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Resumen

El olivo es una planta de gran importancia agrondmica en los paises mediterraneos, y muy especialmente en
nuestra regién. Nuestro grupo viene tradicionalmente estudiando numerosos aspectos de la reproduccion sexual
de dicha especie, tales como el desarrollo del polen, sus caracteristicas (viabilidad y capacidad de germinacién),
el desarrollo del gineceo, los procesos de fertilizacion, la formacidn y maduracion del fruto, etc.

Para estos estudios utilizamos distintos métodos que incluyen desde la observacion morfol6gica mediante
técnicas de microscopia Gptica, microscopia electrénica de transmisién, barrido y microscopia confocal, hasta
técnicas de aislamiento y caracterizacion de proteinas y genes implicados en dichos procesos.

Todos estos estudios nos estan ayudando a comprender el sistema de reproduccion sexual del olivo, una planta
en la que la presencia de mecanismos de autoincompatibilidad polen-pistilo con bases aparentemente genéticas y
ambientales, esta empezando a ser estudiada.

Otra linea de investigacién en curso en nuestro grupo es aquella que se refiere al estudio de determinadas
proteinas del grano de polen con funciones clave en su desarrollo y en la germinacién y crecimiento del tubo
polinico, y que ademas exhiben caracter alergénico para algunos individuos. Las caracteristicas moleculares y el
contenido de estos alérgenos varian significativamente entre cultivares de olivo, lo cual hace especialmente
interesante su estudio en la fisiologia del grano de polen, ademas de las implicaciones clinicas que de ello se
derivan.

Introduccion

A pesar de la gran importancia del olivo en la agricultura mundial, y especialmente en nuestra region,
desconocemos muchos detalles sobre la Biologia de esta especie. La reproduccién del olivo se realiza
tradicionalmente de forma vegetativa (estaquillas). Sin embargo, es la reproduccién sexual de la planta la
responsable en Gltimo caso de la formacion del fruto, y por tanto tiene enorme importancia en la produccidn.

En nuestro grupo abordamos diferentes lineas de investigacion relacionadas con la Reproduccion Sexual de esta
especie:

e Estudio de las bases fisiol6gicas y morfoldgicas de la capacidad de autofecundacion y de fecundacion
cruzada del olivo. El olivo posee un sistema reproductivo de caracter alégamo (una variedad es
fecundada preferentemente por polen de otra variedad diferente). Desconocemos en sus detalles
moleculares este sistema de compatibilidad, que estd controlado tanto por factores genéticos de la
planta como ambientales. Como un paso previo para promover el conocimiento del proceso de
polinizacién y las interacciones de compatibilidad en esta planta, realizamos estudios sobre la calidad y
el vigor del polen en diferentes cultivares de olivo, caracterizacion del comportamiento del polen
durante la germinacion y el crecimiento del tubo polinico a través del pistilo, interaccion polen-pistilo
en diferentes estadios de la fase programica, y en plantas con diferentes grados de compatibilidad.
Parte de estos estudios han sido considerados en el proyecto AGL2003-00719. La compafiia Vitolive
S.L. y la Fundacion del Olivar han mostrado su interés en los resultados que estan emergiendo de la
reazliacion de estos estudios.

e Determinacién de la funcidn biolégica de diversos productos génicos tanto en el grano de polen como
en el fruto del olivo. Para ello, realizamos analisis de la expresién génica de dichos productos: a) a lo
largo del desarrollo del pollen, b) durante la germinacion del polen in vivo e in vitro, ¢) durante el
desarrollo del fruto y de la semilla, y d) en diferentes cultivares de olivo con diferencias significativas
en cuanto a su productividad, su contenido en aceite, caracteristicas como polinizadores, resistencia a
diversos factores etc. Los marcadores seleccionados incluyen proteinas de almacenamiento,
desaturasas de acidos grasos, genes de poliubiquitina, oleosinas, transportadores de azUcares, diversas



enzimas etc. Ademas de la Fundacion del Olivar, existen varias compafiias interesadas en los
resultados de estos proyectos como Vitolive S.L., y el grupo de empresas Inmunal/ Applied Molecular
Development S. A./Allergenome.

e La generacién de cantidades ingentes de polen en la época de floracion del olivo, debido a su caracter
esencialmente anemofilo (dispersion del polen mediante el viento), produce efectos nocivos sobre la
salud de los pacientes alérgicos (alrededor de un 20% de la poblacién andaluza). Los sintomas de la
alergia se deben a la presencia en el polen de proteinas denominadas alérgenos. Dichas proteinas
desempefian funciones muy importantes en la Biologia del polen, y estan probablemente relacionadas
con el reconocimiento y compatibilidad entre variedades, la capacidad de germinacion del polen,
fertilizacion etc. Nuestros estudios integran todos esos factores, estableciendo como afectan a la
produccion y a la salud publica. Los resultados obtenidos en este campo se engloban en dos proyectos
de investigacion (AGL2003-00719 y BFU 2004-00601/BFI). El grupo de empresas Inmunal/ Applied
Molecular Development S. A./Allergenome, tienen participacion activa en dichos estudios.

EI comportamiento reproductivo del olivar ecoldgico en relacién al intensivo es por otra parte uno de nuestros
topicos de estudio con interés mas inmediato.

Materiales y métodos

El grupo realiza un abordaje multidisciplinar al estudio del desarrollo y germinacion del polen del olivo y al
desarrollo del fruto. Dentro de este abordaje se incluyen:

Técnicas bioguimicas: anélisis de extractos proteicos mediante electroforesis unidimensional y bidimensional.
Determinaciones de actividades enziméticas. Técnicas de protedmica: aislamiento de spots, analisis de huella
peptidica y secuenciacion. Western blotting. Generacidn de anticuerpos. ELISA.

Técnicas moleculares: aislamiento de genes implicados en el desarrollo reproductivo. Amplificacion mediante
(RT)PCR, clonacion y secuenciacion de productos génicos. Analisis de expresion. Northern y Southern blots.
Analisis de polimorfismo. Métodos bioinforméticas de anélisis y modelado 3-D de productos génicos.

Técnicas histoldgicas/citolégicas: deteccidn de productos génicos (proteinas y secuencias) in situ: microscopia
oOptica y electrénica de transmision y barrido. Epifluorescencia y microscopia laser-confocal. Inmunocitoquimica
y técnicas de hibridacion in situ.

Meétodos de diagndstico clinico e inmunoterapia: EI grupo colabora con diversos equipos clinicos que realizan
técnicas de diagndstico in vivo e in vitro como CAP, SPTs, provocaciones, e inmunoterapia desensibilizante
(vacunas alergénicas).

Resultados y discusién

En cuanto a la caracterizacion de fenémenos clave durante el desarrollo y la germinacion del polen, diversos
trabajos del grupo han permitido ya desde la década de los 80 hasta la actualidad la descripcién funcional de la
ultraestructura del polen y sus cubiertas (Rodriguez-Garcia y col., 1995), de la naturaleza y la disposicion de la
calosa, y diversos materiales polisacaridicos (Alché y Rodriguez-Garcia, 1997), la presencia de inclusiones
proteicas en el ndcleo de las células de la hoja y células reproductivas (Alché y Rodriguez-Garcia, 1987;1988) y
la descripcion del ciclo ribosémico en el polen (Alché y col., 1994; Olmedilla y col., 1997).

Figura 1: A, Tetradas resultantes de la division meidtica de las
células madres del polen del olivo observadas mediante microscopia
Optica. Tincién con orceina acética. B, Grano maduro de polen de
olivo observado mediante microscopia electronica de barrido.



El andlisis de la expresion de diversos productos génicos tanto en el grano de polen como en el fruto del olivo
incluye estudios sobre enzimas implicadas en la detoxificacion celular (Alché y col., 1998), ubiquitina y
proteinas ubiquitinadas (Alché y col., 2000; Alché y col., 1998), oleosinas (Alché y col., 1999; Rodriguez-Garcia
y Alché, 2002), proteinas de almacenamiento de semillas (Wei y col., 2001; Alché y col., 2006), y diferentes
proteinas del grano de polen (Hamman-Khalifa y col., 2003; Jiménez-L6pez y col., 2003) entre otros marcadores
(Alché y col., 2003; Rodriguez-Garcia y col., 2004).
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Figura 2: A, Perfil proteico del endospermo de la semilla del olivo.
B, Southern blot probado con una sonda correspondiente a
secuencias de oleosinas (proteinas que estabilizan la estructura de los
cuerpos lipidicos).

El estudio sobre proteinas alergénicas del polen del olivo se inicié en 1989 en colaboracion con el Dr. Carlos
Lahoz (Fundacién Jiménez Diaz. Madrid), y las Dras. Rosalia Rodriguez y Mayte Villalba (Universidad
Complutense de Madrid) responsables del analisis bioquimico y la clonacién de la mayor parte de los alérgenos
conocidos en esta planta. Como resultado de estos estudios han sido publicados numerosos articulos en revistas
nacionales e internacionales que han tenido como objeto fundamental la localizacién de alérgenos mayoritarios
en el grano de polen del olivo y otras oleaceas (Martin-Orozco y col., 1994; Rodriguez-Garcia y col., 1995;
Fernandez y col., 1996) y el analisis de su expresion génica a lo largo del desarrollo y germinacioén del polen
(Alché y Rodriguez-Garcia, 1997; Alché y col., 1999; Mrani-Alaoui y col., 2002; Alché y col., 2004). De forma
progresiva, el estudio sobre alérgenos del polen del olivo ha ido extendiéndose a otros alérgenos mayoritarios y
minoritarios (Alché y col., 2003; Barral y col., 2005), asi como al estudio de las implicaciones bioldgicas y
clinicas del polimorfismo de dichas proteinas en el polen (Castro y col., 2003; Alché y col., 2004). En relacién a
este temas, el grupo ha elaborado varias patentes que estan siendo explotadas por el grupo de empresas Inmunal/
Applied Molecular Development S. A./Allergenome, que estan elaborando nuevos sistemas de diagnostico e

inmunoterapia de la alergia al polen del olivo basados en el uso de extractos de polen de diferentes variedades de
olivo.
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Figura 3: A, Alineamiento de secuencias obtenidas mediante RT-
PCR correspondientes a uno de las proteinas alergénicas del polen
del olivo. B, Modelo predictivo de la estructura 3-D de uno de los
alérgenos del polen. C, nuevas vacunas para el tratamiento de
alérgicos al polen del olivo basadas en el uso de variedades.

Los resultados obtenidos a lo largo de estos estudios tienen utilidad potencial en diversos aspectos
biotecnoldgicos del desarrollo del cultivo, que incluyen la introduccion de caracteristicas deseables en éste,
como el incremento de la eficacia reproductiva (germinabilidad y viabilidad del polen, aumento del cuajado...),
la contribucion de nuevos marcadores al desarrollo y caracterizacion de nuevas variedades, la mejora de la
calidad del aceite del olivo y de su produccion, el empleo de semillas como complemento para alimentacion
animal, y la seleccion de variedades con bajo nivel de alergenicidad entre otros.
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