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que como ha sido mencionado anteriormen-
te, corresponden a tres vaniantes del alergeno
mayoritario con diferente grado de
glucosilacion. Todas las variedades exami-
nadas muestran la presencia de bandas
reactivas al anticuerpo. Sin embargo, la in-
tensidad de la sefial se correlaciona estre-
chamente con la intensidad de las bandas
descritas en los geles tefiidos con Coomassie
(Fig. 1), es decir: menor intensidad relativa
en ¢l extracto de la variedad Arbequina, y
cantidades relativas similares para el resto
de las variedades.
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FIGURA 2. Inmunaoblot correspondiente al gel de
la figura 1, tratado con un anticuerpo monoclonal
frente al alergeno mayoritario de olivo (Ole e 1).
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Los niveles de transcritos correspon-
dientes al alergeno mayoritario del olivo Ole
¢ | fueron analizados mediante RT-PCR en
polen de las variedades estudiadas (Fig. 3A).
El gel muestra que dichos niveles son simi-
lares en seis variedades (Picholine marocaine,
Menara, Lucio, Picual, Loaime y Hojiblanca),
mientras en Arbequina no se detectd la se-
fial porque el nimero de ciclos de amplifica-
cién fue minimo. La figura 3B presenta un
control realizado con objeto de ratificar que
la cantidad de mRNA de partida para cada
una de las muestras es idéntica, puesto que
se observa que la intensidad de las bandas
resultantes de la amplificacién de ubiquitina
de la forma mondémerica hasta la forma
pentimerica es similar en todas las muestras,

ANALISIS DE LA EXPRESION DE LA CU,ZN-
SUPEROXIDO DISMUTASA

El andlisis mediante SDS-PAGE (Fig. 1)
de los extractos crudos obtenidos en polen
de las variedades de estudio no permitié
determinar con precisién la banda que co-
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FIGURA 3. Andlisis en gel de agarosa 1.5% en TAE de los productos amplificados mediante RT-PCR
correspondientes a los transcritos de Ole e 1 en polen de las variedades espanolas ymarroquies de
estudio. (B): Andlisis en gel de agarosa 1.5% en TBE del los productos amplificados mediante RT-PCR
correspondientes a los transcritos de ubiquitina desde la forma monémerica hasta la forma pentamerica

en polen de las variedades estudiadas.
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Discriminacion molecular en el polen de algunas variedades de olivo

rresponde a la Cu.Zn-SOD, con un peso
molecular estimado de 16 kDa. No se dispo-
ne de un anticuerpo adecuado anti CuZn-
SOD de plantas, por lo que no se realizaron
experimentos de inmunoblot que pudieran
corroborar dicha expresién

La figura 4 ilustra el andlisis de los nive-
les de transcritos de Cu.Zn-SOD mediante
RT-PCR usando el mismo control de
ubiquitina (Fig. 3B). El gel muestra que di-
chos niveles son similares en el polen de
todas las variedades de estudio.

ANALISIS DE LAS MICROHETEROGENEIDA-
DES EN EL ALERGENO MAYORITARIO OLEE 1

Las secuencias obtenidas para los dis-
tintos clones del alergeno Ole ¢ 1 han sido
remitidos a la base de datos GenBank, en
donde serdn préximamente accesibles. Los
andlisis establecidos mediante el uso de pro-
gramas especificos (Clustal X, Treeview),
permiten detectar un nivel elevado de
microheterogeneidad en las secuencias de
Ole e 1 obtenidas mediante RT-PCR, princi-
palmente en la regi6n 5' codificante. Dichas
microheterogeneidades consisten en cam-
bios de bases y deleciones que no afectan
en muchos casos a la secuencia aminoacidica.
Por otra parte, se puede mencionar que el nivel
de variabilidad intravarietal es significativa-
mente menor que la variabilidad que existe en-
tre variedades (Fig. 5).

DISCUSION

Los resultados obtenidos, indican que la
expresion del alergeno mayoritario de olivo Ole
e | y de la Cu,Zn-Superéxido Dismutasa estid
en general bastante conservada en las varie-
dades utilizadas en este estudio, por lo que
resulta muy dificil la discriminacién entre
variedades de Espaiia y de Marruecos en
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base dnicamente a estos pardmetros. Por el
contrano, ¢l andlisis de las secuencias obte-
mdas mediante RT-PCR de Ole e | ofrece mis
datos sobre el mivel del polimorfismo que
existe y también sobre el nivel de
microheterogencidad inter ¢ intravanetal. En
estudios anteriores (ViLLasa eral, 1994) di-
cho polimorfismo nunca ha sido atribuido a
la composicion varietal del polen de partida,
puesto que en dichos estudios se utilizé
polen comercial con composicién varietal
indefimda. El procedimiento utilizado en este
trabajo confirma que las microheterogenei-
dades detectadas en las secuencias de Ole e
1 estdn relacionadas directamente con el ori-
gen varietal del polen. Ademis, posibilita la
utilizacién del alergeno Ole e 1 como un buen
marcador molecular para la disciminacién en-
tre las variedades del olivo. Los cultivares con
bajo contenido alérgico o con alergenicidad
diferencial pueden tener diferentes aplicacio-
nes entre ellas la elaboracién de vacunas
alérgicas, el uso ornamental y su cultivo en
zonas densamente pobladas sin que puede
provocar ningun tipo de riesgo al nivel sani-
tario. Al contrario, la Cu,Zn-SOD no se pue-
de considerar inicialmente como un buen
marcador molecular, excepto si se logra con-
firmar mediante un andlisis enzimético ade-
cuado que existen diferencias a nivel de las
formas isoenzimdticas detectables en polen
de cada variedad de olivo estudiada.
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FIGURA 4. Andlisis en gel de agarosa 1.5% en
TBE de los productos amplificados mediante RT-
PCR correspondientes a los transcritos de
Cu,Zn-SQOD en polen de las variedades espafio-
las y marroquies de estudio.
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