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DESCRIPCION DE LAS LINEAS DE TRABAJO

Linea 1. Caracterizacién de actividades enzimadticas relacionadas con el
metabolismo del oxigeno en los drganos reproductivos del olivo.

La caracterizacion molecular y funcional de los principales sistemas enzimaticos
antioxidantes y el estudio de la presencia y localizacién de ROS (especies reactivas del
oxigeno) en los organos florales estd permitiendo abordar numerosas cuestiones abiertas
sobre la Biologia Reproductiva de las Angiospermas. El olivo es una especie muy
adecuada para este estudio, al tratarse de una dicotiledonea, con caracteres peculiares en
sus organos reproductivos, y en la que se han descrito genotipos autoincompatibles. Su
fertilizacion es preferentemente aldgama y con un sistema de incompatibilidad de tipo
gametofitico, no bien determinado aun. Los estudios en curso analizan el polimorfismo
molecular y la posible presencia de diversas isoformas de SOD, catalasa, peroxidasa y
NADPH oxidasa (NOX) en el grano de polen maduro y el pistilo de diferentes
cultivares de olivo. Se estdn generando herramientas moleculares (anticuerpos, sondas,
proteinas purificadas -bien nativas o de origen recombinante- y construcciones con
“reporter genes”) correspondientes a las isoformas mas relevantes de estos enzimas.
Esas herramientas estan siendo utilizadas para el analisis de la expresion génica y la
determinacion de la funcion bioldgica de dichos enzimas en el grano de polen y el
pistilo del olivo durante su desarrollo, la germinacion in vitro e in vivo.

Linea 2. Estudio de los enzimas pectinoliticos del olivo y su implicacién en la
germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico en el pistilo.

El tubo polinico transporta las células espermaticas hasta el gametofito femenino
en el saco embrionario, permitiendo que tenga lugar la doble fecundacién que generara
el fruto. El éxito de la fertilizacion depende en gran medida de la capacidad del grano de
polen para germinar y emitir un tubo polinico, que debe ser capaz de penetrar el estigma
y avanzar a través del estilo hacia el saco embrionario. Existen evidencias que sugieren
que determinadas enzimas esterasas con actividad pectinolitica presentes en el polen
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juegan un papel clave en la entrada del tubo polinico a través de las papilas del estigma,
asi como en la regulacion del crecimiento del tubo. En el caso del olivo, existe un buen
conocimiento de la estructura y citoquimica del pistilo durante la fase progamica, asi
como de la composicion y localizacion de los componentes de la pared celular del tubo
polinico. Sin embargo, no existen pruebas de la existencia de actividad pectinolitica en
el polen y el pistilo, por lo que la participacion de estos enzimas en la reproduccion de
esta especie de gran importancia agrondmica esta por resolver. Actualmente estamos: 1)
determinando la existencia de actividad pectinolitica en el polen y el estigma del olivo,
2) identificando y caracterizando las distintas enzimas pectinoliticas presentes en el
polen y el estigma del olivo, y 3) estudiando la localizacion y el patron de expresion de
dichos enzimas en el contexto de la germinacion del polen y el crecimiento del tubo
polinico en el pistilo.

Linea 3. Caracterizacion de proteinas de almacenamiento en la semilla del olivo
y en subproductos de la extraccion del aceite

Los subproductos del olivar representan para la cuenca del Mediterraneo un
potencial industrial y forrajero considerable. Las semillas del olivo contienen grandes
cantidades proteinas y lipidos en los tejidos de reserva que las integran, especialmente
en el cotiledon y el endospermo. Trabajos previos del grupo confirman que uno de los
componentes proteicos mayoritarios de las semillas corresponde a proteinas de
almacenamiento de semillas (SSPs) 11S de tipo leguminas. Otros componentes
potencialmente presentes incluyen oleosinas, legumainas, caleosinas y enzimas de las
distintas rutas biosintéticas y degradativas. Estos trabajos también indican que los
residuos solidos procedentes de la extraccion del aceite de oliva estdn altamente
enriquecidos en proteinas. Por otra parte, se esta poniendo de manifiesto la presencia de
componentes proteicos en distintas proporciones en los aceites de oliva virgen y
refinados. Actualmente estamos realizando estudios destinados a caracterizar en detalle
la organizacion tisular de la semilla del olivo, asi como la composicion proteica y
lipidica de sus distintos tejidos tanto en la aceituna madura como durante el desarrollo
del fruto, y en el fruto maduro de distintos cultivares. Esta linea de trabajo incluye
estudios aplicados en los que se determina la distribucion de los componentes proteicos
a lo largo de los procesos de elaboracion del aceite, y el contenido y la composicion de
estos productos proteicos en los subproductos solidos generados. Para ello se usa una
aproximacion multidisciplinaria que incluye la caracterizacion histologica de la semilla.
Se estan realizando igualmente andlisis bioquimicos y moleculares de alta resolucion
Estamos valorando el uso potencial de estos componentes como valor afadido del
hueso, por ejemplo para su uso en alimentacion animal.

Linea 4. Identificaciéon y caracterizacion de proteinas implicadas en el
reconocimiento polen-estigma mediante técnicas de proteémica.

Los resultados derivados de estudios sobre el grado de autocompatibilidad de
distintos cultivares de olivo muestran los beneficios de la polinizacion cruzada. Por
tanto, el conocimiento de la autocompatibilidad y la compatibilidad cruzada entre
cultivares de olivo podria ser muy util en disefios de polinizacién para mejorar la
produccion. Sin embargo, hasta la fecha no se conocen los mecanismos moleculares que
regulan dicho sistema en esta especie. En este contexto, el grupo realiza estudios para
identificar y llevar a cabo la caracterizacion preliminar de las proteinas implicadas en el
reconocimiento polen-pistilo durante la fase progamica en el olivo, ampliamente
basadas en el uso de técnicas de anélisis proteémico.
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Linea 5. Variabilidad genética y funcional de las proteinas alergénicas del polen
del olivo

Algunas proteinas alergénicas del polen del olivo desempefian papeles
biologicos clave en la fisiologia del grano de polen. Estas proteinas estan implicadas en
procesos como la hidratacion y germinacion, la modulacion de la actividad del
citoesqueleto, el control del Ca citosolico, el metabolismo de polisacaridos,
detoxificacion celular etc. En el grupo se realizan numerosos estudios en relacion con
los alérgenos Ole e 1 y Ole e 2, que han demostrado que existen patrones de expresion
diferenciales, diferente isoformas, y un amplio polimorfismo en las secuencias
nucleotidica y aminoacidica de estos alérgenos en el polen de distintos cultivares de
olivo. Empezamos a conocer que dicho polimorfismo posee importantes implicaciones
tanto en la biologia reproductiva del olivo como en el desarrollo de la respuesta
alérgica. Actualmente se esta caracterizando la variabilidad de otros alérgenos
relevantes (Ole e 5, Ole e 9 y Ole e 10) en el polen de un nimero significativo de
variedades cultivadas de olivo a distintos niveles (expresion, secuencia, modificaciones
post-transcripcionales, estructura 3-D, actividad etc.). La informaciéon generada estéd
permitiendo la creacidon de anticuerpos, sondas y proteinas purificadas bien nativas o de
origen recombinante que seran utilizadas para incrementar nuestro conocimiento sobre
las funciones bioldgicas de los alérgenos en el desarrollo y la germinacién del grano de
polen. Diversos ensayos in vitro la reactividad de sueros de pacientes atdpicos estan
permitiendo la evolucion y mejora de los métodos de diagndstico y terapia de la alergia.

Linea 6. Discriminacion varietal del polen mediante caracteristicas morfoldgicas
y SSRs.

La mayor parte de los métodos de discriminacion varietal han sido optimizados
en materiales vegetativos como las hojas. La identificacion varietal del polen tiene
potencialmente numerosas aplicaciones agrondmicas, biotecnologicas, médicas,
evolutivas y agroalimentarias. Esta linea aborda el desarrollo y evaluacion de distintos
métodos de clasificacion varietal del polen del olivo a partir de caracteres morfologicos
del polen y de los marcadores microsatélites (SSRs) en polen.
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OTROS DATOS DE INTERES

Los proyectos actualmente vigentes del grupo incluyen:

* (Caracterizacion molecular y funcional de enzimas relacionadas con el metabolismo
del oxigeno en 6rganos reproductivos del olivo. MCINN BFU2008-00629.

* Estudio de los enzimas pectinoliticos del olivo (Olea europaea L.) y su implicacion
en la germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico en el pistilo. MCINN
AGL2008-00517/AGR.

* Identificacion y caracterizacion de proteinas implicadas en el reconocimiento polen-
estigma en el olivo (Olea europaea L.) mediante técnicas de protedmica. Junta de
Andalucia, Proyecto de Excelencia CVI5767.

* Caracterizacion de proteinas de almacenamiento en la semilla del olivo y en
subproductos de la elaboracion del aceite. Junta de Andalucia. Proyecto de
Excelencia. Linea especifica del olivar y el aceite de oliva. Ref. AGR-6274.

El grupo posee un amplio historial de transferencia de tecnologia, que incluye las

siguientes patentes actualmente en explotacion por la compaiiia Allergenome S.L.:

* Kit para el diagnostico de hipersensibilidad frente a alergenos del polen del olivo y
su utilizacion”. Patente de Invencion. Publicacion OEPM: 2 196 952.

* Perfeccionamientos introducidos en el objeto de solicitud de patente espafiola N°
P200100995. Patente de Invencion. Publicacion OEPM 2 326 399.

 Acidos nucleicos y alérgenos del polen de olivo de variedades definidas de olivo y
aplicaciones. Patente de Invencion y PCT correspondiente. Boletin Oficial de la
Propiedad Industrial de 6 de julio de 2010.

* M¢étodo y kit para la identificacion varietal del origen del polen del olivo. Solicitud
OEPM P201130568. Fecha de prioridad: 11 abril 2011.
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