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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 

interacción 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 fenómeno es conocido como autoincompatibilidad. En muchos casos 

la incompatibilidad está controlada por un solo locus multialélico, conocido como el locus 

S, el cual determina la especificidad de la reacción tanto en el grano de polen como en el 

pistilo. 

En las solanáceas 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 específico, 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 más 

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 además 

plantas genéticamente homogéneas y las diferencias genéticas entre plantas .AC .Y Al, 

sólo deben radicar en los genes involucrados en el rechazo del polen. 

Este trabajo tuvo como objetivo principal la caracterización genética ymolecuYar de la 

población recombinante 011613-X de Nicotiana afata, para conocer .ei' ·~~1'11~·d.:i-amiento 
genotípico y fenotípico de esta población, así como para evaluar la funcl~nalicl~d in. vivo 
de las S-RNasas que se encuentran segregando en la población. 

Para conocer cuántos son los genes modificadores asociados a la respuesta de 

autoincompatibilidad en las plantas Al, cada individuo de la población fue polinizado 

manualmente con su propio polen y aquel de las plantas homócigas SA2 SA,. Sc1oSc 1o y 
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. S 105S 105• Asimismo, por ensayos de PCR y SDS-PAGE se evaluó la presencia de las S

RNasas tanto a nivel de DNA ·como de proteína. 

El análisis genético en plantas AC y Al permitió concluir que la mutación en las plantas AC 

de N. a/ata es recesiva y que el fenotipo de Al en la población 011613-X está controlado 

por dos genes con funciones redundantes, ya que la población 011613-X segrega en una 

proporción fenotípica de 3:1, es decir, 3 plantas Al por una AC (X2= 0.015, a=0.90). 

Además se comprobó 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 polinices de polen 

incompatible. 



1.0. ANTECEDENTES 

Dentro de las angiospermas es común que algunas· plantas . produzcan flores 

hermafroditas, es decir, están presentes tanto los órganos reproductores masculinos 

(estambres) como los femeninos (pistilos) dentro de la misma flor, lo cual en muchas 

ocasiones, promueve la autofecundación y la endogamia, eventos asociados con la 

disminución de la variabilidad genética y por tanto son córislderados deletéreos para la 

evolución de las angiospermas en algunos casos (Mauseth, 1998). 

1.1. Estructura de la flor 

Por lo general en las plantas con flores existen cuatro tipos de verticilos florales: cáliz, 

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 posición de cada 

uno de estos verticilos florales puede apreciarse en la figura 1. El cáliz es el verticilo más 

externo de los cuatro verticilos que conforman la flor y está formado por los sépalos, que 

son hojas modificadas y su función principal es proteger el botón floral durante su 

desarrollo, asi como mantener la humedad dentro de éste; también se les atribuye una 

función protectora contra las bacterias y esporas de hongos. Los pétalos en conjunto 

forman lo que se conoce como la corola y son internos al cáliz en la mayoría de las 

angiospermas. Los pétalos generalmente funcionan como atrayentes de polinizadores 

especificos. Los sépalos y pétalos forman el perianto y cuando no existe distinción entre 

uno y otro verticilo floral a cada unidad se le llama tépalo. 
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Figura 1. Esquema de una flor tlpica mostrando los cuatro verticilos florales: cáliz, corola, androceo 
y gineceo. Los pétalos funcionan como atrayentes de poiinizadores. Los estambres producen el 
polen. El pistilo. es el que contiene el ovario y a su vez los óvulos, lugar donde se lleva a cabo la 
fecundación (Tomado y modificado de Mauseth, 1998). -

El tercer verticilo de afuera hacia adentro es el androceo, cuyos estambres son referidos_ 

como los órganos masculinos de la flor, ya que éstos producen el polen (gametofito 

masculino). En la figura 2 se muestra como los estambres se componen por dos partes, el 

filamento y la antera. generalmente integrada por dos lóbulos y cuatro esporangios, donde 

se lleva a cabo la microesporogénesis y microgametogénesis para originar el polen 

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 más externa 

llamada exina formada principalmente de esporopolenina (Mauseth, 1998). 

El pistilo es la parte que constituye el gineceo y salvo una excepción en las flores 

hermafroditas, está localizado en el centro de la flor, sobre el receptáculo. Está 

compuesto de tres partes (figura 1): 

1) Estigma. Es el sitio del pistilo donde el polen es depositado por diversos 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 polinices. 
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3) Ovario. Lugar donde se localizan los 'óvulos y dentro de los cuales se encuentra al 

saco embrionario que contiene al gameto femenino u ovocélula (figura 2). 

A 

Estambre 

Granos 
de 

polen 

Núcleo de la 
Megaspora 
(haplolde) 

Megaspora 

Figura 2. Esquema de antera y óvulo tlpicos. 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 el óvulo, el cual genera cuatro células haploides por medio de meiosis, de 
éstas sólo una sera la megaspora funcional que formara al saco embrionario (Tomado y modificado 
de Mauseth, 1998). 

En la reproducción sexual de las angiospermas se presenta una alternancia de 

generaciones: la fase esporofitica o esporofito, en donde las células resultantes serán 

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. Polinización 

En botánica este término se utiliza para describir los eventos durante la reproducción 

sexual de las angiospermas que ocurren desde el momento en que el grano de polen es 

liberado de la antera y transportado al estigma, para algunos botánicos la polinización 

incluye también el evento hasta que el tubo polinice descarga las células espermáticas 

dentro del saco embrionario (Lord, 2000). Aunque a la etapa después de la germinación 

del polen hasta los eventos previos a la fecundación. también se le conoce como fase 

progámica (Franklin-Tong, 1999). 
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El proceso de polinización es el único ,evento en las 'plantas que involÚcra la inte,racción 

célula a célula entre los tejidos femeninos (estigma, estilo• y'ovario)y, el 'gametofito 

masculino a través del tubo polínico, el cual contiene las células es'permétii::'as. 

1.2.1. Papel del estigma y ovario durante la polinización 

El estigma y el estilo tienen diversos papeles importantes en el proceso de polinización. 

Primero, el estigma actúa 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 nutrición para la elongación del tubo polfnico. El tercer papel del tejido de 

transmisión del estilo parece ser la guía del tubo polfnico hacia el ovario. Sanders y Lord 

( 1989) sugieren un cuarto papel para el estilo el cual participa activamente facilitando la 

extensión del tubo polinico por medio de un sistema de reconocimiento- adhesión 

bioquimico. La cuarta función del pistilo (estigma, estilo y ovario) es que actúa como una 

barrera para la autopolinización, evitando de esta manera la endogamia en cruzas 

intraespecificas y la formación de híbridos fútiles en cruzas interespecificas. 

Las barreras que evitan la autopolinización fueron descritas desde Darwin cuando él 

observó que algunas especies vegetales eran completamente estériles con su, propio. 

polen pero no con el polen de otra planta. Con la observación de Darwin, a este tipo de 

plantas se les ha podido clasificar en plantas con autoincompatibilidad (Al) heteromórfica 

ó Al homomórfica (Raghavan, 1997). 

2.0. Autoincompatibilidad heteromórfica 

El análisis morfológico del sistema heteromórfico se ha enfocado con mayor atención 

sobre la diferencia en longitud de los estambres y los estilos en flores de la misma 

especie, Dependiendo de la arquitectura floral, la Al heteromórfica 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 típicas especies distilicas, un morfo presenta el estilo más largo que los estambres, 

y es conocido como pin, mientras que el otro morfo es conocido como thrum, el cual se 
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distingue porque el estilo es más . corto. que los estambres (figura ·,3). El' éxito de la 

polinización de estas especies depende principafrnente , · d~ : la p~liníia~ión ·.·. cruz~da 
reciproca entre estos dos morfos, .ya q~e fos e~tigmas sólo aceptaran ~I polen proveniente 

de anteras que estén a su mismo nivel. 

A B 

Figura 3. Morfologla de las plantas distllicas en el sistema de Al heteromórfica. A, flores tipo pin 
donde el estilo es más largo que los estambres. B. morfo thrum, los estambres son más largos que 
el estilo. C, conducta de polinización entre flores distllicas (Tomado de Raghavan, 1997). 

2.1. Morfología tristilica 

El análisis de la morfología tristilica como un mecanismo de reproducción 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 características distintivas 

de la morfología tristilica es la presencia de tres formas florales: estilo largo, estilo medio y 

estilo corto. La unión 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. 
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En términos de relaciones de compatibilidad, el principio general es que;· para que. las 

polinizaciones sean exitosas, la polinización debe ci~rse ~ntre i~s'plantas qu~ poseen las 

anteras y los estilos al mismo nivel. Por ejempl~· •. eJ"l "una fl~r ca~ e!itambres cortos se 

cruzará con una planta con estilo corto y una flor de·,~sta;;,bres de longitud media· con .el 

estilo de un morfo de estilo medio (Devi, 1964';'. 9~ndÚff.~; 1964; Dulberger, 1 S70; Barrett, 

1977; Price and Barrett. 1982; Glover y Barrett, 1983; Rich:3rds y É!árrett, 1987; Scribailo y 

Barrett, 1991 ) . 

B 

Figura 4. Morfologla 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 la flor que aqul 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 heteromórficos de estambres y estigmas están involucrados en el 

síndrome de incompatibilidad, la heterostilia es claramente un fenómeno controlado 

esporofiticamente. Comparado con el sistema homomórfico, el mecanismo del rechazo 

del polen a nivel genético en un sistema heteromórfico se acopla a diferencias en la 

morfología floral para promover la polinización cruzada. De Nettancourt (1977) y Lewis y 

Janes (1992) describieron con detalle la genética y herencia de la Al en los sistemas 

heteromórficos. Las bases genéticas de la morfología distilica están gobernadas por el 

complejo del gen S con dos alelos, S y s. El alelo dominante es encontrado en las plantas 

de estilo corto (morfo thrum) en un estado heterocigoto (Ss). mientras que, el alelo s se 

presenta en un estado homocigoto (ss) en plantas con estilo largo (morfo pin). Sin 
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embargo, muy poco es lo que se sabe acerca de las vías genéticas y bioquímicas donde 

actúan los productos de estos genes. 

3.0. Autoincompatibilidad homomórfica 

La distribución de la autoincornpatibilidad homomórfica es relativamente más extensa que 

la del tipo heteromórfico ya que se han podido describir estos sistemas de Al en 91 de las 

aproximadamente 271 familias de angiospermas que existen (Dickinson et al., 1992). 

Mientras que los sistemas heterornórficos poseen mecanismos morfológicos en. Ja ti.ar 

para impedir la autopolinización, Jos sistemas hornornórficos presentan un sistema 

genético complejo que ayuda al rechazo del polen propio y de aquel de otras especies. 

El rechazo del polen de otras especies es conocido corno rechazo interespecifico y el 

rechazo del polen que proviene del mismo individuo se conoce corno 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 hornornórficas Ja 

autoincornpatibilidad (Al) se define corno Ja incapacidad de una planta hermafrodita fértil 

para producir semillas después de su autopolinización (De Nettancourt, 1977), este 

sistema es capaz de promover Ja polinización cruzada así como la variabilidad genética 

entre las angiospermas. 

El control genético de la Al hornornórfica está dada por un locus rnultialélico conocido 

corno Jocus 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 McCJure, 2001). Este locus es el que 

determina la especificidad de la reacción tanto en el grano de polen corno en el pistilo. El 

número de alelos S presentes en una población puede variar de especie a especie, ya 

que por ejemplo. en algunas especies de Brassica se han encontrado más de 60 alelos, 

en Papaver van de 60 a 80 alelos y en Trifolium de 150 a 250 (Dickinson et al., 1992; 

McClure el al., 2000). 

3.1. Sistemas de Al esporofitica y gametofitica 

Los sistemas de Al homomórfica se han dividido en dos tipos: gametofitico y esporofitico 

(Raghavan, 1997; De Nettancourt, 1977), los cuales se diferencian por el sitio de 
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expresión del alelo S, ya que éste puede ser en el tejido diploide materno (2n) de la antera 

(Al esporofitica) o en el gen~ina haploide delgrano de polen (Al gametofitica). . 

En la Al gametofitica, el genotipo haploide del grano de polen expresa sólo. el alelo. S que 

heredó, el cual es la determinante genética que va a definir·. el fenotipo .·para · 1a 

incompatibilidad, y la fecundación 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 contraste, 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 serán el resultado de la 

expresión de la planta madre (esporofito), es decir, el grano de polen portará 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 gametofítica y 

esporofitica se muestran en la tabla 1. 

Tabla 1. Comparación de los sistemas de Al homomórfica: gametofitico y 
esporofitico (Sims, 1993). 

Sistema de Al gametofitico Sistema de Al esporofitico 

El fenotipo de reconocimiento está El fenotipo de reconocimiento está 

determinado por el genotipo haploide del determinado por el genotipo diploide de la 

polen. planta madre. 

Existencia de codorninancia de la actividad Codominancia de los alelos S en el estigma 

del alelo S en el estilo y el polen. con codominancia, dominancia o con 

debilidad mutua en el polen. 

El sitio donde se lleva a cabo la respuesta La reacción de Al se desarrolla en la 

de Al es el tejido de transmisión del estilo. superficie del estigma. 

La respuesta de Al se manifiesta con la La respuesta de Al se lleva a cabo por la 

inhibición del crecimiento del tubo polinice. inhibición de la germinación del grano de 

polen o si éste germina, no hay penetración 

en la cutícula del estigma. 

Característico de especies con polen Característico de especies con polen 

bicelular y estigmas húmedos. tricelular y estigmas secos. 
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Figura 5. Funcionamiento del sistema de Al. En este ejemplo la planta tiene un genotipo S 1S 2 , por 
lo que su polen portara los alelos s, y s,. Si la Al es determinada esporoflticamente (como sucede 
en Brassica). el polen de esta planta podria tener los fenotipos S 1S2 . Pero en cambio, si la Al es 
gametofitica (tal es el caso de Papa ver y Nicotiana) el polen podría tener el fenotipo s, ó S 2 . A, en 
un escenario incompatible. el polen de una planta S,S2 , 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 
germinación y el crecimiento de los tubos polinices será inhibida, según sea el caso. En Brassica y 
Papaver la inhibición es muy rapida ya que ocurre en la superficie del estigma. Mientras que, en 
N1cotiana es un poco mas tardio eí efecto de inhibición se lleva a cabo en ta parte estilar de la 
planta y como consecuencia de ésto no hay formación de semillas. B. en el caso de que los alelos 
del polen sean diferentes a los alelos del pistilo, la hidratación, germinación y crecimiento de los 
tubos polirncos sera de manera normal, por lo que la fecundación de los óvulos permitirá formación 
de semillas (Adaptado de Franklin-Tong. 2002). 

En general. la Al esporofitica ha sido estudiada en tres familias esencialmente: 

Brassicaceae, Asteraceae y Convolvulaceae, siendo más extensivos los estudios en 

Brassica. En tanto, la Al gametofitica se ha descrito en más de 60 familias de plantas con 

flores (Kao y McCubbin, 1996), pero ha sido estudiada con mayor detalle a nivel molecular 

en Papaveraceae y en miembros de la familia Solanaceae incluyendo a Nicotiana. 
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Petunia; Solanum y · Lycopersicon, mientras que, la Al esporofitica ha· sido estudiada 

extensivamente en Brassicaceae (Brassica). 

La existencia de los sistemas de autoincompatibilidad como estrategias para promover la 

variabilidad genética han sido documentadas desde los estudios genéticos clásicos de 

Darwin que datan desde finales del siglo XVIII. Pero es dentro de las dos últimas décadas 

donde los científicos han sido capaces de complementar los estudios genéticos con 

análisis bioquímicos y moleculares contribuyendo así a elucidar las complejas series de 

interacciones que ocurren en la interfase polen-pistilo. 

3.1.1. Sistema de Al esporofítico en Brassica 

En el caso de la Al esporofítica en Brassica se han identificado dos proteínas que 

segregan con el fenotipo de Al. Una de ellas es la proteína SLG, que es una proteína de 

secreción y la otra es la SRK, una proteína cinasa con propiedades de receptor que posee 

dominios extracelulares con alta homología a SLG, una región transmembranal y un 

dominio de cinasa intracelular (Takasaki et al., 1999; Wheeler et al., 2001). Ambas 

proteínas son expresadas en las células papilares del estigma (Nasrallah y Nasrallah, 

1993; Nasrallah, 1997). Aunque se sabe que las dos proteínas son codificadas por el 

locus S, 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 al, 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 proteína 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 SCRISP11 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 6) 

se propone que cuando se presenta la reacción de Al la proteína SCR/SP11 interactúa 

primero con la proteína SLG que se encuentra en la matriz extracelular de las células 

papilares del estigma y que posteriormente el complejo SLG-SCR/SP11 interaccionará 

con el dominio extracelular de SRK, activando su dominio intracelular de cinasa y por 

tanto, su autofosforilación (Goring, 1993). La forma fosforilada de SRK interaccionará con 

la proteina ARC presente en la papila estigmática, la cual contacta a un intermediario 

desconocido, quedando de esta manera instalada la respuesta de Al, que culminará con 
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la inhibición de la germinación del gr~no de. pole.n (~ra~k;in-Tong, 2002). Los detalles de 

la cascada de señalización intracel~lar dentro de la. célula ·papilar aún se desconoce. Sin 

embargo, las evidencias sugieren que ésto podrla regular la actividad de las acuaporinas, 

las cuales podrfan estar limitando la salida de agua de las células papilares para la 

hidratación del polen, evitando su germinación. 

A 
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Figura 6. Mecanismo de activación de la respuesta de Al en Brassica. A, el tamaño 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 extensión 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 del grano de polen (1 ), y cuando éste interactúa con SRK (2). Esta interacción estimula la 
fosforilación del dominio de cinasa de SRK del grano de polen(3). Seguido de ésto, SRK fosforila a 
ARC1 presente en la papila est1gmatica (4) y algunos estudios sugieren q¡.ie é.sto es lo que regula 
la limitación de entrada de agua necesaria en el grano de polen para su hidratación y germinación 
(Franklin-Tong, 2002). · 
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3.1.2. Sistema de Al gametofitico en solanáceas 

En la familia Solanaceae, especificamente en Nicotiana, los estudios que se han realizado 

sobre la biologia de la polinización han permitido identificar algunos factores genéticos y 

bioqulmicos que controlan la polinización. Asimismo, estos estudios han demostrado que 

la Al es controlada genéticamente por un locus polimórfico 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 

básicas de alrededor de 30 kDa que se secretan hacia la matriz extracelular del tejido de 

transmisión del estilo, por donde se dirige el tubo polinice al ovario (Anderson et al., 1986; 

Cornish el al., 1987; Broothaerts el al., 1995; McClure et al., 1993; Sassa et al., 1996; Xue 

et al., 1996). 

Estas glicoproteinas son exclusiva y abundantemente expresadas en el pistilo y se 

localizan en el tejido de transmisión del estilo, donde se lleva a cabo el rechazo del tubo 

polinice en Nicotiana (Cornish, 1987; Anderson et al., 1989; Jahnen, 1989). En la figura 7 

se muestran los dominios por los que están conformadas las S-RNasas. Estas enzimas 

poseen cinco regiones altamente conservadas (C1-C5). Tres de estas regiones C1, C4 y 

C5, contienen aminoácidos hidrofóbicos implicados en la formación de la estructura 

núcleo 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; lshimizu, 1995; Parry et al., 

1997). 
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Figura 7. Representación esquemática de Ja 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) Joerger el al. (1991), asl como Jos dominios de selección positiva 
(PS1-PS4) por Jshimizu et al. (1998). 

Las diferentes formas alélicas de Ja S-RNasa también comparten de siete a diez residuos 

de cisteínas conservadas, las cuales están involucradas en la formación de 4 enlaces 

disulfuro y en la estabilización de la estructura terciaria de la proteína (Tsai et al., 1992; 

Oxley y Sacie, 1996; lshimizu et al .. 1996; Parry et al., 1998). Las regiones conservadas 

de las S-RNasas están 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 el 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 interacción con los 

productos del alelo S del polen. Además se ha sugerido que otras regiones largas dentro 

de la estructura de la S-RNasa. PS1-PS4 podrían estar involucradas en la determinación 

de la especificidad alélica de la autoincompatibilidad (lshimizu et al., 1998). 

La actividad de ribonucleasa es esencial para el rechazo del polen (reacción de 

autoincompatibilidad). sugiriendo que las S-RNasas actúan como agentes citotóxicos alelo 

S-específicos, responsables de la degradación del RNA ribosomal (RNAr) del tubo 

polinice (Gray et al .. 1991; McClure et al., 1990). En este modelo, las S-RNasas pueden 

jugar dos papeles: uno de reconocimiento y otro catalítico. Esto puede ser comprobado 

con el hecho de que cuando las S-RNasas pierden su actividad, las plantas no llegan a . 

presentar el fenotipo que las caracteriza por rechazar el polen y por tanto, no se observa 

la degradación del RNAr (Huang et al., 1994). En tanto, el componente del polen en.la ·Al 
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aún se desconoce; únicamente lo que se conoce es.como un factor susceptible a ciertas 

condiciones de citotoxicidad especifica de la S-RNasa. 

·A pesar de conocer que las proteínas S son requeridas para la respuesta de Al, aún.no se 

.. sabe con· certeza cuál es el mecanismo por el cual las S-RNasas inhiben el crecimiento de 

los tubos polinices autoincompatibles. Por ello se han propuesto dos modelos para tratar 

de explicar las bases moleculares del rechazo del polen (Thompson y Kirch, 1992; Matton 

et al, 1994; Kao y McCubbin, 1996). El primer modelo es el del inhibidor (figura SA), y en 

él se propone que el producto S del polen funciona como un inhibidor general de la S

RNasa localizado en el citosol del tubo polinice, 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. 1996). Como se ilustra en la figura SA, el transporte 

de las S-RNasas no es alelo S especifico; por lo tanto, ambas S-RNasas (S1 y S 2-

RNasas) podrían entrar en los tubos polinices s, y s,. No obstante, dentro del tubo 

polfnico S 1 , únicamente la S 1-RNasa podría activarse e inhibir el crecimiento del tubo 

polinice S 1 (marcado con una X en la figura SA). En el ejemplo del tubo polfnico s,, su 

crecimiento podría continuar ya que el inhibidor S 3 del polen estaría inhibiendo tanto a la 

s, y la S 2-RNasas. 

El segundo modelo se llama modelo del receptor (figura 88). Este modelo dice que el 

producto S del polen es un receptor de superficie localizado en la pared celular o 

membrana plasmática del tubo polinice, éste es capaz de reconocer y translocar 

específicamente a las S-RNasas estilares dentro del tubo polinice (figura 88). Por 

ejemplo, si un pistilo lleva los alelos S, y S 2, podría sintetizar y secretar a la S 1- y S2-

RNasas estilares dentro del tejido de transmisión del pistilo donde los tubos polinices S, y 

S 3 están creciendo. La proteína s, del polen podría reconocer a la S 1-RNasa y permitir la 

entrada de ésta al tubo polinice s, donde se llevará a cabo la degradación de su RNA y 

detener así el crecimiento de este tubo polinice (denotado por una X en la figura 88). En 

cambio, la proteína S 3 del polen no es reconocida por las S 1- y S2-RNasas por lo que se 

impide la entrada de aquellas S-RNasas dentro del tubo de polen S 3 y permite el 

crecimiento normal del tubo polinice. 
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Figura B. Dos modelos de la activación 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 polinice s, en el espacio extracelular del tejido de 
transmisión del estilo que produce y secreta las proteinas s,- y S,-RNasas. En A, ambas protelnas 
(S, y S 2-RNasa) son capaces de entrar al tubo polinice s,, pero únicamente la proteina S 1 es 
capaz de funcionar como RNasa e inhibir el crecimiento del tubo (X); en cambio en B. únicamente 
Ja proteina s, es capaz de entrar al tubo polinice S 1 y detener su crecimiento (X). En ambos 
modelos, la actividad de RNasa de la proteina S 1 es responsable de la inhibición del crecimiento 
del tubo pollnico s,. en tanto. el crecimiento del tubo polinice S 3 continúa 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 más estudiada de este género, al igual que en las 

solanáceas, 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 13 y 2 a hélices cerca del 

e-terminal. Estas proteínas no presentan ningún tipo de homología con las S-RNasas y se 
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ha reportado que bajo condiciones in vi/ro las proteínas S son suficientes para causar el 

rechazo del polen alelo S especifico (Feote et al .. 1994; Franklin et al., 1995). Al igual c:jue 

en Nicotiana la determinante masculina no se ha identificado aún. Sin embargo, a 

diferencia de la actividad en Nicotiana y otras solanáceas, la respuesta de Al se 

manifiesta con la inhibición del crecimiento del tubo polinice inmediatamente después de 

la germinación del polen sobre la superficie del estigma y no en el estilo como se ha 

observado en las solanáceas (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 Ca2
., la fosforilación de las proteínas especificas y la 

transcripción de los genes específicos dentro de los tubos polínicos. 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. Características de los sistemas de Al para los cuales los datos moleculares 

están disponibles (Ka o y McCubbin, 1996; Schopfer et al., 1999; Shiba et al., 2001) 

Familia Control Genético Sitio de ¡ Componente del Actividad 
inhibición del locus S clonado catalitica 

polen implicada 
Brassicaceae Solo un locus Superficie del 

1 

Femenino Cinasa 
esporofítico estioma Masculino 

Solanaceae 
1 

Solo un locus Estilo 
1 

Femenino RNasa 
gametofitico 

Papaveraceae Solo un locus 
1 

Superficie 1 Femenino Cinasa 
gametofitico estiomatica 1 

Rosaceae 1 Solo un locus 1 Estilo 1 Femenino RNasa 
! oametofítico 1 1 

Scropulariaceae 1 Solo un locus Estilo 
1 

Femenino RNasa 
oametofítico 

4.0. Genes modificadores 

Por definición los productos del locus S determinan la especificidad de la respuesta de Al. 

Sin embargo, sólo en el caso de Papaver la especificidad del pistilo es suficiente para 

iniciar la respuesta de Al (Feote et al., 1994; Franklin-Tong e/ al., 1995; Franklin-Tong et 

al., 1997). No obstante, se ha visto que no solo las S-RNasas son las que _están 
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involucradas en el rechazo del polen (inhibición del tubo polinice) sino que existen otros 

factores genéticos que regulan dicha actividad. En el sistema de Al en Brassica y en 

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 

requeridos para que se desencadene el rechazo del polen alelo S especifico y por tanto, 

module la respuesta de Al además 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 expresión de los genes 

que determinan la especificidad. Grupo 2, son los que interactúan estrechamente alelo-S

especifico (genética o bioquimicamente) con los determinantes especificas y son 

requeridos para el rechazo del polen. Grupo 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, la respuesta de Al no sólo se lleva a cabo con las proteínas SRK., SLG y 

SCR/SP11 sino que existen otros genes involucrados dentro de esta, respuesta de 

especificidad. El gen SCF es un ejemplo de gen modificador del grupo 1, ·que afecta la 

expresión de los genes relacionados a los SGL, aunque se desconoce ,su ,mecanismo de 

acción (Nasrallah et al., 1992; Gaude et al., 1995; Kusaba y Nishio, 1999). El gen MOD es 

un ejemplo del grupo 2. Este gen codifica para una acuaporina, la cual puede· estar 

involucrada en la regulación de liberación de agua desde las células papilares del estigma 

para hidratar al polen en cruzas compatibles (lkeda et al., 1997). 

4.2. Genes modificadores en Solanaceae 

Existen evidencias genéticas señalan que factores independientes al locus S son 

requeridos en la respuesta de Al dependiente de las S-RNasas (Anderson, y De Winton, 

1931; Mather, 1943; Martin, 1968). Recientemente, Tsukamoto et al., (1999)~estudiaron 
poblaciones silvestres de Petunia axilaris con plantas Al y autocompatibles (AC):: EIÍ~s 
encontraron que la autocompatibilidad (AC) fue originada por un efecto alelo,S~sp~~ifÍco 
sobre la expresión de la S-RNasa, colocando al factor afectado en el grupo 1, de 'l~s 'genes 

modificadores, Asimismo, Ai et al. (1991) trabajando con plantas AC' d~I ¿ulÚv~r 
Strawberry Daddy, encontraron que cuando estas plantas fueron cruzadas con áqueU~s Al 

de Petunia híbrida. todas las plantas en la generación F1 fueron Al. Por lo tanto, se puede 
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decirque el cultivar Strawberry Daddy tiene una mutación recesiva que cae en el grupo 2 

de los genes modificadores, el cual no se requiere para la expresión 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 p/umbaginifolia que es una especie AC que no expresa S-RNasas y 

por lo tanto siguiendo el modelo de que las S-RNasas son las únicas 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 podrla desarrollar la respuesta de Al. 

Sin embargo, cuando se generaron plantas transgénicas de N. p/umbaginifolia que 

expresan niveles normales de la SA2-RNasa o de la Sc,0-RNasa, las plantas transgénicas 

resultantes fueron incapaces de rechazar el polen con el alelo SA2 o Sc10• No obstante, 

cuando éstas fueron cruzadas con aquellas plantas AC de N. afata 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 híbridos producto de esta cruza 

adquirieron la capacidad de rechazar el polen SA2 o Sc10 (Murfett el al., 1996). indicando 

que la respuesta de Al que desarrollaron los híbridos fue dependiente de factores 

diferentes de S-RNasas heredados por N. afata BT. 

Para identificar los supuestos genes modificadores del grupo 2 en Nicotiana, McClure el 

al. (1999), realizaron la búsqueda de genes que se expresan diferencialmente entre N. 

afata BT y N. plumbaginifolia. Durante la búsqueda se identificó un cDNA, el cual fue 

designado como HT, éste codifica para una proteína de 101 aminoácidos con una región 

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. afata, pero no se detecta en estilos de 

N. plumbaginifolia. 

Para evaluar la participación de la proteína HT en la respuesta de Al alelo S-específico, se 

prepararon plantas transgénicas que expresaron en antisentido el cDNA HT. La 

construcción en la cual se clonó en antisentido el cDNA HT fue utilizada para transformar 

plantas de N. plumbaginifolia, las cuales se cruzaron con plantas Al de N. afata Sc10 Sc10-

La progenie hibrida de 5 plantas independientes no mostraron niveles detectables de la 

proteína HT y aceptaron el polen con el alelo Sc10• De esta manera, estos resultados 
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implican a la proteína HT como un factor del grupo 2, por su especificidad de acción en la 

respuesta de Al (McCJure 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 señalan que otros factores genéticos diferentes a éstas son 

necesarios para el rechazo del polen alelo S especifico. Estos factores son conocidos 

como genes modificadores (McClure, 2000). Para identificar y clonar molecularmente 

genes modificadores se generó una población recombinante de N. afata (población 

011613-X, datos no publicados) que segrega en plantas autocompatibles (AC) y 

autoincompatibles (Al), donde se presume, se encuentran expresando estos genes en 

plantas Al y que están ausentes o no expresados en plantas AC. 

5.1.Pedigri de la población 011613-X 

La población 011613-X se originó a partir de la cruza entre una planta mutante natural de 

N. afata (SA2Sc10), que acepta su propio polen y que sintetiza niveles normales de la SA2- y 

la Sc10-RNasa. Esta mutante fue cruzada recíprocamente con una planta Al de N. afata 

S, 05S 10s y su fenotipo de polinización fue evaluado en la generación F1, encontrándose 

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 mutación 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 subpoblación con plantas parcialmente Al, ya 

que algunas plantas en la progenie F1 heredaría la S-RNasa defectuosa. 

Para generar una población que segregara con plantas AC y Al, una planta heteróciga de 

la generación F1 (5279-1, SA,S10s) fue retrocruzada con la mutante original y la población 

obtenida fue designada 04936 (Figura 9A). 
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El fenotipo de polinización en Ja población04936 se evaluó probando su capacidad para 

producir semillas después de ser autopolinizadas y con pÓJen ,de Jos homÓcigos SA2SA,, 

S105S1os y Sc108c10. lo que permitió ubicar el defecto en Ja parte estilar. De las plantas 

evaluadas se identificaron 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 (8A28c10) y 04936-224 (SA28 105). Estas plantas expresan 

niveles normales de Ja SA2-, 8105- y Ja 8c10-RNasa. Estos individuos fueron cruzados 

recíprocamente y Ja progenie analizada en su capacidad de aceptar o rechazar polen con 

Jos alelos s.,.,, 8105 ó Sc10, Los resultados de esta cruza mostraron que toda Ja progenie 

fue AC (Figura 98), lo cual indica que la mutación en las plantas defectuosas además de 

ser recesiva fue heredada de manera estable, por Jo que Ja planta 04936-177 fue 

seleccionada como defectuosa en su parte estilar y funcionó como uno de Jos padres para 

producir una nueva población recombinante genéticamente más homogénea (011613-X, 

figura 9C). 

La planta 04936-177 se cruzó con la planta Al de N. afata (81058105, donadora de polen), 

que se postula como un homócigo capaz de restaurar el defecto observado en Ja mutante 

de esta especie. La progenie heterociga resultante (11611) recuperó Ja capacidad de 

rechazar el polen con Jos alelos 8c10. SA2 y 8 105. Ratificando que Ja mutación de Ja planta 

defectuosa (102-118) es recesiva (Figura 9C). 

Para investigar cuantos factores son los defectuosos en las plantas AC, una planta AJ 

(11611-23, 8A2 810s) de Ja población heterociga 11611, fue retrocruzada con Ja planta 

defectuosa 04936-177 (8A28c10) quien actuó como donadora de polen. La población 

resultante fue designada como 011613-X (Figura 9C). 



A Población recombinante 04936 

N. a/ata 102-118 AC (SA2Sc10) 
Expresando niveles normales de 

la SA2 y S1as-RNasa 

X N. afata Al (S1asS1os) 

1 
Expresando niveles normales de 

T la S1as-RNasa 

Generación 1: 
Fenotipo: 100% de plantas Al (población 5279) 

Genotipo S: SA2S10s y Sc10S1as 
1 

T 
Retrocruza 1 

Planta heterociga Al (SA2S 105) X N. a/ata AC (SA2Sc10) 

+ 
Generación 2: Generación BC1 de la retrocruza: 

Fenotipo: población 04936 segregando con plantas AC y plantas Al 

B Población recombinante 11611 
Planta AC 04936-177 (SA2Sc10) X 04936-224 AC (SA2S10s) 

Generación 3: Generación F1 
Fenotipo de la población 11609: 100% de plantas AC 

Genotipo S: SA2SA2. SA2S10s y Sc10S1os 

C Población recombinante 011613-X 
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N. a/ata AC 04936-177 (Sc1aSA2' X Planta: N. a/ata Al 110-18(102-118)(S10sS1os) 

+ 
Generación 4: Generación F1 

Fenotipo de la población 11611: 100% de plantas heterócigas Al 
Genotipo S: SA2S10s y Sc10S10s · · 

+ 
Retrocruza 1 

Planta heterociga Al 11613-23 (SA2S,05) ~ N. a/ata AC 04936-177. (SA2Sc10) 

Generación 5: 

T 
Generación BC1: Población 011613-X 

Genotipo S: SA2Sc10. SA2S1as y Sc10S10s 
Proporción: 3: 1 

Al :AC 

Figura 9. Pedigri de la población recombinante 011613-X. En este diagrama se muestran 5 
generaciones donde se indican las cruzas genéticas que originaron la población O 11613-X. 
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6.0. OBJETIVO GENERAL 

•Caracterizar genética y molecularmente la población 011613-X de Nicotiana afata. 

6.1 Objetivos particulares: 

a. Analizar el comportamiento genético de la población segregante 01.1613-X de N. 

afata en cuanto a la capacidad de aceptar o rechazar.su.propio p.olen. 

b. Determinar si las plantas AC de la población segregante 011613~X de N. afata, 

portan el gen de las S-RNasas y si éste es expresado .. 

c. Evaluar si las s-RNasas que segregan en la población 011613-X de N. afata son 

funcionales in vivo mediante técnicas cíe microscopia de fluorescencia. 



7.0. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1. Determinación del fenotipo de polinización de la población 011613-X de N. afata por 
medio de polinizaciones manuales. 

Semillas producto de la cruza entre la planta Al (11611-23, Sc10S1as) con la planta 

defectuosa 4936-177 (SA2Sc10) fueron germinadas y las plántulas fueron mantenidas bajo 

condiciones de invernadero con 16 h luz /8 h oscuridad y una temperatura de entre 25 y 

30ºC. La población analizada consistió de 100 individuos. Una vez que las plantas 

alcanzaron la floración (-2 meses después de la siembra), se emascularon 7 flores de 

cada individuo 48 h antes a la antesis. para evitar contaminación con el polen propio. Las 

polinizaciones se llevaron a cabo tres días después de la emasculación. Los estigmas 

fueron polinizados con polen proveniente de la misma planta (autopolinización) y con 

aquel proveniente de las plantas homócigas SA2SA2• S 1asS1as y Sc10Sc1a. debido a que en 

la población 011613-X segregan las SA2-, S,05- y Scia- RNasa. El fenotipo de polinización 

se evaluó como la capacidad de formación de frutos después de los 1 O días después de 

la polinización. 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 homócigas, formaron frutos. 

7.2. Genotipificacíón de la población 011613-X 

7.2.1. Purificación de DNA total 

La genotipificación de la población 011613-X se realizó mediante la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR). El DNA que se usó como molde para realizar la PCR fue 

purificado de hojas jóvenes de cada individuo de la población, ya que este tipo de tejido 

contiene pocos polisacáridos y compuestos polifenólicos. La extracción del DNA total se 

realizó mediante el protocolo de aislamiento de DNA para tejido en plantas (OIAGEN) 

como se índica abajo. 

1. Se pulverizaron 100 mg del tejido de hoja en nitrógeno líquido y el polvo fue 

transferido a un tubo Eppendorf donde se le adicionaron inmediatamente 400 

µI del buffer AP1 y 4 ~d de la solución de RNasa A (100 mg/ml). La niezcla fue 

agitada en un vórtex. 

2. La mezcla se incubó por 1 O minutos a 65ºC. mezclando de 2-3 veces por 

inversión del tubo. 
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3. Se adicionaron 130 µ1 del buffer de .. lisis:AP2. Las muestras'se mezclaron e 

incubaron por 5 min en hielo. 

4. El lisado fue aplicado a una columna (Q/Ashredder) situándola e·n un tubo de 

colección de 2 mi y centrifugando por 2 mina.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%) y 

se mezcló pipeteando. 

6. De la mezcla anterior, 650 µI fueron transferidos a otra columna de intercambio 

iónico (DNeasy), la cual se colocó en un tubo de colección de 2 mi, éste, se 

centrifugó por un minuto a 8000 rpm y se descartó el eluato. 

7. La columna DNeasy fue colocada en un nuevo tubo de colección para 

adicionar 500 µI del buffer AW. La mezcla se centrifugó por un minuto a 8000 

rpm. Se eliminó el eluato. Este paso fue repetido 2 veces. 

8. La columna DNeasy se transfirió a un tubo nuevo de 1.5 mi y se adicionaron· 

1 OO~lf de H 2 0 destilada en el centro de la membrana de la columna. La 

membrana húmeda se incubó durante 5 min a temperatura·'. ambierite y 

después se centrifugó por un minuto a 8000 rpm. 

7.2.2. Amplificación por PCR de fragmentos de DNA codificante ~ara.lé)S ,S;RNcisas. 

Los fragmentos de DNA codificante para la SA2-. S 105-. y ScwRNasas f~~ron'amplificados · 

por PCR, utilizando como templado DNA total de cada individuc/ci~ Ía.po,bl~~iÓn.011613-
x. :,•;:,·· ~:··::. ·,:·:.·. 

'",;; 

Las secuencias de los oligonucleótidos que fu~rCJn'.< ~tmiaci~~ ~p~r~<'fl~nquear .los 

segmentos de DNA genómico de las plantas de esta'pobÍ~ci6~'tu~~~,:~-¡~5·~ig¿fent_;s: 
a) Amplificación del DNA para la S105~RNas~::!,¡::i;; ·.~: "' ·' .', "' 

Oligo: S
105

-250S , •.. , ~; :• , »"' :,·.•e · •·"., 

5'- TGA CCT CCA CCG AAG AGG A r,r GTA AAG~3·,: ;;Tm= 61.5"C ' %GC= 48.1 
'~i'· ~ · .•. 

Oligo: S105-250A , :'.·:··.·.;::.'.t .. ;;··'••''·.;~_;.-··,,. 

5' - GCT GTG TAG GTT ne C::.C.~''J\l"ª'id::,A. GG~3' '. 

b) Amplificació~ del 0NÁ,,~~;~-1~75~%~N~s~; · 
'.; .·-·--: '··)·:~-:· _,·::_,:·,- .. - ', 

Oligo: SA2-P1 ·<-r 

. ·,_ . 

Tm='64.2·c %GC= 53.8 

5'-AAA GTA CCA TCG CGA,CTTCG~3· Tm= 52.0"C . %GC= 50.0 

Oligo: SA2-P2 . : : 

5'-TGT GAA GTT ATTCATCGTCGG~3' Tm= 50.2"C %GC= 42.9 



e) Amplificación del DNA para la Sc10-RNasa. 

Oligo: Sc10-P1 

5'- GAC CTA ACC ACC GCA GAA AC-3' 

Oligo: ScwP2 

5'- CA T CGA GTC GAA ACA TA T GCC-3' 
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Tm= 51.2ºC %GC= 55.0 

Tm= 52.2ºC %GC= 47.6 

d) Amplificación del DNA para la Rubisco (utilizado como control 

positivo de amplificación). 

Oligo: Rub-P1 

5'- AGG CCT GGA TCC GTA TTA TTG-3' Tm= 52.2ºC %GC= 47.6 

Oligo: Rub-P2 

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

Las reacciones de PCR se realizaron por separado para la amplificación de la 5 105-

RNasa, utilizando los oligos S 10s-250S y S,05-250A a una concentración final de 13 pM. En 

el caso de la amplificación de la Sc10- y SArRNasa, la reacción de PCR se realizó 

utilizando una mezcla de 6 oligos (SA2-P1, SA2-P2, Sc10-P1, Sc1 0 -P2, Rub-P1 y Rub-P2) de 

la siguiente manera: 

Los eliges utilizados estuvieron a una concentración final de 13 pM. Es importante 

mencionar que en la mezcla de los 6 oligos se incluyeron aquellos que amplifican un 

fragmento de DNA que codifica para la subunidad pequeña de la Rubisco. Lo anterior se 

realizó para tener un control positivo de amplificación del PCR, ya que se sabe que este 

gen está presente en todas las plantas verdes. 

La mezcla de reactivos que se usaron para las reacciones de PCR fue como sigue, donde 

solo varían los primers para cada reacción: 



16.15 µI de H 20 

0.75 µI MgCl2 (50 mM) 

2.5 µI Buffer PCR (10X), 15.6 unidades 

0.3 µI dNTP's (20 mM) 

2.0 µI mezcla de 6 oligos (13 pM) 

0.3 µI Taq polimerasa recombinante (5 unidades/µ!; GIBCO) 

3.0 µI de DNA templado 

25.0 µI total 

Las longitudes de los productos de PCR esperados son los siguientes: 

SA2- -400 pb. 

Sc10--300 pb 

S105- -200 pb 

Rubisco- -200 pb 
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Las condiciones de PCR a las que fueron sometidas las muestras correspondientes a la 

amplificación de los productos de la SA2 y Sc10-RNasa fueron las siguientes: 

94ºC- 1 minuto 

94ºC- 45 segundos 

63ºC- 1 minuto 

72ºC- 2 minutos 

72ºC- 2 minutos 

un ciclo 

>40ciclos 

un ciclo 

Las condiciones de amplificación para la S 105-RNasa fueron: 

94ºC-1 minuto un ciclo 

94ºC- 5 segundos ) 40 ciclos 

72ºC- 1 minuto 

72ºC- 5 minutos un ciclo 

Una vez concluidas las reacciones de PCR los productos se fraccionaron 

electroforéticamente en geles de agarosa al 2% y teñidos con bromuro de etidio (10 

mg/ml) para determinar que genes de las S-RNasas se encuentran segregando en las 

plantas de la población 011613-X. 
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7.3. Análisis electroforético de proteinas estilares para determinar si las S-RNasas se 

expresan normalmente en plantas AC y Al. 

Para este análisis se seleccionaron 3 plantas AC (38, 60 y 65) y 3 Al (15. 120 y 134), a las 

cuales se les extrajeron proteínas totales de estilos. Brevemente, se maceraron 20 estilos 

con aproximadamente 500 µI de amortiguador de extracción de proteínas (50 mM NaCI; 

50 mM AcNa pH 5.0 y 1 % J3-Mercaptoetanol) en un mortero preenfriado. El homogenado 

fue recuperado y clarificado por centrifugación a 13,000 rpm por 20 minutos a 4ºC. El 

sobrenadante fue trasladado a un tubo limpio y mantenido en hielo o guardado a -80ºC 

hasta su uso. La concentración de proteina fue cuantificada por el método de Bradford, el 

cual consiste en utilizar diluciones de albúmina 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 proporción de 1: 100, ésto con el fin de obtener la curva patrón de 

absorbencia I concentración. De la misma manera y en la misma proporción se aplicaron 

las muestras a analizar. Las lecturas de absorbencia se realizaron a temperatura 

ambiente y a una longitud de onda de 595 nm. 

1 O µg de proteina total fueron aplicados a un gel desnaturalizante con SOS de 

poliacrilamida al 10% y fueron fraccionadas electroforéticamente. Esta electroforesís se 

llevó a cabo en dos fases: a) una en el gel concentrador, el cual contiene una 

concentración de 4% de acrilamida y pH 6.8 y b) un gel separador 10% con pH 8.8. Los 

geles fueron teñidos con azul brillante de Coomassie. La identificación de las S-RNasas 

se realizó por su abundancia, ya que se sabe que del 15-30% de las proteínas totales en 

el estilo son S-RNasas y debido a que la SA2 y S, 05-RNasas tienen una masa molecular de 

32 KDa, mientras que la Scio-RNasa de 34 KDa (Murfett et al., 1996). 

7.4. Análisis del crecimiento de tubos polínicos en estilos de plantas AC y Al de la 
población 011613-X. 

Con el fin de comprobar que las S-RNasas son funcionales in planta se realizaron 

observaciones del crecimiento de los tubos polinices 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 (Sc10S1os). 
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Las flores (3 ·de cada planta) fueron em.asculadas 48 h. antes .de la antesis de la flor. 

Pasados 3 días, éstas fueron polinizadas manualmente con el polen proveniente de las 

tres plantas homócígas (SA,SAo. Sc10Sc1a y 5 1055 105) así como con su propio polen 

(autopolinizaciones). 

Después de 72 h, tiempo suficiente para que los tubos polínicos hayan alcanzado el 

ovario, los estilos fueron colectados y fijados en etanol/ ácido acético (3: 1 ). Después de 

haber permanecido por lo menos un día en la solución fijadora, los estilos fueron 

transferidos a una solución de sulfito de sodio al 10%, con el fin de reblandecerlos, 

adicionando un tratamiento de 5 minutos en autoclave en la misma solución, para un 

mayor reblandecimiento del tejido. Transcurrido el tiempo en esta solución, los estilos se 

transfirieron a una solución de azul de anilina al 0.1 %. La incubación en azul de anilina 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 

cubreobjetos y posteriormente ser aplastados. Las preparaciones se sellaron con barniz 

para uñas 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 fotomicrografías. 
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8.0. RESULTADOS 

8.1. Análisis genético de la población 011613-X por medio de polinizaciones manuales. 

Para determinar la proporción fenotípica de plantas AC y Al en la población recombinante 

011613-X, se realizaron polinizaciones manuales en 100 individuos, evaluando la 

capacidad de cada una de las plantas para producir semillas después de la 

autopolinización y de la polinización cruzada con polen proveniente de los homócigos SA2-

' S105- y Sc1o. debido a que en la población 011613-X segregan las SA2-· 5 105- y Sc10-

RNasas. Cabe señalar que la polinización con el polen proveniente de las plantas 

homócigas, permitió descartar aquellas plantas que fueron declaradas como Al por su 

incapacidad de formar frutos, lo cual en algunos casos fue impreciso, ya que se detectó 

que algunas plantas producen poco polen viable. La proporción fenotípica de plantas que 

rechazaron o aceptaron el polen propio y de aquel proveniente de los homócigos SA2SA2, 

S105S105 y Sc10Sc10 se puede observar en la figura 10. 

En esta figura se muestra únicamente el comportamiento fenotípico de 90 plantas, ya que 

de las 100 plantas analizadas en este sentido, 1 O presentaron un fenotipo de polinización 

confuso. por lo que se decidió no tomarlas en cuenta para el análisis estadístico. De las 

90 plantas analizadas se encontró que el 75.6% representa a las 68 plantas Al, es decir, 

son plantas que rechazan su propio polen así como aquel con Jos alelos SA2-, 5 105- y Sc10, 

mientras que, el 24.4% es el porcentaje que representa a las 22 plantas restantes, las 

cuales aceptan todo tipo de polen, por lo que fueron declaradas AC (figura 10). El 

comportamiento detallado de las plantas AC y Al se puede observar con mejor detalle en 

las tablas 3 y 4 del apéndice JI. 
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90 

75.6% Al 

68 

X 2= 0.015 (a= 0.90) 
No. de Plantas 

Fenotipo de polinización 

Figura 10. Fenotipo de polinización de la población recombinante 011613-X. 90 plantas de esta 
población fueron analizadas. de las cuales el 75% corresponde a plantas Al y el 24.9% a plantas 
AC (X2= 0.015, a= 0.90). AC= Autocompatibles, Al= Autcincompatibles. 

Al observar la distribución fenotípica de los porcentajes de las plantas Al y AC en 

la población 011613-X, se planteó la hipótesis de que la segregación era 3:1 (AJ:AC). Para 

probar esta hipótesis se calculó el estadistico de X 2
, 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 

población 011613-X segrega de manera Mendeliana con una proporción fenotípica 3:1, es 

decir por cada 3 plantas Al, hay una AC. 
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8.2. Las plantas de la población 011613-X portan los genes de la Sc1o-. SA2- ó S10s
RNasas 

Uno de los aspectos importantes a conocer en los individuos que conforman la población 

recombinante, fue si portaban y expresaban los genes para las S-RNasas que segregan 

en esta población, ya que como se mencionó antes, esta población es el producto de la 

cruza entre las plantas heterócigas 4936-177 (AC, SA2Sc10) y la planta 11611-23 (Al, 

SA2S 105). Tomando en cuenta la cruza donde la planta Al es la madre, los individuos en la 

población deberán portar en su estado diploide las siguientes combinaciones de S

RNasas: Sc10S10s. Sc10SA2 o SA2 S1os pero nunca homócigos para la SA2-RNasa, debido a 

que la planta 11611-23 (SA2S 105) que fungió como madre es Al y rechaza el polen SA,. 

La predicción de los genotipos anteriores fue evaluada por PCR, utilizando iniciadores 

específicos para la SA2-. la S,05- y la Sc,0-RNasa. La PCR se realizó utilizando DNA total 

de cada una de las plantas que conforman esta población, el cual fue utilizado como 

templado en las reacciones de amplificación. 

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 amplificación de los segmentos de DNA de los genes de la SA2-

Y la Sc, 0-RNasa, respectivamente, ya que fue utilizado el DNA de las plantas homócigas 

SA2 SA2 y la Sc1oSc1o como controles positivos 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 SA2-RNasa de las plantas Al (156, 157, 

72, 59, 151 y 32) y en los carriles 6. 7, 10 y 11 productos de PCR de 300 pb, los cuales 

corresponden a la amplificación de segmentos de DNA de la Sc10-RNasa también de 

plantas Al (77, 66, 7 y 56). Estos resultados indican que estas plantas portan los alelos 

que codifican para la Sc10-RNasa y la SA2-RNasa. 



Autoincompatibles 

MM S,u Sc 1o 156 157 77 66 72 59 7 56 151 32 

Carril: 2 3 4 5 7 a 9 10 11 12 13 

No. do planta 

+-- S,..:-RNasa 
.-sc,0-RNasa 
-4-Rubisco 

Figura 11. Amplificación por PCR de los segmentos de DNA de la Sc 10 y SA,-RNasa de las plantas 
Al de la población recombinante 011513-X. Los productos de PCR fueron fraccionados 
electroféticamente en geles de agarosa al 2% teñidos con bromuro de etidio. carril 1: marcador de 
peso molecular (100 pb); carriles 2 y 3: productos de PCR amplificados a partir de plantas 
homócigas SA2S,2 y Sc10Sc10 utilizados como controles; carriles 4-13: productos de PCR de los 
DNAs de las plantas Al (156. 157. 77, 66. 72, 59. 7. 56, 151 y 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 homócigas SA2SA2 y Sc10Sc10 , y a 

partir del carril 4 podemos observar el producto de PCR del DNA de la planta 38 que 

corresponde al segmento de DNA de la Sc, 0-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 SA2-RNasa. En lo que respecta a los carriles 10, 

14 y 18 que corresponden a las plantas 46, 63 y 132 no se llevó a cabo la amplificación 

adecuadamente por lo que no se puede observar ningún producto de PCR. Todas ellas 

son plantas AC pertenecientes a esta población seg regante y lo anterior permite decir que 

estas plantas AC portan los alelos que codifican para la Sc 10-RNasa y la SA2-RNasa. 
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Autocompatibles 

MM SA2Sc10 38 12 26 27 34 37 46 48 57 62 63 69 74 76 132 143 145 No. de planta 

2345678 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

.._ S,,~rRNasa 
~-Sc10-RNasa 

..-Rubisco 

Figura 12. Fraccionamiento electroforético en geles de agarosa al 2% de Jos segmentos de DNA 
de plantas AC de la población 011613-X. Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb); carriles 2 
y 3: productos de PCR de las plantas homócigas S""2SA2 y Sc, 0 Sc10 (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 Jos carriles 10. 14 y 18 corresponden a las 
plantas 46, 63 y 132 no hubo una buena amplificación por Jo que no aparece ningún producto de 
PCR. 

En el caso de Jos productos de PCR correspondientes a la amplificación de los segmentos 

de DNA del gen 8105-RNasa, también fueron fraccionados en geles de agarosa al 2% y 

pueden observarse en la figura 13. En donde, el DNA que se utilizó como templado 

provino de plantas AC y Al, así como de la planta homóciga S 105S 105 , que fungió 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 5 105-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 población portan el alelo 

S 10s. Como un control adicional se colocó una muestra con agua destilada (carril 6), que 

indica que no hay amplificaciones inespecificas. 
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AC Al 
MM 38 60 65 S 105H 0 0 15 120 134 No. de planta 

S:.;!:- RNasa 

Carril: 23456789 

Figura 13. Amplificación por PCR del DNA de la S1c5 -RNasa de plantas AC y Al de N. afata. MM: 
marcador de peso molecular (100 pb); 38. 60 y 65: segmentos amplificados de DNA de plantas AC; 
S1cs: producto de PCR de la planta homóciga Sc10S1c5 : H,O agua destilada como control de 
amplificación; 15. 120 y 134: Segmentos amplificados de DNA de plantas Al. Todas las plantas de 
la población 011613-X portan el gen de la S1os-RNasa 

8.3_ Las plantas de la población 011613-X expresan niveles normales de S-RNasas 

Una vez confirmado que tanto los individuos AC como Al de la población 011613-X portan 

los genes de las S-RNasas, existía 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: Sc10S 105) y 3 plantas Al (15, 

120 y 134. genotipo: Sc, 0 8 105 ), a las cuales se les extrajo proteína total de los estilos. Las 

proteínas 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 interpretación de los resultados. El análisis 

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 1 O µg por estilo en N. afata, lo cual 

representa del 15-30% de la proteina total (Jahnen et al., 1989). En la figura 14 se 

observa que las plantas homócigas Sc10Sc1o. tienen una proteína prominente que bandea 

alrededor de 34 kDa (carril 3) mientras que los homócigos SA,SA2 y 8 1058 105 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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de estos homócigos fueron utilizadas como referencia de cantidad y masa molecular para 

tas S-RNasas correspondientes. En ese sentido se puede observ.ar que· tantó:·1a.s plantas 

AC como las Al expresan cantidades similares a los homócigos de la 5 105 y ta Sc1~-RNasa . . . 

(carriles 5-10), las cuales bandean a 32 y 34 kDa, respectivamente. Estos re_sultados 

permiten concluir que tanto las plantas AC como Al expresan .riiveles normales d_e S

R Nasa; sin embargo, ésto no significa que sean funcionales· ·e·n lo·s .estilos de. las plantas 

AC. 
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Figura 14. Analisis electroforét1co por PAGE-SDS de las S-RNasas que segregan en la población 
011613-X Extractos de proteína total de estilos de plantas AC y Al fueron fraccionados 
electroforét1camente en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 10%, y teñido con azul brillante 
de Coomass1e. la S, 05-RNasa. Sc, 0-RNasa y S,,-RNasa de las plantas homócigas fueron tomadas 
como controles para referencia de cantidad y masa molecular. AC= Plantas autocompatibles; Al= 
Plantas autoincompat1bles 



36 

8.4. Evaluación del crecimiento de tubos polinices en estilos de plantas AC y Al. de la 
población segregante 011613-X de N. a/ata 

Tanto las plantas AC como las Al portan y expresan los genes de las S-RNasas. Sin 

embargo. parece que a pesar de expresar niveles normales en el.estilo, éstas parecen no 

ser funcionales in planta. Para probar esta hipótesis se realizaron polinizaciones 

manuales en las plantas 38, 60, 65 (AC) y las plantas 15, 120 y 134 (Al), las cuales tienen 

un genotipo Sc10S10s. Estas plantas fueron las mismas que se utilizaron en el análisis 

electroforético de proteínas de estilo. 

Las plantas fueron emasculadas 72 h antes de la polinización con su propio polen y con 

aquel proveniente de los donadores homócigos Sc10Sc105, SA2SA2 o S1osS105. Transcurridas 

72 h, los estilos fueron colectados, fijados y sumergidos en una solución de azul de anilina 

para observar los tubos polinices, 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 polinices. 

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 el pistilo: en el estigma, en la parte media del estilo y en la base de éste. En lo 

que respecta a las plantas AC, se puede observar en la figura 15A, que una gran cantidad 

de tubos polinices alcanzan la base del estilo cuando estas son autopolinizadas. El mismo 

crecimiento hasta la base de estilo se observó cuando las plantas fueron polinizadas con 

polen Scio. SA: o S, 05 (figuras 16A, 17A y 18A). Sin embargo, en el caso de la planta Al 

los tubos polinices nunca alcanzan la base del estilo cuando las plantas son polinizadas 

con su propio polen (figura 158) ni con el polen Sc1o o S1os (figuras 168 y 178), lo cual se 

debe a que el genotipo de los estilos es Sc10S 105• No obstante, estas plantas fueron 

capaces de aceptar el polen con el alelo SA,, como lo indica la presencia de un gran 

número de tubos polinices en la base del estilo (figura 188). Cabe resaltar que la 

inhibición se presenta como a las % partes de estilo únicamente 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 3/. partes ya se observa 

una inhibición (figuras 158 . 168. 178). 
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Estos resultados permiten concluir que aunque las plantas AC expresen niveles normales 

de S-RNasa en sus estilos, éstas no funcionan en. el rechazo del alelo S especifico del 

p_olen en el entorno genético de estás plantas. 

ESTIGMA 

PARTE 
MEDIA 

DEL 
ESTILO 

BASE DEL 
ESTILO 

Autopolinización 

Planta 65 AC 
Genotipo Sc10S10s 

A 

Planta 120 Al 
Genotipo Sc10S10s 

B 

Figura 15. Localización de la inh1bic1ón de lo tubos polinices por medio de la técnica de microscopia de 
epifluorescencia en plantas AC y Al de la poblac1on 011613-X (N. a/ata) después de 72 h de haber sido 
polinizadas. A y B, pistilos de N a/ata. Cuando la planta AC (A) es autopolinizada se observa desde la 
parte del estigma hasta la base del estilo un crecimiento normal de tubos polinices, en tanto, cuando la 
planta Al es autopolinizada. se presenta una germinación y crecimiento norn1al hasta antes de las ~ 
partes del estilo. y a partir de este limite se observa la inhibición total de los tubos, especificamente en 
la base del estilo. 
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Figura 16. lnh1b1ción del crecimiento de los tubos polinices en plantas AC y Al (ScrnSc,o) de la 
población segregante 011613-X. A y B. pist1ios de N. alata La planta AC es polinizada con el polen 
donador de la planta homóc1ga S,05S1os y se observa un crecimiento normal desde el estigma hasta 
la base del estilo, mientras que, en las plantas Al polinizadas con este mismo polen, a ~ partes se 
observa una inhibición absoluta del crecimiento de tubos polinices. 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. Inhibición de tubos polinices en plantas Al cuando son polinizadas con el polen donador 
de la planta homóciga Sc 1oSc 10• A, se observa el pistilos de plantas AC, donde el crecimiento de 
tubos polinices es normal y muy abundante. en tanto. en las plantas Al (B) se observa un 
crecimiento normal hasta antes de las 'X partes. ya que a partir de este Hmite se presenta una 
inhibición total de tubos polinices. 
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Figura 18. Crecimiento normal de tubos polinices en plantas AC y Al de la población 011613-X de 
N alata. En A y B se observa un crecimiento normal de tubos polinices ya que. al no coincidir el 
alelo del polen con los de la planta receptora se presentan los tubos polinices normalmente incluso 
en la base del estilo. lugar donde se lleva a cabo la inhibición en plantas Al, hay una abundancia 
de éstos en ambos casos. 
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9.0. DISCUSIÓN 

Es claro que los productos del locus S determinan la especificidad de la respuesta de Al. 

Sin embargo, sólo en el caso de Papaver la especificidad del pistilo es suficiente para 

iniciar esta respuesta (Feote et al., 1994; Franklin-Tong et al., 1995; Franklin-Tong et al., 

1997). En el sistema de Al en Brassica y en aquellos 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 

responsabilidad de un factor alelo S-específico que regula la expresión 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 generación F1 fueron Al. Por lo tanto, se puede decir que 

el cultivar Strawberry Daddy tiene una mutación recesiva que no afecta la expresión 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 únicas 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 podría desarrollar la 

respuesta de Al Sin embargo. cuando se generaron plantas transgénicas de N. 

plumbaginifolia que expresan niveles normales de la SA2-RNasa o de la Sc10-RNasa, las 

plantas transgénicas resultantes fueron incapaces de rechazar el polen con el alelo SA2 o 

Sc 10 . No obstante. cuando éstas fueron cruzadas con aquellas plantas AC de N. afata 

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 SA2 o Sc 1o (Murfett et 
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al., 1996), · indicando que la respuesta de Al que desélrrollaron los híbridos fue, 

dependiente de facÍores diferentes d~ S~RNasas heredado~ por N. aÍata B.T. 

A la fecha solo un gen modificador ha sido clonado en N. a/ata, .el cual fu~.a~signado HT. 

Este gen codifica para una proteina de 101 amino ácidos con i,ina.regi.óh ~íl:e1.extremo 
carboxilo rica en residuos de asparagina y aspartato. El transcrito de.: HT·. se expresa 

fuertemente en estilos de plantas Al de N. a/ata, pero no se dete.cta, en estilos de N. 

p/umbaginifolia (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 S 6-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 único 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 mutación en la región codificante del gen Le HT-A 

provoca un corrimiento del marco de lectura, mientras que en el gen Le HT-B la mutación 

genera un codón de término prematuro. Estos hallazgos llevan a la conclusión 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 vía bioquímica involucra 

a más de un gen modificador, por lo que en un intento por identificar y clonar otros genes 

modificadores involuc·ados en el sistema de Al gametofitico de N. a/ata este estudio tuvo 

como objetivo generar una población segregante con plantas AC y Al con genotipos muy 

similares donde las diferencias genéticas solo radiquen en aquellos genes relacionados 

con la Al. Esta población se originó a partir de la cruza de una planta mutante natural de 

N. a/ata defectuosa en la parte estilar que consiste en su incapacidad de rechazar su 

propio polen, con una planta Al de N. a/ata (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 función en el rechazo del polen alelo S especifico. 



43 

La generación F'1. producto de la cruza anterior fue 100% Al, lo que demuestra que el 

defecto en la mutante;~s· recesivo:Además, este resultado demostró que el defecto en la 

mutante río radica'en una mutación que afecte directamente a las S-RNasas (Sc10 ó SA2), 

ya que de.ser así la ~en~ración final segregaría con plantas que tuvieran una Al parcial, 

debid~ a ci~e:algunas plantas heredarían la(s) S-RNasa(s) mutada(s). 

Para. generar la población recombinante de N. a/ata 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 heteróciga Al de la F1 fue retrocuzada con la 

mutante original, obteniéndose la población 04936 (figura 98). Dicha población segrega 

con plantas AC y Al. La población 04936 ya pudo haber sido analizada genéticamente; sin 

embargo, se quería estar seguro de que la mutación en las plantas AC era estable, por lo 

que se realizaron cruzas recíprocas entre dos plantas AC de esta población (Figura 98). 

La progenie (F1) de esta cruza fue 100% AC, lo cual permitió concluir que la mutación es 

heredada de manera estable y a la población se le dio el nombre de 11609 (figura 98). 

Habiendo asegurado lo anterior se procedió a generar otra población recombinante más 

homogénea a partir de la cruza de N. afata Al planta 110-18 (102-118)(S1osS105) con N. 

a/ata AC 04936-177 (SA2Sc10) (figura 9C). La generación F1 fue 100% Al y heterócíga 

como se esperaba, por lo que una planta de esta población (11611) fue retrocruzada con 

la planta defectuosa (AC) 04936-177 (SA2 Sc10), generándose una población segregante 

(011613-X). Esta población fue analizada genéticamente por medio de polinizaciones 

manuales, encontrándose que ésta segrega con una proporción fenotípica de 3: 1, es decir 

3 plantas AJ por cada una AC (Figura 10). 

En Ja población 011613-X tanto las plantas AC como las Al expresan niveles normales de 

las S-RNasas que segregan en la población (figura 14). Sin embargo, parecía que estas 

enzimas no eran funcionales en los estilos de las plantas AC, ya que éstas no inhiben el 

crecimiento de los tubos polinices producto de su propio polen. Lo anterior quedó 

confirmado cuando se realizaron observaciones directas de tubos polinices creciendo en 

estilos de plantas AC y Al (Sc 10S 105 ), ya que cuando las plantas AC fueron polinizadas con 

su propio polen y con aquel con los alelos SA2 , 5 105 o Sc10, los tubos polinices 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 SA2 , un alelo que no se encuentra en el pistilo de 



44 

la planta receptora (Figura 188). La inhibición del crecimiento de los tubos polinices en los 

estilos de las Al se presentó después de la parte media del 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. aún sabiendo que son funcionales en un entorno genético 

adecuado, permite plantear tres hipótesis: 1) las S-RNasas no están 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 transmisión, entonces el 

defecto pudiera estar en su incapacidad de transportarse al citoplasma del tubo polinice, 

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 polinices pero que no actúen en la degradación del RNAr, lo que implicarla que la 

S-RNasa se estaría transportando con factores estilares que inhibieran su actividad. 

Finalmente los resultados del análisis genético permiten proponer que en las plantas AC 

de la población 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 hipótesis se muestra en el figura 19. En esta figura 

se postula que la planta defectuosa (AC) de N. afata tiene dos genes recesivos que le 

provocan la AC, pero que al ser cruzada con una planta silvestre de N. afata, la 

generación F1 heteróciga restaura al 100% la Al (figura 19A). Sin embargo, cuando una 

planta heteróciga de la F1 se retrocruza con la mutante original (AC) se genera una 

población con individuos Al heterócigos con genotipos que heredan al menos uno de los 

dos factores. los cuales al tener funciones redundantes ocasionan que las plantas 

rechacen su propio polen, lo que no sucede cuando se generan homócigos recesivos 

(198). 
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1 O.O. CONCLUSIONES 

El defecto observado en la planta mutante AC de .N. a/ata es recesivo y en genes 

modificadores. 

Las plantas AC de la población recombinante .011613-X de· N. a/ata. expresan 

niveles similares de S-RNasa a las plantas Al .. 

Las S-RNasas en las plantas AC. no. llevari a cabo su función .biológica en .los 

estilos. . . . 

La población 011613-X de N. a/ata segrega en una proporci¿n f~notipib~ 3:1 (3 

plantas Al por 1 AC). Lo cual sugiere que dos genes dife;imt~~ c~~funciones 
redundantes y ubicados en locus distintos, son los defe~tuosCls e~: l~s pl~~tas AC. 
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APENDICE 1 

Acrilamida al 4% (gel concentrador) 

Acrilamida: 5.85 g 
Bis-acrilamida: O. 15 g 
EDTA 0.5 M: 600 µI 
Tris-CI 0.5 M pH 6.8: 37.8 mi 
Aforar a150 mi 
Guardar a 4ºC 

Acrilamida 10% (fase separadora) 

Acrilamida 30% I Bis-acrilamida 0.8%: 5 mi 
4X Tris-Cl/SDS pH 8.8 : 3. 75 mi 
H,O desionizada: 5 mi 

Amortiguador del ánodo SX (para SDS-PAGE) 

Tris-CI pH 8.9: 1 M 

Amortiguador del cátodo sx (p~ra ~bs~PAGE) 
Tris: 0.5 M 
Tricina: 0.5 M 
Disolver con H20 desionizada 
Ajustar a pH 8.25 
Agregar SOS a una concentración final de 0.5% 

Amortiguador de extracción de proteínas 

NaCI: 50 mM 
Acetato de sodio pH 5.0: 50 mM 
13-Mercaptoetanol: 1 % 
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Por cada 1 O mi de solución, agregar una tableta (0.05 g) de un coctel de 
inhibidores de proteasas (Roche). 

Amortiguador de PCR (1 OX) 

500 mM KCI 
100 mM Tris-CI, pH 8.8 
30 mM DTT 
1 mg/ml BSA 



Bromuro de etidio (10 mg/ml) 

Disolver 0.2 g de bromuro de etidio en 20 mi de H 20 
Mezclar bien y mantener a 4ºC. 

Geles de agarosa 2% (para una cámara de electroforesis con capacidad de 60 mi) 

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

Preparación de los oligonucleótidos 
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Los eliges que fueron utilizados deben estar a una concentración final de 13 pM y se 
deseaba preparar 300 µ1 de cada uno, originalmente se encontraban a distintas 
concentraciones por lo que fueron preparados de la siguiente manera: 

Sc 1o P1 (99.2 pM). se tomaron 35.6 ~Li y se adicionaran 264.4 µI de agua 
Sc1o P2 (109.6 pM), se tomaron. 39.3 µ1 y se adicionó 260.7 ~d de agua. 
Rub P1 (104 pM). se tomaron 37.5 fLi y se le adicionó 262.5 ftl de agua. 
Rub P2 (113.8 pM), se tomaron 34.3 fli y se adicionó 265. 7 fd de agua. 
SA2 P1 (96.2 pM), se tomaron 40.5 fLi y se adicionó 259.5 fd de agua. 
SA2 P1 (96.0 pM), se tomaron 40.6 fli y se adicionó 259.4 fd de agua. 

Solución para desteñir 

Metano!: 50% 
Ácido acético: 10% 

Solución de tinción 

Para preparar la solución de tinción, sólo se agregó azul brillante de Coomassie G-
250 a una concentración de 0.5% (wfv) a la solución para desteñir . 

Tinción de proteina con azul brillante de Coomassie 

Al finalizar la electroforesis, el gel se incubó con la solución para desteñir durante 
toda la noche. 
Retirar la solución de tinción (se puede reutilizar nuevamente) y agregar solución 
para desteñir hasta que el fondo del gel esté lo suficientemente claro para que las 
bandas de las proteinas se distingan fácilmente. 
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Tabla 3. Comportamiento fenotipico de' las plantas AC de- la población 011613-X de N. 

afata, por medio de polinizaciones manuales. 

Autopolinlzación Poi. 1 -2 Poi. 3 -20 Poi. 110 -18 Genotipo 

No. de Planto IAc/Polinizadasl (Ac/No. Poi.) IAc/No. Pol.l IAc/No. Poi.\ PCR 
2 017 717 717 717 SA2S1os 
3 717 717 717 717 SA2S1os 

12 017 717 717 5/7 SA2S1os 
26 017 717 5/7 617 SA2S1os 
27 417 717 617 417 SA2S1os 
29 017 617 6/7 3/7-7/7 SA2S1os 
34 0/7 317-617 717 317-517 SA2S1os 
37 017 417 717 517 SA2S1os 
38 017 717 717 017-417 SC10S1os 
46 217 717 417 5/7 SC10S1os 
48 017 517 717 017-417 SA2S1os 
57 017 5/7 4/7 017-617 SA2S1os 
60 217 617 417-517 4/7-5/7 SC10S10s 
62 1/7 717 717 6/7 SA2S1os 
63 017 417 717 1/7-5/7 SA2S1os 
65 717 717 717 417 SC10S1os 
69 617 6/7 717 3/7-3/5 SA2S1os 
74 017 617 617 317-617 SA2S1os 
76 717 5/7 617 417-717 SA2SC10 

143 017 317-417 717 417 SA2S1os 
145 017 5/7 617 017-617 SA2S1os 
132 0/7 5/7 717 217-417 SA2S1os 
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NOTA: En este tipo de polinizaciones se esperaba que todas las plantas de esta 
subpoblación 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 homócigas los resultados son más claros. 
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Tabla 4. Comportamiento fenotípico de la población segregante 0.11613-X de N. a/ata. 

Auto polinización Poi. 1 - 2 Poi. 3 -20 Poi. 110 -18 Genotipo por Genotipo 
No. de Planta (Ac/Polinlzadasl (Ac/No. Pol.l (Ac/No. Poi.) IAc/No. Pol.l collnizaclón PCR 

4 017 3/7 517 017 SA2S10s SA2S1os 
7 317 717 217 017 SC10S1os SCtoStOS 
8 1/7 017 717 017 SA2S1os SA2S1os 
9 017 217 717 017 SA2S10s SA2S1os 
10 017 717 017 017 SC10S1os SC10S1os 
11 617 717 017 017 SC10S1os SC10S1os 
13 1/7 617 017 3/7-017 SC10S1os SCtOStOS 
15 017 717 017 017 SC10S10s SCtoS1os 
16 017 717 017 017 SC10S1os SCtOStOS 
18 217 617 017 017 SC10S10s SC10S1os 
20 017 017 517 017 SA2S10s SA2S1os 
21 017 717 017 017 SC10S10s SC10S1os 
23 017 717 017 017 SCtoStos SCtoStOS 
24 717 717 117 117-2/7 SC10S1os sc10S1os 
30 017 017 717 017 SA2S1os SA2S10s 
31 017 717 017 017 SC10S1os SCtoStos 
32 017 1/7 617 017 SA2S1os SA2S1os 
35 017 617 017 017 SCtoSt05 SCtoStos 
36 017 717 01:- 017 SCtoStos SC10S10s 
41 017 317-317 717 1/7 SA2S1os SA2S1os 
43 017 717 017 417-017 SC10S1os SC10S1os 
44 1/7 717 017 017 SC10S10s SC10S1os 
45 3/7 3/7 417-717 1/7 SA2S1os SA2S1os 
47 017 417-217 617 017-017 SA2S1os SA2S1os 
51 617 617 017 017 SC10S10s SC10S1os 
52 017 617 017 017 SC10S1os SC10S1os 
54 017 717 017 017 SC10S1os SCtoSt05 
55 017 717 017 017 SC10S10s SCt0S1os 
56 317 717 017 017 SC10S1os SC10S1os 
59 017 017 717 017 SA2S1os SA2S1os 
61 017 417 717 3/7-1/7 SA2S1os SA2S10s 
66 017 617 017 017 SC10S1os SC10S1os 
68 517 1/7 717 017 SA2S1os SA2S1os 
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70 017 1 017 1 6/7 017 SA2S10s SA2S1os 
72 017 1 017 1 6/7 017 SA2S1os SA2S10s 
73 6/7 1 6/7 1 1/7-0/7 1/7-1/7 SC10S10s sc10S10s 
77 017 1 6/7 1 117 017 SC10S10s SC10S1os 
79 ! 1/7 1 717 1 2/7 017 SC10S1os 1sc10s1os 
84 1 017 1 717 i 017 1 017 1sc10S1os 1SC10S1os 
88 1 017 j 717 1 017 017 1sc10S10s 1sc10S1os 

-- 90 1 017 ; 017 1 6/7 1 017 ISA2S1os ¡sA2S1os 
91 1 017 i 017 1 6/7 

1 

017 !SA2S1os 1SA2S10s 
1 

92 1 017 1 717 1 017 017 ISC10S10s SC10S1os 
97 017 ! 6/7 017 i 017 ,sc10S1os lsc10s1os 
118 1 017 1 6/7 1 117-417-017 1 2/7 ISC10S1os sc10S1os 
119 1 017 1 017 1 717 1 017 ISA2S1os SA2S10s 
120 ! 017 1 6/7 ! 017 1 017 ISC10S1os lsc10S10s 
125 1 017 1 6/7 1 017 1 017 1SC10S1os SC10S1os 
127 1 017 1 6/7 i 017 017 SC10S1os !sc10S1os 
129 1 017 i 017 1 717 1 017 SA2S10s ISA2S10s 1 
130 1 017 1 717 1 017 017 !SC10S1os SC10S10s 
131 1 017 ; 3/7 -4/7-217 ! 717 1 017 -217 -017 !SA2S1os SA2S1os 
133 1 517 1 6/7 : 117 1 1/7-117-2/7 ISC10S1os !sc10S10s 
134 1 017 6/7 1 017 1 017 [SC10S1os 1sc10S1os 

1 135 : 1/7 ! 217 1 017 1 717 1SA2S1os --rsA2S1os 
136 f------º'7 317-1/7 i 717 1 017 ISA2S1os iSA2S10s 

1 137 1 217 ! 717 ; 3/7-017 1 117-1/7 !SC10S1os SC10S1os 
138 1 017 2/7-617 1 117-017 017 ISC10S10s ISC10S1os 
139 1 017 i 017 1 717 ¡ 017 SA2S1os lsA2S1os 1 
141 l 617 : 517 1 3/7 1 2/7-2/7 ISC10S1os lsc10S1os 
144 i 017 1 017 1 517 017 JSA2S10s SA2S1os 

1 150 i 1/7 1 717 1 3/7-317 1 /7-3/7-2/7 SC10S10s SC10S10s 
151 ¡ 017 ! 017 i 6/7 1 017 SA2S1os SA2S10s 
152 1 017 1 717 1 017 j 017 SC10S1os SC10S1os ¡ --'---

1 

153 ! 017 1 017 1 717 1 017 !SA2S1os SA2S10s 
! -· 

1 iSA2S1os 155 017 ! 317-3/7 1 717 017-017 SA2S1os 
156 1 017 1 1/7 ! 317-517 017 tSA2S1os SA2S1os 
157 017 1 517 1 1/7 1 017 isc10s1os SC10S1os 

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

1 

1 
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