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Respecto a la maquinaria de sintesis ribosémica, en el nucleolo de la microspora
vacuolada, se ha localizado el UBF («Upstream Binding Factor» asociado a la RNA
pol I) mediante el empleo de anticuerpos anti-NOR-90, en el componente fibrilar
denso (CFD) nucleolar, componente estructural donde ademas se localizan lugares
de transcripcién revelados por los anticuerpos anti-hibrido DNA/RNA. En este mis-
mo CFD se ha localizado, aunque con una distribucién més extensa dentro del mis-
mo, la fibrilarina (Fig 2g), proteina involucrada en las primeras etapas del procesa-
miento del pre-rRNA. Aplicamos la hibridacién ir situ empleando sondas RNA mar-
cadas con digoxigenina para localizar los transcritos 18 y 25 S TRNA en estos nucleolos.
La distribucién de rRNA es heterogénea en el nucleolo, la sefial de hibridacién es
muy alta en el CG y menor en el CFD (Fig 2f). Las dreas de citoplasma ricas en
ribosomas aparecen cubiertas de particulas de oro, mientras que en vacuolas
citopldsmicas y paredes celulares el ruido de fondo es casi nulo. Por otra parte, se
observa un marcado en el nucleoplasma correspondiente a los pre-ribosomas en tran-
sito hacia el citoplasma, esta sefial nucleopldsmica es especialmente abundante en la
fase de microspora vacuolada indicando una elevada produccién ribosémica y activi-
dad sintética nucleolar en esta fase del desarrollo del grano de polen. El
inmunomarcado con anticuerpos anti-RNA también mostré una distribucién
heterogénea de RNA en los compartimentos del niicleo y componentes del nucleolo,

revelando un patrén de distribucién caracteristico en la microspora vacuolada (Figs
2d-2e).

Los dltimos datos sobre embriogénesis del polen apuntan que sucesos dependien-
tes de la progresién del ciclo celular intervienen directamente en el proceso de induc-
cién. Los factores que regulan el ciclo celular en la microspora, la célula vegetativa y
la generativa del polen bicelular, parecen elementos claves implicados en el proceso,
aunque muchos datos sobre la progresién del ciclo durante el desarrollo gametofitico
estan adn por resolver. Para el estudio de la fase S durante el desarrollo del polen
hemos empleado la inmunolocalizacién de PCNA, el antigeno de proliferacién nu-
clear, cuya sintesis se activa con la entrada en fase S y que constituye una proteina
auxiliar de la DNA pol d durante la replicacién del DNA. La inmunolocalizacién de
PCNA presenta indudables ventajas para estudiar la dindmica de la fase S en proce-
sos de desarrollo en plantas con una larga interfase, en los que las técnicas de incor-
poracién in vivo de marcadores al DNA que esta replicando, como la bromo-deoxi-
uridina (BrdU), no resultan adecuadas ya que no se conocen los periodos precisos de
replicacién y la duracién de los mismos durante la interfase. Estudios de otros auto-
res han revelado la colocalizacién de PCNA con pulsos cortos de BrdU, asi como la
asociacién del PCNA con los complejos de replicacién.

En la fase de microspora vacuolada se observan dos distribuciones de marcado
con anti-PCNA, granos de oro disperso por el nucleoplasma y pequeiios «clusters» o
grupos asociados a fibras de la regién intercromatinica (Fig. 3a). Estos resultados se
explican porque a nivel de microscopia electrénica y con un procesamiento adecuado,
puede detectarse ademas la poblacién de PCNA soluble que est4 presente en todo
momento en la célula como un marcado disperso en el nucleoplasma no asociado a
lugares de replicacién. Sin embargo, en el polen bicelular sélo aparece un escaso
marcado de tipo disperso, tanto en el nicleo vegetativo como generativo (Figs 3b, 3c).
El estudio cuantitativo ha confirmado la existencia de dos tipos de distribucién del
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marcado en la microspora vacuolada, disperso y en grupos, y s6lo una distribucién de
marcado de tipo disperso en los nicleos vegetativo y generativo del grano de polen
bicelular (Esquema II). Estos datos muestran cémo la fase de microspora vacuolada,

una de las mas susceptibles de desviarse hacia la embriogénesis se trata de una fase
replicativa.
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‘ Estudio cuantitativo del marcado con
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anti-PCNA. Histogramas que ilustran
las dos distribuciones de marcado que
aparecen, particulas aisladasy en gru-
Dpos o «clusters», y su proporcién en los
nicleos de la microspora vacuolada,
vegetativo y generativo.
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Estos resultados parecen indicar que el estado replicativo y la elevada actividad
sintética en transcripcién ribosémica y extranucleolar, revelados por los estudios in
situ, confieren a la microspora vacuolada tardia de un estado fisiol6gico muy adecua-
do para responder a las condiciones de estrés que provocan la embriogénesis del po-
len. Los nicleos de las microsporas vauoladas tardias parecen estar «listos» o «prepa-
rados» para dividir y las condiciones del cultivo producirian una reprogramacién que
conduce a proliferacién y finalmente a la produccién de pélenes multicelulares y
embriones haploides.

Se han descrito diversos genes y proteinas como directamente implicados en el
proceso de induccién por diferentes grupos moleculares, como son ‘“varias proteinas de
«heat shock» y algunos clones de la familia de las MAP quinasas (MAPK). Las MAPK
son proteinas constitutivas de la célula de las que ya se han descrito homélogas en
células vegetales. Su fosforilacién en determinados residuos, sus niveles intracelulares
y localizacién subcelular varian como respuesta a la transduccién de sefiales de estrés
externas y hormonales, asi como por la entrada en proliferacién de células quiescentes.
Actualmente estamos estudiando mediante el uso de anticuerpos y sondas de MAPK
vegetales la implicacién de las mismas en el proceso de la induccién embriogénica en
polen. Los resultados preliminares han mostrado la localizacién ultraestructural en
citosol y region intercromatinica nuclear, tanto de antigenos como transcritos en célu-
las vegetales en ciclo y quiescentes (meristemos) y granos de polen en desarrollo, por
primera vez a nivel de microscopia electrénica. Ademaés se observan variaciones en la
densidad de marcado, tanto en los resultados de la hibridacién in situ como del
inmunomarcado con oro, en relacién al estado de proliferacién o quiescencia de la célu-
la y el periodo del ciclo. Los trabajos actualmente en marcha en el grupo, incluyendo el
andlisis cuantitativo de estos marcados y el empleo de estas sondas y anticuerpos en
los cultivos de microsporas para embriogénesis, informarén sobre el papel de las MAPK
en el desencadenamiento de una proliferacién inducida por estrés en una célula, la
microspora cuyo programa de desarrollo in vivo es otro.

El empleo de estos modernos métodos de localizacién en microscopia ha demos-
trado un alto potencial para el estudio del programa de desarrollo del polen in vivo e
in vitro y de su reprogramacién hacia embriogénesis de haploides. El enfoque celular,
tan valioso en el estudio de procesos de desarrollo tiene una gran ventaja para el
estudio de la embriogénesis del polen, donde el escaso nimero de microsporas que
siguen esa via y la dificultad de separarlas de las otras células en cultivo limita
notablemente la aplicacién de otras técnicas bioquimicas, de fisiologia o de biologia
molecular. Nuestros estudios en curso estd dirigidos a: reconstruir el proceso de
desarrollo gametofitico in vivo, como estudio basico para su comparacién con la ma-
duracién del grano de polen ir vitro; determinar las fases de desarrollo més adecua-
das para la induccién de embriogénesis asi como marcadores de embriogénesis que
permitan distinguir en fases muy tempranas los granos de polen donde se ha produ-
cido la induccién; localizar sefiales reguladoras de la reprogramacién hacia
embriogénesis; y por tltimo, caracterizar a nivel celular y subcelular los principales
procesos que tienen lugar en los primeros estadios de la embriogénesis del polen.

Algunos de los resultados expuestos forman parte del trabajo que realizé la Prof.
Dra. P. Ahmadian, de la Facultad de Agricultura de la Universidad de Teheran, Iran,
durante su estancia en régimen de Afio Sabatico en el laboratorio, y de la Dra. B.
Fadon, catedratica de Enseflanzas Medias, durante la realizacién de su tesis doctoral.
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LEYENDAS DE FIGURAS

FIGURA 1:

a, b, c: Microsporas vacuoladas tardias (a, b) y microspora en profase (c) de C. annuum
observadas bajo contraste de fase, secciones de Lowicryl de 1 um. Cabeza de flecha: ntcleo,
flecha: nucleolo, V: vacuola citopldsmica. Barras: 10 um.

d: Regién del niicleo de una microspora vacuolada al microscopio electrénico, seccién ultrafina
de Lowicryl. El nucleolo (NU) presenta una vacuola de actividad (flecha). La cromatina mues-
tra un patrén de cromatina bastante descondensada. Barra: 1um.
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e, f, g, h: Progresion del cultivo in vitro para embriogénesis de polen visualizado por tincién
con DAPI para observar los niicleos. Barras: 10 um. e: microsporas vacuoladas tardias al
comienzo del cultivo; f: polen con dos nticleos con el mismo grado de condensacién cromatinico;
g: grano de polen multicelularcon cuatro nicleos con el mismo grado de condensacién
cromatinico. h: Pro-embrién globular con méas de 10 niicleos.

i, j: Micrografias electrénicas de granos de polen multicelulares tras dos (i) y ocho (j) dias de
cultivo. Secciones ultrafinas de Epon, fijacion con Karnovsky. Barras: 1 nm.

1: Polen con dos nicleos que muestran el mismo patrén de cromatina (CHR) y una regién
intercromatinica (IR) muy densa, el citoplasma (CT) aparece rico en ribosomas y plastidios
(p), se observan depésitos densos en las vacuolas citoplasmicas (V).

Jj: Detalle de un polen multicelular con cuatro células. Se observan citoplasmas ricos en ribosomas
y plastidios, vacuolas con depésitos densos en su interior y nicleos con una organizacién similar
a nucleos meristemdticos. Obsérvese la diferencia de espesor (flechas gruesas y finas) de las
paredes celulares que separan las células procedentes de diferentes ciclos de divisién.

FIGURA 2:

a: Regidon nuclear de microspora vacuolada tardia, reacciéon de la TdT in situ para marcar
DNA, seccién ultrafina de Lowicryl de material tratado con MA. Las masas de cromatina
(CHR) aparecen intensamente marcadas junto a particulas de oro sobre fibras de cromatina
descondensada (flechas) de la regién intercromatinica (IR).

b: Microspora vacuolada. Inmunofluorescencia de anti-snRNPs (proteinas involucradas en la
eliminacién de intrones de los pre-mRNAs) en criosecciones de 1 um. El niicleo muestra
inmunofluorescencia positiva exceptuendo al nucleolo (flecha). La exina o pared especial del
polen muestra autofluorescencia inespecifica. Barra: 10 um.

c: Microspora vacuolada, inmunomarcado con oro de anti-snRNPs, seccién ultrafina de Lowicryl,
citoquimica de EDTA para tedir ribonucleoproteinas. Las fibras EDTA positivas (flechas) de
la regién intercromatinica aparecen marcadas, mientras que los granulos (cabeza de flecha)
son negativos al marcado. Barra: 1 uym.

d: Microspora vacuolada, inmunofluorescencia con anti-RNA, crioseccién de 1 um. Se observa
una sefial intensa en el citplasma exceptuando la gran vacuola que aparece oscura. El nucleolo
(flecha) es positivo, especialmente en su regién periférica.

e: Microspora vacuolada, inmunomarcado con oro con anti-RNA, secci6én ultrafina de Lowicryl
de muestras tratadas con MA. El inmunomarcado aparece en el citoplasma (CT) y el nucleolo
(NU) ; en la regién intercromatinica (IR) aparecen algunas particuals de oro (flechas abiertas).
En el nucleolo, el componente granular (G) y el fibrilar denso (F) muestran una densidad de
marcado diferente, alta y moderada respectivamente. Barra: 0.5 pm.

f: Microspora vacuolada. Hibridacién in situ RNA/RNA para el rRNA 18 S. Seccién ultrafina
de Lowicryl. La sefial de hibridacién se observa en el nucleolo (NU) con una distribucién
heterogénea, también se observa sefial de hibridacién en el citoplasma (CT) y en el nucleoplasma
(flecha abierta). Las masas de cromatina (CHR) y las vacuolas citopldsmicas aparecen com-
pletamente libres de marcado. Barra: 1 pm.

g: Microspora vacuolada, inmunofluorescencia con anti-fibrilarina, crioseccién semifina. El
nucleolo (flecha) aparece intensamente fluorescente. Barra: 10 um.

FIGURA 3:

Inmunomarcado con oro con anti-PCNA en niticleos de distintas fases de desarrollo del polen
de Capsicum annuum. Secciones ultrafinas de Lowicryl de material tratado con MA. Barras:
1 pm.

a: Microspora vacuolada. Se observan grupos o «clusters» (cabezas de flechas) de particulas de
oro sobre algunas fibras de la regién intercromatinica (IR) y en la periferia de las pequefias
masas de cromatina condensada. También aparecen algunas particulas de oro aisladas (fle-
chas finas) dispersas por la regién intercromatinica.

b, c: Nucleos generativo y vegetativo, respectivamente, del polen bicelular. Se observa un
marcado muy escaso constituido por algunas particulas de oro aisladas (flechas finas) en la
regién intercromatinica (IR).
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FIGURA 3




