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Tribuna Abierta

Fisiologia Vegetal y Botdnica:
Algunos hechos diferenciales

Tras una intensa y extensiva etapa de acumulacién de conocimientos, de experi-
mentacién exhaustiva, hoy, cuando la Biologia Vegetal entra en un periodo de madu-
rez, se hace necesaria una reflexién, por supuesto apoyada en las investigaciones
realizadas, que permita sentar las bases capaces de diferenciar ciencias tan funda-
mentales como la Fisiologia Vegetal y la Botdnica. En este contexto, la historia del
conocimiento biolégico constituye uno de los elementos esenciales para poder enten-
der el devenir y las concatenaciones entre las disciplinas indicadas.

La Biologia en general y la Fisiologia Vegetal y 1a Bot4nica en especial, se encuen-
tran en un proceso dindmico cuyo eje principal ha sido la sucesiva transformacién de
sus objetivos de estudio accesibles al anélisis. Asi, en la Botdnica es observable, en
periodos histéricos concretos, una transicién importante, desde los estudios descrip-
tivos de clasificacién de las plantas mediante sistemas de sfmbolos basados en la
combinatoria de las estructuras visibles, de las superficies y de los voliimenes que se
agrupan para formar la diversidad, hasta la determinacién del caracter, como marca
particular de cada planta. De esta forma, los botdnicos han conseguido agrupar las
propiedades comunes de ciertos individuos que los diferencian de los otros, y, en la
medida en que han definido la existencia de especies distintas, han contribuido a que
la biologia de las plantas se fundamente sobre bases naturales.

Sin embargo, la Bot4nica en sus vertientes de Morfologia, de Ecologia y de Bot4-
nica Sistemaética, asi como en cuanto a su aplicacién a la Farmacia, a 1a Toxicologia y
a la industria en general, incluyendo, naturalmente, a la Agronomia y Silvicultura,
muestra claras diferencias con la visién que actualmente se tiene de la Fisiologia
Vegetal. En esta disciplina se ha producido una transicién importante, desde las in-
vestigaciones exclusivamente referidas al conocimiento de la nutricién de las plan-
tas, su metabolismo, crecimiento y reproduccién, utilizando el organismo entero o
sus tejidos aislados como objeto de estudio, se ha pasado a resaltar la importancia
funcional de estos organismos. Es decir, bajo una concepcién mucho mas dindmica,
fundamentada en un nivel cualitativo méas elevado que sin contradecir para nada la
organizacién biolégica en su conjunto, pueda emular in vitro el proceder in vivo de las
plantas.

Para que los fisiolégos vegetales pudieran acceder a un nivel de anélisis superior,
para poder entender como las plantas utilizan la informacién genética y las molécu-
las causales requeridas que les permita crear la compleja organizacién directora de
la actividad vital, la Fisologia tuvo que experimentar una continua transformacién
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basada en su interdependencia con otras ciencias tales como la Bioquimica, Biologia
Celular y Biologia Molecular.

A este respecto, si el Vitalismo de fines de siglo XVIII constituy6 una etapa decisi-
va para que los seres se separaran de las cosas y tomara cuerpo una Biologia, cuyo
objetivo primario iba a ser el estudio del ser vivo al que una organizacién le confiere
unas propiedades singulares, en la segunda mitad del siglo XIX, la Biologia extendié
el analisis de la organizacién a otro niveles més precisos que la propia estructura de
los seres, la Célula, de la que iba a emerger poco a poco la Biologia Celular. Posterior-
mente, al atribuirse a las células las propiedades del organismo, gracias a una parti-
cular confirmacién de las moléculas constituyentes que les permite efectuar ciertas
reacciones quimicas, se individualizé, a principio del siglo XX, la Bioquimica como
nueva rama de la Biologia. La base estuvo en la definicién de la importancia de los
sistemas enzimaticos, como unidades cataliticas en las principales rutas metabélicas,
y en el reconocimiento de que la herencia descansa sobre una base molecular racio-
nal. Muy poco tiempo después, a mediados del siglo XX, el objeto de estudio iba a
cambiar una vez mas de enfoque, al comprobarse que la estructura de los elementos
constituyentes de la célula determina la organizacién del conjunto y su integracién.
Esto llevé a la Biologia, tras asociarse con la Fisica y la Quimica para unificar sus
esfuerzos y adoptar su métodos, a constituirse en una Biologia Molecular, de forma
que las proteinas y los 4cidos nuleicos se iban a convertir en los elementos centrales
de la vida.

Situada en el corazén mismo de la Biologia, la Fisiologia Vegetal guarda una inti-
ma relacién con todas estas disciplinas, sirviendose de sus métodos y diferenciandose
de ellas por sus objetivos y formas de considerar al organismo, al procurar integrar
éstos en funcién de sus manifestaciones metabdlicas y etapas de desarrollo.

En cualquier caso, es evidente que con el somero anélisis de los hechos apuntados
s6lo se ha pretendido ayudar a diferenciar la Fisiologia Vegetal de la Boténica,
demostrandose que no ha sido intencién de los miembros de la Junta de Gobierno de
la Sociedad Espafiola de Fisiologia Vegetal hacer una valoracién critica de ambas
disciplinas. M4s bien, se ha buscado resefiar algunas diferencias y analogias entre
ellas, que hagan posible enjuiciar la relacién de estas dos grandes areas del conoci-
miento en el estudio de las plantas, y de como para llevar a cabo este estudio pueden
vincularse y necesitarse entre si para dar cuenta causal la una de la otra, aunque con
la independencia que sus trayectorias histéricas les confieren.

Juan Pedro Donaire
Profesor de Investigacion de la Estacion
Experimental del Zaidin CSIC

Granada
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Premio SEFV para jovenes
investigadores 1997

La SEFV convoca la segunda edicién del premio para jévenes investigadores me-
nores de 35 afios, como preseleccién del premio FESPP 1998. Los interesados debe-
ran ser socios de la SEFV y enviar su Curriculum vitae a la direccién actual de la
SEFV antes del 31 de mayo de 1997. Seran descartados automéaticamente todos los
Curriculum que lleguen después de esta fecha. El premio incluye los costes de ins-
cripcién y acomodacién en el Congreso de Cérdoba, asi como presentar una conferen-
cia en dicho Congreso.

Notas de Secretaria

Nuevo directorio

La Junta Directiva tiene en proyecto elaborar para el préximo mes de junio un
nuevo directorio de todos los socios de la Sociedad, ya que el anterior del afio 93 se ha
quedado un poco atrasado. Una vez més os rogamos que actualicéis vuestros datos.
La mayoria tenéis correo electrénico y de los aproximadamente 600 socios de la So-
ciedad, tenemos tinicamente el correo electrénico de 6.

Renovacion de la Junta Directiva

Este afio hay renovacién de la Junta Directiva segun el Articulo 11 de los Estatu-
tos de la SEFV. Los candidatos podrédn ser propuestos por cualquiler socio ordinario
siempre que su peticién esté apoyada por la firma de otros cuatro Socios Ordinarios
mas y se envie a la Secretaria de la Sociedad al menos un mes antes de la votacién
correspondiente. Asimismo la Junta Directiva podrd proponer candidatos para las
vacantes existentes. La votacién se realizara por correo o durante la XII Reunién
Nacional de la SEFV, que se celebrard en Cérdoba del 23 al 26 de septiembre de 1997.
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Revisiones

Respuesta hipersensible y resistencia sistémica adquirida
en plantas

José Olivares y Juan Sanjuan
Departamento de Microbiologia del Suelo y Sistemas Simbiéticos. Estacién Experi-
mental del Zaidin. CSIC. Granada '

Los organismos superiores en competencia constante con virus, bacterias, hon-
gos, insectos en la exploracién de los diferentes habitats por la biisqueda de nutrientes,
han coevolucionado de tal forma que han llegado a establecerse asociaciones benefi-
ciosas, las simbiosis mutualistas, o perjudiciales, las patogénicas. Al reconocimiento
mutuo, puede seguir una respuesta especifica para cada caso.

Las células vegetales pueden reaccionar de forma constitutiva o inducida al ata-
que de patégenos a través de variados mecanismos de defensa, hasta ahora pobre-
mente comprendidos, aunque presumidos desde antiguo, pues ya en 1901, Beauverie
describié que las plantas previamente infectadas por un patégeno se hacian resisten-
tes a una infeccién posterior.

La interaccién de la célula vegetal con organismos potencialmente patégenos esta
asociada a complejas respuestas bioquimicas y fisiolégicas, derivadas de la presencia
de inductores (elicitores) liberados por ellos. Estas sefiales actuan en el curso de la
patogénesis en funcién del estado fisiolégico del hospedador y de una infeccion previa
que pueden modificar la efectividad de la respuesta defensiva.

En este sentido, la resistencia sistémica adquirida (SAR), como respuesta general
de la planta a la infeccion por patégenos (ver Ryals et al. 1994), se da en muchas
especies vegetales, es efectiva frente a una amplia gama de patégenos y dura de
semanas a meses después de la induccién. SAR se asocia a la expresién coordinada
de un conjunto de genes (Ward et al. 1991), algunos de los cuales confieren resisten-
cia a patégenos especificos como se ha visto cuando se expresan constitutivamente en
plantas transgénicas (Alexander et al. 1993).

La expresion constitutiva de SAR en este tipo de plantas o su induccién con com-
puestos quimicos para proteccién de los cultivos puede tener evidente interés practi-
co. De hecho, esta vertiente aplicada ha sido estimulo para el desarrollo intenso de
esta linea de investigacién. Sin embargo, es un tema sometido a controversia dada la
existencia de asociaciones mutualistas microbio-planta (simbiosis Rhizobium-legu-
minosa o micorrizas), que podrian verse afectadas, lo mismo que otros organismos de
la rizosfera, como los PGPR, que atn sin establecerse en tan intimo contacto con la
raiz, manifiestan un claro efecto positivo sobre la nutricién y proteccién de la planta.
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Se ha indicado, tal vez de forma demasiado generalizada, que el comienzo del
estudio moderno de la resistencia a las enfermedades de las plantas comienza con las
investigaciones de Flor (1947, 1971) al establecer su ya clasica teoria de lo que se ha
venido en llamar el modelo de interaccién gen a gen. A un gen de avirulencia (avr) del
patégeno corresponde uno de resistencia (R) de la planta, dando lugar a una interaccién
incompatible. Los inductores definidos por los primeros son reconocidos por los re-
ceptores de la planta codificados por los genes R, dando lugar a la puesta en marcha
de uno de los mecanismos mas eficientes de resistencia inducida en las plantas, defi-
nida como la respuesta de hipersensibilidad (HR). Las funciones de reconocimiento,
algunas veces muy estrictas, estdn codificadas por alelos de resistencia dominantes
en la planta (R) que interaccionan genéticamente con los productos de los genes de
avirulencia (avr) dominantes en el patégeno. De acuerdo con esto cada gen R es espe-
cifico para un avr concreto. HR es un mecanismo de defensa de efecto multiple activo
contra hongos, bacterias y virus y no se da en la interaccién con patégenos virulentos
(interaccién compatible) o no patégenos. Conduce a la muerte rapida de unas pocas
células en el lugar de la interaccién, aparte de la activacién de otros genes de defensa
¥, en algunos casos, a la produccién de compuestos con actividad antimicrobiana
(fitoalexinas). En muchas plantas, HR conduce a la sintesis de un conjunto de protei-
nas de defensa conocidas como PR (pathogenesis related) con actividad quitinasa,
glucanasa, lisozima, etc. que afectan la patogénesis contribuyendo a la resistencia
contra bacterias, oomicetos, hongos, nematodos y virus (Stintzi et al. 1993). También
se da una fuerte estimulacién del metabolismo secundario, como la via de los
sesquiterpenoides y, especialmente, la de los fenilpropanoides (PAL), que proporcio-
nan a la planta los mencionados compuestos con actividad antimicrobiana u otros
(lignina) que actuan a modo de barrera para la entrada de microorganismos. Aunque
la formacién de estos compuestos se ha asociado a la HR como un hecho general de
las plantas (Moerschbacher et al. 1990), los resultados obtenidos con la utilizacién de
inhibidores de la via PAL sugieren que la lignificacién per se no es un factor decisivo
entre la respuesta de resistencia o susceptibilidad (Mauch-Mani et al. 1996)

Uno de los sistemas mejor caracterizados para el anilisis de la interacciones
planta-patégeno es la infeccién del tabaco por el virus del mosaico (TMV). Depen-
diendo del genotipo de la planta y del virus puede darse susceptibilidad, que conduce
a la difusién generalizada del TMV, o HR con restriccién del TMV a una pequefia
zona de tejido alrededor del punto de entrada.

A lo largo de la expresién de la HR se producen numerosas sefiales endégenas,
cada una de las cuales regula las diferentes respuestas del mecanismo de defensa de
la plantas (Dempsey y Klessig, 1995). Hay una clara evidencia de que el 4cido salicilico
(SA), encontrado en el floema de plantas infectadas, sea una molécula sefial clave
implicada en el desarrollo de 1a SAR que aparece en partes no infectadas de la plan-
ta, sintetizada como consecuencia de una HR localizada, capaz de mediar resistencia
a una infeccién posterior contra un espectro amplio de patégenos no relacionados. La
falta de SAR en plantas en las que se ha introducido el gen bacteriano nahG, cuya
expresién determina la transformacién de SA activo en catecol inactivo (Gaffney et
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al. 1993), asi como la induccién de los genes PR y el incremento de la resistencia a
enfermedades por la aplicacién de SA exégeno o sus derivados como el 4cido acetil
salicilico (aspirina), parecia confirmar la implicacién de SA en la resistencia (Chen et
al. 1995). A pesar de estas evidencias, se han descrito, sin embargo, otros inductores
de SAR distintos de SA que actiian en plantas que expresan el gen nahG. Si bien
todos ellos eran productos de sintesis, recientemente, se ha visto que la cepa WCS417r
de Pseudomonas fluorescens induce SAR y la expresion de los genes PR enArabidopsis
transgénico con independencia de SA (Pieterse et al. 1996). Por tanto, la implicacién
de SA no parece ser una condicién general en la defensa de las plantas, lo que indica
que existen, por lo menos, mecanismos paralelos. En los casos en los que la implica-
cién de SA es clara, parece que esta molécula no es la sefial responsable de la SAR
que se transloca a tejidos no infectados, siendo necesario un factor no identificado
(Vernooij et al. 1994), aunque Leén y Raskin presentaron en la III Reunién de Biolo-
gia Molecular de Plantas (Sevilla, 1995) evidencia de que SA se transporta, via floema,
desde la hoja de tabaco inoculada con TMV hasta las hojas superiores donde se desa-
rrolla resistencia sistémica. El problema est4 en el transporte a la parte inferior de la
planta.

La accién de SA en SAR podria radicar, segiin se describié por Chen et al. (1993),
en su capacidad inhibidora de la catalasa y, por tanto, la resistencia seria funcién de
altos niveles de HoOg como consecuencia de la unién de SA a esta enzima. La sefial
se transduciria a través de la catalasa con el incremento consiguiente de Ho09 u
otras especies de oxigeno activado que podrian ser los segundos mensajeros del siste-
ma (Neuenschwander et al. 1995). El peréxido de hidrégeno no sélo parece inducir la
expresion de genes de defensa contra patégenos, sino también de tolerancia a la hela-
da (Prasad et al. 1994). Sin embargo, hoy dia a pesar de los datos a favor de su
implicacién en defensa, esta hipétesis estd muy controvertida (Ruffer et al. 1995) y
estos autores llegan incluso a proponer que la funcién principal del SA podria ser de
simple fitoalexina. Sin embargo, Horvath y Chua (1996) describen la identificacién
de un gen inducible en tabaco por SA, induccién que también determina el propio
H909. Recientemente, Chamnongpol et al, (1996) utilizando plantas transgénicas de
tabaco con actividad catalasa reducida, aportan datos que no sostienen el modelo de
que la inactivacién de la catalasa sea clave en la induccién de los genes PR, aunque la
inhibicién de esta enzima si podria ser importante en el dafio celular correspondiente
al establecimiento de la HR. Pero la necrosis, sin embargo, no parece ser esencial
para el establecimiento de la SAR, ya que el tratamiento con inductores, como la
elicitina de Phytophtora, no conlleva el desarrollo de sintomas visibles en los tejidos
de tabaco tratados (Keller et al 1996). Low y Merida (1996) han estructurado un
modelo hipotético sobre la implicacién de la explosién oxidativa en la defensa de las
plantas en el que la acumulacién de H9O9 ocupa un puesto fundamental. Aparece
como resultado de la respuesta de la célula vegetal a los diversos inductores confir-
mando la hipétesis de Levine et al. (1994) sobre el papel clave del H9O9 en la
orquestacién de la HR localizada durante la expresién de la resistencia de las plantas
a las enfermedades. Entre los hechos derivados de la acumulacién de HoO9 figura la
insolubilizacién de las proteinas estructurales de la pared celular ricas en prolina




P Sociedad Espariola de
o)
18 Boletin n® 26 Fisiologia Vegetal

(Bradley et al. 1992), contribuyendo junto con la lignina a dificultar el paso del paté-
geno.

En un sentido més amplio que los avr, los genes hrp, presentes en muchos
patégenos y que a veces podian funcionar de forma anéloga al sistema de la interaccién
entre dos componentes, parecian implicados en la sintesis y exportacién de factores
de patogenicidad que inducen también HR en plantas no hospedadoras (Clark et al,
1992), por lo que este mecanismo de defensa aparecia como més amplio (ver Boucher
et al. 1992). Sin embargo, hay ahora evidencia de que la capacidad de los auvr para
desencadenar la respuesta HR es dependiente de genes Arp funcionales (Gopalan et
al. 1996).

En este contexto, la interaccién Rhizobium-leguminosa, de la que se deduce no un
estado patolégico sino una simbiosis mutualista, es un objetivo interesante de estu-
dio. Es dificil definir el conjunto de cambios bioquimicos y moleculares implicados en
dicha interaccién, siendo en cualquier caso, evidente que durante el proceso de reco-
nocimiento la planta tiene que discriminar entre la bacteria patégena y la mutualis-
ta o bien, ésta debe eludir la respuesta defensiva. Seria interminable la lista de las
publicaciones que describen diferentes abordajes para elucidar esta cuestién, sin lle-
gar ninguno a descifrar el problema (ver Djordjevic et al. 1986; Baron y Zambryski
1995). Entre todos cabria destacar el trabajo de Vasse et al. (1993) proponiendo que
la induccién de HR podria ser parte del mecanismo por el que la planta controla la
infeccién y regula la nodulacién. Sin embargo, esta propuesta ha sido rechazada re-
cientemente por de Boer y Djordjevic (1995).

En este sentido, nosotros estamos estudiando la implicacién del SA en el estable-
cimiento de la simbiosis utilizando diferentes hospedadores y cepas microbianas con
variadas estrategias (Martinez-Abarca et al. 1996). A la vista de los resultados que se
van obteniendo, tal vez se pueda establecer la hipétesis de que los factores Nod, ade-
mas de su papel reconocido en las primeras etapas de la infeccién, determinan la
inhibicién de la respuesta defensiva con el correspondiente desarrollo de la asocia-
cién mutualista. Si los factores Nod enmascaran la bacteria como posible inductora
de la SAR o actian directamente inhibiendo la sintesis de SA, est4 todavia por ver.

Reconocimiento:
Agradecemos a Juan Pedro Donaire por la lectura critica del manuscrito.
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El grano de polen constituye una de las fases de ese basico y al mismo tiempo
peculiar aspecto de la vida de las espermatofitas que es la alternancia de generacio-
nes. Este ciclo de vida distingue drasticamente el proceso de formacién de gametos
sexuales en animales y plantas ya que, mientras en los primeros el organismo diploide
por meiosis produce los gametos, en plantas la meiosis origina las esporas que germi-
nan en un organismo haploide, el gametofito, que originara finalmente los gametos.

Con la evolucion, el esporofito ha ido aumentando paulatinamente su dominancia
sobre el gametofito hasta que, en plantas vasculares este tltimo se ha convertido en
una forma microscépica que depende del esporofito para su desarrollo. Sin embargo,
a pesar de esa dependencia, el gametofito sigue un programa de desarrollo estricta-
mente regulado que produce finalmente unas estructuras con un alto grado de dife-
renciacién, resultado de la actividad génica diferencial del nicleo haploide. El grano
de polen es un organismo microscépico con vida independiente y dos células, la
vegetativa y la generativa, con estructura y funcién radicalmente distintas. Esta pe-
culiar dindmica hace del proceso de formacién del grano de polen un sistema de gran
interés para estudios de expresién génica y para analizar cuestiones tan actuales
como los mecanismos y sefiales celulares que dirigen la polaridad o el destino celular.

El notable desarrollo de las técnicas de cultivo in vitro de tejidos vegetales por un
lado y de transformacién génica por otro, han relanzado el estudio del grano de polen
al convertirse en una alternativa real para nuevos métodos biotecnolégicos y de me-
jora vegetal. El polen cultivado ir vitro, tras someterlo a un tratamiento de estrés, es
capaz de desviarse de su ruta de desarrollo gametofitico hacia una nueva via
esporofitica, proceso denominado embriogénesis del polen o androgénesis, por el cual
el grano de polen se multiplica para dar lugar a un embrién y posteriormente a una
planta haploide. La planta haploide puede ser posteriormente diploidizada bien es-
pontdaneamente via endomitosis o por tratamientos con colchicina, y constituir asi un
individuo doble haploide en el que los genes seleccionados o introducidos
artificialmente en el polen se expresen, y todo ello en una sola generacién. Las plan-
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tas haploides son ademas de gran interés en estudios genéticos y de mutagénesis ya
que los mutantes recesivos se manifiestan directamente en organismos haploides.
Por otra parte, la regeneracién de lineas isogénicas a partir de dobles haploides se
estd utilizando para crear variedades y recombinantes de una forma répida, consti-
tuyendo un notable adelanto respecto a los métodos de mejora cléasicos.

A pesar de que se han desarrollado numerosos sistemas de cultivo in vitro, la
mayoria cultivo de anteras, para disparar la embriogénesis del polen en numerosas
especies, es todavia muy baja la frecuencia con que se obtiene la induccién. Hasta
ahora, la mayor parte de la investigacién sobre la induccién de embriogénesis en
polen se ha dirigido al desarrollo de diferentes sistemas de cultivo. Sin embargo,
comparativamente, son mucho menos los estudios encaminados a descubrir los facto-
res responsables del proceso de induccién androgénica, siendo muy escasos los datos
disponibles sobre cudles son las sefiales moleculares que median el disparo de la
induccién o qué procesos celulares intervienen en este cambio de programa de desa-
rrollo. Muchos de los escasos datos que se tienen sobre el mecanismo de la induccién
provienen fundamentalmente de estudios moleculares en alguno de los sistemas
modelo de embriogénesis de polen, como son el de Brassica y el de Nicotiana. Ambos
sistemas son cultivos ir vitro de microsporas o granos de polen aislados en medio
liquido los cuales, sometidos a unas determinadas condiciones de estrés, un choque
térmico o un periodo de ayuno fundamentalmente, comienzan a proliferar para dar
lugar a pélenes multicelulares o proembriones haploides. Todavia no conocemos cué-
les son las dianas celulares y moleculares de las sefiales que provocan la embriogénesis
ni cémo tiene lugar la transduccién de las mismas al interior celular.

Un punto clave para el éxito en la induccién es la seleccién del estadio de desarrollo
més adecuado para cambiar el programa de desarrollo. Los estudios secuenciales a
nivel celular han revelado que la microsporogénesis es un proceso largo en el que suce-
den numerosos cambios en la actividad génica y organizacién funcional del nicleo celu-
lar. Sin embargo, sélo en una pequefia «ventana» dentro de este proceso de desarrollo
es posible la reprogramacién hacia embriogénesis en respuesta a sefiales de estrés.

El estudio a nivel celular del programa de desarrollo gametofitico puede propor-
cionar datos relevantes para caracterizar el estado fisiolégico de las fases de desarro-
llo del polen mas sensibles a la induccién de embriogénesis y para establecer marca-
dores celulares del proceso. Este conocimiento es el que nos acercaria a los mecanis-
mos involucrados en la induccién y, por tanto, a conseguir una eficiencia mayor de
embriogénesis, no dependiente del genotipo de la planta donadora y en un rango
mayor de especies de interés agronémico, para su explotacién en mejora vegetal. Las
técnicas de biologia celular para la localizacién in situ de moléculas y procesos son
muy adecuadas para estudiar el proceso de desarrollo del polen ya que permiten
caracterizar su localizacién subcelular, su momento de expresién y sus cambios en
relacién a la actividad celular.
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Nuestro grupo estudia la biologia celular del programa de desarrollo del polen y
de su reprogramacién in vitro hacia embriogénesis, centrandose especialmente en la
caracterizacién de la actividad génica de la fase de desarrollo mas susceptible a la
induccién embriogénica, mediante el estudio de la organizacién funcional del ntcleo
como centro regulador del programa de desarrollo. Se ha puesto a punto el cultivo in
vitro de anteras y granos de polen aislados para embriogénesis en Capsicum annuum,
variedad americana, el pimiento, una planta de interés agronémico de la que no hay
muchos estudios sobre embriogénesis de polen..

De forma general, el proceso de desarrollo gametofitico del polen comienza en la
célula madre que tras la meiosis da lugar a las cuatro microsporas haploides unidas
en la tetrada por la cubierta calésica. Posteriormente, esta cubierta desaparece, libe-
réandose las microsporas dentro del saco polinico donde sufren un gran crecimiento.
En fases més avanzadas se desarrolla una gran vacuola citoplasmica que desplaza al
nucleo a un extremo, dando lugar a la microspora vacuolada, la cual sufre posterior-
mente una mitosis asimétrica o primera mitosis del polen forméndose el grano de
polen bicelular: un sistema tnico en la naturaleza en el que una célula completa, la
generativa convive dentro del citoplasma de otra célula, la vegetativa. Esta dltima es
la encargada de la formacién del tubo polinico en la germinacién. La célula generativa
sufrird una segunda mitosis que, en pimiento tiene lugar en el tubo polinico, forman-
dose las dos células espermaéticas, verdaderos gametos responsables de la fecunda-
cién.

Para el cultivo embriogénico se seleccionan yemas florales con los pétalos iguales
o ligeramente mayores que los sépalos, cuyas anteras contienen microsporas
vacuoladas avanzadas (Figs. 1a-1e) y pélenes bicelulares jé6venes con dos nicleos bien
diferenciados, el vegetativo y el generativo. Los pretratamientos de estrés consisten-
tes en choque térmico a 37°C o un precultivo en medio de semiayuno a 25°C han
demostrado ser capaces de producir embriogénesis en pimiento, como se ha descrito
para otras especies, observandose a los dos dias de cultivo granos de polen bicelular
atipicos, con dos nicleos que muestran un grado de condensacién cromatinica simi-
lar (Figs. 1f, 1i, 1j). Estos granos de polen con dos células similares se originarian
muy probablemente de la divisién esporofitica y simétrica de las microsporas
vacuoladas; estas estructuras contintian su proliferacién apareciendo a los 10-15 dias
de cultivo granos de polen multicelulares o pro-embriones globulares con hasta 15
nucleos (Figs. 1g, 1h). También aparecen tras el pretratamiento de estrés algunos
pélenes multicelulares con varios nicleos con una condensacién cromatinica similar
y otro desigual, apuntando un origen a partir de células desiguales, es decir, proce-
dentes de divisiones de granos de polen bicelular joven presentes en la poblacién
celular de partida en el cultivo. Sin embargo, la mayoria de los embriones presenta-
ban niicleos similares entre si, sugiriendo que la mayor respuesta embriogénica pro-
cede de las microsporas vacuoladas tardias (Esquema I).
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ESQUEMA 1

Diagrama que representa los diferentes patrones de di-
visiones observados en la embriogénesis del polen de
Capsicum annuum . I: Ruta principal que implica la di-
visién de la microspora vacuolada tardia. II: Ruta secun-
daria que implica la divisién de uno de los ntcleos des-
iguales del polen bicelular joven. a: microspora vacuolada
tardia, b: polen bicelular joven, c: grano de polen
multicelular, d: pro-embrién.

Nuestro estudio del proceso de induccién embriogénica en polen se centra en la
caracterizacién de la fase de desarrollo con potencialidad embriogénica, es decir, la
que es capaz de responder a las sefiales de estrés a las que se somete el cultivo. Para
esta caracterizacién se han analizado varios procesos a nivel celular de los cuales se
tienen algunos datos que demuestran que estén involucrados en la induccién como
los cambios en la actividad génica, la biogénesis ribosémica y la progresién del ciclo
celular, empleando la microscopia electrénica y los métodos de procesamiento en frio
o criotécnicas para posteriores localizacionesin situ de antigenos, genes y transcritos.
Este abordaje nos acerca a la determinacién de marcadores celulares del proceso.

La puesta a punto de diversos criométodos en granos de polen ha resultado indis-
pensable como paso previo para abordar estos estudios ya que estas técnicas de pro-
cesamiento en frio conservan la reactividad quimica y antigénica de la muestra, man-
tienen la ultraestructura y los componentes celulares més cerca de su estado in vivo
y facilitan el acceso de sondas y anticuerpos a sus dianas moleculares en la célula.
Estos requerimientos no los cumplen los métodos de procesamiento convencional de
muestras para microscopia electrénica. Concretamente, se han empleado criocortes
semifinos y ultrafinos de muestras criofijadas y cortes de resina Lowicryl K4M de
muestras criofijadas y criosustituidas o deshidratadas por PLT («Progressive Lowering
of Temperature»). Los estudios se realizaron en paralelo al microscopio éptico (MO) y
electrénico (ME), localizdndose inicialmente los antigenos por inmunofluorescencia
sobre criocortes semifinos de 1-2 mm de espesor, y posteriormente se estudi6 su loca-
lizacién en ME mediante inmunomarcado con oro coloidal. Los estudios de localiza-
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cién in situ a nivel ultraestructural se realizaron en material previamente tratado
con la citoquimica de metilacién-acetilacién (MA), puesta a punto en el laboratorio,
la cual contrasta especificamente las estructuras ricas en 4cidos nucleicos y es com-
patible con técnicas de inmunocitoquimica, hibridaciénin situ, digestiones enzimaticas,
etc, permitiendo una mejor visualizacién de las estructuras nucleares y por tanto
una mejor asignacién de los inmunomarcados en compartimentos nucleares bien de-
finidos.

Se realizé un estudio ultraestructural de las caracteristicas celulares que reflejan
el estado de actividad génica de los nicleos en las microsporas vacuoladas (Figs. 2a-
2g). Concretamente se ha estudiado la organizacién funcional de cromatina e
intercromatina ya que, por un lado la condensacién cromatinica representa un esta-
do inactivo en transcripcién, y por otro, las estructuras de la regién intercromatinica
constituyen pre-mensajeros en distintos momentos de procesamiento, almacenamiento
y transporte. Para estudiar la organizacién estructural y funcional de la cromatina
se llevaron a cabo las técnicas dein situ TdT («Terminal deoxi-nucleotidil Transferase»)
e in situ «nick translation».

La reaccién de la TdT realizada sobre cortes ultrafinos constituye un método muy
sensible para detectar DNA, incluso capaz de marcar estructuras con bajas cantida-
des como es el DNA de mitocondrias y plastidios. En la microspora vacuolada, la TdT
muestra un patrén de cromatina dispersa con pequefias masas y numerosas fibras de
cromatina descondensada en la regi6én intercromatinica (Fig. 2a). La reaccién de in
situ «nick translation» detecta lugares sensibles a la DNasa I, es decir, regiones del
DNA activo o potencialmente activo (expuesto). Empleando bajas concentraciones de
DNasa I, las particulas de oro decoran algunas fibras de la regién intercromatinica,
las cuales representan regiones de DNA activas o preparadas para transcripcién
extranucleolar. Asimismo, se aplic6 el nuevo método para mapear
ultraestructuralmente lugares de transcripcién, empleando anticuerpos contra
hibridos DNA/RNA que marcan in situ regiones del DNA molde y el RNA recién
sintetizado. El marcado se localizé en fibras de la periferia de la cromatina condensa-
da. Estos datos indicaban que la fase de microspora vacuolada es una fase de desa-
rrollo activa en transcripcién.

Para el estudio de la biogénesis ribosémica a nivel celular, un importantisimo
marcador es el nucleolo ya que este compartimento nuclear varia enormemente su
morfologia, tamafio y organizacién con los cambios en la expresién y procesamiento
de los genes ribosémicos. Su organizacién funcional constituye una sefial celular que
permite seguir el proceso de desarrollo. El empleo de la inmunocitoquimica e hibri-
dacién in situ ha permitido localizar parte de la maquinaria de transcripcién y proce-
samiento del rRNA asi como sus transcritos, caracterizdndose una distribucién fun-
cional de estas macromoléculas en los distintos componentes nucleolares, especifica
de la fase de microspora vacuolada. En esta fase de desarrollo el nucleolo muestra
una organizacién estructural tipica de una gran actividad de sintesis ribosémica, con
un abundante componente granular (CG) que alberga las particulas pre-ribosémicas,
entremezclado con el componente fibrilar denso (CFD). En muchos casos aparece
una gran vacuola de actividad en el centro de estos nucleolos (Fig 1d).




