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Resumen

El reconocimiento del polen por el pistilo involucra una serie de interacciones entre el
grano de polen y el pistilo de la planta receptora. Uno de los eventos tempranos de esta
interaccion es la capacidad que tiene la planta receptora a nivel del pistilo, para
discriminar su propio polen de aquel de plantas genéticamente relacionadas y no
relacionadas. Este fendmeno es conocido como autoincompatibilidad. En muchos casos
la incompatibilidad esta controlada por un solo locus muiltialélico, conocido como el locus
S, el cual determina la especificidad de la reaccion tanto en el grano de polen como en el
pistilo.

En las solanaceas los productos génicos del locus S en el pistilo son S-RNasas. Aunque
se sabe que las S-RNasas son las determinantes genéticas que controlan el rechazo del
polen alelo S especifico, existen evidencias de que otros factores genéticos (genes
modificadores) no codificados en el locus S son requeridos para el rechazo del polen
propio. A la fecha solo un gen modificador ha sido identificado y clonado. Este gen es
conocido como HT. Sin embargo, la via genética del rechazo del polen debe ser mas
compleja y por tanto, se cree que deben participar varios genes.

Para abordar estos estudios es necesario contar con poblaciones que segregan en

plantas autocompatibles (AC) y autoincompatibles (Al), las cuales deben ser ademasf
plantas genéticamente homogéneas y las diferencias genéticas entre plantas AC y Al =
s6lo deben radicar en los genes involucrados en el rechazo dei polen.

Este trabajo tuvo como objetivo principal la caracterizacion genetlca y ~molecular

poblacion recombinante 011613-X de Nicotiana alata, para conocer: el comp rt mlento ;

genotipico y fenotipico de esta poblacion, asi como para evaluar la funclonal|dad /n_wvo
de las S-RNasas que se encuentran segregando en la poblacion. ‘

Para conocer cuantos son los genes modificadores asociados a la respuesta de
autoincompatibilidad en las plantas Al, cada individuo de la poblacion fue polinizado

manualmente con su propio polen y aquel de las plantas homécigés Sa2Sa2, Sc1eScio ¥




vi

_Smssms As:mlsmo por ensayos de PCR y SDS PAGE se’ evaluo Ia presencla de las S-
* RNasas tanto a nivel de DNA' como de protelna : : :

El analisis genético en plantas AC y Al permitié concluir que la mutacién en las plantas AC
de N. alata es recesiva y que el fenotipo de Al en la poblaciéri '0‘1 1613-X esta controlado
por dos genes con funciones redundantes, ya que la poblacion 011613-X segrega en una
proporcion fenotipica de 3:1, es decir, 3 plantas Al por una AC (X?= 0.015, «=0.90).
Ademas se comprobd que tanto las plantas AC como las Al expresan niveles normales de -
S-RNasas en el estilo. No obstante, éstas no son funcionales en los estilos de las plantas
AC, ya que no son capaces de inhibir el crecimiento de tubos polinicos de polen

incompatible.



1.0. ANTECEDENTES

Dentro de las angiospermas es comun que algunas’ plahtas _produzcan - flores
hermafroditas, es decir, estan presentes tanto los 6rganos.reprodﬁctores masculinos
(estambres) como los femeninos (pistilos) dentro de Ia_mi‘sma'fflor, lo cual en muchas
ocasiones, promueve la autofecundacion y la endogarhia_. _e\’/entos asociados con la
disminucién de la variabilidad genética y por tanto son considerados deletéreos para Ia
evolucion de las angiospermas en algunos casos (Mauseth’,‘199>8).

1.1. Estructura de la flor

Por lo general en las plantas con flores existen cuatro tipos de verticilos florales: caliz,
corola, androceo y gineceo, cada uno formado por un conjunto de sépalos, pétalos,
estambres y carpelos, respectivamente. Cuando una flor presenta todos estos tipos de
apéndices se le conoce como flor completa y perfecta. En el caso de que uno de los
verticilos florales esté ausente, se dice que las flores son incompletas y si uno de esos
verticilos faltantes son el androceo o el gineceo se llama imperfecta. La posicién de cada
uno de estos verticilos florales puede apreciarse en la figura 1. El cdliz es el verticilo mas
externo de los cuatro verticilos que conforman la flor y esta formado por los sépalos, que
son hojas modificadas y su funcién principal es proteger el botén floral durante su
desarrollo, asi como mantener la humedad dentro de éste; también se les atribuye una
funciéon protectora contra las bacterias y esporas de hongos. Los pétalos en conjunto
forman lo que se conoce como la corola y son internos al caliz en la mayoria de las
angiospermas. Los pétalos generalmente funcionan como atrayentes de polinizadores ,:‘
especificos. Los sépalos y pétalos forman el perianto y cuando no existe distincion ehtre"

uno y otro verticilo floral a cada unidad se le ilama tépalo. s e
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Pétalo

Estign .. Antera
- ! Estambre
Fistito Estilo Filamento
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1 Receptaculo
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Figura 1. Esquema de una flor tipica mostrando los cuatro verticilos florales: caliz, corola, androceo
y gineceo. Los pétalos funcionan como atrayentes de polinizadores. Los estambres producen el
polen. El pistilo, es el que contiene el ovario y a su vez los évulos, Iugar donde se lleva a cabo la

fecundacion (Tomado y modificado de Mauseth, 1998). . ; . -

El tercer verticilo de afuera hacia adentro es el androceo, t‘:uyos" estambreé son re'ferrlydosr‘;
como los organos masculinos de la flor, ya que éstos proddcen el polén (gametbﬁttdk, :
masculino). En la figura 2 se muestra como los estambres se componen por dos parteks. el
filamento y la antera, generaimente integrada por dos [6bulos y cuatro esporangios, donde
se lleva a cabo la microesporogénesis y microgametogénesis para originar el poleh
haploide. El polen se encuentra formado por una compleja pared celular que consiste de
una capa interna llamada intina, compuesta principalmente de celulosa y una mas externa
llamada exina formada principalmente de esporopolenina (Mauseth, 1998). )

El pistilo es la parte que constituye el gineceo y salvo una excepcion en las flyore_s'_‘
hermafroditas, esta localizado en el centro de la flor, sobre el receptaculo. Esta
compuesto de tres partes (figura 1): CoE
1) Estigma. Es el sitio del pistilo donde el polen es deposntado por dlversos vectores
(por viento. animales. agua, etc). )
2) Estilo. Estructura por la cual se conecta el estigma al ovario y a través del cual

crecen los tubos polinicos.
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3) Ovario. Lugar donde se localizan los ‘évulos y dentro de los cuales se encuentra al
saco embrxonano que contiene al gameto femenino u ovocelula (figura 2)

A ( Microspora
& - Granos
3=l Nucleo de la de.
— microspora polen
{hapicide)
Estambre : < Antera

Nucleo de ta
Megaspora

Fitamento (haploide)

Megaspora

\

Figura 2. Esquema de antera y ovulo tipicos. A, en la antera, las células madres de la microsporas
por medio de meiosis generan cuatro células llamadas microsporas o granos de polen. B, en el
pistilo se encuentra et ovulo, el cual genera cuatro células haploides por medio de meiosis, de
éstas sélo una sera la megaspora funcional que formara al saco embrionario (Tomado y modificado
de Mauseth, 1998).

En la reproduccion sexual de las angiospermas se presenta una alternancia de
generaciones: la fase esporofitica o esporofito, en donde las células resuitantes seran
siempre diploides y la fase gametofitica, en la cual existe la parte masculina o
microgametofito (grano de polen) y la femenina o megagametofito (saco embrionario).

1.2. Polinizacién

En botanica este término se utiliza para describir los eventos durante la reproduccion
sexual de las angiospermas que ocurren desde el momento en que el grano de polen es
liberado de la antera y transportado a! estigma, para algunos botanicos la polinizacién
incluye tambien el evento hasta que el tubo polinico descarga las células espermaticas
dentro del saco embrionario (Lord, 2000). Aunque a la etapa después de la germinacién
del polen hasta los eventos previos a la fecundacion, también se le conoce como fase
progamica (Franklin-Tong, 1999).




volu la.interaccion = _
ario) -y “el’'gametofito
masculino a través de! tubo polinico; el cual contiene las céiulas espermaticas,. - -

El proceso de polinizacién es ‘el Unico evento en las plantas que.
“"célula a célula entre los tejidos femeninos (estigma, estilo|y

1.2.1. Papel del estigma y ovario durante la polinizacién

El estigma y el estilo tienen diversos papeles importantes en el proceso de polinizacic'm.‘
Primero, el estigma actta como una superficie receptiva para atrapar los granos de polen,
y en algunas especies forma una barrera inicial contra el polen indeseado (Knox et al.,
1976; Clarke et al., 1979). Segundo, aunque no hay evidencia directa de que el estigma
suministre un soporte nutricional para el grano de polen, el estilo parece proveer un
recurso de nutricién para la elongacién del tubo polinico. El tercer papel del tejido de
transmision del estilo parece ser la guia del tubo polinico hacia el ovario. Sanders y Lord
(1989) sugieren un cuarto papel para el estilo el cual participa activamente facilitando la
extension del tubo polinico por medio de un sistema de reconocimiento- adhesion .
bioquimico. La cuarta funcion del pistilo (estigma, estilo y ovario) es que actia como una
barrera para la autopolinizaciéon, evitando de esta manera la endogamia en cruzas
intragspecificas y la formacion de hibridos futiles en cruzas interespecificas.

Las barreras que evitan la autopolinizacion fueron descritas desde Darwin cuando: &l
observd que algunas especies vegetales eran completamente estériles con ksu_‘ pr'obic;;'r
polen pero no con e! polen de otra planta. Con la observacion de Darwin, a e‘stev tipé de:.’
plantas se les ha podido clasificar en plantas con autoincompatibilidad (Al) heteromérfica ‘
6 Al homomérfica (Raghavan, 1997). .

2.0. Autoincompatibilidad heteromérfica

El analisis morfolégico del sistema heteromodrfico se ha enfocado con mayor atencidén
sobre la diferencia en longitud de los estambres y los estilos en flores de la misma
especie. Dependiendo de la arquitectura floral, la Al heteromorfica se puede distinguir en
dos tipos de morfos florales en las especies distilicas o en tres morfos florales en el caso
de las especies tristilicas (Raghavan, 1997).

En las tipicas especies distilicas, un morfo presenta el estilo mas largo que los estambres,
y es conocido como pin, mientras que el otro morfo es conocido como thrum, el cual se




Figura 3. Morfologla de las plantas distilicas en el sistema de Al heteromdrfica. A, flores tipo pin
donde el estilo es mas largo que !os estambres. B, morfo thrum, los estambres son mas largos que
el estilo. C, conducta de polinizacion entre flores distilicas (Tomado de Raghavan, 1997).

2.1. Morfologia tristilica

El analisis de |la morfologia tristilica como un mecanismo de reproduccion ha sido
estudiada en pocos miembros de las familias Oxalidaceae, Pontederiaceae y Lythraceae,
ya que el porcentaje de plantas que lo representan es poco. Las caracteristicas distintivas
de la morfologia tristilica es la presencia de tres formas florales: estilo largo, estilo medio y
estilo corto. La union de estambres de dos longitudes diferentes en cada morfo,
corresponde a las longitudes de los estilos en los otros dos morfos. Esto es, que aquellos
morfos que poseen estilo largo tienen estambres de longitud media y corta, los que tienen
estilo medio tienen estambres largos y cortos, y los de estilo corto tienen estambres de
larga y mediana longitud, como se puede ver en la figura 4.



Barrett, 1991).

Figura 4. Morfologia de flores de tipo tristilica. A, la flor muestra un morfo donde el estigma es
largo pero con estambres de corta y mediana longitud. B, la forma de Ia flor que aqui se puede
observar es con estigma medio pero los estambres que posee son largos y cortos, y C, este morfo
presenta un estigma corto y los estambres de mediana y larga longitud (Tomado de Raghavan,
1997).

Los caracteres heteromorficos de estambres y estigmas estan involucrados en el
sindrome de incompatibilidad, la heterostilia es claramente un fenémeno controlado
esporofiticamente. Comparado con el sistema homomaorfico, el mecanismo del rechazo
del polen a nivel gengtico en un sistema heteromoérfico se acopla a diferencias en la
morfologia floral para promover la polinizacion cruzada. De Nettancourt (1977) y Lewis y
Jones (1992) describieron con detaile la genética y herencia de la Al en los sistemas
heteromorficos. Las bases genéticas de la morfologia distilica estan gobernadas por el
complejo del gen S con dos alelos, Sy s. El alelo dominante es encontrado en las plantas
de estilo corto (morfo thrum) en un estadc heterocigoto (Ss), mientras que, el alelo s se
presenta en un estado homocigoto (ss) en plantas con estilo largo (morfo pin). Sin



embargo; muy. poco es lo que se sabe acerca de las vias genéticas y bioquimicas donde
“actuan los productos de estos genes. :

3.0. Autoincompatibilidad homomarfica

La distribucion de la autoincompatibilidad homomarfica es relativamente mas extensa que .

la del tipo heteromérfico ya que se han pedido describir estos sistemas de Al en 91 de las
aproximadamente 271 familias de angiospermas que existen (Dickinson et al., 1‘992_).
Mientras que los sistemas heteromorficos poseen mecanismos morfoldgicos en la f'l_orv

para impedir la autopolinizacién, los sistemas homomérficos presentan un sistema .. -

genético complejo que ayuda al rechazo del polen propio y de aquel de otras especié”s.i :

El rechazo dei polen de otras especies es conocido como rechazo interespecifico y el
rechazo del polen que proviene del mismo individuo se conoce como' rechazo
intraespecifico. Son muchas las especies que tienen control sobre el tipo de polen que
llega a su estigma y son capaces de excluir el polen no deseado, mediante un sistema
genético de reconocimiento especifico del polen. En especies homomdrficas  la
autoincompatibilidad (Al) se define como la incapacidad de una planta hermafrodita fértil
para producir semillas después de su autopolinizacién (De Nettancourt, 1977), esvtev
sistema es capaz de promover la polinizacién cruzada asi como la variabilidad genética' .

entre las angiospermas.

El control genético de la Al homomdrfica esta dada por un locus multialélico conocido
como locus S (De Nettancourt, 1977), el cual contiene al menos el alelo S del polen y el
alelo S del estilo (Revisado en Cruz-Garcia y McClure, 2001). Este locus es el que
determina la especificidad de la reaccién tanto en el grano de polen como en el pistilo. El
numero de alelos $ presantes en una poblacién puede variar de especie a especie, ya
que por ejemplo, en algunas especies de Brassica se han encontrado mas de 60 alelbs.
en Papaver van de 60 a 80 alelos y en Trifolium de 150 a 250 (Dickinson et al., 1992;
McClure et al., 2000). '

3.1. Sistemas de Al esporofitica y gémetofitica s :

Los sistemas de Al homombérfica se han dividido en dos tipos: gametofitico y éspyokrofitivco
(Raghavan, 1997; De Néttancourt, 1977), los cuales ‘se diferehéian por el -sitio de




expresion del alelo S, ya que este puede seren el tepdo diploide materno (2n) de Ia antera
(Al esporofltlca) oen el genoma haplonde del grano de polen (AI gametofmca)

En la Al gametofitica, el genotlpo haplo:de del grano de polen expresa solo el alelo S que_

heredd, el cual es la determinante ' genética que va a definir- el fenotlpo para la
incompatibilidad, y la fecundacién va a ser impedida si el alelo S del polen es igual a uno”
de los alelos S presentes en pistilo de la planta receptora. En contrasté, en la Al
esporofitica, la determinante genética del polen es expresada en las células tapetales de
la antera (tejido materno 2n) secretada y depositada en la cubierta del polen, por lo que
los productos de los alelos que presenta el polen en su superficie seran el resultado de la
expresidon de la planta madre (esporofito), es decir, el grano de polen portara en su

cubierta los productos de los dos alelos que porta la planta madre. El rechazo del polen se
presenta cuando hay coincidencia entre al menos uno de los alelos del estigma y el grano
de polen (figura 5). Algunas otras diferencias entre los sistemas de Al gametofitica y
esporofitica se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Comparacion de
esporofitico (Sims, 1993).

los sistemas de Al homomodrfica: gametofitico y

Sistema de Al gametofitico

Sistema de Al esporofitico

El fenotipo de reconocimiento esta
determinado por el genotipo haploide del
polen.

El fenotipo de reconocimiento esta
determinado por el genotipo diploide de la
planta madre.

Existencia de codominancia de la actividad
del alelo S en el estilo y el polen.

Codominancia de los alelos S en el estigma
con codominancia, dominancia o con
debilidad mutua en el polen.

El sitio donde se lleva a cabo la respuesta
de Al es el tejido de transmision del estilo.

La reaccion de Al se desarrolla en la
superficie de! estigma.

La respuesta de Al se manifiesta con la
inhibicion del crecimiento del tubo polinico.

La respuesta de Al se lleva a cabo porlia
inhibicion de 1a germinacién del grano de
polen o si éste germina, no hay penetracion
en la cuticula del estigma.

Caracteristico de especies con polen
bicelular y estigmas hiumedos.

Caracteristico de especies con polen
tricelular y estigmas secos.
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Figura 5. Funcionamiento del sistema de Al. En este ejemplo la planta tiene un genctipo S:S2, por
lo que su polen portara los alelos S, y Sa. Si la Al es determinada esporofiticamente (como sucede
en Brassica), el polen de esta planta podria tener los fenotipos S,S,. Pero en cambio, si la Al es
gametofitica (ta! es el caso de Papaver y Nicotiana) el polen podria tener el fenotipe S, 6 Sz. A, en
un escenario incompatible, el polen de una planta $,S;, llegara al estigma de la misma planta o de
otra con los mismos alelos S (es decir. S;S;), y por lo tanto el polen sera incompatible y la
germinacion y el crecimiento de los tubos polinicos sera inhibida, segun sea el caso. En Brassica y
Papaver la inhibicidn es muy rapida ya que ocurre en la superficie del estigma. Mientras que, en
Nicotiana es un poco mas tardio el efecto de inhibicidn se lleva a cabo en la parte estilar de la
planta y como consecuencia de ésto no hay formacion de semillas. 8, en el caso de que los alelos
del polen sean diferentes a los alelos del pistilo, la hidratacion, germinacion y crecimiento de los
tubos polinicos sera de manera normal, por lo que la fecundacién de los ovuios permitira formacion
de semullas (Adaptado de Franklin-Tong, 2002).

En general, la Al esporofitica ha sido estudiada en tres familias esencialmente:
Brassicaceae, Asteraceae y Convolvulaceae, siendo mas extensivos los estudios en
Brassica. En tanto, la Al gametofitica se ha descrito en mas de 80 familias de plantas con
flores (Kao y McCubbin, 1996), pero ha sido estudiada con mayor detalle a nive! molecular
en Papaveraceae y en miembros de la familia Solanaceae incluyendo a Nicotiana,



Petunia, Solanum y" Lycopersicon, -mientras’ que, la Al esporofitica ha sido estudiada
‘e'xtensivamente en Brassicaceae (Brassica).

La existencia de los sistemas de autoincompatibilidad como estrategias para promover la
variabilidad genética han sido documentadas desde los estudios genéticos clasicos de
Darwin que datan desde finales del siglo XVIil. Pero es dentro de las dos ultimas décadas
donde los cientificos han sido capaces de complementar los estudios genéticos con
analisis bioquimicos y moleculares contribuyendo asi a elucidar las complejas series de

interacciones que ocurren en la interfase polen-pistilo.

3.1.1. Sistema de Al esporofitico en Brassica

En el caso de la Al esporofitica en Brassica se han identificado dos proteinas que
segregan con el fenotipo de Al. Una de ellas es la proteina SLG, que es una proteina de
secrecion y la otra es la SRK, una proteina cinasa con propiedades de receptor que posee
dominios extracelulares con alta homologia a SLG, una regién transmembranal y un
dominio de cinasa intracelular (Takasaki et al., 1999; Wheeler et al., 2001). Ambas
proteinas son expresadas en las células papilares del estigma (Nasrallah y Nasrallah,
1993; Nasrallah, 1997). Aunque se sabe que las dos proteinas son codificadas por el
locus 8, evidencias recientes sugieren que la SRK es la que determina la especificidad de
la respuesta en las células papilares del estigma (Goring y Rothstein, 1992; Goring et al.,
1993; Stein et a/, 1996; Kusaba y Nishio, 1999). En lo que respecta a la determinante
masculina, recientemente fue clonado el gen que codifica para ésta (Nasrallah, 1999).
Este gen fue denominado SCR/SP11 y codifica para una proteina rica en cisteina de bajo
peso molecular con ocho residuos de cisteina que forma cuatro puentes disulfuro’
(Schopfer et al., 1999; Shiba et al/.,, 2001). El gen SCR/SP11 se expresa en las células
tapetales de la antera y es secretado a la exina. Un modelo de rechazo del polen alelo S
especifico en Brassica fue propuesto por Franklin-Tong (2000). En este modelo (figura 86)
se propone que cuando se presenta la reaccion de Al la proteina SCR/SP11 interactha
primero con la proteina SLG que se encuentra en la matriz extracelular de las células
papilares del estigma y que posteriormente el complejo SLG-SCR/SP11 interaccionara
con el dominio extracelular de SRK, activando su dominio intracelular de cinasa y por
tanto, su autofosforilacion (Goring, 1993). La forma fosforilada de SRK interaccionara con
la proteina ARC presente en la papila estigmatica, la cual contacta a un intermediario
desconocido, quedando de esta manera instalada la respuesta de Al, que culminara con
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la inhibiciéon de Ia germmaclon el grano de polen (Franklln-Tong, 2002) Los detalles de

la cascada de sefializacion mtracelular dentro de Ia celula papllar atin se desconoce. Sin
embargo, las evidencias sug:eren que ésto podrla regular la actividad de las acuaporinas,
las cuales podrian eétar limitando la salida de agua de las células papilares para la
hidratacion del polen, evitando su germinacién.
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Figura 6. Mecanismo de activacion de la respuesta de Al en Brassica. A, el tamarno del locus S es
estimado entre 20 y 400 kb. Las determinantes femeninas son SLG y SRK. SRK posee un dominio
de cinasa. SLG y SRK definen la extensién del locus S. El determinante masculino es SCR/SP11 y
se localiza entre SLG y SRK. La distancia entre SRK y SCR/SP11 es de aproximadamente 15 kb.
B, cuando el grano de polen llega a la superficie estigmatica, SCR/SP11 que fue localizado en la
cubierta de! grano de polen (1), y cuando éste interactua con SRK (2). Esta interaccién estimuia la
fosforilacion del dominio de cinasa de SRK del grano de polen(3). Seguido de ésto, SRK fosforila a
ARC1 presente en la papila estigmatica (4) y algunos estudios sugieren que ésto es lo que regu|a
la limitacion de entrada de agua necesaria en el grano de poien para su hidratacion y germmacmn
(Franklin-Tong, 2002).




3.1.2. Sistema de Al gametofitico en solanaceas

En la familia Solanaceae, especificamente en Nicotiana, los estudios que se han realizado
sobre la biologia de la polinizacion han permitido identificar algunos factores genéticos y
bioquimicos que controlan la polinizacién., Asimismo, estos estudios han demostrado que
la Al es controlada genéticamente por un locus polimérfico llamado locus S (De
Nettancourt, 1977). El producto del locus S en el pistilo es una ribonucleasa (McClure et
al.,1989). Estas proteinas son conocidas como S-RNasas, las cuales son glicoproteinas
basicas de alrededor de 30 kDa que se secretan hacia la matriz extracelular del tejido de
transmisién del estilo, por donde se dirige el tubo polinico al ovario (Anderson et al., 1986;
Cornish et al., 1987; Broothaerts et al., 1995, McClure et al., 1993, Sassa et al., 1996; Xue
et al., 1996).

Estas glicoproteinas son exclusiva y abundantemente expresadas en el pistio y se
localizan en el tejido de transmisién del estilo, donde se lleva a cabo el rechazo del tubo
polinico en Nicotiana (Cornish, 1987; Anderson et al.,, 1889; Jahnen, 1989). En la figura 7
se muestran los dominios por los que estan conformadas las S-RNasas. Estas enzimas
poseen cinco regiones altamente conservadas (C1-C5). Tres de estas regiones C1, C4 y
C5, contienen aminoacidos hidrofébicos implicados en la formacién de la estructura
nucleo de las S-RNasas (Kao, 1996; loerger 1991). Las otras dos regiones conservadas,
C2 y C3, presentan una notable similitud de secuencia con el sitio activo de las
ribonucleasas de hongos: la RNasa T2 y la RNasa Th y en particular, existen dos residuos
de histidina que son requeridos para la actividad de RNasa (Kawata, 1988; McClure et al.,
1989; Kawata et al., 1990; Green, 1994; Royo et al., 1994, Iéhimizu, 1995; Parry et al.,
1997).




\Q;/// c2
i
|
Hva HVb

I [ bt
PS1 PS2

Figura 7. Representacion esquematica de la estructura primaria de las S-RNasas. Las 5 regiones
conservadas se denotan por C1-C5. Se muestran las 2 regiones identificadas como regiones
hipervariables (HVa y HVb) loerger et al. (1991), asi como los dominios de seleccion positiva
(PS1-PS4) por Ishimizu et al. (1998).

Las diferentes formas alélicas de la S-RNasa también comparten de siete a diez residuos
de cisteinas conservadas, las cuales estan involucradas en la formacidon de 4 enlaces
disulfuro y en la estabilizacién de la estructura terciaria de la proteina (Tsai et al., 1992;
Oxley y Bacic, 1996, Ishimizu et al., 1996; Parry et al., 1998). Las regiones conservadas
de las S-RNasas estan separadas por regiones que muestran distintos grados de
variabilidad entre los alelos de la S-RNasa. Hay dos regiones hipervariables, HVa y HVb,
las cuales exhiben un alto grado de diversidad en secuencia (loerger et al., 1991; Silva y
Goring, 2001). Estas dos regiones hipervariables son muy hidrofilicas por naturaleza, por
lo que se sugiere que estas regiones son las responsables de la interaccion con los
productos del alelo S del polen. Ademas se ha sugerido que otras regiones largas dentro
de la estructura de ia S-RNasa, PS1-PS4 podrian estar involucradas en la determinacion
de la especificidad alélica de la autoincompatibilidad (Ishimizu et al., 1998).

La actividad de ribonucleasa es esencial para el rechazo del polen (reaccion . de
autocincompatibilidad), sugiriendo que las S-RNasas actian como agentes citotéxicos alelo -
S-especificos, responsables de la degradacion del RNA ribosomal (RNAr) del tubo -

polinico (Gray et al., 1991, McClure et al., 1990). En este modelo, las S-RNasas pueden_t
jugar dos papeles: uno de reconocimiento y otro catalitico. Esto puede ser comprobadq; o
con el hecho de que cuando las S-RNasas pierden su actividad, las plantas no llégah a

presentar el fenotipo que las caracteriza por rechazar el polen y por tanto, no se obsérvéﬂ
la degradacion det RNAr (Huang et al., 1994). En tanto, el componente del polen ‘eh.la' Al




aun se desconoc Lar ente Io que se conoce es. como un factor suscep bl
condnctones de cutotox:cudad especxflca de la S- RNasa ’

a ciertas

k“A'pé"s‘ar' de ‘c'bnocer que las proteinas S son requeridas para la respuesta de Al aun no se
.,sabe con’ certeza cual es el mecanismo por el cual las S-RNasas inhiben e! crecimiento de
los tubos polinicos autoincompatibles. Por ello se han propuesto dos modelos para tratar
"‘de exphcar las bases moleculares del rechazo del polen (Thompson y Kirch, 1992; Matton
'él al. 1994; Kao y McCubbin, 1996). El primer modelo es el del inhibidor (figura 8A), y en
él se propone que el producto S de! polen funciona como un inhibidor general de la S-
RNasa localizado en el citosol del tubo polinico, interfiriendo con la actividad de RNasa de
todas las S-RNasas excepto de la S-RNasa alelo especifico (Thompson y Kirch, 1992;
Matton et al., 1994; Kao y McCubbin, 1896). Como se ilustra en la figura 8A, el transporte
de las S-RNasas no es alelo S especifico; por lo tanto, ambas S-RNasas (S; y So»-
RNasas) podrian entrar en los tubos polinicos S; y S;. No obstante, dentro del tubo
polinico S;, unicamente la S;-RNasa podria activarse e inhibir el crecimiento del tubo
polinico S; (marcado con una X en la figura 8A). En el ejemplo del tubo polinico Si, su
crecimiento podria continuar ya que el inhibidor S; del polen estaria inhibiendo tanto a la
S, y la S;-RNasas.

El segundo modelo se llama modelo del receptor (figura 8B). Este modelo dice que el
producto S del polen es un receptor de superficie localizado en la pared celular o
membrana plasmatica del tubo polinico, éste es capaz de reconocer y translocar
especificamente a las S-RNasas estilares dentro del tubo polinico (figura 8B). Por
ejemplo, si un pistilo lleva los alelos S, y S, podria sintetizar y secretar a la S;- y S»-
RNasas estilares dentro del tejido de transmisién del pistilo donde los tubos polinicos Sy
S, estan creciendo. La proteina S, del polen podria reconocer a la S,-RNasa y permitir la
entrada de ésta al tubo polinico S; donde se llevara a cabo |la degradacion de su RNA y
detener asi el crecimiento de este tubo polinico (denotado por una X en la figura 8B). En
cambio, la proteina S, del polen no es reconocida por las S,- y Sx-RNasas por lo que se
impide {a entrada de aquellas S-RNasas dentro del tubo de polen S; y permite el
crecimiento normal del tubo polinico.
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Figura 8. Dos modelos de la activacion alelo especifico de la respuesta de Al en Solanaceae. A,
modelo del inhibidor y B, modelo del receptor de la S-RNasa, ambos regulan el rechazo del polen.
Cada modelo exhibe el crecimiento del tubo polinico S, en el espacio extracelular del tejido de
transmision del estilo que produce y secreta las proteinas S;- y S;-RNasas. En A, ambas proteinas
(S; y S;-RNasa) son capaces de entrar al tubo poiinico S;, pero unicamente la proteina S, es
capaz de funcionar como RNasa e inhibir el crecimiento del tubo (X); en cambio en B, unicamente
la proteina S, es capaz de entrar al tubo polinico S, y detener su crecimiento (X). En ambos
modelos, !a actividad de RNasa de la proteina S; es responsable de la inhibicion del crecimiento
del tubo polinico S,. en tanto, el crecimiento del tubo polinico S; continua normalmente ya que en
ninguno de los dos modelos es reconocido e inhibido.

3.1.3. Sistema de Al gametofitica en Papaver

Papaver rhoeas es la especie mas estudiada de este género, al igual que en las
solanaceas, el control genético es gametofitico. El sistema de Al en P. rhoeas es
controlado genéticamente por medio de un locus S multialélico. El producto estilar de este
locus S en esta especie es una proteina que se secreta hacia la superficie del estigma y
tienen una masa molecular de alrededor de 15 kDa. Esta proteina se ha determinado
como proteina S y muestra una estructura compacta con 6 hojas 3 y 2 « hélices cerca del
C-terminal. Estas proteinas no presentan ninguin tipo de homologia con las S-RNasas y se
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ha reportado que bajo condiciones in vitro las proteinas S son suficientes para cau'sar—rel
rechazo del polen alelo S especifico (Foote et al.. 1994; Franklin et al., 1995). Al igﬁal ciué
en Nicotiana la determinante masculina no se ha identificado aun. Sin eniba’rgo,’ a
diferencia de la actividad en Nicotiana y otras solanaceas, la respuesta de Al 'se .
manifiesta con la inhibicion del crecimiento del tubo polinico inmediatamente después de
la germinacién del polen sobre la superficie del estigma y no en el estilo como se ha
observado en las solanaceas (Revisado en Cruz-Garcia y McClure, 2001). El sistema de
Al en P. rhoeas es totalmente distinto del sistema Solanaceae (tabla 2). Los datos que se
han obtenido de los estudios realizados en P. rhoeas sugieren que el mecanismo de Al
gametofitica que presenta involucra una cascada compleja, incluyendo cambios en los
niveles de las concentraciones de Ca?", la fosforilaciéon de las proteinas especificas y la
transcripcion de los genes especificos dentro de los tubos polinicos. Un resumen sobre el
tipo de control genético y los productos del locus S en la actualidad se presenta en la
tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los sistemas de Al para los cuales los datos moleculares
estan disponibles (Kao y McCubbin, 1996; Schopfer et al., 1999; Shiba et al., 2001)

Familia Control Genético Sitio de Componente del Actividad
inhibicién del locus S clonado catalitica
polen implicada
Brassicaceae Solo un locus Superficie del Femenino Cinasa
esporofitico estigma Masculino
Solanaceae Solo un locus Estilo Femenino RNasa
gametofitico
Papaveraceae Solo un locus Superficie Femenino Cinasa
gametofitico estigmatica
Rosaceae Solo un locus Estilo Femenino RNasa
gametofitico
Scropulariaceae Solo un locus Estilo Femenino RNasa
gametofitico

4.0. Genes modificadores

Por definicidén los productos del locus S determinan la especificidad de la réspuésté dg Al. :
Sin embargo, solo en el caso de Papaver la especificidad del pistilo és,jsuﬁéién‘t‘e'pkar;a‘

iniciar la respuesta de Al (Foote et al., 1994; Franklin-Tong et al., 1995; Frénkljh-TonQ et -
al, 1997). No obstante, se ha visto que no solo las S-RNasas son vlas‘jj'que- ‘estan -




mvolucradas en el rechazo del polen (inhibicidén del tubo polinico) smo que exnsten otros o
”factores genetlcos que regulan dicha actividad. En el sistema de Al en Brassrca yen
'aquellos que son dependientes de las S-RNasas se han reportado que existen otros

genes o factores diferentes a las determinantes genéticas de la Al, los cuales son
reqkueridos para que se desencadene el rechazo del polen alelo S especifico y por tanto,
module la respuesta de Al ademas de los genes S del pistilo y del polen. A estos factores
se les ha denominado genes modificadores y pueden ser clasificados en 3 grupos: Grupo
1, son aquellos factores genéticos que afectan directamente la expresion de los genes
que determinan la especificidad. Grupo 2, son los que interactian estrechamente alelo-S-
especifico (genética o bioquimicamente) con los determinantes especificos y son
requeridos para el rechazo del polen. Grupoe 3, incluye los genes que funcionan en el
rechazo del polen y en otras interacciones polen-pistilo (McClure et al., 2000).

4.1. Genes modificadores en Brassica y el sistema de Al

En Brassica, |a respuesta de Al no sélo se lleva a cabo con las protelnas SRK,: SLG y
SCR/SP11 sino que existen otros genes involucrados dentro de esta respuesta de
. especificidad. El gen SCF es un ejempio de gen modlfcador del grupo 1, que afecta la

; expresion de los genes relacionados a los SGL, aunque se desconoce su mecanlsmo de

: accion (Nasrallah et al., 1992; Gaude et al., 1995; Kusaba y NISth, 1999) El gen MOD es -
un ejemplo del grupo 2. Este gen codifica para una acuaporina,’la cual puede estar’
involucrada en la regulacion de liberacion de agua desde las células papllalfes del_estlgma
para hidratar al polen en cruzas compatibles (lkeda et al.,, 1997). " k : Al

4.2, Genes modificadores en Solanaceae

Existen evidencias genéticas sefalan que factores |ndependlentes al locus S son
requeridos en la respuesta de Al dependiente de las S-RNasas (Anderson y De Wmton

1931; Mather, 1943; Martin, 1968). Recientemente, Tsukamoto et al., (1999) estuduaron»

poblacicnes silvestres de Petunia axilaris con plantas Al y autocompatlbles (AC)‘

encontraron que la autocompatibilidad (AC) fue originada por un efecto alelo S” S|

sobre |la expresion de la S-RNasa, colocando al factor afectado en el grupo 1 de lo genes s

modificadores. Asimismo, Ai et al (1991) trabajando con plantas AC'deIF cult:var , '

Strawberry Daddy, encontraron que cuando estas plantas fueron cruzadas con aquellas Al i

de Petunia hibrida, todas las plantas en la generacion F1 fueron Al. Por lo tanto se puede :
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decvr que el cultnvar Strawberry Daddy tlene una mutacnon recestva que cae en el grupo 2:

g de los genes modufcadores el cual no se requnere para la expresnon de la S-RNasa, pero
) es necesario para la respuesta de Al.

& En el caso de Nicotiana también se requieren genes modificadores del grupo 2. Por

ejemplo, en Nicotiana plumbaginifolia que es una especie AC que no expresa S-RNasas y
por lo tanto siguiendo el modelo de que las S-RNasas son las unicas que determinan el
rechazo del polen alelo S especifico, es de esperarse que si se clonara y expresara
alguna S-RNasa en N. plumbaginifolia, esta especie podria desarrollar la respuesta de Al.

Sin embargo, cuando se generaron plantas transgénicas de N. plumbaginifolia que
expresan niveles normales de la Sa>-RNasa o de la Scio-RNasa, las plantas transgénicas
resultantes fueron incapaces de rechazar el polen con el alelo Sa; 0 Scio. No obstante,
cuando éstas fueron cruzadas con aquellas plantas AC de N. alata cultivar BT, plantas
que normalmente no expresan ninguna S-RNasa, pero que contienen factores diferentes
a las S-RNasas importantes para el rechazo del polen, los hibridos producto de esta cruza
adquirieron la capacidad de rechazar el polen Saz 0 Scip (Murfett et al., 1996), indicando
que la respuesta de Al que desarrollaron los hibridos fue dependiente de fapto&'esf
diferentes de S-RNasas heredados por N. alata BT. . :

Para identificar los supuestos genes modificadores del grupo 2 en Nicotiana,»McC'lure et
al. (1999), realizaron la busqueda de genes que se expresan diferencialmente entre N.
alata BT y N. plumbaginifolia. Durante la busqueda se identificé un cDNA, el.cual fue
designado como HT, éste codifica para una proteina de 101 aminoacidos con una region
en el extremo carboxilo rica en residuos de asparagina y aspartato. El transcrito de HT se ;
expresa fuertemente en estilos de plantas Al de N. alata, pero no se detecta en estilos de
N. plumbaginifolia.

Para evaluar la participacion de la proteina HT en la respuesta de Al alelo S-especifico, se
prepararon plantas transgénicas que expresaron en antisentido el cDNA HT. . La
construccion en la cual se clond en antisentido el cDNA HT fue utilizada para transformar
plantas de N. plumbaginifolia, las cuales se cruzaron con plantas Al de N. alata Scio Sco.
La progenie hibrida de 5 plantas independientes no mostraron niveles detectables de la
proteina HT y aceptaron el polen con el alelo Scio. De esta manera, estos resultados
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lmphcan ala proteina HT como un factor del grupo 2 por su especnﬁcudad de accién en la
respuesta de Al (McClure et al., 1999).

5.0. Antecedentes inmediatos

En la familia Solanaceae el alelo S en el estilo codifica para una proteina de alrededor de
30 kDa con actividad de RNasa, la cual es conocida como S-RNasa. Aunque se sabe que
la S-RNasa es la determinante genética en el estilo de la Al en esta familia, existen
evidencias genéticas que seRalan que otros factores genéticos diferentes a éstas son
necesarios para el rechazo del polen alelo 8 especifico. Estos factores son conocidos
como genes modificadores (McClure, 2000). Para identificar y clonar molecularmente
genes modificadores se generd una poblacion recombinante de N. alata (poblacion
011613-X, datos no publicados) que segrega en plantas autocompatibles (AC) y
autoincompatibles (Al), donde se presume, se encuentran expresando estos genes en
plan‘t’as_bAI y que estan ausentes o no expresados en plantas AC.

5.1. Pedigri de la poblacién 011613-X

La poblacién 011613-X se origind a partir de la cruza entre una planta mutante natural de
N. alata (Sa2Sc10), qQue acepta su propio polen y que sintetiza niveles normales de la Saz- y
la Scio-RNasa. Esta mutante fue cruzada reciprocamente con una planta Al de N. alata
S10sS105 Y SU fenotipo de polinizacion fue evaluado en la generacion F1, encontrandose
que todas las plantas fueron capaces de rechazar su propio polen, por lo que el defecto
en la mutante fue declarado como recesivo (figura 9A). El hecho de que todas las plantas
en la F1 fueron Al demuestra fehacientemente que las S-RNasas en la mutante no
presentan alguna mutacion puntual que afecte directamente su actividad o el dominio de
reconocimiento del producto del polen S, lo que provocaria que acepte su propio polen.
De no ser asi, se habria obtenido alguna subpoblacién con plantas parcialmente Al, ya
que algunas plantas en la progenie F1 heredaria la S-RNasa defectuosa.

Para generar una poblacidén que segregara con plantas AC y Al, una planta heterociga de
la generacion F1 (5279-1, Sa:S10s) fue retrocruzada con la mutante original y la poblacién
obtenida fue designada 04936 (Figura SA).



E] fenotipo de pohnlzac:on en Ia poblacxon 04936 se evaluo probando su capactdad para
producir semillas despues de ser autopohmzadas y con polen de los homécigos SAzsAz. )
S105S105 ¥ Sc1oScio, o que permltlo ubicar el defecto en la parte estilar, De Ias plantas
evaluadas se ldentlflcaron aquellas que fueron capaces de formar frutos y se designaron
como AC y aquellas que no formaron como Al. :

Para ratificar y fijar el defecto recesivo en las plantas AC, se eligieron las plantas
autocompatibles 04936-177 (Sa2Scie) y 04936-224 (Sa2S.05). Estas plantas expresah
niveles normales de la Saz-, Sis- ¥ la Sci-RNasa. Estos individuos fueron cruzados
reciprocamente y la progenie analizada en su capacidad de aceptar o rechazar polen con
los alelos Saz, Sios © Scio. LOs resultados de esta cruza mostraron que toda Ia'progéhie
fue AC (Figura 9B), lo cual indica que la mutacion en las plantas defectuosas ademas de
ser recesiva fue heredada de manera estable, por lo que la planta 04936-177 fue
seleccionada como defectuosa en su parte estilar y funcioné como uno de los padres para
producir una nueva poblacion recombinante genéticamente mas homogénea ’(011k613-X, :
figura 9C). SR
La planta 04936-177 se cruzé con la planta Al de N. alata (S105sS10s, donadora de poleh),
que se postula como un homodcigo capaz de restaurar el defecto observado en la mutante
de esta especie. La progenie heterociga resultante (11611) recuperd la capacidad de
rechazar el polen con los alelos Scio, Saz ¥ Sios. Ratificando que la mutacion de la planta |
defectuosa (102-118) es recesiva (Figura 9C).

Para investigar cuantos factores son los defectuosos en las plantas AC, una planta Al
(11611-23, Sa2Si0s) de la poblacion heterociga 11611, fue retrocruzada con la blahta
defectuosa 04936-177 (Sa2Sci) quien actudé como donadora de polen. La poblacién
resultante fue designada como 011613-X (Figura 9C). S




A ’ . Poblacién recombinante 04936
_.-N. alata 102-118 AC (Sa2Sc10) X N. alata Al (S105S10s)
Expresando niveles normales de l Expresando niveles normales de
la Saz Yy Sips-RNasa v la Sy0s-RNasa

Generacion 1:
Fenotipo: 100% de plantas Al (poblacién 5279)
Genotipo S: SAzS.Igs ¥ Sc10S10s

v
Retrocruza 1
Planta heterociga Al {SazS10s) X N. alata AC (Sa2Sc1o)

Generacion 2: Generacién BC1 de la retrocruza:
Fenotipo‘ poblacién 04936 segregando con plantas ACy plantas Al

B Poblacién recombmante 11611
Planta AC 04936-177 (Sa2Sc10) . 04936-224 AC (SAzsw,r,)
Generacion 3: Generacion F1

Fenotipo de la poblacién 11609: 100% de plantas AC
Genotipo S: Sa2Sa2 Sa2S10sY Sc10S10s

c . Poblacion recombinante 011613-X

N. alata AC 04936-177 (ScmSAz) X Planta: N. alata Al 110 18(102 118)(S|055‘°5)

Generacion 4: i Generacion F1
Fenotlpo de Ia poblacidon 11611: 100% de plantas heteroctgas AI
Genotipo S: Sa2S105 ¥ Sc10S10s

Retrocruza 1 '
Planta heterociga Al 11613-23 (Sa2S10s5) )f N. alata AC 04936-177 (Sa2Sc10)

v
Generacion 5: Generacion BC1: Poblacion 011613-X
Genotipo S: Sa2Sci0. SazS105 ¥ Sc10S10s
Proparcion: 3:1
Al : AC

Figura 9. Pedigri de la poblacion recombinante 011613-X. En este diagrama se muestran 5
generaciones donde se indican las cruzas genéticas que originaron la poblacién 01 1613-)(.
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6.0. OBJETIVO GENERAL

« Caracterizar genética y molecularmente la poblacién 011613-X de Nicotiana alata.

6.1 Objetivos particulares:

a. Anallzar el comportamiento genético de la poblacién segregante 011613-X de N. .
alata en cuanto a la capac:dad de aceptar o rechazar su prop:o polen .

b. Determmar si las plantas:AC: de la poblacnon segregante 011613—X de N alata, -
portan el gen de Ias S- RNasas y si este es expresado H T ’

“c. "Evaluar si las S- RNasas que segregan en Ia poblacnon O11613-X de’ N alata son
. funcionales in wvo medlante tecmcas de mlcroscopia de ﬂuorescencna



~
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7.0. MATERIALES Y MéTobos ‘ :

7.1. Determinacion del fenotipo de polmnzacnon de la poblac:on 011613-X de N. alata por
medlo de polinizaciones manuales. .

- Semillas producto de la cruza entre la plénta Al (11611-23, Sc10S10s) con la planta
defectuosa 4936-177 (SazScio) fueron germinadas y las plantulas fueron mantenidas bajo
condiciones de invernadero con 16 h luz /8 h osduridad y una temperatura de entre 25 y
30°C. La poblacion analizada consistiéo de 100 individuos. Una vez que las plantas
alcanzaron la floracion (~2 meses después de la siembra), se emascularon 7 flores de
cada individuo 48 h antes a la antesis, para evitar contaminacién con el polen propio. Las
polinizaciones se llevaron a cabo tres dias después de la emasculacion. Los estigmas
fueron polinizados con polen proveniente de la misma planta (autopolinizaciéon) y con
aquel proveniente de las plantas homocigas Sa:Saz, S105S10s Y Sc10Sc10. debido a que en
la poblaciéon 011613-X segregan las Saz~, Sios- ¥ Scio- RNasa. El fenotipo de polinizacion
se evalud como la capacidad de formacioén de frutos después de los 10 dias después de
la polinizacion. Las plantas fueron declaradas completamente autocompatibles (AC)
cuando el 90% de las flores polinizadas con el polen propio y con aquel proveniente de las
plantas homaécigas, formaron frutos.

7.2. Genotipificacion de la poblacion 011613-X
7.2.1. Purificacién de DNA total

La genotipificacidén de la poblacion 011613-X se realizdé mediante la reaccién en cadena
'de la polimerasa (PCR). EI DNA que se usd como molde para. realizar 'Ia PCR fue
purificado de hojas jovenes de cada individuo de la poblacién, ya que este tipo de tejido
contiene pocos polisacaridos y compuestos polifendlicos. La extraccion delAD'NA total se
reallzo mediante el protocolo de aislamiento de DNA para tejido en plantas (QIAGEN)
como se indica abajo.

1. Se pulverizaron 100 mg del tejido de hoja en nitrégeno liquido y el polvo fue
transferido a un tubo Eppendorf donde se le adicionaron inmediatamente 400
ul del buffer AP1 y 4 pl de 1a solucion de RNasa A (100 mglml) La mezcla fue
agitada en un vortex.

2. La mezcla se incubdé por 10 minutos a 65°C, mezclando de 2-3 veces por

inversion del tubo.



3. Se adncronaron 130 pl del: buffer de l:s:s AP2 Las muestras se mezclaron e
mcubaron por 5 min en h|elo ’ : R g : '
4, - El lisado fue apllcado a una columna (Q/Ashredder) sntuandola en un tubo de .

coleccibnde 2 mly centrlfugando por 2 mm a 13 000 rpm

5. El- eluato fue recuperado y transferido ‘a’ un" nuevo tubo al cual se le

adicionaron 0.5 del volumen del buffer AP3 y 1 volumen de etanol (96- 100%) ybv
- se mezcld pipeteando.

6. De la mezcla anterior, 650 pl fueron transferidos a otra columna de |ntercamb|o
idnico (DNeasy), la cual se colocd en un tubo de colecciéon de 2 mi, este se -
centrifugd por un minuto a 8000 rpm y se descarto el eluato.

7. La columna DNeasy fue colocada en un nuevo tubo de coleccidn para:
adicionar 500 ul del buffer AW. La mezcla se centrifugd por un minuto a _8000»,
rem. Se elimind el eluato. Este paso fue repetido 2 veces. )

8. La columna DNeasy se transfirié a un tubo nuevo de 1.5 miy se adlctonaron'
100ul de H,O destilada en el centro de la membrana de la columna La" )
membrana humeda se incubd durante 5 min a temperatura amblente y‘

después se centrifugé por un minuto a 80C0 rpm.

7.2.2. Amplificacién por PCR de fragmentos de DNA codlf‘cante para las S- RNasas

Los fragmentos de DNA codificante para la Sax-, Sws- Y. scm—R
por PCR, utilizando como templado DNA total de cada lnle{_
X.

Las secuencias de los oligonucleétidos ’que"z

B a)
© Oligo: S,os—ZSOS Co T

- TGA CCT CCA CCG AAG AGG A1
Oligo: S,QS-ZSOA
5'- GTT.TI
b) Amplificacién del DNA"para la
Qligo: Sax-P1 “
5'- AAA GTA CCA TCG C
Oligo: SAZ-PZ - e o R N
- TGT GAA GTT ATI' CAT ceT CGG 3' ‘ Tm= 50.2°C %GC= 42.9

Tm=52.0°C . %GC= 50.0
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c) Amplificacion del DNA para la Scy-RNasa.
Oligo: S¢10-P1

5'- GAC CTA ACC ACC GCA GAA AC-3' Tm=51.2°C %GC=55.0 ‘
Oligo: Sc10-P2 ) . -

5'- CAT CGA GTC GAA ACA TAT GCC-3' Tm= 52.2°C %GC=47.6

d) Amplificaciéﬁ . dei DNA para la Rubisco (utilizado como control

positi\)o de ampiiﬁcaéién). )

Oligo: Rub-P1 Coe

5-AGG CCT GGATCC GTATTATTG-3' Tm=52.2°C %GC=47.6
Oligo: Rub-P2

5'-GGT CTC ATA ACT TGG TAG GAA TGC-3' Tm=52.9°C %GC= 45.8

Las reacciones de PCR se realizaron por separado para la amplificacion de la Sigs-
RNasa, utilizando los oligos S:05-2508 y S105-250A a una concentracion final de 13 pM. En
el caso de la ampilificacion de la Sgio- ¥ Sa-RNasa, la reaccion de PCR se realizd
utilizando una mezcla de 6 oligos (Sax-P1, Sazx-P2, S¢10-P1, Sc10-P2, Rub-P1 y Rub-P2) de

la siguiente manera:

Los oligos utilizados estuvieron a una concentracién final de 13 pM.. Es importante
mencionar que en la mezcla de los 6 oligos se incluyeron aquellos que ampilifican un
fragmento de DNA que codifica para la subunidad pequefia de la Rubisc'o' Lo anterior se
realizoé para tener un control positivo de amplificacién del PCR, ya que se ‘sabe que este
gen esta presente en todas las plantas verdes.

La mezcla de reactivos que se usaron para las reacciones de PCR fue ‘Gomo sigue, donde
solo varian los primers para cada reaccidn:




16.15 pl de H,O
. 0.75 ul MgCl; (50 mM)
2.5 ul Buffer PCR (10X), 15.6 unidades
0.3 pl dNTP's (20 mM)
2.0 ul mezcla de 6 oligos (13 pM)
0.3 p! Taq polimerasa recombinante (5 unidadés/ul; GIBCO)
3.0 pyt de DNA templado
25.0 pl total

Las longitudes de los productos de PCR esperados soﬁ los siguientes:
s Saz- ~400 pb. !
=  Sc10-~300 pb
= Sjos- ~200 pb
= Rubisco- ~200 pb

Las condiciones de PCR a las que fueron sometidas las muestras correspondientes a la
amplificacion de los productos de la Sa, y Scio-RNasa fueron las siguientes:

94°C- 1 minuto un ciclo

94°C- 45 segundos \

63°C- 1minuto 40 ciclos

72°C- 2 minutos / :

72°C- 2 minutos un ciclo

Las condiciones de ampilificacion para la Sy05-RNasa fueron:

94°C-1 minuto un ciclo
94°C- 5 segundos > 40 ciclos
72°C- 1 minuto

72°C- 5 minutos un ciclo

Una vez concluidas las reacciones de PCR los productos se fraccionaron
electroforéticamente en geles de agarosa al 2% y tefiidos con bromuro de etidio (10
mg/ml) para determinar que genes de las S-RNasas se encuentran segregando en las
plantas de la poblacion 011613-X.
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7.3. Analisis electroforético de proteinas' estilares para determinar si las S-RNasas se
expresan normalmente en plantas AC y Al

Para este analisis se seleccionaron 3 plantas AC (38,60 y 65)y 3 Al (15, 120y 134), alas
cuales se les extrajeron proteinas totales de estilos. Brevemente, se maceraron 20 estilos
con aproximadamente 500 pl de amortiguador de extraccidon de proteinas (50 mM NaCt;
50 mM AcNa pH 5.0 y 1% B-Mercaptoetanol) en un mortero preenfriado. El homogenado
fue recuperado y clarificado por centrifugacion a 13,000 rpm por 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante fue trasladado a un tubo limpio y mantenido en hielo o guardado a -80°C
hasta su uso. L.a concentracion de proteina fue cuantificada por el método de Bradford, el
cual consiste en utilizar diluciones de albumina de suero de bovino (BSA, GIBCO BRL) a
partir de 0.1 mg/ml 1 mg/ml (a intervalos de 0.1 mg) y se disolvieron en el reactivo de
Bradford en una proporcién de 1:100, ésto con el fin de obtener la curva patrén de
absorbencia / concentracion. De la misma manera y en la misma proporcion se aplicaron
las muestras a analizar. Las lecturas de absorbencia se realizaron a temperatura
ambiente y a una longitud de onda de 585 nm.

10 pg de proteina total fueron aplicados a un gel desnaturalizante con SDS de
poliacrilamida al 10% y fueron fraccionadas electroforéticamente. Esta electroforesis se
llevdo a cabo en dos fases: a) una en el gel concentrador, el cual contiene una
concentracion de 4% de acrilamida y pH 6.8 y b) un gel separador 10% con pH 8.8. Los
geles fueron tefiidos con azul brillante de Coomassie. La identificacion de las S-RNasas
se realizd por su abundancia, ya que se sabe que del 15-30% de las proteinas totales en
el estilo son S-RNasas y debido a que la Sa; y Sios-RNasas tienen una masa molecular de
32 KDa, mientras que la Scio-RNasa de 34 KDa (Murfett et al., 1996). :

7.4. Analisis del crecimiento de tubos polinicos en estilos de plantas AC ‘y Al de la
poblacion 011613-X.

Con el fin de comprobar que las S-RNasas son funcionales in planta se realizaron
observaciones del crecimiento de los tubos polinicos por medio de aplastados de estilos
en plantas AC y Al. Se seleccionaron 3 plantas AC (38, 60 y 65) y 3 Al (15, 120 y 134) con
el mismo genotipo (Sc10S10s).



Laé flores (3 de cada planta) fueron emasculadas 48 Vh""ariiévs de la antesis de Ia flor.
Pasados 3 dias, éstas fueron polinizadas manualmente con el polen proveniente de las
tres . plantas homocigas (SazSaz. ScioScio ¥ Si0sS+0:) @si como :con su’ propio polen
(autopolinizaciones). )

Después de 72 h, tiempo suficiente para que los tubos polinicos hayan alcanzado el
ovario, los estilos fueron colectados y fijados en etanol/ acido acético (3:1). Después de
haber permanecido por lo menos un dia en la solucién fijadora, los estilos fueron
transferidos a una solucién de sulfito de sodio al 10%, con el fin de reblandecerlos,
adicionando un tratamiento de 5 minutos en autoclave en la misma solucién, para un
mayor reblandecimiento del tejido. Transcurrido el tiempo en esta solucion, los estilos se
transfirieron a una solucion de azul de anilina al 0.1%. La incubacién en azul de aniliha es
de por lo menos 12 hrs. Después de este tratamiento los estilos polinizados fueron
colocados en portaobjetos de vidrio adicionando azul de anilina y cubriendo con
cubrecbjetos y posteriormente ser aplastados. Las preparaciones se sellaron con barniz
para ufias transparente y fueron observados por microscopia de epifluorescencia a una
longitud de onda 360 nm. '

Las observaciones se realizaron a nivel del estigma, la parte media y base del estilo, tanto
en las plantas AC como en las Al y se tomaron fotomicrografias.




8.0. RESULTADOS

8.1. Analisis genético de la poblacién 011613-X por medio de polinizaciones manuales.

Para determinar la proporcion fenotipica de plantas AC y Al en la poblacién recombinante
011613-X, se realizaron polinizaciones manuales en 100 individuos, evaluando la
capacidad de cada una de las plantas para producir semillas después de Ia
autopolinizacidn y de la polinizacion cruzada con polen proveniente de los homocigos Saz-
, Sios5- ¥ Scio. debido a que en la poblacion 011613-X segregan las Saz-, Sies- ¥ Scio-
RNasas. Cabe sedalar que la polinizacién con el polen proveniente de las plantas
homacigas, permitié descartar aquellas plantas que fueron declaradas como Al por su
incapacidad de formar frutos, lo cual en algunos casos fue impreciso, yé que se detectd
que algunas plantas producen poco polen viable. La proporcién fenotipica de plantas que
rechazaron o aceptaron el polen propio y de aquel proveniente de los homdcigos SazSaz,
S105S105 ¥ Sc10Sc10 S€ puede observar en la figura 10.

En esta figura se muestra Unicamente el comportamiento fenotipico de 90 plantas, ya que
de las 100 plantas analizadas en este sentido, 10 presentaron un fenotipo de polinizacion
confuso, por lo que se decidid no tomarlas en cuenta para el analisis estadistico. De las
90 plantas analizadas se encontré que el 75.6% representa a las 68 plantas Al, es decir,
son plantas que rechazan su propio polen asi como aquel con los alelos Saz-, Sigs- Y Scio,
mientras que, el 24.4% es el porcentaje que representa a las 22 plantas restantes, las
cuales aceptan todo tipo de polen, por io que fueron declaradas AC (figura 10). EI
comportamiento detallado de las plantas AC y Al se puede observar con mejor detalle en
las tablas 3 y 4 de! apéndice Il.
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75.6% Al
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X?=0.015 (a= 0.90)

No. de Plantas

24.4% AC
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Fenotipo de polinizacién

Figura 10. Fenotipo de polinizacion de la poblacion recombinante 011813-X. 80 plantas de esta
poblacidn fueron analizadas, de las cuales el 75% corresponde a plantas Al y el 24.9% a plantas
AC (X®= 0.015, «= 0.90). AC= Autocompatibles, Al= Autcincompatibles.

Al observar la distribucion fenotipica de los porcentajes de las plantas Al y AC en
la poblacion 011613-X, se planted la hipdtesis de que la segregacion era 3:1 (Al:AC). Para
probar esta hipétesis se calculd el estadistico de X3, el cual tuvo un valor de 0.015 a un
nivel de probabilidad de 0.90. Este valor permite decir con un 90 % de confianza que la
poblacién 011613-X segrega de manera Mendeliana con una proporcion fenotipica 3:1, es
decir por cada 3 plantas Al, hay una AC.




8.2. Las plantas de Ia poblacién 011613-X portan los genes de la Sgio-, Saz- 0 Sies- .

RNasas

Uno de los aspectos importantes a conocer en los individuos que conforman la poblacién
recombinante, fue si portaban y expresaban los genes para las S-RNasas que segregan
en esta poblacién, ya que como se menciond antes, esta poblacion es el producto de la
cruza entre las plantas heterocigas 4936-177 (AC, Sa:Scio) y la planta 11611-23 (Al,
Sa2S10s). TOomando en cuenta la cruza donde la planta Al es la madre, los individuos en la
poblacién deberan portar en su estado diploide las siguientes combinaciones de S-
RNasas: Sc10S1es, Sc10Sa2 0 SazSi0s pero nunca homocigos para la Saz-RNasa, debido a
que la planta 11611-23 (Sa2S10s) que fungid como madre es Al y rechaza el polen Saa.

La prediccion de los genotipos anteriores fue evaluada por PCR, utilizando iniciadores
especificos para la Saz-, |a Sios- ¥ 12 Scio-RNasa. La PCR se realizé utilizando DNA total
de cada una de las plantas que conforman esta poblacion, el cual fue utilizado como

templado en las reacciones de amplificacion.

Un ejemplo de los resultados obtenidos después de fraccionar los productos de PCR en
geles de agarosa al 2% se muestran en la figura 11, donde se pueden observar los genes
de plantas Al y AC. En los carriles 2 y 3 se presentan bandas prominentes de 400 y 300
pb que corresponden a la amplificacion de los segmentos de DNA de los genes de la Saz-
y la Scis-RNasa, respectivamente, ya que fue utilizado el DNA de las plantas homécigas
Sa2Saz ¥ 1a ScicSci0 cOomo controles positives para este ensayo. Ademas, en la figura 11
se puede ver en los carriles 4, 5, 8 9, 12 y 13 productos de PCR de 400 pb
correspondientes a los segmentos de DNA de la Sa.-RNasa de las plantas Al (156, 157,
72,59, 151 y 32) y en los carriles 8, 7, 10 y 11 productos de PCR de 300 pb, los cuales
corresponden a la amplificacién de segmentos de DNA de la Scio-RNasa también de
plantas Al (77, 66, 7 y 56). Estos resultados indican que estas plantas portan los alelos
que codifican para la Sci-RNasa y la Sy,-RNasa. ’
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No. do planta

. - &y » . 4—— S,;-RNasa
300 pb ——p-Eagd : . ~ A 4-—-S¢,g-RNasa
200 ro —p-fy ‘_ R 8 » 4——Rubisco

Carril : 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13

Figura 11. Amplificacion por PCR de los segmentos de DNA de la S¢io Yy Sax-RNasa de las plantas
Al de la poblacion recombinante 011513-X. Los preductos de PCR fueron fraccionados
electroféticamente en geles de agarosa al 2% teriidos con bromuro de etidio. carril 1: marcador de
peso molecular (100 pb); carriles 2 y 3: productcs de PCR amplificados a partir de plantas
homocigas SazSaz ¥ ScioScio utilizados como controles; carriles 4-13: productos de PCR de los
DNAs de las plantas Al (156, 157, 77, 66, 72, 59, 7, 56, 151y 32).

Asimismo, en la figura 12 en los carriles 2 y 3, también se pueden observar como
controles, productos de PCR de 400 y 300 pb respectivamente, que de igual manera
corresponden a los segmentos de DNA de las plantas homaocigas Sa28a2 ¥ Sc10Scio, ¥ @
partir del carril 4 podemos observar el producto de PCR del DNA de la planta 38 que
corresponde al segmento de DNA de la Scio-RNasa, mientras que, en los carriles 5, 6, 7,
8, 9, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 19 y 20 se pueden observar productos de PCR del DNA de
plantas las 12, 26, 27, 34, 37, 48, 57, 62, 69, 74, 76, 143 y 145 respectivamente, que
corresponden al segmento de DNA de la Sax-RNasa. En lo que respecta a los carriles 10,
14 y 18 que corresponden a las plantas 46, 63 y 132 no se llevdé a cabo la ampilificacién
adecuadamente por lo que no se puede observar ninglin producto de PCR. Todas ellas
son plantas AC pertenecientes a esta poblacion segregante y lo anterior permite decir que
estas plantas AC portan los alelos que codifican para la Scio-RNasa y la Sax-RNasa.



(")
(")

Autocompatibles

MM S,,S:,,3812 26 27 3437 46 48 5762 63 69 74 76 132 143 145 No. de planta

700 pb
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Figura 12. Fraccionamiento electroforético en geles de agarosa al 2% de los segmentos de DNA
de plantas AC de la poblacion 011613-X. Carril 1. marcador de peso molecular (100 pb); carriles 2
y 3: productos de PCR de las plantas homadcigas Sa;Saz2y Sc10Scio (controles); carriles 4, 5, 6, 7, 8,
9, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 19 y 20: DNA amplificado de las plantas AC (12, 26, 27, 34, 37, 48, 57,
62, 69, 74, 76, 143 y 145). Demostrando de esta manera que todas estas plantas se encuentran
segregando con el gen de las S-RNasas. En le caso de los carriles 10, 14 y 18 corresponden a las
plantas 46, 63 y 132 no hubo una buena amplificacion por lo que no aparece ningin producto de
PCR.

En el caso de los productos de PCR correspondientes a la amplificacion de los segmentos
de DNA del gen Si.s-RNasa, también fueron fraccionados en geles de agarosa al 2% y
pueden observarse en la figura 13. En donde, el DNA que se utilizé6 como templado
provino de plantas AC y Al, asi como de la planta homdéciga S105S10s, que fungié como
control. En esta figura se pueden observar en los carriles 2-4 y 7-9 los productos de PCR
de las plantas AC y Al (38, 60, 65, 15, 120 y 134) respectivamente, permitiendo de esta
manera confirmar que efectivamente todas presentan el gen de la S,0s-RNasa, ya que las
bandas prominentes que se observan se encuentran a la altura de las 200 pb. Este
resultado ya se esperaba debido a que todas las plantas de esta poblacidn portan el alelo
S,05. Como un control adicional se colocé una muestra con agua destilada (carril 6), que
indica que no hay amplificaciones inespecificas.
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Figura 13. Amplificacion por PCR de! DNA de fa S,;c-RNasa de plantas AC y Al de N. alata. MM:
marcador de peso molecular (100 pb); 38, 60 y 65: segmentos amplificados de DNA de plantas AC;
Sies: producto de PCR de la planta homodciga ScioSies; H:O | agua destilada como control de
amplificacion; 15, 120 y 134: Segmentos amplificados de DNA de plantas Al. Todas las plantas de
la poblacion 011613-X portan el gen de la Si0s-RNasa

8.3. Las plantas de la poblacién 011613-X expresan niveles normales de S-RNasas

Una vez confirmado que tanto los individuos AC como Al de la poblacién 011613-X portan
los genes de las S-RNasas, existia la posibilidad de que las plantas AC rechazaran su
propio polen porque los genes de las S-RNasas no se estuvieran expresando
correctamente, por lo que fue importante conocer si los estilos de estas plantas
expresaban niveles normales y suficientes de S-RNasas para rechazar el polen propio y
aquel con el alelo-S idéntico a alguno de los portados por la planta receptora. Para
resolver ésto, se eligieron 3 plantas AC (38, 60 y 65, genotipo: Sc1S10s) ¥ 3 plantas Al (15,
120 y 134, genotipo: Sc1cSie:). @ las cuales se les extrajo proteina total de los estilos. Las
proteinas fueron fraccionadas electroforéticamente a través de PAGE-SDS al 10%. Es
importante mencionar que todas las plantas que fueron elegidas para este ensayo poseen
el mismo genotipo S para facilitar la interpretacion de los resultados. El analisis
electroforético es suficiente dado que las S-RNasas son glucoproteinas de alrededor de
30 kDa que se expresan en cantidades que van de 1 a 10 pg por estilo en N. alata, lo cual
representa del 15-30% de ta proteina total (Jahnen et al., 1989). En la figura 14 se
observa que las plantas homdcigas ScicSco. tienen una proteina prominente que bandea
alrededor de 34 kDa (carril 3) mientras que los homaécigos SasSaz2 Y S105S105 de alrededor
de 32 kDa (carriles 2 y 4), como ha sido reportado por Murfett et al. (1996). Las S-RNasas
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Figura 14. Analisis electroforético per PAGE-SDS de las S-RNasas que segregan en la poblacién
011613-X. Extractos de proteina total de estilos de plantas AC y Al fueron fraccionados
electroforéticamente en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 10%, y tefdido con azul brillante
de Coomassie. La S,cs-RNasa, Scip-RNasa y Sa,-RNasa de las plantas homoécigas fueron tomadas
como controles para referencia de cantidad y masa molecular. AC= Plantas autocompatibles; Al=
Plantas autoincompatibles



8.4. Evaluacion del crecimiento de tubos pohnucos en: estllos de plantas AC y AI de Ia
poblacién segregante 011613-X de N. alata ; :

Tanto las plantas AC como las Al portan y expresan los genes d_,eF Ié;k»S-RNa'sas. Sin
embargo, parece que a pesar de expresar niveles normales»ven el,esfilp.‘?stas parecen no
ser funcionales in planta. Para probar esta hipotesis se 'ryealizarqn polinizaciones
manuaies en las plantas 38, 60, 65 (AC) y las plantas 15,120y 134 (Al), las cuales tienen
un genotipo Sc10S1es. Estas plantas fueron las mismas que se. utilizaron en el analisis
electroforético de proteinas de estilo.

Las plantas fueron emasculadas 72 h antes de la polinizacién con su propio polen y con
aquel proveniente de los donadores homocigos Sc10Scios. Sa2Saz 0 S10sS810s. Transcurridas
72 h, los estilos fueron colectados, fijados y sumergidos en una solucién de azul de anilina
para observar los tubos polinicos, ya que este colorante al estar en presencia de la luz
ultravioleta hace que florezca la callosa de éstos y determinar el sitio en el estilo donde se
inhibe el crecimiento de los tubos polinicos.

En las figuras 15, 16, 17 y 18 se muestran los resultados observados en las plantas AC y
la respuesta de las plantas Al. Las observaciones bajo el microscopio se realizaron a tres
niveles en e! pistilo: en el estigma, en la parte media del estilo y en |1a base de éste. En lo
que respecta a las plantas AC, se puede observar en la figura 15A, que una gran cantidad
de tubos polinicos alcanzan la base del estilo cuando estas son autopolinizadas. El mismo
crecimiento hasta la base de estilo se observé cuando las plantas fueron polinizadas con
polen Scio, Saz 0 Sios (figuras 16A, 17A y 18A). Sin embargo, en el caso de la planta Al
los tubos polinicos nunca alcanzan la base del estilo cuandoe las plantas son polinizadas
con su propio polen (figura 15B) ni con el polen Scio 0 Sics (figuras 168 y 17B), lo cual se
debe a que el genotipo de los estilos es Sc¢10Si0s. No obstante, estas plantas fueron
capaces de aceptar el polen con el alelo Sa,, como lo indica la presencia de un gran
numero de tubos polinicos en la base del estilo (figura 18B). Cabe resaltar que la
inhibicién se presenta como a las % partes de estilo Unicamente en las plantas Al, ya que
al igual que en las plantas AC, se observa una gran cantidad de granos de polen
germinando y creciendo hasta la parte media de estilo, pero a las % partes ya se observa
una inhibicion (figuras 15B , 168, 178).
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Estos resultados permiten concluir que aundue las plantas AC expre's'en niveles normales

de S5-RNasa en sus estilos, éstas no funcionan en.el rechazo del alelo S especifico del
polen en el entorno genético de estas plantas.

Autopolinizacion

Planta 65 AC Planta 120 Al
Genotipo Sc¢10S10s Genotipo Sc10S10s

ESTIGMA

PARTE

< MEDIA
DEL

ESTILO

BASE DEL
J4——— ESTILO

Figura 15. Localizacion de la inhibicidon de lo tubos polinicos por medio de la técnica de microscopia de
epifluocrescencia en plantas AC y Al de la poblacion 011813-X (N. alata) después de 72 h de haber sido
polinizadas. A y B, pistilos de N alata. Cuando la planta AC (A) es autopolinizada se observa desde la
parte de! estigma hasta la base del estilo un crecimiento normal de tubos polinicos, en tanto, cuando ia
planta Al es autopolinizada, se presenta una germinacién y crecimiento normal hasta antes de las %
partes del estilo, y a partir de este limite se observa la inhibicion total de los tubos, especificamente en
la base del estilo.
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Figura 16. Inhibicion del crecimiento de los tubos polinicos en plantas AC y Al (SciwSc:o) de la
poblacién segregante 011613-X. A y B. pistiios de N. alata La planta AC es polintzada con el polen
donador de la planta homociga S$105S 105 Y S€ observa un crecimiento normal desde el estigma hasta
la base de! estilo, mientras que, en las plantas Al polinizadas con este mismo polen, a % partes se
observa una inhibicién absoluta del crecimiento de tubos polinicos. Esto es debido a que este
polen lleva un alelo que coincide con uno de los alelos de la planta receptora.
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Figura 17. Inhibicion de tubos polinicos en plantas Al cuando son polinizadas con el polen donador
de ia planta homodciga ScioScio- A, se observa el pistilos de plantas AC, donde el crecimiento de
tubos polinicos es normal y muy abundante. en tanto. en las plantas Al (B) se cobserva un
crecimiento normal hasta antes de las 34 partes. ya que a partir de este limite se presenta una
inhibicion total de tubos polinicos.
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Figura 18. Crecimiento normal de tubos polinicos en plantas AC y Al de |la poblacion 011613-X de
N. alata. En A y B se observa un crecimiento normal de tubos polinicos ya que, al no coincidir el
alelo del polen con los de la planta receptora se presentan los tubos polinicos normalmente incluso
en la base del estilo, lugar donde se lleva a cabo la inhibicion en plantas Al, hay una abundancia
de éstos en ambos casos.
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9.0. DISCUSION

Es claro que los productos del locus S determinan [a especificidad de la respuesta de Al.
Sin embargo, sdlo en el caso de Papaver la especificidad del pistilo es suficiente para
iniciar esta respuesta (Foote et al.,, 1994; Franklin-Tong et al.,, 1995; Franklin-Tong et al.,
1997). En el sistema de Al en Brassica y en aquelios dependientes de las S-RNasas se
ha reportado que otros genes o factores no ligados al locus S, son requeridos para que se
desencadene el rechazo del polen alelo S-especifico (Anderson y De Winton, 1931;
Mather, 1943; Martin, 1968). Estos factores genéticos son conocidos como genes
modificadores (McClure et al., 1999).

Recientemente, Tsukamoto et al. (1999) estudiaron poblaciones silvestres de Petunia
axilaris que segregan con plantas AC y Al. Estos investigadores reportaron que la Al es
respbnsabilidad de un factor alelo S-especifico que regula la expresion de la S-RNasa.
Asimismo, Ai et al. (1991) trabajando con plantas AC del cultivar Strawberry Daddy,
encontraron que cuando estas plantas fueron cruzadas con aquellas Al de Petunia
hybrida, todas las plantas en la generacidon F1 fueron Al. Por lo tanto, se puede decir que -
el cultivar Strawberry Daddy tiene una mutacion recesiva que no afecta la expresion de la

S-RNasa, pero que es necesario para la respuesta de Al.

Tomando en cuenta las evidencias genéticas de la importancia de los genes
modificadores en la repuesta de Al, se puede decir que para que los productos del locus S
sean funcionales en el estilo requieren de un entorno genético adecuado. Un ejemplo de
lo anterior es el caso de Nicotiana plumbaginifolia que es una especie AC que no expresa
S-RNasas y por lo tanto siguiendo el modelo de que las S-RNasas son las Unicas que
determinaran el rechazo del polen alelo S-especifico, es de esperarse que si se clonara y
expresara alguna S-RNasa en N. plumbaginifolia, esta especie podria desarrollar la
respuesta de Al Sin embargo, cuando se generaron plantas transgénicas de N.
plumbaginifolia que expresan niveles normales de la Sa;-RNasa o de la Sgip-RNasa, las -
plantas transgénicas resultantes fueron incapaces de rechazar el polen con el alelo Saz o
Scia- No obstante. cuando éstas fueron cruzadas con aquellas plantas AC de N. alata -
cultivar BT, plantas que normalmente no expresan ninguna S-RNasa, pero que contienen
factores diferentes a las S-RNasas importantes para el rechazo del polen, los hibridos
producto de esta cruza adquirieron la capacidad de rechazar el polen Saz 0 Scio (Murfett et
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dependlente de factores dlferentes de S RNasas heredados por

A Ia fecha solo un gen modlfcador ha sndo clonade en N alata, el cual fue des:gnado HT i

Este gen codlfca para una proteina de 101 amino &cidos con una i'eglo enel extremo
carboxilo rica en residuos de asparagina y aspartato. El transcnto de HT se’ expresa
fuertemente en estilos de plantas Al de N. alata, pero no se: detecta en esnlos de N.
plumbaginifolia (McClure et al.,, 1999). Estudios recientes realizados por Kondo et al.
(2002) en Lycopersicon esculentum, demuestra que ésta es una especie AC en la que no
se ha detectado ninguna actividad estilar de S-RNasa. En experimentos anteriores estos
mismos autores clonaron el transgen de la S6-RNasa en plantas de L. esculentum. Las
plantas obtenidas expresan niveles normales de la Ss-RNasa. Sin embargo, fueron
incapaces de rechazar su propio polen y aquel de L. peruvianum, una especie Al. Lo
anterior indica que el defecto en S-RNasa no es el Unico responsable de la AC. Estos
autores se enfocaron entonces a analizar otros factores estilares que pudieran estar
afectados en L. esculentum, para lo cual analizaron al gen HT, ya que se sabe que éste
es un gen modificador involucrado en la respuesta de Al (McClure et al, 1999). En L.
esculentum existen copias del gen HT denominadas LeHT-A y LeHT-B, las cuales
presentan mutaciones puntuales. Una mutacion en la region codificante del gen Le HT-A
provoca un corrimiento del marco de lectura, mientras que en el gen Le HT-B la mutacién
genera un codon de término prematuro. Estos hallazgos llevan a la conclusién de que la
pérdida de la Al en L. esculentum se asocia con las mutaciones tanto en el gen de la S-
RNasa como en los genes de HT.

De acuerdo con las evidencias descritas antes, se postula que la via bioquimica involucra
a mas de un gen modificador, por lo que en un intento por identificar y clonar: otros genes
modificadores involucrados en el sistema de Al gametofitico de N. alata este'estudio‘tuvo
como objetivo generar una poblacion segregante con plantas AC y Al con genotipos muy
similares donde las diferencias genéticas solo radiquen en aquellos genes relacionados
con la Al. Esta poblacién se origind a partir de la cruza de una planta mutante natural de
N. alata defectuosa en la parte estilar que consiste en su incapacidad de rechazar su
propio polen, con una planta Al de N. alata (figura 9). La planta mutante expresa niveles
similares de S-RNasa que la silvestre, indicando que otros genes diferentes a las S-
RNasas modulan su funcién en el rechazo del polen alelo S especifico.
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La ueneracnon'F1 3 Ia cru za antenor fue 100% Al, lo que demuestra kqu‘ek‘el s

defecto en la mas este resultado demostré que el defecto enla ™’
';gmutante no-radica en una mutacnon que afecte directamente a las S-RNasas (Scm (] SAZ),
"?ya que d'v!ser asn la generacnon f‘nal segregaria con plantas que tuvieran una Al parc;al }

‘lf_ debudo a que algunas plantas heredanan Ia(s) S-RNasa(s) mutada(s).

P:a'ra,'generar la poblacién recombinante de N. alata que permitiera mezclar los genomas
“de’la’planta mutante con la silvestre y obtener una descendencia genéticamente

homogénea con plantas AC y Al, una planta heteréciga Al de la F1.fue retrocuzada con la
mutante original, obteniéndose la poblacidon 04936 (figura 9B). Dicha poblacién segrega
con plantas AC y Al. La poblacién 04936 ya pudo haber sido analizada genéticamente; sin
embargo, se queria estar seguro de que la mutacion en las plantas AC era estable, por lo
que se realizaron cruzas reciprocas entre dos plantas AC de esta poblacién (Figura 9B).
L.a progenie (F1) de esta cruza fue 100% AC, lo cual permitié concluir que la mutacion es
heredada de manera estable y a la poblacién se le dio el nbmbre de 11609 (figura 9B).

Habiendo asegurado lo anterior se procedié a generar otra poblacién recombinante mas
homogénea a partir de la cruza de N. alata Al planta 110-18 (102-118)'(S10sS105) con N.
alata AC 04936-177 (SazScio) (figura 9C). La generacion F1 fue 100% Al y heteréciga
como se esperaba, por lo que una planta de esta poblacion (11611) fue retrocruzada con
la planta defectuosa (AC) 04936-177 (Sa:Scio). generandose una poblacnon segregante
(011613-X). Esta poblacion fue analizada genéticamente por medio de- polinizaciones
manuales, encontrandose que ésta segrega con una proporcién fenottplca de 3:1, es decir
3 plantas Al por cada una AC (Figura 10).

En la poblacién 011613-X tanto las plantas AC como las Al expresan niveles normales de
las S-RNasas que segregan en la poblacion (figura 14). Sin embargo, parecia que estas
enzimas no eran funcionales en los estilos de las plantas AC, ya que éstas no inhiben el
crecimiento de los tubos polinicos producto de su propio polen. Lo anterior quedd
confirmado cuando se realizaron observaciones directas de tubos polinicos creciendo en
estilos de plantas AC y Al (8¢10S10s). Ya que cuando las plantas AC fueron polinizadas con
su propio polen y con aquel con los alelos Sa,, Sios © Scre, oS tubos polinicos alcanzaron
la base del estilo, pero no asi en las plantas Al donde solo alcanzaron la base del estilo
cuando fueron polinizadas con el polen Sas, un alelo que no se encuentra en el pistilo de



la planta receptora (Figura 18B). La inhibicién del crecimiento de los tubos polinicos en los
estilos de las Al se presentd después de la parte media 'dlel estilo como ha sido reportado
para esta especie (de Nettancourt, 1979). El hecho: de que las S-RNasas no estén
provocando la respuesta de Al, aun sabiendo que son funcionales en un entorno genético
adecuado, permite plantear tres hipotesis: 1) las S-RNasas no estan siendo secretadas
correctamente a la matriz extracelular estilar en las plantas AC y 2) si las S-RNasas son
secretadas correctamente a la matriz extracelular del tejido de transmisién, entonces el
defecto pudiera estar en su incapacidad de transportarse al citoplasma del tubo polinico,
siempre y cuando el transporte fuera promovido por factores estilares ausentes en el
estilo de las plantas AC y 3) que las S-RNasas si se transporten al citoplasma de los
tubos polinicos pero que no actien en la degradacion del RNAr, lo que implicaria que la
S-RNasa se estaria transportando con factores estilares que inhibieran su actividad.

Finalmente los resultados del analisis genético permiten proponer que en las plantas AC
de la poblacién recombinante 011613-X, dos genes en locus diferentes con funciones
redundantes pueden ser defectuosos, los cuales son los que propician el entorno genético
adecuado para las S-RNasas en las plantas Al, para el rechazo del polen alelo S
especifico. Una figura que ilustra esta hipétesis se muestra en el figura 19. En esta figura
se postula que la planta defectuosa (AC) de N. alata tiene dos genes recesivos que le
provocan la AC, pero que al ser cruzada con una planta silvestre de N. alata, la
generacién F1 heterdciga restaura al 100% la Al (figura 19A). Sin embargo, cuando una
planta heterdciga de la F1 se retrocruza con la mutante original (AC) se genera una
poblacion con individuos Al heterdcigos con genotipos que heredan al menos uno de los
dos factores, los cuales al tener funciones redundantes ocasionan que las plantés
rechacen su propio polen, lo que no sucede cuando se generan homocigos recesiVbs
(19B). : :




A N. alata AC (Saz2Scio) X N. alata Al (S105S10s)
aabb . - 'AABB

Generacion F1
Fenotipo: 100% de plantas Al -
Genotipo: AaBb

Retrocruza

Planta heterociga Al((Sv,u‘SwS)“ XN alata AC (Sa:Scio)
AaBb. " , [ aabb

. Generacuon BC1 R
Fenotlpo ' 3: 1 -3 plantas AI por cada planta AC
Genotlpo Aabb (Al)
AaBb (AI)
aaBb (AD
aabb (AC) "

Figura 19. Hipdtesis de dos locus‘que controlan 1a Al en plantas Al de la poblacion 011613-X.
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10.0. CONCLUSIONES

El defecto observado en la planta mutante AC de N. alata es recesivo y en genes

modificadores. i
Las plantas AC de la poblacnon recombmante 011613-X de’N. a/ata expresan;

niveles similares de S-RNasa a Ias plantas AI : : R , . :
Las S-RNasas en las plantas AC no levan a cabo su func 5N buologlca ‘en los '

estilos. ; : o
La poblacion 01 1613-X de N alata segrega en una proporcto“ fe noﬁpl, 3 1 (3‘
plantas Al por 1 AC). ‘Lo- cual suglere que dos genes dlferentés con fu clones ’

redundantes y ubicados en locus dlstmtos, son los defectuoso“ en Ias plantas AC.
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APENDICE |
Acrilamida al 4% (gel concentrador)

Acrilamida: 5.85 g
Bis-acrilamida: 0.15 g

EDTA 0.5 M: 600 pl

Tris-Cl 0.5 M pH 6.8: 37.8 mi
Aforar a150 ml

Guardar a 4°C

Acrilamida 10% (fase separadora)
e Acrilamida 30% / Bis-acrilamida 0.8%: 5 mi
e 4X Tris-Cl/SDS pH 8.8 : 3.75 ml
« H>O desionizada: 5 ml
Amortiguador del anodo §X (para SbS-EAGE) .

e Tris-ClpH89:1M .,

Amortiguador del catodo 5X (para SDS-PAGE) -

Tris: 0.5 M
Tricina: 0.5 M
Disolver con H,O desuonlzada

Ajustar a pH 8.25 : .
Agregar SDS a una concentracién final de 0.5%

Amortiguador de extraccién de proteinas

NaCl: 50 mM

Acetato de sodio pH 5.0: 50 mM

B-Mercaptoetanol: 1%

Por cada 10 m! de solucion, agregar una tableta (0.05 g) de un coctel de
inhibidores de proteasas (Roche).

Amortiguador de PCR (10X)

500 mM KCI

100 mM Tris-Cl, pH 8.8
30 mM DTT

1 mg/ml BSA



w
w

Bromuro de etldlo (10 mglml)

- D:solver 0. 2 g de bromuro de et|d|o en 20 mi de H20
- Mezclar bien y mantener a 4°C.- : i

Geles de agarosa 2% (para una cémaré dke electroforééis con cap‘acidad de 60 ml)

e Agarosa al 2%
e TAE (1X) (400 mM Acetato-Tris y 10 mM EDTA).
e 2l de Bromuro de Etidio (10 mg/ml)

Preparacion de los oligonucleétidos

Los oligos que fueron utilizados deben estar a una concentracion final de 13 pM y se
deseaba preparar 300 pl de cada uno, originalmente se encontraban a distintas
concentraciones por lo que fueron preparados de la siguiente manera:

Scio P1 (99.2 pM), se tomaron 35.6 ul y se adicionaran 264.4 ul de agua
Scio P2 (109.6 pM), se tomaron. 39.3 ul y se adiciond 260.7 ul de agua.
Rub P1 (104 pM), se tomaron 37.5 ul y se le adiciond 262.5 pl de agua.
Rub P2 (113.8 pM), se tomaron 34.3 ul y se adiciond 265.7 ul de agua.
Saz P1 (96.2 pM), se tomaron 40.5 ul y se adiciond 259.5 ul de agua.
Saz P1 (96.0 pM), se tomaron 40.6 nl y se adiciond 259.4 il de agua.

Solucidn para desteiiir

e Metanol: 50%
« Acido acético: 10%

_ Solucion de tinciéon

e« Para preparar la solucién de tincion, solo se agregé azul brillante de Coomassie G-
250 a una concentracion de 0.5% (w/v) a la solucién para destedir .

Tincion de proteina con azul brillante de Coomassie

e Al finalizar la electroforesis, el gel se incubd con la solucién para destenir durante
toda la noche.

« Retirar la solucién de tincion (se puede reutilizar nuevamente) y agregar solucion
para destefiir hasta que el fondo del gel esté lo suficientemente claro para que las
bandas de las proteinas se distingan facilmente.



APENDICE I

Tabla 3. Comportamiento ferotipico de las plantas AC de la poblacién 011613-X de A.

alata, por medio de polinizaciones manuales.

Autopolinizacion Pol.1-2 Pol.3-20 Poi. 110 - 18 Genotipo

No. de PIant:J {Ac/Polinizadas) ) (Ac/No. Pol.)| {Ac/No. Pol.) {Ac/No. Pol.) PCR
2 0/7 717 717 77 SA2S105
3 717 7/7 77 717 SA25105
12 0/7 717 77 5/7 SA2S10s
26 0/7 7i7 517 6/7 SA25105
27 4/7 717 617 417 SA2S105
29 Q/7 6/7 6/7 3/7-7/7 SA25105
34 0/7 3/7-617 717 3/7-5/7 SA2S105
37 Q/7 a/7 7/7 517 SA25105

38 o7 717 7/7 0/7-4/7 SC10S105

46 217 77 4/7 5/7 SC10S105
48 0/7 5/7 717 0/7-417 SA2S105
57 0/7 5/7 4/7 0/7-617 SA2S5105

60 217 6/7 4/7-5/7 4/7-517 SCi10810s
62 1/7 7/7 77 6/7 SA28105
63 0/7 4/7 7T 1/7-5/7 SA28105

65 717 7/7 717 4/7 SCi10S105
69 e/7 6/7 7/7 3/7-3/5 SA28105
74 0/7 617 6/7 3/7-6/7 SA2S105
76 7T 5/7 6/7 4/7-717 SA2SCi10
143 0/7 3/7-417 7/7 4/7 SA2S105
145 0/7 547 6/7 0/7-6/7 SA25105
132 o/7 5/7 717 2/7-417 SA28105

NOTA: En este tipo de polinizaciones se esperaba que todas las plantas de esta
subpoblacién formaran frutos, sin embargo, como se observa en estos resultados, en
estas plantas se asume que existen problemas con la viabilidad del polen por lo que las
autopolinizaciones no se llevan a cabo adecuadamente, sin embargo al polinizarlas con el
polen donador delas plantas homaocigas los resultados son mas claros.



Tabla 4. Compodamienfo fenotipico de la poblacién segregante 01 1613-X de N. alata.
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: Autopolinizacion Pol.1-2 Pol.3 -20 Pol. 110 - 18 | Genotipo por| Genotipo
No. de Planta | {(Ac/Polinizadas) | (Ac/No. Pol.) | (Ac/No. Pol.}| (Ac/No. Pol.) polinizacion PCR
4 0/7 3/7 5/7 0/7 SA28105 SA2S105
7 3/7 717 2/7 0/7 SC10S105 SC10S105
8 1/7 0/7 77 /7 SA2510s8 SA28105
E] 0/7 217 717 0/7 SA25108 SA2S10s8
10 /7 717 0/7 0/7 SC108105 SC10S105
11 6/7 717 Q/17 0/7 SCi10S105 SC10S105
13 17 6/7 0/7 3/7-0/7 SC10S105 SC10S105
15 /7 717 0/7 0/7 SC10S105 SC105105
16 0/7 717 Q/7 0/7 SCi10S105 SC10S108
18 2/7 617 0/7 0/7 SC108105 SC105105
20 0/7 0/7 5/7 Q/7 SA25105 SAz2S105
21 Q/7 77 0/7 /7 SC108105 SC105105
23 Q/7 717 /7 0/7 SC10S105 SC105105
24 717 7/7 117 1/7-217 SC108105 SC10S8105
30 0/7 O/7 717 0/7 SA25105 SA25105
31 0/7 717 0/7 0/7 SC10S105 SC10S105
32 o/7 17 6/7 0/7 SA25105 SA25105
35 Q/7 6/7 O/7 Q/7 SC10S105 SC10S105
36 0/7 7/7 0/7 0/7 SC105105 SCi10S105
41 Q/7 3/7-3/7 717 1/7 SA28105 SA25108
43 0/7 7i7 0/7 4/7-0/7 SC10S105 SC10S105
44 17 77 Q/7 0/7 SC108105 SC105105
45 3/7 3/7 a17-7/7 1/7 SA25105 SA25105
47 0/7 4/7-217 6/7 0/7-0/7 SA25105 SA28105
51 6/7 6/7 0/7 0/7 SC10S8105 SC10S105
52 Q/7 6/7 0/7 0/I7 SC108105 SC10S105
54 0/7 717 Q/7 0/7 SCi10S105 SCi10S105
55 Q/7 717 or7 /7 SC10S105 SC10S105
ES 3/7 7i7 0/7 0/7 SC10S105 SC10S105
59 0/7 0/7 717 /7 SA28105 SA28105
61 Q/7 4/7 717 3/7-117 SA28105 SA25105
66 0/7 617 Q/17 /7 SCi05105 SC108105
68 5/7 17 77 0/7 SA25105 SA25105




58

70 0/7 0/7 6/7 0/7 SA2S8105 SA2S108
72 Q7 017 6/7 0/7 SA2S105 SA2S105
73 617 6/7 1/7-0/7 1/7-1/7 SCi0S105 SC10S108
77 0/7 6/7 17 /7 SCi10S105 SC108105
75 ! U7 77 27 /7 SC10S105 iSC10S10s
84 ] 0/7 717 0/7 o7 SC10S105 [SC10S105
88 | 0/7 717 017 o7 ISC10S105 'SC10S10s
90 o7 /7 6/7 0/7 ISA2S105 SA2S105
91 o7 017 6/7 0/7 {SA2S 105 SA25105
92 7 717 0/7 /7 1SC10S105 SC10S10s
a7 0/7 6/7 : 0/7 0/7 'scC10S10s SC10S105
118 or7 6/7 | 1/7-417-0/7 217 SC10S10s SC10S105
119 /7 017 | 77 0/7 SA2S105 SA2S10s
120 0/7 6/7 ! 0/7 0/7 ISC10S105 SC10S105
125 o7 6/7 | 07 /7 SCi0S10s SC10S105
127 i 07 6/7 i C/7 0/7 SC10S10s SC10S105
129 | /7 | 017 | 77 0/7 SA2S10s SA25105
130 | o/7 717 0/7 o7 SC10S105 SC10S10s
131 /7 3/7-4/7-217 77 0/7-2/7-0/7 _1SA2S105 SA2S105
133 57 6/7 17 1/7-1/7-217 ISC10S105 SC10S105
134 o/7 | 6/7 o7 /7 {SC10S105 SC10S105
135 7 2/7 /7 717 'SA2S105 SA2S105
136 ; 17 3717 7/7 o7 ISA2S105 SA2S105
137 | 27 TI7 , 3/7-0i7 1/7-1/7 {SC10S108 SC10S105
138 /7 | 2787 i 1/7-0/7 0/7 ISC10S10s SC10S105
139 ! 0/7 i o7 ! 717 0/7 |sAz2510s SA2S105
141 ! 6/7 5/7 ! 3/7 2/7-217 |SC10S105 SCi10S10s
144 | o7 0/7 ! 57 017 SA2S105 SA2S105
150 | 17 717 3/7-317 1/7-3/7-2/7 _|SC10S105 SC10S105
151 i o/7 ! o/7 6/7 0/7 SA2S105 SA2S105
152 ! /7 ! 717 ; o7 o7 SCi10S105 SC10S105
153 ! o7} 0/7 | 77 0/7 SA2S10s SA2S510s
155 | 07 3/7-3/7 717 0/7-0/7 iSA2S105 SA2S105
156 | o7 17 3/7-517 /7 ISA2S105 SA2S105
157 | 07 5/7 17 0/7 {SC10S105 SC10810s

NOTA: En este caso no se esperaba que en las autopolinizaciones hubiera formacion de
frutos, sin embargo, algunas presentan este comportamiento debido a que el estilo quiza
tiene problemas de reconocimiento con su propio polen.
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