos a 15000 rpm en
una Sorvall (rotor S$S34) 15min. 4°C y filtramos el sobrenadante
en filtros de Nylon. Repartimos el sobrenadante en aliquotas,
lo congelamos rdpidamente en N2 liquido y 1o conservamos, bien
en N2 liquido o a ~80°C.

b) Condiciones para la traduccién endégena

Volumen estandar de reaccidén: 20 ul

- Creatina fosfato........ 10 mM

= KCliciiincaninmaniannanis 90 mM

— MEE e s wsvunescsnranme 0.3 mM

- Hemina. . ... eennnn 20 uM

- Creatina quinasa........ 100 pg/ml
-~ Aa no radiactivos....... 100 uM

- Lisado. .. it 11.5 Ml

- Aminodcido radiactivo... a elegir
S = -1 Hasta 20 ul

= NAOH.: v o i c v s e s simsnvaa 1 M
- Leucina o Metionina.... 0.5 g
= HeO2 i v civivisiivoiamnins 1.5 %

Preparar la mezcla de reaccién e incubar a 30°C durante 60 a 90
minutos. Al cabo de ese tiempo tomamos aliquotas de 4 ul y las
1levamos a i1ml de agua. Afadimos entonces 0.5 ml de solucién
decoliorante, mezclamos e incubamos a 40°C durante 15 minutos.
Precipitamos mediante adicidén de 0.5 ml de ATC al 50 ¥ y lo
mantenemos a 4°C durante 5 minutos. Filtramos a través de
filtros GF/C, lavamos los filtros con 25 ml de ATC al 8 %, los

50



secamos y medimos la radiactividad incorporada a proteinas en
un contador de centelleo.

c) Tratamiento del lisado con Nucleasa S7

La nucleasa S7 dependiente de calcio es especifica para
ARNm, no degradando el ARN ribosémico. Mediante este
tratamiento se degrada el ARNm enddgeno del lisado, de manera
que podemos anadir ARNm preparado por nosotros para que sea
traducido a proteinas, sin que haya solapamiento con proteinas
traducidas por el propio lisado.

Descongelamos una aliquota de lisado de 10 ml1 y afladimos:

~ Creatina qUINGSA. . ..ucuvnn.. 150 ug/ml
~Hemina.....coviiiiiiiiinann. 25 uM
— Lall2 unsusnssnrnossnasssuanmans 1 mM
— Nucleasa .....iuiivvvuneennnnn 150 u/ul

Incubamos a 20°C durante 20 minutos, paramos la reaccién
afadiendo 100 ul de EGTA (agente quelante de calcio) 200 mM.
Mezclamos. Anadimos 50 pnl1 de ARNt de higado de ternera (10

mg/ml1), mezclamos y hacemos aliquotas, congelamos rapidamente y
almacenamos a -80°C.

8. Bdsqueda de un cDNA homélogo al clon Mshspi7 de alfalfa en

a. Titulado de la biblioteca.

La biblioteca fue preparada por Norbert Eller utilizando wun
kit de sintesis ZAP-cDNA de STRATAGENE.

Se realizaron distintas diluciones de los fagos en tampdén SM:
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NaClasooinimenwewisaas 5.8 g/1
MgSO4 . ....ciiviiinns 2.0 g/1
Tris~HC1 1M pH 7.5... 50 ml/1
Gelatina 2% ......... 5 mi/1

Se tomaron 200 ul de células huésped de l1a cepa XLi1-blue de
Escherichia coli junto con 200 u1 de la dilucidén de fagos y se
incubaron 15 minutos a 379C. A cada mezcla se afadieron 3 ml de
agar-top, Yy se sembrdé en placas NZY, 1incubadas a 379C durante
la noche. Al dia siguiente se conté el numero de placas.

Agar-top
NBCl s snsnssasmmunsnsss 59/1
MgSO47H20. v v vt it et en e 2g/1
Extracto de levadura.. 5g/1
Caseina hidrolizada... 10g/1
Agarosa. .. ..cvcuvcunenn 0.7%

Placas NZY
NaCl....iviiiennnnnnn. 5g/1
MgSO47H20. . ... ... 2g/1
"Extracto de levadura.. 5g/1
Caseina hidrolizada... 10g/1
Agar Difco.....cvviun.. 15g/1

b. Screening

1) Preparacién de los filtros

Preparar 6 placas de Petri de 15 mm y se platearon con aprox.
40000 pfu de la biblioteca de cDNA. En primer lugar se procedié
a traspasar el ADN de los fagos a filtros de Nylon (Hybond-N,
Amershan, de 0.45 Micron 132 mm). Para ellio colocamos 1los
filtros sobre cada una de las placas y esperamos 2 min., al

cabo de ese tiempo retiramos los filtros y Tlos sumergimos
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primero en soluci
neutralizante y

sumergimos los f

6n denaturalizante 5 min., 5 min en solucién
30 min en solucién de lavado. Finalmente
iltros en etanol al 80 %, dejamos secar Yy

fijamos el DNA al filtro durante 2 horas a 800C.

Solucidén denaturalizante

NaCl.....voeiivinnnn. 1.5 M

NaOH. .. .. it ii i v e 0.5 M
Solucidén neutralizante

NaCtl. . .o iii et s s e 1.5 M

Tris-C1 pH 8.0....... 0.5 M
Solucidén de lavado

Tris-Cl1 pH 7.5....... 0.2 M

2xSSC

2) Preparado de 1la

prueba radiactiva mediante "Random Priming”

I. Partimos de 30-100 ng de DNA correspondiente al fragmento
del clon que queremos analizar, Yy en un Eppendorff le anadimos

4 ug de "Primers"”.

Calentamos a 1009C 5 minutos y rapidamente

ponemos en hielo (en total 5 ul)

II. A los 5 pul de la mezcla anterior anadimos:

- 2.5 ul
- 2.5 ul
- 3.0 ul
- 1.5 ul
- 2.5 yl

dNTP (-dATP) 0.5 mM
10x Tampén M

32-P dATP

H20

enzima Klenow (2 u/ul)
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Incubamos durante 2 horas a temperatura ambiente, ¥y
finalizamos la reaccidén afiadiendo:

- 1 ul1 EDTA 0.5 M
- 3 ul1 tRNA (10 mg/ml)
-~ 100 pl TE (tris—-EDTA pH 8, 150 mM)

Separamos el fragmento marcado en una columna Sephadex G50,
centrifugando durante 30 segundos a 3000 rpm.

3) Hibridacioén

En un recipiente de plédstico colocamos los filtros y Tlos
mojamos uno por uno en solucién de hibridacién; al final deben
de guedar todos cubiertos en solucidn de hibridacién.
Desnaturalizamos 1la prueba radiactiva hirviéndola durante 10
minutos con 1 ml (10 pg) de ADN de arenque, pasando rdapidamente
a hielo y finalmente afradiéndola a los filtros con la solucidn
de hibridacién.

Solucidén de hibridacioén:

- Formamida............. 48 ml
— 20X%X8SC cuisvssmansaann 24 ml
~ 2 M Tris-HC1 pH 7.6 .. 1 ml
- 100x Denhardts ....... 1 ml
- 50% Sulfato dextrano . 20 ml
- 10% SDS ...... e 1 ml
- H20 desionizada ...... -5 ml

20xSSC: — 3M ClNa
- 0.3M Citrato trisdédico
- 0.5M tampén fosfato pH 7.2
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Hibridamos a 379C durante la noche. A la mafana siguiente
lavamos en 5x8SC y 0.1% SDS, y vamos aumentando la estringencia
hasta que el fondo nos vaya desapareciendo. Al final metemos
los filtros en bolsas de plastico, las cerramos herméticamente
y exponemos en una pelicula de rayos X. Una vez revelada Jla
pelicula intentamos localizar los positivos marcados de manera
mads prominente en las placas de petri. Con un asa de p]atino‘
extraemos -la zona de agar-top correspondiente a la sefial
positiva, y la pasamos a un eppendorff afadiendo también 500 ul
de tampén SM, sacudiendo durante 3 horas a 40C. Despues,
procedemos al titulado de las muestras, y finalmente podemos

conservar los fagos a 49C afiadiendo una gota de cloroformo a
cada eppendorff.

Una vez obtenidos 1los fagos el vector Uni-ZAP permite 1la
excisién "in vivo" y la recircularizacién de cualquier inserto
clonado incluido en el vector lambda formando un fagomid que
contiene el inserto clonado.

8. CUANTIFICACION DE PAs ENDOGENAS

a) Extraccién.

Para 1la extraccidén y cuantificacidén de PAs se siguid el
método descrito por Smith y Davies (1985) con algunas
modificaciones. Una determinada cantidad de polen se homogenizd
en 0.25 M de tamp6n fosfato-K pH 8 y se centrifugdé a 12.000 rpm
durante 15 min. Una pequefia cantidad del sobrenadante se
utilizdé para medir el contenido en proteinas por la técnica del
Bradford. Posteriormente se afadidé un volumen igual al del
sobrenadante de acido sulfosalicilico al 4%; se centrifuga de
nuevo a 12.000 rpm 15 min. y se seca el sobrenadante bajo
corriente de Nz2. Resuspendimos el residuo seco en un volumen de
acido perclorico al é% y 1,6 hexano diamina en perclérico 5%
(0.116 g/1) en proporcidn 4:1.
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Para medir el

contenido en poliaminas

del precipitado

procedente de la primera homogenizacién, se resuspendié éste en

400 pl de NaOH 1N; a partir de aqui el proceso se realizd segun

se esquematiza:

200 ul1 s

+
200 41 COszNaz
saturado

+
400 ul cloruro de
Dansilo en acetona

(10 mg/m1) \\\\

Dejar en bafo de

200 ut1 SH
+
200 1 HCI1(1N)
24h 110QC

Filtrar en lana
de vidrio y secar

en corriente de N2

Resuspender en
200 U1 PCA 5%

+
200 ul1 COsNaz
saturado
4
400 p1 cloruro de
Dansilo

200 ul P
+

200 1 HCI(1N)
24h 110QC

filtrar en lana
de vidrio y secar

en corriente de N2

Resuspender en
200 ul PCA 5%

|

+
200 ul COszNaz
saturado

+
400 pl1 cloruro de
Dansilo

/

agua a 650C durante 60 minutos

Ariadir 200 pl de L-Prolina (100 mg/ml1) 30 min. 65QC
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Extraer con 800 ul de tolueno y secar bajo corriente de N2

b) Determinacién de las PAs dansiladas:

E1 residuo seco se disolvié en 200 ul de acetonitrilo (grado
HPLC) y se filtré a través de filtros Millipore HV-4 (0.45 um
de diametro de poro), pudiendo ser analizadas inmediatamente o
ser almacenadas a -209C durante unos dias.

c) Patrones internos empleados

Se usd el mismo procedimiento de dansilacibén para las PAs
patrones: Cad (dihidrocloruro), 1,6, diamino-hexano, Put
(dihidrocloruro), SPD (trihidrocloruro) y SPM
(tetrahidrocloruro) procedentes de Sigma (St. Louis, Mo).

Se inyectaron alficuotas de las muestras (20-25 M1,
utilizdndose como fase mévil acetonitrilo:agua (60:40 v/v) con
un flujo de 1.5 ml/min, manteniéndose éste constante durante
todo el cromatograma.

d) Caracteristicas del cromatégrafo

Se utilizoé un HPLC (Pharmacia) dotado con un
espectrofotémetro fluorescente (las longitudes de onda de
excitacién y emisién de 365 y 425 nm respectivamente), columna
de fase reversa Hypersil ODS (5um 4.6 x 200 mm), horno para
mantener la columna a 359C, 2 bombas acopladas a un mezclador
de gradientes, y un registro (KIP NONEN BD 41).

e) Cuantificacién de las muestras
Para l1os cdlculos de PAs enddgenas se hallaron los factores
respuesta a partir de los patrones (c). Para calcular la

cantidad de cada poliamina se aplicd la férmula
siguiente:
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Fr x Apa

Ppa= X Ppi
Ap1

Fr: factores de respuesta de las distintas PAs, calculadas por
la inyeccién de concentraciones conocidas de las mismas.

Apa: &rea de la poliamina problema.
Ap1: Area del patrén interno.

pp1: la cantidad de patrén interno que se le afiadié inicial-

mente.
f) Andlisis de las muestras

Para el anadlisis de las muestras se realizaron inyecciones
de 2041, en las mismas condiciones indicadas en el apartado c.
Las condiciones fueron un gradiente de 60% a 90% de
acetonitrilo durante 1los primeros 30 min, seguido de una
elucidén isocromdtica durante los siguientes 5 min. Finalmente
un gradiente del 90 al 60% de acetonitrilo estabilizaba la

columna para la siguiente inyeccion.

Todos los disolventes utilizados fueron especificos de la
técnica de HPLC, previamente filtrados y sonicados.

9. MARCAJE CON 3H-TIMIDINA Y MICROAUTORRADIOGRAFIA

Se aRfadid® 1uCi de [6-3H] timidina (Amersham, actividad
especifica 5 Ci/mmol) a 1 ml de medio de cultivo durante
intervalos de 2 dias de duracidén. Para cada experimento se
utilizaron fracciones de un mismo cultivo. Tras el marcaje se
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ltavaron los cultivos 3 veces en una solucidon concentrada de
timidina fria y se fijaron en etanol:4acido acético (3:1 Vv/v).
E1 marcaje del polen en el medio de maduracién MR26 y M1S
(embriogénico) se 1levé a cabo solamente durante los dos
primeros dias de cultivo.

a)Microautorradiografia

Los granos de polen se aplastaron en acido acético 45% sobre
portas gelatinizados. Se cubrieron los portas con una emulsién
ITford K-2 y se expusieron durante 2 semanas a 59C. Tras el
revelado en el revelador Kodak D19, se tineron los portas en
DAPI, y se contaron 300 granos de polen para observar Jla
formacién de precipitado de plata sobre los ntcleos bajo el
microscopio de epifluorescencia (Leitz).

10.TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

a)Procesamiento de las muestras para MO/MET

E1 material utilizado para la preparacidén de las muestras
para microscopia electrénica ha sido siempre granos de polen
aislados de Tla antera, en cualquiera de los estadios
utilizados. Cada estadio se aislé utilizando un medio de

cultivo adecuado:

- Microspora: MR26

- Polen binucleado: AMG1lu
- Polen maduro: AMGlu

- Polen embriogénico: AM4

La fijacién quimica se realizé en glutaraldehido 3% (v/v)

diluido en tampdén cacodilato sédico o tampédn fosfato disddico-
monopotasico (100mM pH 7.2). E1 periodo de fijacién fue de 1 a
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2 horas. Al final de la fijacidén las muestras se lavan en tres
pases de 15 min. cada uno en el mismo tampdén con el que se
prepara el fijador.

En los casos de estudio exclusivamente ultraestructural las
muestras se postfijan en tetréoxido de osmio 2% (p/v) en el
mismo tampén de fijacién durante 2h. a temperatura ambiente, y
posteriormente se lavan en tres pases de 15 minutos del mismo

_ tampoén.

Deshidratacién

Tras la fijacién, el material se deshidrata a través de una
serie gradual de etanol al 10%, 30%, 50%, 70% y 90% (v/v) (1h.
en cada paso) y finalmente tres pasos de etanol absoluto de 1h.
cada uno. Posteriormente el disolvente empleado se cambia
gradualmente por 6xido de propileno a través de los siguientes

pasos:
Mezcla Relacion Tiempo
Etano1/0Oxido de propileno 1:1 5 min.
Oxido de propileno puro 3x10 min.

Infiltracién

La 1infiltracidén se realiza gradualmente a través de varios
pasos de mezclas de concentracidn creciente de resina (EPON o
SPURR) y 6xido de propileno:
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Mezcla Relacidn Tiempo

Oxido de propileno/resina
Oxido de propileno/resina

—L—-Lw
@) —i o

Oxido de propileno/resina

Polimerizacidn

Las muestras se colocan debidamente orientadas y etiguetadas
en el fondo de cédpsulas de gelatina rellenas con resina y se
polimerizan a 659C durante 48 h.

Microtomia

De cada bloque se obtienen secciones semifinas de 1 um de
espesor en un ultramicrotomo "Ultracut E”" de REICHERT-JUNG,
utilizando cuchillas de vidrio. A su vez se obtienen secciones
ultrafinas de unos 70 nm. de espesor que se recogen por
contacto sobre rejillas de cobre de 200, 300 6 400 agujeros.

Tincidén de preparaciones

Las secciones semifinas se tifien inespecificamente utilizando
la siguiente solucién:

- Azul de metileno.......ceeivenn. 0.130 g.
= AzZUl II...... . iiinirninnnnnennns 0.020 g.
-~ BligerOl :csasncenasnursuransneann 10 ml.
=~ MEBERG] s ccviicansnsnsman vy s was 10 ml.
~ Agua destilada....... . ivienveeenn 50 ml.
- Tampdén fosfato 0.1 M pH 6.9..... 30 ml.

Las preparaciones se secan sobre una placa caliente y se montan
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con medio DPX.

Contrastado de rejillas

Las secciones ultrafinas se contrastan segin Reynold (1963},
haciendo flotar las rejillas sobre gotas de:

- Acetato de uranilo 5% (p/v) en agua bidestilada durante 30
minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

- Lavado exhaustivo en agua bidestilada.

- Citrato de plomo en medio alcalino durante 10 minutos a
temperatura ambiente, limitando 1la concentracién de COgz
ambiental mediante lentejas de NaOH y bajo una placa de petri
invertida para reducir la aparicién de precipitados. Esta
solucién se prepara a partir de:

- Nitrato de plomo.........civenvenn. 1.33 gr.
- Citrato trisédico dihidrato........ 1.67 gr.
= NaOH IN. ... ittt it i tcer s s s e e 8 ml

- agua bidestilada........... ... hasta 50 ml.

~ Lavado intensivo en agua bidestilada.
Observacidn

Las observaciones a MET se realizaron en un Microscopio
Electrénico de Transmisidén ZEISS modelo EM10OC. Para MO se
utilizé el microscopio ZEISS modelo Sténdar.

b) Fijacién e inclusién en Lowicryl K4M

Fijacién

Las muestras con polen aislado se colocaron en hielo (02C) vy

se mantuvieron en la solucidén de fijacidn ( 2% de
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paraformaldehido (PF) p/v + 0.1 % de glutaraldehido (GA) v/v en

tampén fosfato) durante 1 h, al cabo de la cual se

muestra 3x20 minutos en el mismo tampdn del fijador.

Preparacion del fijador:

- Poner 0.5 gr de PF en 10 ml1 de agua.

- Calentar al bafo Maria.

- Afadir unas gotas de NaOH 1N hasta que se

el paraformaldehido.
- Enfriar. )

- Poner 0.1 ml de GA al 25%

- ARadir 12.5 ml de tampén fosfato 0.2 M.

- Ajustar pH a 7.2

- Enrasar hasta 25 ml con agua.

Deshidratacioén
- Etanol 30% ........ 15 min. a 4¢C
- Etanol 50% ........ 15 min. a 40C
- Etanol 70% ........ 15 min. a 4QC

Infiltracidén

durante la noche.

- Mezcla etanol/Lowicryl puro (1:1) durante 3 h.
- Lowicryl puro a -209C durante la noche.

~ Lowicryl puro durante 1 h. a -200C,

Polimerizacién

lavéd 1la

disuelva

Mezcla etanol/Lowicryl puro sin acelerador (3:1), a 49C

a -20QcC.

Se colocan las muestras en capsulas de gelatina etiquetadas o

tubos Eppendorff tamafo pequefio, se rellenan con Lowicryl puro

y se exponen a luz ultravioleta de 360 nm (tubos
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