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1. RESUMEN 

 

En las angiospermas el sistema de reconocimiento y rechazo de polen es un suceso crucial para 

prevenir la endogamia y la producción de híbridos con bajo vigor. En la familia Solanaceae el 

rechazo del polen es consecuencia de las interacciones polen-pistilo, mediante un sistema de 

reconocimiento y discriminación del polen propio, el cual es conocido como sistema de 

autoincompatibilidad. En las solanáceas la especificidad del rechazo del polen lo controla el locus 

S, el cual incluye a la determinante masculina (SLF= S-locus F-box protein) y la femenina (S-

RNasa). Para que ocurra el rechazo del polen los productos de estos genes deben interaccionar de 

manera haplotipo S-específica en el tubo polínico. Sin embargo, existen otros factores 

independientes al locus S que son esenciales en el rechazo del polen y que no han sido 

identificados en su totalidad. Hasta el momento sólo HT-B y 120K han sido descritos como genes 

modificadores implicados en el rechazo del polen, ya que su silenciamiento cambia el fenotipo de 

incompatible a compatible. En este trabajo se evaluó la función de un gen de expresión 

estigmática específico de especies autoincompatibles de Nicotiana, denominado NaStEP (Nicotiana 

alata Stigma Expressed Protein, por sus siglas en inglés), en la vía genética y bioquímica del 

rechazo del polen en Nicotiana. 

Para lograr esto, se suprimió la expresión NaStEP por medio de un RNA de interferete contra  

NaStEP en plantas transgénicas de Nicotiana. Los resultados señalan que NaStEP es un gen esencial 

en la vía de reconocimiento y rechazo del polen en Nicotiana, el cual no parece ser codificado en 

el locus S. La supresión de NaStEP cambia el fenotipo de polinización de plantas incompatibles a 

plantas compatibles. Asimismo, se determinó que NaStEP es un gen que no participa en el rechazo 

interespecífico del polen independiente de S-RNasas, ya que las plantas transgénicas con niveles 

de NaStEP no detectable siguieron rechazando el polen de N. tabacum. En plantas tipo silvestre de 

N. alata las polinizaciones compatibles como incompatibles muestran que NaStEP ingresa a los 

tubos polínicos. Las evidencias inmunohistoquímicas indican que NaStEP en el interior de los 

tubos polínicos parece estar asociado a membranas vacuolares con una menor proporción que 

localiza en el citosol. El silenciamiento de NaStEP no interfiere con la expresión de otras proteínas 

involucradas en el rechazo del polen como la S-RNasa, 120K y HT-B. Por otro lado, se encontró 

que existe una interacción génica entre NaStEP y la proteína HT-B, ya que los niveles de HT-B en 

los tubos polínicos son reducidos en pistilos con niveles de NaStEP no detectables después de una 

cruza compatible o incompatible; mientras que en plantas autoincompatibles tipo silvestre de N. 

alata, la degradación de HT-B ocurre sólo en los tubos polínicos de cruzas compatibles.  

Los resultados demuestran que NaStEP es un gen modificador esencial en el rechazo del polen. La 

presencia de NaStEP es requerida para la estabilidad de HT-B dentro del tubo polínico durante la 

respuesta de rechazo del polen; sin embargo, el mecanismo de como lo hace no se ha dilucidado 

hasta el momento. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

Las angiospermas, con aproximadamente 352,000 especies estimadas (The Plant List, 2010), 

representan el grupo más importante de las plantas vasculares. Su gran diversidad, su amplia 

distribución y su dominancia sobre cualquier otro grupo vegetal radica en la presencia de su 

estructura reproductiva sexual, la flor.  La flor es evolutivamente una hoja modificada en donde 

se encuentran los órganos sexuales que producen los gametos femeninos (óvulos) y masculinos 

(granos de polen). En la flor se llevan a cabo dos de los eventos más importantes para el éxito de 

las especies vegetales: la polinización y la doble fecundación (Swanson et al., 2004).  

La mayoría de las angiospermas producen flores hermafroditas, es decir, incluyen tanto al gineceo 

(pistilo), constituido por el estigma, estilo y ovario, así como al androceo (conjunto de estambres), 

formados por el filamento y la antera. La cercanía de estas estructuras aumenta la probabilidad de 

que ocurra la autopolinización y, por ende, la autofecundación. Sin embargo, el pistilo juega un 

papel muy importante durante las interacciones polen-pistilo, que ocurren desde que se recibe el 

polen en la superficie del estigma, se presenta la hidratación y la germinación de los granos de 

polen y finalmente la conducción y nutrición de los tubos polínicos (TPs) en su camino por el 

estilo hacia el ovario. Algunos granos de polen tendrán éxito en germinar y elongar sus TPs hasta 

el ovario para descargar sus células espermáticas y efectuar así la doble fecundación. El pistilo es 

el responsable de reconocer y discriminar entre los granos de polen que son producidos por la 

misma planta, por plantas genéticamente relacionadas y por otras especies (Swanson et al., 2004; 

McClure y Frankling-Tong, 2006).  

Algunas especies con flores hermafroditas cuentan con adaptaciones morfológicas que favorecen 

la polinización cruzada, tales como la separación espacial del pistilo y los estambres 

(hercogamia), flores con imagen especular en donde se presenta un morfo floral con el estilo 

desviado hacia la derecha y otro morfo con el pistilo desviado hacia la izquierda (enantiostilia); 

flores con dos o tres morfos que se diferencian recíprocamente uno del otro por la posición en 

que las anteras y estigmas están localizados en las flores (heterostilia); plantas en donde los 

morfos florales muestran un posicionamiento alternativo vertical de los órganos sexuales 

(inversostilia) y morfos florales que se diferencian en la longitud del pistilo (polimorfismo en el 

tamaño del pistilo). Entre las adaptaciones fisiológicas encontramos la maduración de los órganos 

reproductivos en tiempos diferentes (dicogamia), en donde la maduración de los órganos 

masculinos antes que los femeninos se denomina protandria, y la maduración de los órganos 

femeninos antes que los masculinos protoginia. Finalmente, un nuevo polimorfismo ha sido 

descrito, en donde se combina la hercogamia recíproca y la dicogamia (flexistilia). En este caso la 

población se compone de dos morfos florales uno que funciona primero como femenino y después 

como masculino y otro morfo floral que funciona al revés (Barrett, 2002; 2010). Estas 
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adaptaciones disminuyen la posibilidad de la autofecundación; sin embargo, aún existe la 

posibilidad de cruzarse con los padres o con el resto de la progenie. 

Para aumentar la transferencia de polen entre las flores de diferentes individuos, algunas especies 

vegetales desarrollaron un mecanismo genético-bioquímico de reconocimiento molecular 

específico del polen, conocido como sistema de autoincompatibilidad. Los sistemas de 

autoincompatibilidad se definen como la incapacidad de una planta hermafrodita fértil para 

producir cigotos después de la autopolinización (de Nettancourt, 1977; 2001), asegurando la 

polinización cruzada y el intecambio genético. Esto trae como consecuencia un aumento en la 

diversidad genética de las poblaciones, evita la depresión por endogamia y aumenta la 

heterocigocidad en las poblaciones que resulta en progenies vigorosas con alta adecuación que 

favorecen la adaptación de los individuos a cambios en el ambiente. Además, los sistemas de 

autoincompatibilidad pueden presentar un fuerte control genético restringiendo en gran medida 

la introgresión con los padres y las cruzas con otros miembros de la progenie. 

En varias familias, la especificidad del rechazo del polen está controlada por un locus altamente 

polimórfico, conocido como el locus S (del término esterilidad en inglés; Rea y Nasrallah, 2008). 

Este locus aloja dos genes fuertemente ligados, uno que codifica para la determinante masculina y 

otro para la determinante femenina. Por lo tanto, la determinante de especificidad femenina es el 

producto del locus S en el pistilo, la cual identifica e interacciona con su contraparte, la 

determinante de especificidad masculina, como propia o no. Esta última determinante es el 

producto S del polen y también está codificada en el locus S. Además de las determinantes de 

especificidad, los productos de otros genes no ligados al locus S, conocidos como genes 

modificadores (GM), también son esenciales en la vía bioquímica del rechazo del polen. 
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3. ANTECEDENTES 

 

3.1. Sistemas genéticos que controlan el rechazo del polen 

 

Los sistemas de autoincompatibilidad se distribuyen ampliamente en las angiospermas y se han 

reportado en 100 de las 271 familias descritas (Dickinson et al., 1992; Russel y Kohn, 2008). 

Entre las familias que lo presentan se encuentran: las Solanaceae, Poaceae, Asteraceae, 

Plantaginaceae, Brasicaceae, Rosaceae, Papaveraceae, Malvaceae y Fabaceae (Hiscock y McInnis, 

2003; Russel y Kohn, 2008). Sin embargo, en las familias en donde más se conoce el mecanismo 

de rechazo del polen son las familias Brassicaceae, Papaveraceae y Solanaceae, aunque otras 

familias como Convolvulaceae, Betulaceae, Caryopillaceae, Sterculiaceae y Polemoniacea ya se 

han comenzado a estudiar (Hiscock y McInnis, 2003). 

Los sistemas de autoincompatibilidad están controlados genéticamente por un solo locus (locus S) 

multialélico, aunque existen familias en donde dos o cuatro loci están implicados en la respuesta 

de reconocimiento y rechazo del polen (de Nettancourt, 2001). El número de alelos S puede 

variar de especie en especie y de población en población. En algunas especies de Brassica se han 

reportado aproximadamente 100 alelos, de 60-80 en Papaver y de 150-250 en Trifolium 

(Dickson et al., 1992; Rea y Nasrallah, 2008).   

Se ha determinado en Solanum lycopersicum y en Petunia hybrida que la localización del locus S 

es cercana al centrómero de los cromosomas I y III, respectivamente (Tanksley y Loaiza-Figueroa, 

1985; Entani et al., 1999) o en la región subtelomérica cercana a una región de heterocromatina 

donde el ADN está altamente metilado, como es el caso de la manzana (Malus X domestica; Wang 

et al., 2012). De tal forma que la ubicación del locus S cerca del centrómero y la proximidad de 

las dos determinantes provoca una nula recombinación entre ambos genes, promoviendo su 

herencia como una sola unidad mendeliana llamada haplotipo (Cruz-García y McClure, 2001).  

Los sistemas de autoincompatibilidad se clasifican en dos grupos dependiendo del tiempo de 

expresión de la determinante masculina en el polen. Siendo estos el sistema de incompatibilidad 

esporofítico (SIE) y el sistema de incompatibilidad gametofítico (SIG; Newbigin et al., 1993). En el 

SIE los productos de los alelos S se expresan y sintetizan por la planta madre. La determinante 

masculina se expresa en una de las capas de la antera (2n) conocida como tapete. Las células del 

tapete sintetizan muchos compuestos esenciales para el desarrollo y reconocimiento del polen, 

después de la meiosis cuando ya se han formado los granos de polen, las células del tapete se 

rompen y vierten su contenido en el lóculo de la antera cubriendo a los granos de polen y 

formando parte de la cubierta del polen (Figura 1A). En el SIG, la expresión y síntesis de la 

determinante femenina ocurre en el tejido materno, pero la expresión de la determinante 

masculina ocurre en el interior de los granos de polen (n), después de concluida la meiosis de las 

células madres de las microsporas (Figura 1B). En ambos casos el reconocimiento y rechazo del 
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polen se presenta cuando el haplotipo S del polen coincide con uno de los dos haplotipos S 

presentes en el pistilo diploide de una planta heterocigota. 

Existen algunas características asociadas a cada uno de los sistemas. En el SIE los estigmas son 

secos, los granos de polen se liberan de manera tricelular y el rechazo del polen se presenta por la 

inhibición de la germinación de los granos de polen sobre la superficie del estigma o si se 

presenta, no hay penetración del TP en la cutícula de las papilas estigmáticas. En el caso del SIG, 

los granos de polen se liberan bicelulares, los estigmas son húmedos, lo cual permite la 

germinación de la mayoría de los TPs y su crecimiento por el estigma en donde algunos son 

inhibidos o bien en el estilo en donde la mayoría cesa su crecimiento (Takayama e Isogai, 2005). 

En el SIE, una planta heterocigota produce los dos alelos S que se encontrarán en la cubierta del 

polen, de tal forma que una planta S1S2 producirá granos de polen con genotipo S1 o S2, pero de 

fenotipo S1S2. Si los granos de polen de esta planta con fenotipo S1S2 llega al estigma de una planta 

S1S2 será rechazado, en cuyo caso la respuesta de autoincompatibilidad se manifiesta con la 

inhibición de la germinación del polen en la superficie del estigma, lo que resulta en una cruza 

autoincompatible (AI). En el caso en el que un polen S1S3 llegará a la superficie del estigma, este 

grano de polen también será rechazado por la coincidencia del haplotipo S1. Pero en una cruza 

autocompatible (AC), el polen lleva en la cubierta el producto de los alelos S3S4, el polen 

germinará y el TP crecerá hasta alcanzar los óvulos donde ocurrirá la doble fecundación, 

produciendo una progenie con los siguientes genotipos S1S3, S1S4, S2S3 y S2S4, de tal manera que la 

progenie no llevará a cabo introgresión con sus padres (S1S2 y S3S4) o con sus hermanos, ya que 

siempre habrá coincidencia con uno de los haplotipos S (Figura 1A; Cruz-García y McClure, 

2001). 

En el SIG, una planta heterocigota S1S2 produce granos de polen con genotipo y fenotipo S1 o S2. Si 

los granos de polen de esta planta S1S2 (polen S1 o S2) llegan al estigma, germinarán y un TP 

emergerá y crecerá; sin embargo, su crecimiento se inhibirá en el estigma y en el primer tercio del 

estilo. Pero si el haplotipo del polen es S3, el polen germinará y TP crecerá a través de la matriz 

extracelular del tejido de transmisión del estilo hasta llegar a los óvulos y alcanzar el saco 

embrionario para llevar a cabo la doble fecundación, resultando en una progenie con individuos 

S1S3 y S2S3, ya que sólo la mitad de la descendencia podrá introgresar con los padres y con una 

proporción de la progenie (Figura 1B). 
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Figura 1. Control genético en los sistemas de autoincompatibilidad. 

A. Sistema de autoincompatibilidad esporofítico. Plantas diploides S1S2 expresan el producto del alelo S1 y S2 en el 

tejido diploide del tapete, que al degenerar vierte su contenido al interior del lóculo de la antera y cubre la pared de los 

granos de polen. De esta forma los granos de polen  provenientes de esta planta serán fenotípicamente S1S2. Los granos 

de polen al llegar al estigma de un pistilo S1S2 o de alguna planta que porte los mismos alelos S (S1 o S2), son 

reconocidos y el polen es rechazado inhibiendo su germinación. Si por el contrario, llega polen con fenotipo S3S4 a un 

pistilo S1S2, estos granos de polen germinan y crecen por el tejido de transmisión del estilo hasta alcanzar los óvulos y 

fecundarlos para producir una progenie S1S3, S1S4, S2S3 y S2S4. 

B. Sistema de autoincompatibilidad gametofítica. Plantas diploides S1S2 expresan el producto del alelo S1 o S2 en el 

citoplasma de los granos de polen haploides siendo fenotípicamente S1 o S2.  Al llegar los granos de polen al estigma del 

pistilo S1S2 germinan y crecen a través del estigma, pero su crecimiento es inhibido en la parte superior del estilo. Sin 

embargo, un grano de polen con el alelo S3 es capaz de germinar y crecer a través del tejido de transmisión del estilo 

hasta alcanzar el ovario y fecundar los óvulos para producir una progenie S1S3 y S2S3. 
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3.1.1. Factores no ligados al locus S involucrados en la incompatibilidad  

 

Además de las determinantes codificadas por el locus S, existen otros factores no ligados al locus S 

conocidos como genes modificadores (GM). Las evidencias genéticas indican que los productos de 

los GMs, son esenciales en la vía de reconocimiento y rechazo del polen (Ai et al., 1991; Murfett  

et al., 1994, 1996; Tsukamoto et al., 2003). Estos factores se han clasificado en tres grupos 

(McClure et al., 2000): 

I. Incluye GMs cuyos productos regulan la expresión de las determinantes de la especificidad en 

la respuesta de incompatibilidad.  

II. GMs que regulan la actividad biológica de las determinantes de especificidad; por lo tanto, su 

función se restringe a la incompatibilidad.  

III. GMs que funcionan en el rechazo del polen y en otros eventos de la interacción polen-pistilo. 

 

3.2. Sistema de incompatibilidad esporofítica en Brassicaceae 

 

El sistema de autoincompatibilidad en la familia Brassicaceae opera a nivel de la interacción entre 

el grano de polen y las papilas estigmáticas. La respuesta es muy rápida y se observa minutos 

después del contacto entre el polen y el estigma (Rea y Nasrallah, 2008). En Brassica el locus S es 

muy complejo, alberga al menos 17 genes; sin embargo, sólo dos genes fuertemente ligados y 

altamente polimórficos se requieren para el reconocimiento haplotipo S-específico. Uno de ellos 

es la determinante femenina que codifica para un receptor cinasa del locus S (SRK; Stein et al. 

1991; Takasaki et al., 2000), y el otro es la determinante masculina conocido como una proteína 

rica en cisteínas del locus S (SCR; Schopfer et al., 1999), también fue designado como SP11 

(proteína 11 del locus S; Suzuki et al., 1999). 

 

3.2.1. Determinante femenina 

 

SRK, la determinante femenina, codifica para un receptor con actividad de cinasa de 

serina/treonina que se localiza en la membrana plasmática de las papilas estigmáticas, con un 

dominio extracelular que se extiende hacia la pared celular (Stein et al., 1996). SRK posee un 

dominio extracelular (eSRK) que es responsable de la unión con su ligando, SCR (Kachroo et al., 

2001). El eSRK es altamente polimórfico entre los diferentes haplotipos y se ha dividido en tres 

subdominios: β lecitina like, la región hipervariable y PAN. El análisis bioquímico de cada 

subdominio muestra que la región hipervariable es responsable de la unión de SCR (Kemp y 

Doughty, 2007). 

Mediante experimentos de ganancia de función se demostró que SRK es la única proteína 

necesaria para determinar la respuesta de reconocimiento S-específico, aunque la habilidad del 



 8 

estigma para rechazar el polen incompatible se aumenta por la presencia de un segundo gen 

estigmático localizado en el locus S, conocido como SLG (glicoproteína del locus S; Takasaki et al., 

2000). 

SLG codifica una glicoproteína que se secreta y se localiza en la pared celular de las papilas 

estigmáticas (Nasrallah et al., 1985; Kandasamy et al., 1989). SLG y el dominio S del receptor de 

SRK presentan hasta un 98% de identidad (Stein et al., 1991). Los experimentos de pérdida de 

función demuestran que SLG no es esencial para el reconocimiento y rechazo del polen, aún 

cuando su presencia incrementa la fuerza de la respuesta de incompatibilidad (Takasaki et al., 

2000). 

 

3.2.2. Determinante masculina 

 

SCR codifica para una proteína del polen rica en cisteínas, identificada por dos grupos 

independientemente (Schopfer et al., 1999; Takayama et al., 2000), de allí que algunos le llamen 

SCR y otros SP11. Los alelos de SCR son áltamente polimórficos, exhibiendo entre un 19-94% de 

identidad, pero todos poseen un residuo de glicina conservado y usualmente 8 cisteínas, 

responsables de su estructura 3D (Watanabe et al., 2003), la cual muestra un asa hipervariable 

propuesta como la responsable de la interacción con las demás SRKs (Mishima et al., 2003).  

SCR se expresa en las células del tapete del esporofito y en las microsporas del gametofito (Shiba 

et al., 2001). 

 

3.2.3. Factores S no específicos 

 

Se han identificado pocos candidatos potenciales como proteínas efectoras en esta vía de 

señalización y de éstas sólo algunos han mostrado una función en la incompatibilidad. Un 

ejemplo de ello son dos tiorredoxinas tipo h (THL1 y THL2), identificadas como proteínas 

interactoras de la región citoplasmática de SRK (Bower et al., 1996). Se sugiere que estas 

tiorredoxinas funcionan como reguladores negativos de la respuesta de incompatibilidad, ya que 

mantienen a SRK en su forma inactiva (Cabrillac et al., 2001). La supresión de estas proteínas por 

antisentido causa un bajo nivel de rechazo del polen tanto en polinizaciones compatibles e 

incompatibles (Haffani et al., 2004). Además, una variante de SRK que es constitutivamente 

activa, se inhibe por THL1 y esta inhibición es reversible al adicionar proteínas de la cubierta del 

polen incompatible (Cabrillac et al., 2001). SRK podría formar dímeros en ausencia de SCR 

independientemente del ligando a través de sus dominios extracelulares, sugiriendo que las 

proteínas tiorredoxinas tipo h funcionan para mantener los dímeros y al receptor en una forma 

inactiva. Esta interacción se pierde al interaccionar SRK con su SCR específico (Cabrillac et al., 

2001; Naithani et al., 2007). 
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Se ha identificado otros tres efectores positivos que participan en la vía de señalización del 

rechazo del polen en Brassica. Entre ellos se encuentra MLPK (M-locus protein kinase, por sus 

siglas en inglés), una proteína cinasa citosólica de serina/treonina que fue identificada por 

clonación posicional en una mutante de Brassica rapa, que  perdió la capacidad de rechazar el 

polen incompatible. El gen de MLPK exhibe dos transcritos, MLPKf1 y MLPKf2, producto de 

empalme alternativo. Ambas isoformas sólo difieren en su extremo amino terminal. MLPKf1 se 

localiza en la membrana plasmática a través de su sitio de miristoilación y MLPKf2 también se 

sitúa en la membrana plasmática pero a través de su región hidrofóbica localizada en el extremo 

amino terminal. Ensayos de complementación bimolecular revelan una interacción directa entre 

SRK y MLPKs in planta (Murase et al., 2004; Kakita et al., 2007). 

Otro efector positivo es ARC1, una proteína que contiene motivos repetidos de Armadillo (Gu et 

al., 1998). ARC1 es un miembro de la subfamilia de proteínas con caja U, las cuales presentan 

actividad de ubiquitin E3 ligasa (Stone et al., 2003). Ensayos bioquímicos demuestran que ARC1 

promueve la ubiquitinación de proteínas del estigma durante el rechazo del polen incompatible. 

ARC1 se expresa sólo en el estigma. A través de ensayos de doble híbrido en levaduras se probó 

que interacciona exclusivamente con la forma fosforilada de SRK, mediante su dominio cinasa 

(Gu et al., 1998). Experimentos de pérdida de función de ARC1 mostraron que se reduce la 

habilidad del estigma para rechazar eficientemente el polen incompatible (Stone et al., 1999). En 

la presencia de SRK funcional, ARC1 se asocia al proteosoma y al complejo COP9 (Stone et al., 

2003). 

Finalmente, se identificó AtPUB8 (Arabidopsis thaliana Plant U-box protein 8) usando plantas 

transgénicas de A. thaliana. AtPUB8 es un gen que se requiere para la expresión de la 

incompatibilidad en estados tardíos del desarrollo del estigma, aparentemente, regulando los 

niveles de transcrito de SRK (Liu et al., 2007). 

 

3.2.4. Mecanismo de reconocimiento y rechazo del polen 

 

El modelo del rechazo del polen en Brassica propone que la interacción haplotipo S-específica 

entre SCR y el dominio cinasa de SRK promueve una rápida autofosforilación de los residuos de 

serina y treonina localizados en el dominio cinasa de SRK, lo que ocasiona la disociación de THL1 

y THL2 del dominio cinasa. La forma activa de SRK entonces puede dirigir una respuesta 

localizada en la papila que culmina con la inhibición del grano de polen incompatible pero sin 

afectar la germinación de granos de polen compatibles, en donde SCR no se une a SRK. La cascada 

de señalización que se sigue después de la interacción de las determinantes de especificidad no se 

conoce, pero se sugiere que los tres efectores positivos, MLPKf1, MLPKf2 y ARC1, pueden 

ubiquitinar proteínas no conocidas que pueden funcionar como inhibidores de la 

incompatibilidad o proteínas requeridas para el crecimiento del TP, causando su degradación o su 
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redistribución subcelular (Rea y Nasrallah, 2008). Entre las proteínas blanco se pueden incluir 

algunas que participan en la biosíntesis, señalización, organización del citoesqueleto y exocitosis 

(Figura 2; Samuel et al., 2009). 

 

 

Figura 2. Modelo del sistema de incompatibilidad esporofítico en Brassica. En una polinización incompatible un 

pistilo S1S2 que es polinizado con polen fenotípicamente S1S2 permite la interacción entre los receptores de cinasa, 

SRK1 y SRK2 con sus ligandos SCR1 y SCR2 del polen. La interacción haplotipo S específica entre el receptor y ligando 

activa el dominicio cinasa de SRK seguido de la disociación de las tiorredoxinas y la autofosforilación en los residuos de  

serina y treonina del dominio cinasa de SRK. ARC1 interacciona con el dominio cinasa de manera fosforilación 

dependiente y funciona como una E3 ubiquitin ligasa, que forma complejo con la E2 ubiquitina para degradar factores del 

polen que ayudan a su germinación a través de la ubiquitinación de las proteínas y su posterior degradación por el 

proteosoma y el complejo COP9. La activación del dominio cinasa de SRK también puede activar a MLPK. En una cruza 

compatible con polen fenotípicamente S3S4 no hay una interacción entre los receptores y el ligando por lo que no hay 

disociación entre las tiorredoxinas y SRK manteniéndola en su forma inactiva y permitiendo la germinación y crecimiento 

del tubo polínico (Adaptada de Hiscock y McInnis, 2003 y Rea y Nasrallah, 200 
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3.3. Sistema de incompatibilidad gametofítica 

 

Los SIG se han estudiado principalmente en dos familias, Papaveraceae y Solanceae. En cada una 

de las familias el mecanismo de reconocimiento y rechazo del polen es diferente, por lo cual se ha 

dicho que este sistema no tiene un origen monofilético y que al menos en el curso de la evolución 

se han originado dos veces de manera independiente. 

 

3.3.1. Sistema de incompatibilidad en la familia Papaveraceae  

 

Este SIG sólo se ha descrito en Papaver rhoeaes. La respuesta de incompatibilidad se manifiesta 

durante o posterior a la germinación del TP sobre la superficie estigmática como resultado de la 

muerte del TP. En 1994, Humphrey y colaboradores clonan la determinante femenina, conocida 

actualmente como PrsS (Papaver rhoeas stigma S por sus siglas en inglés) y es hasta el 2009 que 

Wheeler y colaboradores clonaron la determinante masculina llamada PspS (Papaver rhoeas 

pollen S  por sus siglas en inglés). 

 

3.3.1.1. Determinante femenina 

 

El producto del gen S, PrsS, en el pistilo es una proteína pequeña de 15kDa que es secretada por el 

tejido estigmático (Foote et al., 1994; Wheeler et al., 2009). El análisis de la secuencia de PrsS no 

muestra similitud con alguna otra proteína de función conocida (Foote et al., 1994). Su pI varía 

entre 6.9 y 7.55 y se predice un péptido señal de 19 residuos (Humphrey et al., 1994). Algunas 

de estas proteínas se encuentran modificadas por N-glicosilación (Franklin-Tong y Franklin, 

2003; McCubbin y Kao, 2000). Las PrsS son altamente polimórficas y comparten entre 51-63 % 

de identidad en su secuencia de aminoácidos. Poseen cuatro residuos conservados de cisteínas y 

una estructura secundaria formada por seis hojas β y dos hélices α unidas por siete asas 

(Takayama e Isogai, 2005). Bajo condiciones in vitro, la proteína PrsS (o proteína S) recombinante 

inhibe la germinación del polen de una manera alelo S-específica, concluyendo que PrsS es la 

determinante femenina en Papaver (Foote et al., 1994; Frankling et al., 1995).  

 

3.3.1.2. Determinante masculina 

 

Wheeler et al. (2009) identificaron que el producto del gen S del polen muestra un marco de 

lectura abierto (ORF) de 457 pares de bases. Mediante un análisis de RT-PCR se demostró que este 

ORF se transcribe específicamente en el polen durante el desarrollo de la antera. El cDNA de 

PrpS1 codifica para una proteína con una masa molecular teórica de 20.5 kDa y un pI de 7.55; 

sin embargo, PrpS3 y PrpS8 tienen una masa molecular de 21.1 kDa (pI 6.57) y 20.9 kDa (pI 
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8.51), respectivamente. Mediante un análisis tipo Southern se reveló que PrpS sólo se encuentra 

en una copia en el genoma de P. rhoeaes. El estudio de segregación, a través de la amplificación 

de cada uno de los alelos en genotipos diferentes, demostró que el gen S del polen co-segrega con 

el gen S del pistilo, sin encontrar eventos de recombinación. Mientras que los datos de divergencia 

de las secuencias de ambas determinantes sugieren una co-evolución además de un origen 

temporal común (Wheeler et al., 2009). 

PrpS no muestra similitud con alguna otra proteína descrita hasta el momento. Se predice en PrpS 

la presencia de 3-5 hélices transmembranales y una asa extracelular de 60-100 aminoácidos, que 

podría estar involucrada con la interacción con PrsS. El análisis por Western detecta a PrpS1 en 

extractos de polen enriquecidos con membranas; mientras estudios de inmunolocalización lo 

asocian con la membrana plasmática del TP. 

La prueba que determinó que PrpS está directamente implicada en la respuesta de 

incompatibilidad consistión en un bioensayo in vitro de competencia. En este experimento una 

mezcla de polen S1 y S3 fueron incubados con la determinante femenina PrsS1 y PrpS1. El 

resultado de este ensayo fue la ausencia del rechazo del polen S1, concluyendo que PrpS es la 

determinante masculina en P. rhoeaes (Wheeler et al., 2009). Otra prueba que fortaleció esta 

conclusión fue la derivada de experimentos con oligonucleótidos en antisentido  para el transcrito 

de  PrpS (as-ODNs). Estos as-ODNs fueron utilizados para transformar de manera transitoria TPs 

incompatibles, los cuales lograron recuperarse en un 58% después de la transformación, debido a 

que los as-ODNs redujeron los niveles de PrpS y por ende la respuesta de rechazo del polen 

(Wheeler et al., 2009). 

 

3.3.1.3. Mecanismo de reconocimiento y rechazo del polen 

 

La respuesta de incompatibilidad en este sistema se presenta al interaccionar PrsS con su receptor 

PrpS de manera haplotipo S-específica, activando una cascada de señalización en el interior del 

TP que conlleva a la inhibición de su crecimiento y a su muerte (McClure y Franklin-Tong, 

2006). Esta interacción causa un rápido incremento en los niveles de Ca2+ intracelular, y un flujo 

de Ca2+ extracelular al interior del TP alterando el gradiente de calcio en el interior del TP 

necesario para su crecimiento apical (Franklin-Tong et al., 2002). Las anomalías en el flujo de 

Ca2+ disparan algunos eventos que causan la inhibición del crecimiento del TP unos pocos 

minutos después de la interacción de las determinantes (McClure y Franklin-Tong, 2006). El 

evento más temprano, resultado de la respuesta de incompatibilidad, es la despolimerización de 

actina a través de la acción cooperativa de algunos ABPs (Actin Binding Proteins por sus siglas en 

inglés) reguladas por Ca2+ (profilinas y gelsolinas) y la disrupción del citoesqueleto de actina 

(Snowman et al., 2002; Thomas et al., 2006). La profilina regula el ensamblaje entre proteínas del 

citoesqueleto con proteínas cinasas o con proteínas con actividad de fosfatasas, mientras que la 
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gelsolina PrABP80 actúa sinérgicamente con la profilina para mediar la despolimerización de la 

actina F dependiente de Ca2+ (Huang et al., 2004). Al verse afectado el citoesqueleto de actina 

directamente se afecta el transporte del material hacia y desde la punta del TP lo que repercute en 

su crecimiento. 

Estos eventos son seguidos por la activación de la proteína cinasa dependiente de Ca2+ (CDPK) y 

por la fosforilación y reducción de la actividad de la pirofosfatasa Pr-p26a y Pr-p26b (Rudd et al., 

1996; de Graaf et al., 2006). La disminución en la actividad de Pr-p26a/b inhibe la biosíntesis del 

TP y el crecimiento del mismo (Figura 3; Revisado en: Rea y Nasrallah, 2008). 

Una vez que se detiene el crecimiento del TP, se incrementa la actividad de p56, una MAPK 

(cinasa de proteína activada por mitógeno; Rudd et al., 2003), y el inicio de la muerte celular 

programada (PCD; McClure y Franklin-Tong, 2006). La PCD se inicia con la despolarización de la 

membrana mitocondrial que conduce la liberación del citocromo c hacia el citosol, donde activa 

proteínas tipo caspasas (Thomas y Franklin-Tong, 2004) y se presenta, como evento culminante, 

la fragmentación del DNA (Jordan et al., 2000), que conduce a la muerte del TP incompatible  

(Figura 3). 

Figura 3. Modelo del sistema de incompatibilidad gametofítica en Papaver. En una cruza incompatible el polen S1 

crece en un estigma S1S2.  La proteína PrsS1 interacciona con el receptor PrpS1 del polen de manera haplotipo S 

específica. Esta interacción permite la apertura de canales de Ca2+ localizados en la membrana del tubo polínico 

permitiendo la entrada de Ca2+ al interior del tubo polínico. El aumento de Ca2+ citoplasmático ocasiona la 

despolimerización del citoesqueleto de actina con la ayuda de proteínas de unión a actina (ABPs). También ocasiona la 

forforilación de p56 que conlleva a la liberación del citocromo c, el cual activa enzimas con actividad de caspasa que 

ocasionan la fragmentación del ADN e inicia el proceso de muerte celular programada (Adaptado de Rea y Nasrallah, 

2008). 
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3.3.2. Sistema de incompatibilidad dependiente de S-RNasa 

 

El SIG dependiente de S-RNasa es de los más representados en las angiospermas y se ha estudiado 

fundamentalmente en las familias Solanaceae (Nicotiana, Solanum, Petunia), Plantaginaceae 

(Antirrhinum) y Rosaceae (Prunus, Pyrus y  Malus ; de Nettancourt, 2001; Yamame y Tao, 2009). 

Los estudios llevados a cabo desde la década de los 80´s por varios grupos de investigación han 

determinado que el locus S posee dos genes altamente polimórficos y ligados fuertemente, 

conocidos como la determinante femenina o S-RNasa (ribonucleasa del locus S) y la determinante 

masculina nombrada como SLF (S-locus F box) o SFB (S-locus F box). Ambas determinantes 

controlan la especificidad del rechazo del polen (McClure et al., 1989; Sijacic et al., 2004; Hua et 

al., 2008). 

 

3.3.2.1. Determinante femenina  

 

La determinante femenina es una proteína con actividad de ribonucleasa conocida como S-RNasa 

(McClure et al., 1989; Kao y McCubbin, 1996). Las S-RNasas son glicoproteínas de alrededor de 

30 kD que se expresan en el estigma, en el estilo y en el ovario. Estas ribonucleasas son secretadas 

a la matriz extracelular del tejido de transmisión del estilo y del ovario (Anderson et al., 1986; 

Cornish et al., 1988; McClure et al., 1989; Broothaerts et al., 1995; Sassa et al., 1996; Xue et al., 

1996).  

La corroboración de que la S-RNasa es la determinante femenina se realizó mediante 

experimentos de ganancia o pérdida de función con plantas transgénicas en Solanum, Petunia y 

Nicotiana, en donde la expresión de diferentes S-RNasas causó cambios en el fenotipo de 

polinización, pasando de compatible a incompatible o viceversa. La ganancia de función para la 

S2-RNasa o la SC10-RNasa en híbridos de Nicotiana langsdorffii X N. alata S105S105 mostraron el 

rechazo del polen SA2 o SC10 (Murfett et al., 1994; 1996). En el caso de Petunia inflata se 

realizaron experimentos de pérdida de función, en donde una planta S1S2  se silenció la S2-RNasa 

por antisentido, generando plantas que aceptaron el polen S2 (Lee et al., 1994). En Prunus, Pyrus 

y Malus, la identificación de la S-RNasa como la determinante femenina se hizo en mutantes 

naturales AC con mutaciones en el gen S-RNasa que inactivaban su producto (Yamame y Tao, 

2009).  

La evidencia demuestra que las S-RNasas, son ribonucleasas que actúan como agentes citotóxicos 

S-específicos (McClure et al., 1989; Gray et al., 1991), ya que al ser reemplazadas una de las dos 

histidinas conservadas en el sitio activo de la S3-RNasa de P. inflata, por mutagénesis dirigida, los 

pistilos de las plantas transgénicas perdieron la capacidad de rechazar el polen incompatible 

debido a la incapacidad de la S3-RNasa para degradar el ARN del TP (Huang et al., 1994). Otra 
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evidencia que apoya esta hipótesis se encontró en un población natural autocompatible de 

Solanum peruvianum. Las plantas de esta población expresan una S-RNasa sin actividad, debido a 

una mutación puntual que generó un cambio de una histidina por una arginina en su sitio activo 

(Kowyama et al., 1994; Royo et al., 1994). 

Cada uno de los haplotipos codifica para una S-RNasa diferente, la cual se incorpora a los TPs que 

crecen por la matriz extracelular del tejido de transmisión, de manera inespecífica, es decir tanto 

en una cruza compatible como en una incompatible (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006) y 

degradan el ARN de los TPs  después de una cruza incompatible (McClure, 2006).  

En las Solanáceas la secuencia de las S-RNasa muestra 5 regiones conservadas (C1-C5) y dos 

dominios hipervariables HVa y HVb (Ioerger et al., 1994; Xue et al., 1996). Las regiones C2 y C3 

presentan dos histidinas (His 32 y His 91), esenciales para la actividad de ribonucleasa (Green, 

1994), junto con la lisina 90 (Ida et al., 2001; Kao y Tsukamoto, 2004). Las regiones conservadas 

tienen cuatro Cys importantes en la formación de los puentes disulfuro. En contraste, en la familia 

Plantaginaceae sólo cuatro dominios se conservan (C1, C2, C3 y C5; Ushijima et al., 1998), 

mientras que en las rosáceas se presentan 5 dominios conservados C1, C2, C3, C4 y C5 y dos 

dominios catalíticos (Ushijima et al., 1998; Yamame y Tao, 2009).  

Asimismo, las S-RNasas muestran un alto potencial para interactuar con proteínas estilares, ya 

que en ensayos de unión a través de una columna  en donde la S-RNasa estaba inmovilizada fue 

identificado un grupo de proteínas de arabinogalactanos (APGs) y una proteína de 11 kDa de 

unión a cobre. Entre las más abundantes APGs que se unieron se encuentran PELP III (Pistil 

Extensin-like Protein III por sus siglas en ingés), TTS (Transmitting Track Specific Glycoprotein 

por sus siglas en inglés) y 120K (Cruz-García et al., 2005). Se propone que la función de estas 

APGs es ayudar al crecimiento de los TPs compatibles. 

 

3.3.2.2. Factores S no específicos en el pistilo 

 

Los genes modificadores más estudiados en Nicotiana y Solanum son HT-B  y 120K. Sus productos 

génicos ingresan a los TPs cuando crecen por el estilo en N. alata (Goldraij et al., 2006). Su papel 

en la autoincompatibilidad se confirmó mediante experimentos en donde su expresión fue 

suprimida (McClure et al., 1999; Hancock et al., 2005). 

HT-B (High-Top Band por sus siglas en inglés) es una proteína de 8.6 kDa, con un dominio 

conformado por 20 residuos de asparagina y aspártico (dominio ND) hacia el extremo carboxilo 

terminal (Kondo y McClure, 2008). El dominio ND está flanqueado por dos motivos de cisteínas, 

CAACKC y CQTVCC en N. alata (Kondo y McClure, 2008). HT-B se expresa sólo en estilos 

maduros de plantas AI (McClure et al., 1999). HT-B es un gen presente en tres géneros de la 

familia Solanaceae: Nicotiana, Petunia y Solanum (McClure et al., 1999; Kondo et al., 2002a, b; 
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O’ Brien et al., 2002; Puerta et al., 2009). Al ser silenciado HT-B por ARN en antisentido en 

plantas transgénicas de Nicotiana, éstas expresaron un nivel reducido de HT-B, lo que provocó 

que fallaran en rechazar el polen de forma haplotipo S-específica, aún cuando el nivel de S-RNasa 

presente fuera normal (McClure et al., 1999). En Petunia se identificó el homólogo de HT-B, cuya 

expresión se observa tanto en especies AI y AC. La supresión de la expresión de HT-B mediante 

RNA de interferencia (RNAi) resulta en un rompimiento parcial de la autoincompatibilidad 

(Puerta et al., 2009). 

En Solanum chacoense se caracterizaron dos genes HT: ScHT-A y ScHT-B. Ambas proteínas se 

expresan en estilos durante la antesis. Mediante el silenciamiento por RNAi se obtuvieron plantas 

transformantes con niveles reducidos de ScHT-A y ScHT-B; sin embargo, sólo la isoforma ScHT-B 

mostró estar involucrada directamente en la respuesta de autoincompatibilidad (Kondo et al., 

2002a; O’Brien et al., 2002).    

En Solanum lycopersicon AC (en sinonimia con Lycopersicon esculentum) y S. peruvianum AI se 

clonaron los genes que codifican para HT-A y HT-B, y se designaron como LeHT-A, LeHT-B, 

LpHT-A y LpHT-B, respectivamente. En LeHT-A una mutación produce un cambio en el marco de 

lectura, mientras que en LeHT-B se encontró un codón de término prematuro, lo cual concuerda 

con la ausencia del transcrito de LeHT-B en el estilo de Lycopersicon esculentum (Kondo et al., 

2002a). El análisis del transcrito de HT-B en siete especies AC y tres especies AI, mostró que 

ninguna de las especies AC lo presenta, mientras que las AI sí lo exhiben (Kondo  et al., 2002b). 

A la fecha se han identificado otros miembros de la familia HT en Petunia inflata, designados 

como proteína tipo HT-A y proteína tipo HT-B (PiHTL-A y PiHTL-B). Los transcritos de PiHTL-A y 

PiHTL-B se originan por el procesamiento alternativo de un solo gen. Las proteínas PiHTL poseen 

un motivo de cisteínas (CXXCXCCXXXCXXXC) similar al presente en HT-A y HT-B, aunque no 

presentan el motivo ND. Ambas proteínas se expresan en pistilos maduros; no obstante, el 

silenciamiento de ambas no muestra un efecto en la autoincompatibilidad (Sassa y Hirano, 2006).   

Experimentos en Nicotiana muestran que HT-B se degrada después de la polinización y que la 

degradación ocurre mayoritariamente en una polinización compatible comparada con las 

incompatibles (Goldraij et al., 2006). 

La proteína 120K es una arabinogalactoproteína que presenta un motivo de extensina. Se localiza 

en las células del tejido de transmisión del estilo y se secreta a la matriz extracelular del tejido de 

transmisión del estilo tanto de especies AC como AI de Nicotiana (Lind et al., 1994; Hancock et al., 

2005). El silenciamiento de 120K  por RNAi en híbridos de N. plumbaginifolia AC X N. alata AI, 

abate la capacidad de reconocimiento del polen con el mismo haplotipo S  que el pistilo en N. 

alata (Hancock et al., 2005). En esta especie, 120K forma complejos con las S-RNasas (Cruz-

García et al., 2005) e ingresa a los TPs independientemente de su haplotipo S (Lind et al., 1996; 

Goldraij et al., 2006). En cruzas compatibles y en etapas tempranas de la polinización en cruzas 

incompatibles, 120K delimita el interior de las vacuolas donde se encuentran contenidas las S-
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RNasas en el TP. No obstante, en etapas tardías (36h) en una polinización incompatible, 120K ya 

no se detecta en los TPs (Goldraij et al., 2006). Estas evidencias sugieren que 120K podría estar 

asociada a los sistemas membranosos en el TP y que su participación en el rechazo del polen sería 

en la liberación de las S-RNasas de la vacuola al citoplasma del TP en coordinación con HT-B. 

Dado que en las plantas transgénicas con 120K silenciado, el transporte de las ribonucleasas S no 

se afecta, se sugiere que 120K funciona una vez que S-RNasas han ingresado al TP (Hancock et 

al., 2005; Goldraij et al., 2006). 

La asociación de HT-B, 120K y la S-RNasa a sistemas membranosos del TP es muy probable, ya 

que se les detectó por inmuno análisis en fracciones microsomales de TPs AI, los cuales son 

recuperados, de estilos densamente polinizados. Experimentos de solubilidad con la fracción 

microsomal, indican que si los microsomas son tratados con NaCl, se solubilizan la S-RNasa y 

120K, pero no HT-B; pero si después de la extracción con sales se trata con un detergente es 

posible recuperar a esta proteína en el sobrenadante (Goldraij et al., 2006). Estos resultados 

sugieren que HT-B está asociada a la membrana de la vacuola que secuestra a las S-RNasas en el 

TP. Esta hipótesis se refuerza con el hecho que HT-B incluye en su extremo carboxilo motivos de 

cisteinas (CaaC, CXC y CC) blanco de modificaciones lipídicas (prenilación; Ibarra-Sanchez y 

Cruz-García, datos no publicados), los cuales poseen un carácter hidrofóbico que anclan 

proteínas solubles a membranas celulares (Galichet y Gruissem, 2003). 

 

3.3.2.3. Determinante masculina 

 

La determinante masculina es el gen SLF/SFB , identificada en P. inflata, pertenece a una familia 

de proteínas con caja F localizada hacia el extremo amino (Sijacic et al., 2004, Zhihua y Kao, 

2006). Este gen se conoce como SLF (S-locus F-box gene por sus siglas en inglés) en Solaneceae y 

Plantaginaceae o SFB (S-haplotype-specific F-box protein por sus siglas en inglés) en Rosaceaea. 

La determinante masculina se identificó mediante un análisis de secuenciación en mutantes de 

polen de Prunus y mediante un análisis de la diversidad de las secuencias en SLF/SFB.  

La proteína SLF/SFB muestra dos regiones hipervariables (HVa y HVb) hacia el extremo carboxilo, 

las cuales podrían ser importantes en la específicidad (Ikeda et al., 2004; Kao y Tsukamoto, 2004; 

Yamame y Tao, 2009). En Prunus, hay una mayor diversidad alélica (66-82.5% de identidad; 

Ikeda et al., 2004) que en Solanaceae (88.4-89.4% de identidad; Sijacic et al., 2004) en el gen 

SFB/SLF. 

El locus S presenta una gran multiplicidad en genes con caja F. En Petunia al menos hay tres genes 

que codifican proteínas con caja F y que están ligados a la S-RNasa (Kubo et al., 2010), en 

Anthirrinum se han identificado de dos a tres genes con caja F (Zhou et al., 2003), mientras que 

en Nicotiana se han reportado 10 genes con caja F ligados al locus S (Wheeler y Newbigin, 2007). 
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Los experimentos que llevaron a la comprobación de que SLF es la determinante masculina se 

basaron en los hallazgos de Golz et al. (2001). Estos investigadores propusieron el modelo de la 

interacción competitiva para explicar por qué las mutantes que tienen duplicado el alelo S en el 

polen en N. alata no rechazan el polen cuando su haplotipo S coincide con el del pistilo diploide. 

La interacción competitiva ocurre en plantas incompatibles mutantes que codifican y expresan en 

el polen dos alelos S diferentes. Esta situación ocurre en plantas mutantes donde la región del 

locus S que codifica la determinante masculina está duplicada o en plantas tetraploides para la 

familia Rosaceae subfamilia Maloidea, pero no para la subfamilia Prunoideae en donde la 

interacción competitiva no ocurre (Sassa et al., 2010). Estas plantas producen granos de polen 

que segregan con genotipos heteroalélicos u homoalélicos. Si los granos de polen son 

heteroalélicos son aceptados por un pistilo donde coincida su haplotipo, pero si son homoalélicos 

serán rechazados (Golz et al., 2001). Para demostrar que SLF era la determinante masculina 

Sijacic et al. (2004) ofrecieron una prueba contundente basada en el modelo de la interacción 

competitiva, de la siguiente manera: transformaron plantas incompatibles de P. inflata S1S1, S1S2, y 

S2S3, con el transgen SLF-2 fusionado a un promotor específico de polen. Las plantas transgénicas 

resultantes produjeron polen homoalélico (SLF2 + S2) o heteroalélico (SLF2 + S1 o SLF2 + S3). 

Cuando las plantas transgénicas de P. inflata S1S1 + SLF-2 ó S2S3 + SLF-2 fueron polinizadas con 

polen homoalélico o heteroalélico, solo aceptaron el polen heteroalélico, demostrando que la 

interacción competitiva ocurrió y que SLF es la determinante masculina en los sistemas de 

incompatibilidad basados en S-RNasa. Otros resultados que confirman que SLF es la determinante 

masculina fueron los reportados por Lai et al. (2002) y Qiao et al. (2004) en P. hybrida. En esta 

especie, el gen AhSLF2 de Antirrhinum hispanicum se clonó y expresó en el polen de plantas 

autoincompatibles en P. hybrida S3S3. Las plantas transgénicas que expresaron a AhSLF2 y 

produjeron polen heteroalélico S3AhSLF2, fueron incapaces de rechazar el polen S2. De esta 

manera, se concluye que el gen AhSLF2 está implicado en la respuesta de autoincompatibilidad en 

esta especie (Qiao et al., 2004).  

La expresión de SLF es haplotipo S-específica y se restringe al polen (Sijacic et al., 2004). 

Inmunolocalizaciones muestran que AhSLF se localiza en el citoplasma del TP y en el retículo 

endoplásmico (Wang y Xue, 2005; McClure, 2006). 

Los miembros de la familia de genes con caja F se han involucrado en la vía de degradación de 

proteínas por el proteosoma 26S (Sullivan et al., 2003) formando parte del complejo de E3 ligasa 

de ubiquitina (Sijacic et al., 2004), donde su papel es unir específicamente el sustrato (proteína 

blanco) al complejo y marcarlo para su degradación a través de la adición de poliubiquitina. La 

proteína SLF podría funcionar como una enzima ligasa tipo E3. Las enzimas ligasas E3 

representan un paso crucial en el control de la poliubiquitinación de la proteína blanco, ya que 

son las encargadas de reconocer la señal de ubiquitinación en la proteína seleccionada y 

coordinar la transferencia de la ubiquitina (proteína de 76 kD) desde la ligasa E2 a un residuo de 
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lisina de la proteína blanco (Sullivan et al., 2003). El reconocimiento de la proteína blanco y la 

transferencia de ubiquitina por las ligasas E3 puede ocurrir por la formación de un complejo 

proteico conocido como SCF-E3, el cual se forma con cuatro proteínas: SKP1, Culina, una proteína 

con caja F y Rbx1 (Cardozo y Pagano 2004; Smalle y Vierstra, 2004). 

Mediante experimentos de doble híbrido y pull down se observó que la porción carboxilo 

terminal de AhSLF2 es capaz de interaccionar con la S-RNasa; sin embargo, la región amino 

terminal, que contiene la caja F no muestra interacción con la S-RNasa (Qiao et al., 2004). 

Además, se sabe que en Antirrhinum, SLF interacciona con la S-RNasa de manera específica y no 

específica (Qiao et al., 2004). Mientras que en P. inflata la interacción con la S-RNasa específica 

es más fuerte (Hua y Kao, 2006). Hua et al. (2007), realizaron construcciones truncando alguno 

de los tres dominios funcionales de SLF/SFB (FD1, FD2 y FD3), concluyendo que FD1+FD3 

contribuyen a la especificidad de la interacción entre PiSLF y la S-RNasa y que FD2 puede ser la 

región primaria de la interacción, aunque no necesariamente está involucrada en la especificidad. 

 

3.3.2.4. Factores S no específicos en el polen 

 

Por más de una década se han realizado grandes esfuerzos por identificar factores no ligados al 

locus S que se requieran durante el reconocimiento y rechazo del polen. Un punto de partida fue 

encontrar los componentes del complejo SCF (Skp 1, cullina 1 y Rbx) a través de ensayo de doble 

híbrido, sin resultados concluyentes (Hua y Kao, 2006). Sin embargo, usando al gen SPB 1, 

proteína de unión a la S-RNasa, identificada anteriormente en S. chacoense y P. hybrida (Sims y 

Ordanic, 2001; O’ Brien et al., 2004) se mostró una unión específica con una cullina-1 llamada 

PiCUL1-G y una proteína tipo E2 (Hua y Kao, 2006). Hua y Kao (2006) proponen un complejo 

activo entre la S-RNasa y la E3 ligasa en P. inflata, siendo el complejo S-específico integrado por la 

S-RNasa-SLF-SBP1-CUL1-G y el complejo S-no específico compuesto por S-RNasa-SBP1-CUL1-G, 

en donde SBP1 cubre el papel de Skp1 y Rbx1.  

Mediante doble híbrido se identificó que la proteína SLF de Anthirrinum interacciona con una 

proteína Skp1-like (AhSSK1; Anthirrinum hispanicum SLF-interacting Skp1-like1), que a su vez 

interacciona con una proteína CUL1-like. De tal manera que en Anthirrinum si hay formación 

consistente de un complejo SSK1-CUL1-SLF (Huang et al., 2006). 

Mediante ensayos de co-inmunoprecipitación en A. thaliana se encontró que SLF forma complejo 

con una proteína de 23 kDa designada como una proteína tipo AtSKP1 y además con una 

proteínas de 65 kDa que reconoce el anticuerpo CUL1 de Arabidopsis (Qiao et al., 2004). 
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3.3.3. Modelos para el rechazo del polen en sistemas de incompatibilidad basados en 

S-RNasa 

 

Actualmente se han propuesto dos modelos para explicar cómo se lleva a cabo la resistencia de la 

citotoxicidad de la S-RNasa en un TP compatible. Uno de los modelos es por medio de la 

degradación de la S-RNasa en el interior del TP (Hua y Kao, 2006, Hua et al., 2008; Kubo et al., 

2010) y el otro es por medio del secuestro de la S-RNasa a algún compartimento donde no tenga 

acceso a su sustrato (Goldraij et al., 2006; McClure, 2006). 

 

3.3.3.1. Modelo de la degradación de la S-RNasa 

 

Este modelo trata de explicar a la compatibilidad como el resultado de la degradación de la S-

RNasa no específica, y al rechazo como  la no degradación de la S-RNasa específica, que es capaz 

de rechazar el polen a través de la degradación del ARN del TP (Entani et al., 2003; Qiao et al., 

2004; Sijacic et al., 2004; Ushijima et al., 2004).  

Se parte de que la S-RNasa puede interactuar con SFB/SLF por medio de dos dominios: un 

dominio alelo S-específico  y un dominio común para todas las S-RNasas. Este modelo predice que 

la interacción entre SFB/SLF y las S-RNasas en su dominio común es más fuerte que entre SFB/SLF 

y el dominio alelo S-específico. De tal manera que SFB/SLF y la S-RNasa interaccionan a través de 

un dominio alelo S-específico, en donde el sitio de ubiquitinación de la S-RNasa puede quedar 

enmascarado permitiendo que la S-RNasa evada la degradación. En cambio, cuando SFB/SLF 

interacciona con la S-RNasa no específica en un dominio común para todas las S-RNasas y todas 

las SFB/SLF hay ubiquitinación y degradación de las S-RNasas no específicas. El escape de la 

inhibición se debe a una unión no eficiente entre SLF y la S-RNasa, ya que a través de ensayos de 

pull-down se observó una mayor unión entre SLF y su S-RNasa no específica que entre SLF y su S-

RNasa específica (Hua y Kao, 2006). 

Bajo este modelo en una polinización incompatible en un pistilo S1S2 que es polinizado con polen-

S1, SLF1 interaccionará con la S2-RNasa en su dominio común y mediará específicamente su 

ubiquitinación y degradación por medio del proteosoma 26S; sin embargo, con la S1-RNasa 

interaccionará preferencialmente a través de su dominio alelo S-específico que resulta en un 

complejo inestable que conllevaría a la no ubiquitinación y subsecuente degradación de la S1-

RNasa y como consecuencia a la inhibición del crecimiento del TP.  

En una polinización compatible en un pistilo S1S2 que es polinizado con polen S3, SLF3 

interaccionaría fuertemente con ambas S-RNasas,  a través de su dominio común a todas las S-

RNasas, permitiendo la ubiquitinación y degradación de ambas S-RNasa no específicas y por 

tanto, la estabilidad del ARN  del TP no estaría afectada. 
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3.3.3.2. Modelo colaborativo  

 

En Petunia, el factor S del polen comprende múltiples tipos de genes SLF que colaboran para 

proveer resistencia a las S-RNasas. En el haplotipo S el producto de cada tipo de gen SLF 

interacciona con un juego de S-RNasas no específicas (Kubo et al., 2010). 

En una polinización compatible sólo SLF2X y SLF2Z se unen a la Sx-RNasa previniendo su 

degradación. En contraste en una polinización incompatible ninguna de los SLFs se unen con su 

S-RNasa específica y el ARN del TP se degrada y por lo tanto se inhibe su crecimiento (Figura 4; 

Kubo et al., 2010). 

Este modelo racionaliza el hallazgo de múltiples genes SLF  ligados al gen de la S-RNasa que 

resulta en la presencia de uniones variables entre una S-RNasa y varias proteínas SLF (Figura 4). 

Figura 4. Modelo colaborativo de la S-RNasa El panel superior representa una cruza compatible y el inferior una cruza 

incompatible. El pistilo S1S1 es polinizado con polen S2 (cruza compatible) o con polen S1 (cruza incompatible). SLF 

implica múltiples proteínas SLF, derivadas del haplotipo S, que colaboran para degradar a la S-RNasa. Cruza 

compatible. SLF produce las proteínas SLF2X, SLF2Y y SLF2Z que interaccionan fuertemente con la S1-RNasa permitiendo 

su ubiquitinación y degradación de la S1-RNasa ocasionando la degradación del RNA. Cruza incompatible. SLF produce 

a las proteínas SLF1X, SLF1Y y SLF1Z que interaccionan de forma inestable con la S1-RNasa permitiendo que el RNA del 

tubo polínico sea degradado y su crecimiento inhibido (Adaptado de McClure et al., 2011). 
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3.3.3.3. Modelo de la compartamentalización de la S-RNasa 

 

Este modelo propone que las S-RNasas ingresan por endocitosis de manera no específica al TP y se 

alojan dentro de una vacuola, donde quedan fuera del alcance de su sustrato, el ARN del citosol 

del TP. Este modelo incluye a los  GM, 120k y HT-B, como componentes del sistema de rechazo 

del polen. 

En una cruza compatible, la S-RNasa permanece estable dentro de la vacuola, en donde no puede 

llevar a cabo su efecto citotóxico. En un pistilo S1S1 que es polinizado por polen S2, el rechazo se 

evita debido a que la S1-RNasa permanece secuestrada en la vacuola del TP, como consecuencia 

de la degradación de HT-B en el TP. 

En una cruza incompatible, tanto HT-B como las S-RNasa son incorporados a los TPs, sin embargo 

la interacción específica entre SLF y la S-RNasa estabiliza a HT-B resulta en el rompimiento de la 

vacuola y la liberación de la S-RNasa al citoplasma en donde degrada el ARN e inhibe el 

crecimiento del TP. Es decir, en un pistilo S1S1 polinizado con polen S1, las vacuolas que contienen 

a las S-RNasas se romperán entre las 16 y 36 h después de la polinización como respuesta a la 

interacción haplotipo S-específica. 

La interacción haplotipo específica o haplotipo inespecífica entre la S-RNasa y SLF debe ocurrir en 

el citoplasma del TP, ya que las evidencias señalan a SLF como una proteína soluble asociada al 

retículo endoplásmico (Wang y Xue, 2005); sin embargo, esto no es consistente con el hecho de 

que la S-RNasa es secuestrada en un compartimento vacuolar. Para explicar esta contradicción, 

McClure (2006) propone que la S-RNasa, al igual que la toxina ricina, puede seguir un 

transporte retrógrado. En este caso la S-RNasa entra al citoplasma y es llevada a las vacuolas, pero 

una porción de ella es transportado retrógradamente a través de la red endosomal hasta llegar a 

los dictiosomas y de ahí al retículo endoplásmico, de donde puede salir vía el canal SEC61 y puede 

ser sujeto a la vía de degradación de proteínas asociadas al retículo endoplásmico, de tal forma 

que la S-RNasa en el citosol podría interaccionar con SLF. 

La compartamentalización de la S-RNasa se observa tanto en TPs compatibles e incompatibles 

como en pistilos con HT-B y 120K silenciadas y en pistilos con el factor 4936 defectuoso (Goldraij 

et al., 2006). Estas evidencias señalan que el rompimiento de la vacuola no depende sólo de la 

interacción entre la determinante del polen y la S-RNasa, sino además requiere de factores 

adicionales del pistilo. HT-B es de particular interés ya que su estabilidad se requere para que se 

dé la respuesta de incompatibilidad, y esta estabilidad depende de la interacción específica entre 

las determinantes (Figura 5).  
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Figura 5. Modelo de la compartamentalización de la S-RNasa. El panel superior representa una cruza compatible y el 

inferior una cruza incompatible. El pistilo S1S1 es polinizado con polen S2 (cruza compatible) o con polen S1 (cruza 

incompatible). Cruza compatible. La S1-RNasa es ingresada al tubo polínico por endocitosis y conducida a una vacuola; 

sin embargo, una parte sigue un camino retrogrado hacia el retículo endoplásmico  donde una porción se escapa al 

citoplasma donde interacciona con SLF1 ocasionando la degradación de HT-B (por una vía no conocida) y la estabilidad 

de la vacuola, manteniendo la S-RNasa secuestrada. Cruza incompatible. La S1-RNasa al interaccionar con SLF1 permite 

la estabilidad de HT-B que conlleva a la degradación de la vacuola y la liberación de la S1-RNasa al citoplasma donde 

degrada al ARN del tubo polínico e inhibe su crecimiento (Adaptado de McClure et al., 2011). 
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3.4. Sistema de incompatibilidad interespecífica 

 

Estudios en Solanaceae (Chetelat y De Verna, 1991) y en Brassicaceae (Hiscock y 

Dickinson, 1993) han implicado al locus S en el rechazo interespecífico del polen. 

Estudios genéticos apoyan la hipótesis de que el locus S previene la autopolinización entre 

individuos de la misma especie y además actúa restringiendo el entrecruzamiento a nivel 

interespecífico. 

El rechazo del polen interespecífico en el género Nicotiana  se presenta por múltiples vías 

(Murfett et al., 1996). Murfett y colaboradores (1996) realizaron un estudio detallado de 

polinizaciones en plantas transgénicas expresando a la SA2-RNasa en especies de 

Nicotiana tanto en un entorno AC como AI. Los resultados de su trabajo demuestran que 

el rechazo interespecífico del polen en Nicotiana sigue tres vías distintas: una vía 

independiente de S-RNasas en donde las polinizaciones entre un cultivar AC de N. alata 

rechaza el polen de las especies AC de N. tabacum y N. glutinosa. En esta vía puede estar 

implicado PELP III (class III Pistil-Extensin-Like Protein por sus siglas en inglés), ya que se 

ha demostrado su papel en el rechazo interespecífico de N. obstusifolia y N. repanda  en 

pistilos de N. tabacum (Eberle et al., 2013). La segunda vía es dependiente sólo de la S-

RNasa en donde la expresión de la SA2-RNasa en plantas transgénicas AC de N. tabacum y 

N. plumbaginifolia  adquieren la capacidad de rechazar el polen de N. tabacum y de N. 

glutinosa pero no el de N. plumbaginifolia. La tercera vía depende tanto de la S-RNasa 

como de otros factores no ligados al locus S. En este caso híbridos entre N. 

plumbaginifolia X AI N. alata  rechazan el polen de N. plumaginifolia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 25 

4. ANTECEDENTES INMEDIATOS 

 

A pesar de que se han identificado dos GM estilares, uno en Nicotiana (120K) y otro en Nicotiana, 

Solanum  y  Petunia (HT-B), datos de un análisis genético en una población segregante  en plantas 

AC y AI de Nicotiana indican que al menos dos GM estilares adicionales son esenciales para la 

respuesta de rechazo del polen en Nicotiana (Goldraij et al., 2006; Busot, 2009). Asimismo, datos 

de expresión y de interacción  proteína-proteína sugieren que una tiorredoxina h (NaTrxh) en 

Nicotiana, podría ser otro GM, ya que el transcrito de NaTrxh se acumula abundantemente en 

especies AI de Nicotiana, y con una baja abundancia en especies AC. Además, NaTrxh interactúa 

in vitro de manera específica  con la S-RNasa (Juárez-Díaz et al., 2006). 

Otro candidato a ser un GM esencial en la incompatibilidad en Nicotiana es NaStEP (N. alata 

Stigma Expresed Protein por sus siglas en inglés). El cADN de NaStEP se recuperó de un tamizado 

diferencial de bibliotecas de cADN de plantas AC y AI de Nicotiana. Su transcrito se detecta de 

manera abundante sólo en estigmas maduros de especies incompatibles de Nicotiana, como N. 

alata y N. rastroensis (Busot  et al., 2008, Cisneros, 2010). 

NaStEP codifica para una proteína ácida con homología a los inhibidores de proteasas tipo Kunitz. 

Su proteína se localiza abundantemente en las papilas estigmáticas y se acumula en estigmas 

maduros y después de la polinización. NaStEP es una proteína de alrededor de 25 kDa. Se predice 

en su secuencia un péptido señal con un sitio de corte entre dos serinas en la posición 24 y 25 

(VFS-SS) resultando teóricamente una proteína madura de 24.37 kDa (Busot et al., 2008).  

La secuencia de aminoácidos de NaStEP predice, en el extremo amino, una señal de destino 

vacuolar, NPIVL, de acuerdo con el motivo conservado y degenerado [N/L]-[P/I/L]-[I/P]-[R/N/S] 

[L/P]. En pistilos no polinizados, NaStEP se localiza asociada a cuerpos proteícos dentro de 

vacuolas; sin embargo, después de la polinización es liberada dentro del exudado estigmático, 

aparentemente a través de perforaciones en las paredes celulares de las células de las papilas 

estigmáticas (Busot et al., 2008).  

La expresión de NaStEP sólo en el estigma de plantas de Nicotiana AI y su presencia en el exudado 

estigmático, lo hace un excelente gen candidato involucrado en el rechazo del polen en Nicotiana, 

por lo que su silenciamiento en plantas transgénicas permitirá evaluar su participación en el 

mecanismo de reconocimiento y rechazo del polen en Nicotiana.  
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5. HIPÓTESIS 

 

NaStEP es un gen modificador esencial en la vía del rechazo del polen en Nicotiana. 

 

6. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

 

Determinar si NaStEP participa en el rechazo intra e interespecífico del polen en Nicotiana. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 

1. Generar plantas transgénicas con NaStEP silenciado. 

2. Evaluar si el silenciamiento de NaStEP afecta la expresión de la S-RNasa, HT-B y 120K.  

3. Evaluar las relaciones de compatibilidad/incompatibilidad en las plantas transgénicas con 

niveles de NaStEP no detectados.  

4. Determinar si NaStEP contribuye en el rechazo interespecífico del polen en Nicotiana. 

5. Evaluar la localización subcelular de NaStEP en cruzas compatibles e incompatibles. 

6. Determinar si NaStEP contribuye con el transporte de la S-RNasa, HT-B y 120K al tubo 

polínico.  

7. Determinar si existe una interacción genética entre NaStEP y genes esenciales en el 

rechazo del polen como HT-B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 27 

7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1. Material biológico 

 

Se utilizaron pistilos (estigma más estilo) de botones florales en diferentes etapas de desarrollo, 

flores en antesis y en post-antesis y hojas de Nicotiana alata AC [cultivar Breakthrough (BT)], N. 

tabacum AC, N. plumbaginifolia AC, N. glauca AC, N. longiflora AC, N. benthamiana AC, N. alata 

AI (genotipos SC10SC10, SA2SA2 y S105S105), N. rastroensis AI e híbridos entre N. plumbaginifolia X N. 

alata S105S105 y N. alata SC10SC10. Las plantas se crecieron bajo condiciones de invernadero a 16h 

luz/8h oscuridad. 

 

7.2. Polinizaciones manuales  

 

Para llevar a cabo las polinizaciones manuales, las flores en pre-antesis de las plantas receptoras 

de polen fueron emasculadas. Dos días después de la emasculación, cuando los estigmas 

generalmente ya se encuentran receptivos (estado en el que los estigmas están húmedos), se 

realizaron las polinizaciones. Se usaron flores en antesis sin emascular como donadoras de polen. 

Las anteras se colocan sobre el estigma hasta cubrir toda la superficie estigmática con granos de 

polen.  

 

7.3. Silenciamiento de NaStEP en N. alata S105S105  y N. alata SC10SC10 

 

Para determinar la función de NaStEP en el rechazo del polen en Nicotiana se generaron plantas 

transgénicas de N. alata S105S105 y N. alata SC10SC10, en donde se silenció a NaStEP mediante la 

técnica de RNAi. Partiendo de una construcción genética, previamente realizada por Busot 

(2009), en el vector binario pART 27, que incluyó el promotor constitutivo 35S, NaStEP en 

sentido, una región intergénica, NaStEP en antisentido y el terminador NOS. Además, el vector 

incluía el gen de resistencia a la kanamicina (ver Apéndice III para detalles). 

La generación de las plantas transgénicas se llevó a cabo mediante biobalística.  

 

7.3.1. Preparación de partículas de tungsteno 

 

Se pesaron 60 mg de partículas de tungsteno y se cubrieron con 5 µg/µL de ADN plasmídico 

obtenido del vector binario pART27-NaStEP. Con estas partículas se bombardearon los explantes 

de hoja de N. plumbaginifolia para llevar a cabo la transformación a una presión de 8 bar, una 

distancia de 13 cm y un vacío de 20-21 Hg. Después del bombardeo, los explantes de hoja se 

mantuvieron en una cámara a 25°C ±2°C y un fotoperiodo de 16h luz/8h oscuridad en medio de 
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cultivo NAP6. Transcurrida una semana se comenzó la selección de las transformantes por medio 

de la adición de 150 mg/L de kanamicina en el medio de cultivo NAP6, en donde se transfirieron 

las hojas bombardeadas. Después de 2 meses de subcultivo los brotes se individualizaron y se 

colocaron en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) sin hormonas y con 150 mg/L de 

kanamicina. Después de 8 meses de subcultivo las plantas enraizadas se transplantaron a tierra 

estéril y se crecieron en condiciones de invernadero (ver Apéndice III para detalles). 

 

7.4. Identificación de plantas transgénicas  

 

La identificación de las plantas transgénicas se evaluó por la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR), para lo cual se purificó ADN genómico de 50 plantas usando DNeasy ® Plant Mini Kit 

(Qiagen) mediante el protocolo establecido por el proveedor. 

El ADN genómico purificado se utilizó como molde para la amplificación del segmento entre el 

35S y el intrón, usando los oligonucleótidos: Forward 

5’AGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACACG3’ y Reverse 

5’CATTCTGCTTCTTCTATTTTCAACTCTCATT3’. La reacción se realizó en un volumen final de 25 

µL (200 ng de ADN genómico, amortiguador de PCR, MgCl2 2.5 mM, betaína 5%, dNTPs 0.25 

mM, mezcla de oligonucleótidos 0.5 µM cada uno, Taq polimerasa y H2O) en un termociclador 

(Gene Amp, PCR System 9700, PE Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones: un ciclo 

inicial de desnaturalización de 92°C por 5 min, 35 ciclos de temperatura de desnaturalización 

(92°C) por 1 min, una temperatura de alineamiento de 60°C por 1 min y una temperatura de 

extensión de 72°C por 1 min. El ADN amplificado se separó electroforéticamente en un gel de 

agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio.  

 

7.5. Generación de híbridos con niveles de NaStEP no detectados 

 

La línea transgénica de N. plumbaginifolia portadora del transgen se autopolinizó para obtener la 

T1 y además se polinizó con N. alata S105S105 AI para generar híbridos de N. 

plumbaginifolia::RNAi NaStEP X N. alata S105S105, en donde la expresión de NaStEP se encontrara 

suprimida. Las semillas obtenidas se germinaron en un medio MS con 150 mg/L de kanamicina 

para seleccionar sólo las plántulas transgénicas. Se obtuvieron plantas T1 y cuatro plantas de las 

cruzas entre N. plumbaginifolia::RNAi NAStEP X N. alata S105S105, designados población K08 

(plantas 2, 3, 9 y 16; Fig. 6A). 

A partir de la planta K08-2 (planta 2 de la población K08) se obtuvo la población J08-2, producto 

de la cruza entre las plantas K08-2 por N. alata SC10SC10 AI (Fig. 6A). 

Se generaron híbridos no transformados como control positivo entre N. plumbaginifolia X N. alata 

S105S105 y N. plumbaginifolia X N. alata SC10SC10 (Fig. 6B). 
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Figura 6. Diagrama de la generación de híbridos transgénicos. A. Híbridos de N. alata S105S105 y N. alata SC10SC10  

portadora del transgen para silenciar a NaStEP. B. Generación de híbridos control entre N. plumbaginifolia y N. alata 

S105S105 y N. alata SC10SC10. 

 

7.6. Expresión de NaStEP en diferentes especies de Nicotiana y en plantas con niveles 

de NaStEP no detectados 

 

Las plantas de N. longiflora, N. glauca, N. tabacum, N. benthamiana, N. plumbaginifolia, N. alata 

S105S105, N. alata SC10SC10, N. alata SA2SA2, N. alata BT, N. rastroensis, de la población K08-2, J08 y 

de los hibridos no transformados se evaluaron en su capacidad de sintetizar a NaStEP, SC10-RNasa, 

120K y HT-B mediante un ensayo tipo réplica de Western, usando un anticuerpo 

correspondiente. 
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7.6.1. Extracción de proteína total de pistilos  

 

Para el ensayo de proteínas en la población K08 los pistilos fueron congelados en nitrógeno 

líquido y cuando se requirió se almacenaron a -80°C hasta acumular 100 mg de tejido. La 

extracción de las proteínas totales se realizó pulverizando el tejido congelado en un mortero. El 

polvo obtenido se agregó en un tubo con 500 µL de amortiguador de extracción de proteína 

(50mM de Tris pH 8.0, 50mM de NaCl y 1% β mercaptoetanol). Posteriormente, se mezcló 

perfectamente con un vortex y se clarificaró por centrifugación por 10 min a 13, 000 g a 4°C. El 

sobrenadante se recuperó y se almacenó a -20°C. Las muestras de proteínas de pistilo de cada una 

de las plantas se separaron electroforéticamente en un gel SDS-PAGE discontinuo que consiste en 

un gel apilador a una concentración de acrilamida de 4% y pH de 6.8 y un gel separador a una 

concentración de acrilamida de 12.5 % y pH de 8.8. Se realizaron geles por duplicado, uno para 

teñir las proteínas con azul de Coomassie, y otro para transferirlo a una membrana de 

ImmobilonTM-P Transfer Membrane con un tamaño de poro de 0.45 µm (Millipore) y realizar la 

inmunodetección por quimioluminiscencia mediante un ensayo tipo réplica de Western de la 

proteína NaStEP. 

Para la población J08 (plantas 2, 2a, 3, 5, 6, 8, 8a, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 20, 21, 23, 25, 27, 29, 

30, 34, 36, 40, 41 y 44) los pistilos se pesaron y se les agregó amortiguador de carga  (3.75% 

SDS, 0.05M DTT, 5mM EDTA, 15% sacarosa, 0.0012% azul de bromofenol y 0.15M Tris  pH 6.8). 

Por cada 0.01g de tejido fresco se agrega 100 µL de amortiguador de carga. Los pistilos se 

maceraron hasta disgregar todo el tejido y se hirvieron por 10 min. Posteriormente, se 

centrifugaron a 13,000 g durante 10 min y se recuperó el sobrenadante y se almacenó a -80°C 

hasta su uso. El extracto de proteína total se separó electroforéticamente en un gel SDS-PAGE al 

12.5%. Se realizaron geles por duplicado, uno para teñir las proteínas con azul de Coomassie y 

otro para transferirlo a una membrana y realizar la inmunodetección por un ensayo tipo réplica 

de Western de la proteína NaStEP.  El tiempo de transferencia para NaStEP y SC10-RNasa fue de 45 

min, para HT-B de 30 min y de 1 h para 120K a 75 mA. 

 

7.6.2. Inmunodetección de NaStEP, SC10-RNasa, S105-RNasa, 120K y HT-B 

 

Para la población K08 y para las diferentes especies de Nicotiana,  la inmunodetección se realizó 

por quimioluminiscencia. La membrana se incubó en solución de bloqueo (5% leche en PBS y 

0.2% Tween) a 4°C durante toda la noche, la cual se desechó y se agregaron los anticuerpos anti-

NaStEP (1:10,000), anti-120K (1:5,000) y anti-HT (1:5,000) y se incubaron durante 3 h a 

temperatura ambiente y con agitación constante. Posteriormente, se realizó un lavado con PBS y 

0.5% de Tween durante 5 min. Un segundo lavado con PBS, 0.5% de Tween y 0.5 M de NaCl por 

5 min. Finalmente, se hizo un tercer lavado con PBS y 0.5% de Tween por 5 min a temperatura 
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ambiente. Se agregó el anticuerpo secundario (anticuerpo acoplado a la peroxidasa) a una 

dilución de 1:20,000 que se incubó durante 1 h a temperatura ambiente y con agitación 

constante. Transcurrido el tiempo se realizaron 3 lavados con PBS y 0.5% de Tween durante 10 

min cada uno a temperatura ambiente y con agitación constante. 

Para el revelado de las proteínas se le agregaron 6 ml de la reacción de peroxidasa. La reacción 

consta de 3 ml de la solución A y 3 ml de la solución B (Inmobilon™ Western Chemiluminescent 

HRP Subtrate, Millipore), se incubó por 5 min y se colocó entre dos acetatos y la película 

Hyperfilm™ MP (Amersham, Biosciences) del tamaño de la membrana dentro de un casete y se 

expuso la placa fotográfica por 10 min. La placa fotográfica se reveló sumergiéndola en una 

solución reveladora (KODAK) inclinando el contenedor suavemente hasta que la señal apareció. 

Una vez detectada la señal se enjuagó la placa perfectamente con agua y se transfirió a una 

solución fijadora (KODAK) y se eliminó perfectamente cualquier residuo de la placa. 

En el caso de la población J08 la inmunodetección se realizó por fosfatasa alcalina. La membrana 

se bloqueó en una solución de bloqueo a 4°C durante toda la noche, se desechó y se agregaron los 

anticuerpos primario anti-NaStEP (1:15,000), anti-SC10-RNasa (1:5,000), anti-S105-RNasa 

(1:5,000), anti-120K (1:5,000) y anti-HT-B (1:5,000) y se incubó durante 3 h a temperatura 

ambiente y con agitación constante. Se realizaron 3 lavados con PBS durante 5 min cada uno a 

temperatura ambiente y con agitación constante y se agregó el anticuerpo secundario (anticuerpo 

acoplado a la fosfatasa alcalina) a una dilución de 1:10,000 con PBS durante 10 min a 

temperatura ambiente y con agitación constante. Para el revelado de las proteínas se agregó 10 ml 

de amortiguador de fosfatasas (100mM NaCl, 5mM MgCl2, 100mM Tris-HCl pH 9.5) durante 10 

min a temperatura ambiente y con agitación constante y se reveló con una solución de 1% de NBT 

(33 mg/m), 0.1% BCIP (17 mg/ml) en amortiguador de fosfatasas y se incubaron hasta que 

apareció la señal púrpura para finalmente parar la reacción con agua y 50mM EDTA (pH 8.0). 

 

7.7. Relaciones de compatibilidad e incompatibilidad en las plantas transgénicas con 

niveles de NaStEP no detectados 

 

Para determinar las relaciones de compatibilidad intra e interespecífica en los individuos de la 

población K08 (plantas 2, 3, 9 y 16) y J08 (plantas 2, 3, 6, 8 y 12) se llevaron a cabo 

polinizaciones manuales de 72 h con polen de N. alata S105S105, N. alata SC10SC10, N. 

plumbaginifolia, N. benthamiana, N. tabacum, N. glauca, N. rastroensis  y N. longiflora. Se usaron 

como controles plantas de N. alata S105S105, N. alata SC10SC10 y los híbridos no transformados.  
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7.7.1. Evaluación del crecimiento de tubos polínicos en estilos polinizados mediante 

su tinción con azul de anilina 

 

Después de 72 h de haber realizado las polinizaciones, los pistilos fueron colectados y se fijaron 

en una solución de etanol:ácido acético (3:1) por al menos un día. Posteriormente, se aclararon y 

suavizaron en una solución de sulfito de sodio 10% (p/v) y se colocaron en autoclave por 5 min, 

después se desechó la solución y se agregó el colorante de azul de anilina, en donde se 

mantuvieron en obscuridad a 4°C al menos por un día. Los pistilos teñidos se colocaron en un 

portaobjetos, se cubrieron con un cubreobjetos y con los dedos se aplastaron hasta que el tejido se 

disgregó para ser observados en un microscopio de epifluorescencia (Olympus  Provis AX70) en 

donde se tomaron las microfotografias correspondientes. 

 

7.7.2. Producción de frutos en los híbridos transformados 

 

Para evaluar la producción de frutos se realizaron polinizaciones manuales con polen S105 o SC10 

en plantas de N. alata S105S105, K08-2 y K08-3 e híbridos no transformados. Después de un mes se 

registró el número de frutos producidos en cada una de las cruzas. 

 

7.8. Localización subcelular de NaStEP en pistilos y tubos polínicos en cruzas 

compatibles e incompatibles 

 

Para determinar la localización subcelular de NaStEP después de polinizaciones compatibles e 

incompatibles se realizaron ensayos inmunohistoquímicos. Flores en pre-antesis fueron 

emasculadas. Se realizaron las polinizaciones incompatibles entre N. alata S105S105 X N. alata 

S105S105 por 3, 6, 9, 16 y 36 h, en tanto que las polinizaciones compatibles se realizaron entre N. 

alata S105S105 X N. alata SC10SC10 por 3, 6, 9, 16 y 36 h. Después de transcurrido el tiempo de la 

polinización se colectaron y fijaron los pistilos en una solución de paraformaldehído al 4% en 

amortiguador de PIPES (50mM PIPES, 1mM MgCl2, 0.5mM EGTA pH 6.9) y 3% de sacarosa 

durante 2 h a temperatura ambiente o por 12 h a 4ºC. Se realizaron 3 lavados con amortiguador 

de PIPES durante 10 min cada uno y se deshidrataron los pistilos en una serie gradual de etanoles 

(10, 25, 35, 50, 70, 96, y 100%) por 30 min en cada uno manteniéndolos en hielo. 

Posteriormente, se agregó etanol absoluto por 15 min a 37ºC.  Los pistilos se infiltraron en una 

mezcla de etanol absoluto-cera de Steedman’s wax (Electron Microscopy Sciences) 3:1, 1:1 y 1:3 

por 12 h en cada uno a 37ºC y finalmente en Steedman’s wax pura por 24 h a 37ºC. Los pistilos 

se incluyeron en moldes de plástico con cera Steedman’s wax líquida, para lo cual el tejido se 

orientó con ayuda de una aguja de disección. Los bloques obtenidos se montaron en pedazos de 

madera y se realizaron cortes de 5-8 µm de grosor en un microtomo de rotación. Los cortes se 
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colocaron en un baño de flotación con agua destilada a temperatura ambiente y se capturaron en 

portaobjetos que se dejaron secar perfectamente por dos días a temperatura ambiente, antes de 

guardarlos libres del polvo a 4ºC hasta su uso. Para realizar la inmunohistoquímica se eliminó la 

cera de los cortes en etanol absoluto por 10 min y se repitió tres veces. Después se hidrató el tejido 

en una serie gradual de etanoles (75, 50, 25%) por 15 min en cada uno y se colocaron las 

preparaciones en PBS por 15 min. Las preparaciones se secaron con papel filtro o gasa y se 

marcaron alrededor de los cortes con un plumón hidrofóbico (PAN-PEN, SIGMA) antes de 

colocarlas en una cámara húmeda y de aplicar 100 µl de solución de bloqueo (5% BSA, 5% de 

normal gota serum, 0.1% cold water fish gelatin y 0.1% de azida de sodio) por cada preparación y 

se incubaron por 1 h a temperatura ambiente con agitación. Después de eliminar la solución de 

bloqueo se colocó el anticuerpo primario policlonal hecho en conejo anti-NaStEP (1:2000) y se 

incubó por 2 h a temperatura ambiente con agitación. Transcurrido el tiempo, se lavó 3 veces con 

PBS por 10 min cada uno con agitación y se aplicó el anticuerpo secundario (ALEXA Anti-rabbit 

488) en una dilución 1:100 y se incubó por 2 h a temperatura ambiente con agitación y en 

obscuridad. Se lavó tres veces con PBS por 10 min en obscuridad. Finalmente, se incubó con el 

fluorocromo de azul de anilina por 20 min a temperatura ambiente, con agitación y en 

obscuridad y se montaron con 0.01% de p-phenyleneamine en 50% de glicerol en PBS. Las 

preparaciones se guardaron a 4ºC en obscuridad. Las observaciones se realizaron en un 

microscopio ZEISS LSM 510 META. 

Para las observaciones de NaStEP en estigmas de pistilos en antesis de N. alata BT se siguió el 

mismo protocolo, pero sólo se utilizó el anticuerpo anti-NaStEP. Las muestras fueron observadas 

en un microscopio Olympus FV1000. 

Para determinar la localización subcelular de NaStEP en el interior de los TPs después de una 

cruza incompatible se realizaron polinizaciones entre N. alata SC10SC10 X N. alata SC10SC10 por 9 h. 

Los pistilos se fijaron y se procesaron para realizar inmunohistoquímicas como se describió 

anteriormente. Una vez obtenidos los cortes de los pistilos y que éstos fueron hidratados hasta 

llegar a PBS se realizó lo siguiente para el triple marcaje, utilizando un anticuerpo monoclonal 

(anti-calosa) y dos anticuerpos policlonales hechos en conejo: anti-NaStEP y anti-vPPasa o anti v-

ATPasa. Las preparaciones se colocaron en una cámara húmeda y se aplicaron 100 µl de solución 

de bloqueo (10% BSA en PBS) por cada preparación y se incubaron por 1 h a temperatura 

ambiente con agitación. Posteriormente, se eliminó la solución de bloqueo y se colocó el 

anticuerpo primario anti-vPPasa a una dilución 1:200 o v-ATPasa (1:50) y se incubó toda la 

noche a 4°C. Se lavaron 5 veces con PBS por 10 min cada uno con agitación, y se aplicó el 

anticuerpo secundario anti conejo (ALEXA 633) en una dilución 1:100 y se incubó por 4 h a 

temperatura ambiente en oscuridad. Es importante mencionar que el resto del procesamiento se 

realizó en oscuridad. Transcurrido el tiempo, se lavó 5 veces con PBS por 10 min cada uno. Los 

cortes fueron fijados nuevamente con 4% de formaldehido en PBS por 1h y se bloquearon con 
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solución de bloqueo por 45 min. Después se eliminó la solución de bloqueo y se colocaron los 

anticuerpos primarios anti-NaStEP (1:2000) y anti-calosa (1:1000) y se incubaron toda la noche 

a 4°C. Se lavaron 5 veces con PBS por 10 min cada uno con agitación y se aplicaron los 

anticuerpos secundarios ALEXA 488 (anti-conejo) y ALEXA 568 (anti-ratón) en una dilución 

1:100 y se incubaron por 4 h a temperatura ambiente. Finalmente, se lavaron 5 veces con PBS por 

10 min cada uno y se montaron con medio de montaje (SIGMA.) Las observaciones se realizaron 

en un microscopio confocal Olympus FV1000.  

 

7.9. Papel de NaStEP en el transporte de la S-RNasa, HT-B y 120K 

 

Para determinar si NaStEP participaba en el transporte de proteínas involucradas en el rechazo del 

polen, se realizaron polinizaciones en pistilos de las plantas K08-2 y K08-3 con polen S105 y SC10 

por 16 h. Se usó como control pistilos de N. alata S105S105. Los pistilos polinizados se procesaron 

para ser incluidos en cera Steedman’ wax como se describió anteriormente. Las secciones del 

tejido obtenidas se utilizaron para hacer inmunolocalizaciones dobles usando los anticuerpos 

anti-calosa (1:1000), anti-HT-B (1:2000), anti-120K (1:1000) y anti-S105-RNasa (1:1000). El 

anticuerpo secundario para la calosa fue Alexa 568 y para las tres proteínas restantes Alexa 488 a 

una dilución de 1:200. Las observaciones se realizaron en un microscopio confocal Olympus 

FV1000.  

 

7.10. Papel de NaStEP en la estabilidad de HT-B 

 

La función de NaStEP como estabilizador de la proteína HT-B en el interior de los TPs se determinó 

mediante ensayos tipo réplica de Western e inmunohistoquímicas. 

Pistilos emasculados de N. alata SC10SC10 y de la planta J08-2 fueron densamente polinizados con 

polen de N. alata SC10SC10 y de N. alata S105S105 por 16, 36 y 72 h. Los estilos se procesaron como 

se mencionó y se obtuvieron las proteínas de la forma antes descritas. Las proteínas se separaron 

electroforéticamente en un gel SDS-PAGE al 15%. Los geles se transfirieron a una membrana y se 

realizó la inmunodetección de la proteína HT-B (1:5000) y de la SC10-RNasa (1:5000) mediante la 

técnica de fosfatasa alcalina. 

Para llevar a cabo las pruebas inmunohistoquímicas se realizaron polinizaciones compatibles e 

incompatibles de 16 y 36 h. Las cruzas incompatibles fueron entre K08-2 X N. alata S105S105  y 

como control N. alata S105S105 X N. alata S105S105 y las cruzas compatibles entre K08-2 X N. alata 

SC10SC10  y N. alata S105S105 X N. alata SC10SC10. Para la inmunolocalización de HT-B en TPs, los 

pistilos polinizados fueron fijados y procesados para realizar la inmunohistoquímica de la forma 

antes mencionada, utilizando los anticuerpos primarios anti-calosa y anti-HT-B. De cada una de 

los cruzas se realizaron tres réplicas las cuales permitieron cuantificar el número de TPs que 
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mostraban una señal que cubría más del 60% del interior del TPs  (alta tinción) y en donde la 

señal era casi nula (baja o ausencia de tinción).  La señal de HT-B en el interior de los TP se 

analizó estadísticamente mediante una ANOVA y comparación de medias de Tukey a una p≥0.05. 

 

7.11. Amplificación de NaStEP  en especies compatibles e incompatibles 

 

Para determinar si tanto las especies AC y AI contienen el gen de NaStEP se purificó ADN 

genómico siguiendo el protocolo antes mencionado y se amplificó mediante un PCR usando los 

oligonucleótidos: forward 5’CTCTGGATCCATGCCCACTACTACTGATGATGA 3’ y reverse 5’ 

CGCGGAATTCCTAGGTTACCACAAACCTAA 3’. Las condiciones usadas para la amplificación 

fueron las señaladas anteriormente. El producto de PCR se separó electroforéticamente como se 

mencionó anteriormente. 

 

7.12 Determinación del transcito de NaStEP en especies compatibles e incompatibles 

 

Para determinar si el transcrito de NaStEP se encontraba presente en especies AC y AI se realizó 

un ensayo tipo réplica de Northern. El ARN total fue extraído de pistilos de especies AC y AI. El 

tejido colectado (200mg) fue pulverizado usand N2 líquido y se adiciono 1 ml de Trizol 

(INVITROGEN) y se homogeneizó con vortex. Se incubó durante 5 min a temperatura ambiente y 

se centrifugó a 13,000 g durante 10 min. Se recuperó el sobrenadante y se incubó a 30°C durante 

30 min. Posteriormente se le adicionó 150 µl de cloroformo y se agito durante 15 seg 

vigorosamente. La mezcla se incubó a 30°C durante 2 h y se centrifugó a 13,000 g durante 15 

min. Se recuperó la fase acuosa a la cual se le agregó 350 µl de isopropanol frío, se incubo a 

temperatura ambiente durante 10 min y se centrifugó a 13,000 g durante 10 min. Se eliminó el 

sobrenadante y el precipitado se lavó tres veces con etanol al 70%. El botón seco fue resuspendido 

en H2O tratada con 0.043% de DEPC. La concentración del ARN total de todas las muestras se 

ajustaron a 5 µg/µl. Las muestras se desnaturalizaron por 2-3 min a 90°C y se conservaron a -

80°C hasta su uso. El ARN total fue separado en un gel de formaldehído agarosa al 2%, 1.11% de 

formaldehído y 1X de MOPS (0.02M de MOPS, pH 7). La separación electroforética se llevó a 

cabo a 60 volt por 1 h. El ARN separado electroforéticamente se transfirió a una membrana 

Hybond N+ (Amersham) y se unio covalentemente. Las membranas se tiñeron con azul de 

metileno para corroborar el cargado de las muestras. Los filtros fueron bloqueados con la solución 

de hibridación (0.3 M amortiguador de fosfato de sodio pH 7.2, 7% SDS y 1 mM EDTA pH 8) por 

una hora a 68°C y con agitación suave. La solución se desechó y se dicionó 10 ml de la solución 

de hibridación con la sonda de cADN [32P] de NaStEP y se incubó durante toda la noche a 68°C 

con agitación suave. Posteriormente los filtros fueron lavados con una solución de 0.4X SSC y 

0.1% SSD por 15 min dos veces y otros dos lavados más astringunetes con 0.1 X SSC y 0.1% SDS 
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por 15 min. Todos los lavados se desarrollaron a 68°C.  Las señales fueron detectadas usando 

películas autoradiográficas. Los filtros se colocaron en un casete y fueron expuestas con una 

película de rayos X por 72 h a -80°C. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1. Silenciamiento de NaStEP en N. alata S105S105  y N. alata SC10SC10 

 

La función de NaStEP en la vía bioquímica del rechazo del polen en Nicotiana se evaluó mediante 

su silenciamiento en plantas transgénicas de Nicotiana. Para este fin, plantas de N. 

plumbaginifolia se transformaron por biobalística con la construcción de RNAi-NaStEP  bajo el 

promotor CAM 35S. 

Se seleccionaron alrededor de 50 líneas independientes de N. plumbaginifolia::RNAi NaStEP por 

medio de cultivo de tejidos vegetales. La corroboración de la inserción del transgen en estas 

plantas se realizó por medio de PCR, usando los oligonucleótidos diseñados para amplificar  una 

región que abarca desde el promotor CAM 35S hasta el intrón. De las plantas analizadas sólo fue 

posible amplificar el fragmento de ADN para una de las 50 líneas (Figura 7). La línea transgénica 

que dió positiva se le denominó línea 1 (L1). La amplificación de esta región también fue probada 

en diferentes especies y en el híbrido no transformado de N. plumbaginifolia X N. alata BT, sin 

obtener señal de amplificación del transgen en ninguna de ellas (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7. Amplificación por PCR de la región correspondiente a la región que abarca desde el promotor CAM 35S y el 

intrón del vector pART27 en diferentes especies de Nicotiana y en algunas líneas independientes de N. 

plumbaginifolia::RNAi-NaStEP, dando sólo como positiva la línea L1.  El control positivo fue el plásmido que contenía la 

construcción CAM 35S-NaStEP-intron-NaStEP en antisentido. 
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Una vez corroborada la presencia del transgen en la línea L1 de N.plumbaginifolia, esta planta se 

cruzó con la planta AI de N. alata S105S105 con la finalidad de suprimir la  expresión de NaStEP  en 

un entorno genético de incompatibilidad (Figura 6A). A partir de la cruza de la línea L1 con N. 

alata S105S105 se obtuvo la progenie K08 (K08-2, K08-3, K08-9 y K08-16) todas con el genotipos 

S105S0, (S0 significa un alelo S nulo). Además, se generó un híbrido control no transformado entre 

N. plumbaginifolia X N. alata S105S105, en donde la presencia de NaStEP es muy abundante 

(Figuras 8). 

La expresión de NaStEP se evaluó mediante un ensayo tipo réplica de Western usando proteína 

total de pistilos de individuos de la población K08, N. alata  S105S105 y del híbrido no transformado 

(N. plumbaginifolia X N. alata S105S105). De las plantas en la población K08, NaStEP fue detectada 

en las plantas K08-9 y K08-16 pero no en las plantas K08-2 y K08-3, lo que indica un buen nivel 

de supresión de NaStEP. La señal de NaStEP en la planta K08-9 fue reducida mientras que en la 

planta K08-16 se observó una señal equivalente a la planta control N. alata S105S105 (Figura 8). De 

manera notable se observa en esta figura que los niveles de la S105-RNasa son similares tanto en 

las plantas con niveles de NaStEP no detectados (K08-2 y K08-3) como en aquellas donde es 

posible detectar cantidades de NaStEP (K08-9 y K08-16). 

 

Figura 8. Análisis de la expresión de NaStEP en la población K08 (S105S0). 

A. Extractos proteicos totales de pistilos fueron fraccionados electroforéticamente (SDS-PAGE) y el gel teñido con azul 

de Coomassie. 

B. Inmunodetección de NaStEP (Anti-NaStEP 1:10000). Señal de NaStEP en las líneas K08-9 y K08-16. Control positivo 

N.alataS105S105 e híbrido no transformado (N. plumbaginifolia X N. alataS105S105). 
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Con el propósito de determinar que el transgen  RNAi-NaStEP mantuviera una inserción estable 

en el genoma de los híbridos transgénicos y tenerlo en un entorno genético diferente, el híbrido 

K08-2 se cruzó con AI N. alata SC10SC10,  generándose una progenie de 25 plantas, cuya población 

se denominó J08 y estuvo constituida por las plantas J08-2, J08-2a, J08-3, J08-5, J08-6, J08-8, 

J08-8a, J08-12, J08-13, J08-14, J08-16, J08-17, J08-18, J08-20, J08-21, J08-23, J08-25, J08-

27, J08-29, J08-30, J08-34, J08-36, J08-40, J08-41 y J08-44 (Figura 6A). A todos estos 

individuos se les evaluó la expresión de NaStEP por un ensayo tipo réplica de Western. En 10 

plantas de esta progenie no se detectó a NasStEP (J08-2a, J08-3, J08-6, J08-8, J08-8a, J08-18, 

J08-20, J08-25, J08-29 y J08-30), mientras que en las 15 restantes NaStEP presenta niveles 

normales y similares al control de N. alata SC10SC10 (J08-2, J08-5, J08-12, J08-13, J08-14, J08-16, 

J08-17, J08-21, J08-23, J08-27, J08-34, J08-36, J08-40, J08-41 y J08-44; Figuras 9A-C). El 

genotipo S asociado a las plantas de la población S fue evaluado. Las plantas 2a, 8a, 14, 25, 29, 

30, 34 y 44 tienen un genotipo SC10S0, mientras que las plantas 5, 13, 16, 17, 18, 20, 21, 23, 27, 

36, 40 y 41 son SC10S105.  

 

Figura 9. Análisis de la expresión de NaStEP en la población J08. 

A. Extractos proteicos totales de pistilos fueron fraccionados electroforéticamente (SDS-PAGE) y los geles teñidos con 

azul de Coomassie. 

B-C. Inmunodetección de NaStEP (anti-NaStEP1:10000), SC10-RNasa (anti- SC10-RNasa 1:5000) y S105-RNasa (anti- 

S105-RNasa 1:5000). B. Señal de NaStEP no detectada en las líneas J08-3 (SC10S0), J08-6 (SC10S0) y J08-8(SC10S0). Las 

líneas J08-2 (SC10S0) y J08-12 (SC10S0) con una expresión similar a N. alata SC10SC10 y al híbrido no transformado (N. 

plumbaginifolia X N. alata SC10SC10). C. Individuos de la población J08, de los cuales 7 individuos no presentan señal de 

NaStEP (J08-2a, J08-8a, J08-18, J08-20, J08-25, J08-29 y J08-30), el resto con una señal similar a N. alata SC10SC10. 
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8.2. NaStEP no afecta la expresión de S105-RNasa, SC10-RNasa, 120K y HT-B 

 

Para comprobar si el efecto del silenciamiento fue específico para NaStEP y para determinar si 

NaStEP interfería con la expresión de otras proteínas del pistilo involucradas en el rechazo del 

polen, se evaluó la cantidad de 120K, HT-B y la S-RNasa en las poblaciones K08 y J08 por medio 

de un inmunoanálisis. Las plantas de la población K08 (plantas 2, 3, 9 y 16) y J08 (plantas 2, 3, 6, 

8 y 12) se utilizaron para probar la expresión de estas proteínas (Figura 10). La S105-RNasa 

muestra una señal ligeramente disminuida en la población K08 con respecto al control positivo N. 

alataS105S105 y al híbrido no transformado N. plumbaginifolia X N. alata S105S105; sin embargo, HT-

B muestra una señal similar en la plantas de la población K08 analizadas con respecto al control y 

al híbrido no transformado y 120K  presentó una acumulación variable (Figuras 10 A-B). Las 

plantas de la población J08 muestran una acumulación similar al control N. alata SC10SC10 y al 

híbrido no transformado N. plumbaginifolia X N. alata SC10SC10 para la SC10-RNasa, HT-B y 120K 

(Figuras 10 C-D).  

Estos resultados demuestran que NaStEP no se encuentra en la vía de regulación de la expresión 

de la S-RNasa, HT-B y 120K.  

 

8.3. NaStEP es un gen modificador que participa en el rechazo del polen en Nicotiana 

 

Para evaluar la función la de NaStEP en la vía del rechazo del polen en Nicotina se realizaron 

cruzas compatibles con polen-SC10  e incompatibles con polen-S105 para las plantas de la población 

K08 (plantas 2, 3, 9 y 16; con genotipos S105S0). Para la población J08 (plantas 2, 3, 9 y 16; 

genotipos SC10S0) se usó polen-SC10  para una cruza incompatible y polen-S105 para una cruza 

compatible. Aplastados de pistilos polinizados por 72 h se tiñeron con azul de anilina para la 

observación del crecimiento de los TPs. Pistilos con TPs en su base muestran una cruza 

compatible, mientras que los tubos detenidos en el estigma y primer tercio del estilo muestran una 

cruza incompatible y por lo tanto la ausencia de TPs en la base del estilo indica una cruza 

incompatible. 

Una cruza incompatible entre N. alata S105S105 X N. alata S105S105 y entre el híbrido no 

transformado (N. plumbaginifolia X N. alata S105S105) X N. alata S105S105 no muestran TPs en la 

base del estilo, ya que el crecimiento del 80% de los TPs se detiene en el estigma y el resto de ellos 

en el primer tercio del estilo (Figura 11). Sin embargo, en una cruza compatible entre N. alata 

S105S105 y del híbrido no transformado S105S0 con polen-SC10 se observa una gran cantidad de TPs 

en la base del estilo (Figura 11). 

En el caso de las plantas K08-2 (S105S0) y K08-3 (S105S0) tanto en la cruza incompatible con polen-

S105 como en la compatible con polen-SC10, muestran el crecimiento de los TPs hasta la base del 
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estilo (Figura 11), lo cual implica que el silenciamiento de NaStEP abate la capacidad de rechazar 

el polen de manera haplotipo S específica. 

En la planta K08-9 (S105S0), en donde la acumulación de NaStEP disminuye, algunos TPs alcanzan 

la base del estilo en una cruza incompatible (polen-S105; Figura11). Sin embargo, en la planta 

K08-16, en donde el nivel de expresión es similar al control, un número muy reducido de TPs 

alcanzan a la base del estilo (Figura 11). 

Estos resultados señalan que la respuesta del rechazo del polen que está mediando NaStEP es dosis 

dependiente y que en ausencia de NaStEP no existe respuesta. 

 

Figura 10. Análisis de la expresión de la S105-RNasa, SC10-RNasa, HT-B y 120K en la población K08 y J08. 

A-B. Extracto total de proteínas de pistilo de la población K08 (plantas 2, 3, 9 y 16) fueron separadas 

electroforéticamente (SDS-PAGE) y los geles teñidos con azul de Coomassie o transferidos a una membrana para la 

inmunodetección de la S105-RNasa (anti-S105-RNasa 1:5000), HT-B (anti-HT-B 1:5000) y 120K (anti-120K 1:5000). A. 

Extracto proteico total de pistilo teñido con azul de Coomassie. B. Inmunodetección de S105-RNasa, HT-B y 120K. C-D. 

Extracto total de proteínas de pistilo de la población J08 (plantas 2, 3, 6, 8 y 12) fueron separadas electroforéticamente 

(SDS-PAGE) y los geles teñidos con azul de Coomassie o transferidos a una membrana para la inmunodetección de la 

SC10-RNasa (anti-SC10-RNasa 1:5000), HT-B (anti- HT-B 1:5000) y 120K (anti-120K 1:5000). C. Extracto proteico total de 

pistilo teñido con azul de Coomassie. D. Inmunodetección de S105-RNasa, HT-B y 120K.  
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Figura 11. Evaluación de las relaciones de compatibilidad en las plantas de la población K08 con niveles de 

NaStEP no detectados (N. plumbaginifolia-RNAi NaStEP X N. alata S105S105). Aplastados de pistilos polinizados por 

72 h, teñidos con azul de anilina y observados por microscopia de fluorescencia se utilizaron para evaluar el crecimiento 

de tubos polínicos en cruzas compatibles e incompatibles. Los tubos polínicos se distinguen por la presencia de tapones 

de calosa (marcados con una flecha). En una cruza incompatible en N. alata S105S105 y en el hibrido no transformado (N. 

plumbaginifolia X N. alata S105S105) no se observan tubos polínicos en la base del estilo. En las plantas K08-2 (S105S0)  y 

K08-3 (S105S0)  los tubos polínicos alcanzan la base del estilo después de una cruza compatible (polen-SC10) e 

incompatible (polen–S105). En las plantas K08-9 (S105S0)  y K08-16 (S105S0) algunos tubos polínicos alcanzan la base del 

estilo después de una cruza incompatible. EP-epidermis, HV-haz vascular. Barras=50µm. 

 

La cruza de N. plumbaginifolia X N. alata por naturaleza produce híbridos estériles, ya que N. 

plumbaginifolia tiene 10 cromosomas y N. alata  9 en su estado haploide (Lee et al., 2008). Sin 

embargo, en algunas ocasiones la regeneración por cultivo de tejidos genera híbridos fértiles.  En 

este caso las plantas K08-2 y K08-3 se volvieron fértiles para la parte femenina, aunque los 

granos de polen fueron infértiles. Esta ganancia de fertilidad se utilizó para generar frutos que 

corroboraron el cambio de fenotipo en las plantas K08-2 (S105S0) y K08-3 (S105S0), usándolas como 

aceptoras de polen para cruzas compatibles con polen-SC10 e incompatibles con polen-S105 (Tabla 

1). Las plantas con niveles de NaStEP no detectadas (plantas  K08-2 y K08-3) pierden la 

capacidad de reconocer y rechazar el polen incompatible (polen-S105) y en ambos casos para 

K08-2 y K08-3 las polinizaciones incompatibles permitieron la formación de frutos (15 frutos de 

16 polinizaciones y 9 de 10 respectivamente; Tabla 1), lo cual no ocurrió en N. alata S105S105 y en 

el híbrido no transformado. Las polinizaciones compatibles (polen-SC10) permitieron la formación 

de frutos  (5 frutos de 5 polinizaciones realizados en ambos casos) de forma similar a los 

obtenidos a partir de una cruza compatible en N. alata S105S105 (Tabla 1). 

En el caso de las plantas K08-9 y K08-16 las polinizaciones tanto compatibles como 

incompatibles no generaron frutos, por lo que se concluyó que estas plantas son estériles 

femeninas y masculinos. El mismo caso ocurrió con el híbrido control no transformado en donde 

no se generaron frutos después de las polinizaciones (Tabla 1).  
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Tabla 1. Cuantificación de tubos polínicos que alcanzan la base del estilo y producción de frutos en cruzas compatibles e 

incompatibles.   

(–) polinización incompatible (TPs que no alcanzan la base del estilo), (+) polinización compatible (TPs incontables que 

alcanzan la base del estilo), (#) Número de tubos polínicos cuantificables en la base del estilo. Cada signo +, - o el 

número de TP contados representa una réplica independiente en cada ensayo de polinización. Número de frutos/número 

de polinizaciones, AI- autoincompatible, E-estéril. 

 

Para corroborar que el cambio de fenotipo se mantenía en todas las plantas con niveles de NaStEP 

no detectadas, las relaciones de compatibilidad también fueron analizadas en la descendencia J08. 

En las plantas J08-2 (SC10S0) y J08-12 (SC10S0) después de una polinización incompatible con polen-

SC10, sólo un número muy reducido de TPs alcanzaron la base del estilo, número similar al 

observado para el híbrido no transformado (Figura 12; Tabla 2), lo cual concuerda con el nulo 

silenciamiento de NaStEP  que se obtuvo en estas dos líneas (Figura 9). Para las plantas J08-3 

(SC10S0), J08-6 (SC10S0) y J08-8 (SC10S0) hay una gran cantidad de TPs creciendo por el tejido de 

transmisión del estilo hasta la base del estilo (Figura 12; Tabla 2). Estas plantas (3, 6 y 8), en 

donde los TPs alcanzaron la base del estilo en altos porcentajes mostraron una supresión total de 

NaStEP (Figura 9A).  

Las cruzas compatibles con polen S105 para los controles (N. alata SC10SC10 e híbrido no 

transformado), así como para las plantas J08-2 (SC10S0), J08-3 (SC10S0), J08-6 (SC10S0), J08-8 (SC10S0)  

y J08-12 (SC10S0) mostraron un gran número de TPs en la base del estilo (Figura 12; Tabla 2). 

El cambio de fenotipo de polinización tanto en la población K08 como J08 demostró el papel de 

NaStEP en el rechazo del polen en Nicotiana. 
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Figura 12. Evaluación de las relaciones de compatibilidad en las plantas de la población J08 con niveles de 

NaStEP no detectados (K08 X N. alata SC10SC10). Aplastados de pistilos polinizados por 72 h, teñidos con azul de 

anilina y observados por microscopia de fluorescencia se utilizaron para evaluar el crecimiento de tubos polínicos en 

cruzas compatibles e incompatibles. Los tubos polínicos se distinguen por la presencia de tapones de calosa (marcados 

con una flecha). En una cruza incompatible en N. alata SC10SC10 no se observan tubos polínicos en la base del estilo. En 

las plantas J08-3 (SC10S0), J08-6 (SC10S0) y J08-8 (SC10S0) los tubos polínicos alcanzan la base del estilo después de una 

cruza compatible (polen-SS105) e incompatible (polen–SC10). Algunos tubos polínicos alcanzan la base del estilo después 

de una cruza incompatible en el hibrido no transformado (N. plumbaginifolia X N. alata SC10SC10) y en las plantas J08-2 

(SC10S0) y J08-12 (SC10S0). EP-epidermis, HV-haz vascular. Barras=50µm. 

 

Tabla 2. Cuantificación de tubos polínicos que alcanzan la base del estilo en cruzas compatibles e incompatibles.   

(–) polinización incompatible (TPs que no alcanzan la base del estilo), (+) polinización compatible (TPs incontables que 

alcanzan la base del estilo), (#) Número de tubos polínicos cuantificables en la base del estilo. Cada signo +, - o el 

número de TP contados representa una réplica independiente en cada ensayo de polinización. Número de frutos/número 

de polinizaciones, AI- autoincompatible, E-estéril. 

 
8.4. Papel de NaStEP en el rechazo interespecífico del polen  

 
El papel del locus S en la incompatibilidad no sólo se restringue al rechazo intraespecífico, sino 

también se ha reportado su papel en el rechazo interespecífico. Para determinar si NaStEP 

participa en el rechazo del polen interespecífico se realizaron polinizaciones por 72 h. Los pistilos 

fueron teñidos y se observó el sitio de inhibición del crecimiento de los TPs. Las cruzas se 

realizaron entre las plantas transgénicas K08-2 (S105S0), K08-3(S105S0), K08-16 (S105S0), J08-6(SC10S0)  
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y como controles se usaron N. alata S105S105, N. alata SC10SC10, el híbrido entre N. plumbaginifolia 

X N. alata S105S105 y el híbrido entre N. plumbaginifolia X N. alata SC10SC10. Todas estas plantas se 

usaron como aceptoras de polen; mientras que las plantas donadoras de polen fueron las especies 

AC de N. longiflora, N. plumbaginifolia, N. tabacum, N. benthamiana, N. glauca y la especie AI de 

N. rastroensis. 

Las polinizaciones realizadas en un entorno genético de la S105-RNasa (población K08) mostraron 

que los híbridos con niveles de NaStEP no detectados (K08-2 S105S0 y K08-3 S105S0) mantuvieron 

su función de rechazo del polen de N. tabacum, N. benthamiana y N. glauca, de forma similar a lo 

que ocurrió en los controles (N. alata S105S105 y N. plumbaginifolia X N. alata S105S105). Sin 

embargo, las plantas con niveles de NaStEP detectados K08-2(S105S0) y K08-3 (S105S0) permitieron el 

crecimiento de TPs hasta la base del estilo de N. longiflora, N. rastroensis y N. plumbaginifolia. En 

el caso del polen de N. longiflora  y N. rastroensis  el crecimiento de los TPs hasta la base de estilo 

se presentó también en N. alata S105S105, en el híbrido N. plumbaginifolia X N. alata S105S105, no 

obstante, en la planta K08-16 solo un 60% de los TPs de N. longiflora alcanzaron la base del 

pistilo (Figura 13, Tabla 3).  

El polen de N. plumbaginifolia  en el estigma de N. alata S105S105 y en el híbrido N. 

plumbaginifolia X N. alata S105S105 presentó una tasa media de germinación (mayor al 50%). El 

crecimiento de estos TPs fue inhibido en el estigma principalmente, llegando a alcanzar algunos 

TPs el primer tercio del estilo en todas las cruzas, con excepción de las cruzas con las plantas 

K08-2 y K08-3, en donde los TPs fueron capaces de llegar a  la base del estilo (Figura 13, Tabla 

3). 

Para el caso de las polinizaciones con N. tabacum se presentó una tasa de germinación muy baja 

(aproximadamente del 20%). Los TPs no crecieron más allá del estigma en todas las cruzas 

probadas (Figura 13, Tabla 3). 

Las cruzas con polen de N. benthamiana mostraron que existe un gran porcentaje 

(aproximadamente del 80%) de granos de polen que no germinan. De los granos de polen que 

germinan, el crecimiento de los TPS se inhibió en el estigma (Figura 13, Tabla 3). 

En el caso de las polinizaciones con polen de N. glauca, los granos de polen germinaron y su 

crecimiento se inhibió en el estigma en N. alata S105S105, mientras que en el híbrido de N. 

plumbaginifolia X N. alata S105S105 y en las plantas K08-2, K08-3 y K08-16 algunos TPs 

alcanzaron la mitad del estilo (Figura 13, Tabla 3). 

Para el entorno genético de la SC10-RNasa, en la población J08, sólo el polen de N. rastroensis fue 

compatible en las plantas de N. alata SC10SC10, en el híbrido de N. plumbaginifolia X N. alata 

SC10SC10  y la planta J08-6 y el resto de las polinizaciones con polen de N. longiflora, N. 

plumbaginifolia, N. tabacum, N. benthamiana y  N. glauca mostraron inhibición del crecimiento 

de los TPs en N. alata SC10SC10,  en el híbrido de N. plumbaginifolia X N. alata SC10SC10  y la planta 

J08-6 (Figura 14, Tabla 4). 
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Estos datos señalan que en la población K08 (S105S0), NaStEP funciona en el rechazo 

interespecífico del polen de  N. plumbaginifolia pero no en el rechazo del polen de las demás 

especies. 

 

 
 
Figura 13. Evaluación de las relaciones de incompatibilidad interespecífica en las plantas de la población K08 

(S105S0) con niveles de NaStEP no detectados. Aplastados de pistilos polinizados por 72 h, teñidos con azul de anilina 

y observados por microscopia de fluorescencia se utilizaron para evaluar el crecimiento de tubos polínicos en cruzas 

interespecíficas. Los tubos polínicos se distinguen por la presencia de tapones de calosa (marcados con una flecha). Las 

especies compatibles donadoras de polen fueron N. longiflora, N. tabacum, N. plumbaginifolia, N. benthamiana y N. 

glauca y la especie incompatible N. rastroensis. Los tubos polínicos de N. rastroensis y N. longiflora alcanzan la base del 

estilo en la planta silvestre N. alata S105S105, en el híbrido no transformado N. plumbaginifolia X N. alata S105S105 y en las 

plantas de la población K08 probadas (K08-2, K08-3 y K08-16). Las plantas K08-2 y K08-3 perdieron la capacidad de 

rechazar el polen de N. plumbaginifolia, pero mantuvieron la capacidad para rechazar el polen de N. tabacum, N. 

benthamiana y N. glauca al igual que el resto de las plantas analizadas. EP-epidermis, HV-haz vascular. Barras=50µm. 
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Tabla 3. Cuantificación de tubos polínicos que alcanzan la base del estilo en cruzas interespecíficas con polen de 

especies AC y AI después de 72 h post-polinización en la población K08. 

(–) polinización incompatible (TPs que no alcanzan la base del estilo), (+) polinización compatible (TPs incontables que 

alcanzan la base del estilo), (#) Número de tubos polínicos cuantificables en la base del estilo. Cada signo +, - o el 

número de TP contados representa una réplica independiente en cada ensayo de polinización.  

 

 

Tabla 4. Cuantificación de tubos polínicos que alcanzan la base del estilo en cruzas interespecíficas con polen de 

especies AC y AI después de 72 h post-polinización en la población J08. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(–) polinización incompatible (TPs que no alcanzan la base del estilo), (+) polinización compatible (TPs incontables que 

alcanzan la base del estilo), (#) Número de tubos polínicos cuantificables en la base del estilo. Cada signo +, - o el 

número de TP contados representa una réplica independiente en cada ensayo de polinización. 
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AI N. rastroensis 

 
 

+,+,+ 

 
 

+,+,+ 

 
 

+,+,+ 

 
 

+,+,+ 

 
 

+,+,+ 

 
AC N. longiflora 

 
+,+,+ 

 
+,+,+ 

 
+,+,+ 

 
+,+,+ 

 
+,+,+ 

 
AC N. tabacum 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
AC                        

N. plumbaginifolia 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
+,+,+ 

 
+,+,+ 

 
8,-,- 

 
AC N. bethamiana 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
AC N. glauca 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

PISTILO N. alata SC10SC10 Híbrido no 
transformado 

J08-6 
(SC10S0) 

POLEN 
 

AI N. rastroensis 

 
 

+,+,+ 

 
 

+,+,+ 

 
 

+,+,+ 

 
AC N. longiflora 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
AC N. tabacum 

 
-,-,- 

 
-,-,- 

 
-,-,- 
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-,-,- 
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-,-,- 

 
-,-,- 
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Figura 14. Evaluación de las relaciones de incompatibilidad interespecíficas en las plantas de la población J08 

(SC10S0) con niveles de NaStEP no detectados Aplastados de pistilos polinizados por 72 h, teñidos con azul de anilina 

y observados por microscopia de fluorescencia se utilizaron para evaluar el crecimiento de tubos polínicos en cruzas 

interespecíficas. Los tubos polínicos se distinguen por la presencia de tapones de calosa (marcados con una flecha). Las 

especies compatibles donadoras de polen fueron N. longiflora, N. tabacum, N. plumbaginifolia, N. benthamiana y N. 

glauca y la especie incompatible N. rastroensis. El polen de N. rastroensis alcanzan la base del estilo en la planta 

silvestre  N. alata SC10SC10, en el híbrido no transformado N. plumbaginifolia X N. alata SC10SC10 y en la planta J08-6 

(SC10S0). El polen de las especies AC fue rechazado en la planta silvestre  N. alata SC10SC10, en el híbrido no 

transformado N. plumbaginifolia X N. alata SC10SC10 y en la planta J08-6 (SC10S0). EP-epidermis, HV-haz vascular. 

Barras=50µm. 
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8.5. NaStEP  es un gen presente en el genoma de especies AC y AI de Nicotiana 

pero sólo se expresa en pistilos de especies AI 

 

Debido a que NaStEP es una proteína que se expresa sólo en pistilos de especies AI (Busot et al., 

2008) se decidió determinar si el gen de NaStEP se encuentra tanto en especies AC y AI, para lo 

cual se amplificó este gen mediante PCR con ADN total de especies AI (N. alata con genotipo 

S105S105, SC10SC10 y SA2SA2) y N. rastroensis  y de especies AC (N. longiflora, N. glauca, N. tabacum, 

N. benthamiana, N. plumbaginifolia y N. alata BT). El resultado de la amplificación mostró que el 

gen se encuentra presente tanto en especies AC como AI y que no presenta intrones ya que tiene el 

mismo tamaño que su cADN (Figura 15A). Mediante un ensayo de réplica tipo Northern se 

determinó la acumulación del transcripto de  NaStEP  para especies AI (N. alata S105S105 y N. alata 

SC10SC10) y AC (N. longiflora, N. alata BT, N. tabacum  y N. plumbaginifolia). La acumulación del 

transcrito sólo se observo en las especies AI y en N. alata BT (Figura 15B). La expresión de la 

proteína también fue evaluada mediante un ensayo de réplica tipo Western usando extractos 

proteicos totales de pistilos de las especies AC y AI estudiadas. La expresión de NaStEP sólo se 

encontró en las especies AI analizadas (N. alata y N. rastroensis; Figuras 15 C y D).  

Estos resultados demuestran que la expresión de NaStEP está regulada y sólo se presenta en 

especies AI. 

 

8.6. La proteína NaStEP se acumula abundantemente en las células papilares de 

estigmas maduros de N. alata 

 

El patrón de expresión de NaStEP en el desarrollo también fue evaluado por inmunodetección 

usando extractos de proteína total de pistilos de botones florales en diferentes etapas de desarrollo, 

flores en pre-antesis y antesis. La expresión de NaStEP se presenta de manera similar en botones 

florales, desde los 0.5 cm de longitud hasta un tamaño de 1.5 cm y en flores en pre-antesis; sin 

embargo, su expresión aumentó considerablemente en flores en antesis (Figura 16A-B). 

En pistilos de flores en antesis se evaluó la proporción de NaStEP presente en el estigma y en el 

estilo mediante inmunodetección usando extractos proteicos totales de estigmas y estilos de flores 

en antesis. El estilo fue disectado en tres partes (el primer tercio representa la parte apical del 

pistilo y él último tercio la base del pistilo) para conocer si existía un gradiente en su expresión. 

Los resultados en las figuras 16C y 16D mostraron que la proteína NaStEP se acumula 

abundantemente en el estigma, en muy baja cantidad en el estilo, aproximadamente, en una 

proporción de 30:1. A lo largo del tejido estilar  no se observó un gradiente en su acumulación 

(Figuras 16 C y D). 
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Figura 15. Análisis de la expresión de NaStEP. Amplificación por PCR de NaStEP a partir de ADN genómico, 

ensayo tipo réplica de Northern y análisis de la acumulación de la proteína de NaStEP en especies 

autocompatibles y autoincompatible de Nicotiana. 

A. Amplificación de NaStEP a partir de ADN genómico. El gen se amplificó tanto en especies autocompatibles (N. 

longiflora, N. glauca, N. tabacum, N. benthamiana y N. plumbaginifolia) y autoincompatibles (N. alata y N. rastroensis). 

Se utilizó como control positivo la construcción en el plásmido pART27 con la secuencia de NaStEP (pART27-NaStEP) y 

un control negativo en donde no se agregó ADN. 

B. Transcrito de NaStEP en especies AC y AI.  

C-D. Extracto total de proteínas de pistilo de especies autocompatibles (N. longiflora, N. glauca, N. tabacum, N. 

benthamiana y N. plumbaginifolia) y autoincompatibles (N. alata genotipos S105S105, SC10SC10, SA2SA2 y BT y N. 

rastroensis). Las proteínas fueron separadas electroforéticamente (SDS-PAGE) y los geles teñidos con azul de 

Coomassie o transferidos a una membrana de PVDF para la inmunodetección de NaStEP (anti-NaStEP 1:10000). C. 

Extracto proteico total de estigmas teñido con azul de Coomassie. D. Inmunodetección de NaStEP.  

 

Para determinar la localización celular de NaStEP, se realizaron inmunolocalizaciones en cortes 

histológicos de estigmas usando el anticuerpo anti-NaStEP (1:2000). El estigma está conformado 

por varias regiones. La superficie está cubierta por papilas estigmáticas (PES), por debajo se 

localiza un tejido secretor o sub-epidérmico (SES) que converge formando el tejido de transmisión 

de estigma (TTES), que posteriormente forma el tejido de transmisión del estilo (TTE). Las 

inmunolocalizaciones mostraron que NaSTEP se acumula abundantemente en las células 

papilares, en el tejido secretor, en el tejido de transmisión del estigma y asociado al haz vascular 

(HV; Figura 17).  
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Figura 16. Análisis de la acumulación de NaStEP en botones florales y flores en antesis de N. alata. 

A-B. Extracto total de proteínas de pistilo de diferentes etapas de desarrollo N. alata fueron separadas 

electroforéticamente (SDS-PAGE) y los geles teñidos con azul de Coomassie o transferidos a una membrana de PVDF 

para la inmunodetección de NaStEP (anti NaStEP 1:10000). A. Extracto proteico total de estigmas teñido con Azul de 

Coomassie. B. Inmunodetección de NaStEP.  

C-D. Extracto total de proteínas de pistilo de estigmas y estilo de N. alata  fueron separadas electroforéticamente (SDS-

PAGE) y los geles teñidos con azul de Coomassie o transferidos a una membrana para la inmunodetección de NaStEP 

(anti NaStEP 1:10000). C. Extracto proteico total de estigmas y estilos teñidos con azul de Coomassie. D. 

Inmunodetección de NaStEP.  
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Figura 17. Análisis de la localización celular de NaStEP en estigmas de N. alata. 

A. Corte longitudinal de pistilo teñido con azul de toluidina que muestra las diferentes regiones que lo conforman. El 

estigma tiene una superficie estigmática cubierta de papilas estigmáticas (PES), por debajo de las papilas se localiza la 

zona sub-epidérmica (SES), tejido altamente secretor, que converge en el centro del pistilo formando el tejido de 

transmisión del estigma (TTES) y posteriormente se convierte en el tejido de transmisión del estilo (TTE). 

B-D. Cortes transversales del estigma fueron utilizados para determinar la localización de NaStEP a través de una 

inmunohistoquímica usando al anticuerpo anti-NaStEP (1:2000; rojo). HV- haz vascular, PES-papilas estigmáticas, SES-

tejido subepidérmico, TTE-tejido de transmisión del estilo, TTES- tejido de transmisión del estigma. Barras=100µm. 

 

 

8.7       NaStEP se transporta desde el exudado estigmático al interior de los tubos 

polínicos 

 

NaStEP es una proteína esencial en el rechazo del polen, por lo que hipotetizamos que su 

localización después de la polinización es en el interior del tubo polínico, como se ha demostrado 

para la S-RNasa, 120K y HT-B, proteínas que participan en la respuesta de incompatibilidad en N. 

alata (Goldraij et al., 2006).  

Observaciones previas probaron que después de la polinización, NaStEP se moviliza desde las 

vacuolas de las células papilares hacia el exudado estigmático (Busot et al., 2008). Para demostrar 
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la localización de NaStEP después de la polinización se usaron pistilos polinizados entre N. alata 

S105S105  X N. alata SC10SC10 y entre N. alata S105S105  X N. alata S105S105 a 3, 6, 9, 16 y 36 h. 

Los pistilos polinizados fueron fijados y procesados histológicamente usando un doble marcaje 

con el anticuerpo anti-NaStEP (1:2000; verde) y el colorante de azul de anilina para marcar la 

calosa de la pared de los tubos polínicos (rojo). 

Las observaciones demostraron que en una cruza compatible, la germinación de los granos de 

polen comenzó antes de las 3 h post-polinización, tiempo en el cual NaStEP ya se ha transportado 

desde las células del estigma al interior de los TPs. En el pistilo NaStEP se localizó en las células 

papilares y en las células sub-epidérmicas, mostrando una intensidad comparable a pistilos no 

polinizados (Figura 19A), y se presentó una cantidad menor pero detectable en el tejido de 

transmisión del estilo.   

Posteriormente (6 h post-polinización), los TPs continuaron creciendo a través de las papilas 

estigmáticas, hacia la zona sub-epidérmica hasta la región en donde comienza el tejido de 

transmisión del estilo. La mayoría de los TPs, en donde se detectó a NaStEP, se localizaron entre las 

papilas estigmáticas y la zona sub-épidermica (Figura 18). La intensidad de NaStEP en el estigma 

no presentó cambios; sin embargo, en el estilo la cantidad detectada fue casi nula (Figura 19). 

A 9 h post-polinización, la mayoría de los TPs alcanzaron la base del estigma. La detección de 

NaStEP en los TPs disminuyó y sólo se detectó en los TPs ubicados entre las papilas estigmáticas y 

la zona sub-epidérmica (Figura 18). En los tejidos del pistilo, NaStEP mantuvo un comportamiento 

similar a pistilos de 6 h de post-polinización (Figura 19). 

A 16 h post-polinización los TPs han crecido hasta la mitad del estilo, no obstante, la presencia de 

NaStEP en el interior de los TPs se ve reducida, estos TPs se ubican entre las papilas estigmáticas y 

el tejido de transmisión del estigma (Figura 18). De igual forma la presencia de NaStEP en las 

células del estigma decreció considerablemente (Figura 19). 

Transcurridas las 36 h post-polinización, los TPs casi alcanzan la base del estilo; sin embargo, 

NaStEP no se detectó en su interior (Figura 18). NaStEP no se detectó en el estigma o estilo (Figura 

19). 

En una cruza incompatible a las 3 h post-polinización, los granos de polen todavía no germinan. 

Hay abundante cantidad de NaStEP en el tejido estigmático y también se detecta en el estilo 

(Figura 19A). 

A las 6 h post-polinización los TPs crecieron sobre las papilas estigmáticas y el tejido 

subepidérmico. La mayoría de ellos incorporaron a NaStEP en su interior (Figura 18). 

Transcurridas las 9 h post-polinización, los TPs alcanzaron un poco más de la mitad del estigma, 

presentando en su citoplasma la incorporación de NaStEP, en la mayoría de los ellos (Figura 18). 

 



 54 

 

 

Figura 18. Análisis de la localización de NaStEP en el interior de los tubos polínicos después de una cruza 

compatible (N. alata S105S105 X N. alata SC10SC10; panel superior) y de una cruza incompatible (N. alata S105S105 X N. 

alata S105S105; panel inferior).  Pistilos polinizados a 6, 9, 16 y 36 h  fueron procesados para inmunohistoquímica 

marcando a NaStEP (verde) con el anticuerpo anti-NaStEP (1:2000) y con el colorante de azul de anilina la calosa (rojo). 

La presencia de NaStEP en el interior de los tubos polínicos compatibles se observa a las 6 y 9 h post-polinización, pero 

su presencia es nula durante las 16 y 36 h post-polinización. En una cruza incompatible la señal de NaStEP en el interior 

de los tubos polínicos se observa desde las 6 h post-polinización hasta las 36 h. CE-células del estilo, CES-células 

estigmáticas, TP-tubos polínicos. Barras= 5µm. 

 

La cantidad de NaStEP en el pistilo fue equivalente al observado a las 6 h después de la 

polinización (Figura 19). 

Después de 16 h post-polinización, la mayor parte de los TPs se encontraron en la base del 

estigma y sólo un 30% alcanzaron el primer tercio del estilo. La mayoría de los TPs contuvieron en 

su interior a NaStEP (Figura 18). NaStEP continuó expresándose de igual forma en el tejido de 

transmisión del estilo pero disminuyó en el estigma (Figura 19). 

Finalmente, a 36 h post-polinización la mayoría de los TPs detuvieron su crecimiento entre el 

tejido de transmisión del estigma y el estilo, siendo una minoría de TPs los que alcanzaron el 

primer tercio del estilo. La presencia de NaStEP en el interior de los TPs se vió restringida a la 

mitad de los TPs observados en el tejido estigmático exclusivamente (Figura 18). Se observó un 

poco de señal de NaStEP en el pistilo (Figura 19).  
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Figura 19. Análisis inmunohistoquímico de NaStEP en estigmas y estilo de pistilos de N.alata S105S105 no polinizados o después de una cruza incompatible (polen-S105) 

o compatible (polen-SC10). Pistilos polinizados a 3, 6, 9, 16 y 36 h  fueron procesados para inmunohistoquímicas marcando a NaStEP (verde) con el anticuerpo de NaStEP 

(1:2000), en rojo se observa la señal de los tubos polínicos (TP). 

A. Localización de NaStEP en estigmas después de una cruza compatible, incompatible o pistilos no polinizados. En estigmas de pistilos en donde se realizó una cruza 

incompatible los niveles de NaStEP fueron constantes desde las 3 h hasta las 9 h post-polinización. La señal disminuyó después de las 16h pero fue perceptible. En pistilos en 

donde se realizó una cruza compatible la señal de NaStEP se observó hasta las 9 h post-polinización. En pistilos no polinizados la señal de NaStEP comienzó a disminuir desde 

las 9 h post-polinización. 

B. Localización de NaStEP en estilos después de una cruza compatible, incompatible o pistilos no polinizados. El estilo muestra un poco de señal en todos los casos, sin embargo 

la señal sólo se percibe en tiempos posteriores a las 9 h post-polinización en una cruza incompatible. Barras=10 µm. 
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8.8. NaStEP se asocia a las membranas vacuolares en el interior de los tubos polínicos 

 

Para determinar la localización final de NaStEP en el interior de los TPs y comprobar si la 

distribución alargada y no dispersa observada anteriormente correspondía a vacuolas, como se 

documento en los datos reportados por Goldraij et al. (2006), donde la S-RNasa y 120K están 

asociados a vacuolas, se realizaron polinizaciones incompatibles en N. alata SC10SC10 de 9 h, 

además de una serie de controles negativos en donde alguno de los anticuerpos primarios fue 

omitido con la finalidad de establecer el cruce de las señales (Datos no mostrados). Los pistilos 

fueron fijados y procesados para inmunohistoquímicas usando un triple marcaje: NaStEP (anti-

NaStEP 1:2000; verde), calosa (anti-Calosa 1:1000; azul) y v-PPasa (anti-Pirofosfatasa vacuolar 

1:200; rojo) o v-ATPasa (anti-ATPasa vacuolar 1:200; rojo). La cruza incompatible se realizó con 

polen SC10. 

Los pistilos después de una cruza incompatible de 9 h mostraron TPs cuya zona apical se 

encontraba en la base del estigma y en el primer tercio del estilo. La zona apical mostró una gran 

cantidad de vacuolas de tamaño pequeño. Las observaciones corresponden a la zona distal del TP, 

la cual presentó abundancia de vacuolas con morfología circular y alargada (Hicks et al., 2004; 

Goldraij et al., 2006). En esta zona vacuolada se probó la localización tanto de la vPPasa (Figura 

20 A-C) como de la vATPasa (Figura 20 D-F), donde la señal evidenció la estructura alargada de 

las vacuolas que se distribuyen a lo largo de los TPs. Por otro lado, también se observó a NaStEP 

con una distribución similar (Figuras 20A y 20D). El análisis de microscopia confocal evidenció la 

colocalización de NaStEP con la vPPasa (Figura 20C) y con la vATPasa (Figura 20F), sugiriendo su 

asociación con el sistema endromembranoso. La señal de NaStEP también se detectó en el 

citoplasma del TP y en el lumen vacuolar. 

Mediante cortes ortogonales realizados en un apilado de imágenes en el eje Z se demostró la 

colocalización de NaStEP con la vPPasa y la vATPasa (Figuras 20C y 20F). 

 

8.9. El transporte de 120K, HT-B y la S-RNasa no son dependientes de NaStEP 

 

Para descartar la posibilidad de que NaStEP pudiera participar en el transporte de proteínas 

esenciales para el rechazo del polen al interior del TP, se determinó la presencia de la S-RNasa, 

HT-B y 120K en el interior de los TPs que crecieron en el pistilo de la planta K08-2. 

Pistilos de la planta K08-2 y de N. alata S105S105 fueron polinizados por 16 h con polen-S105 se 

fijaron y procesaron para inmunohistoquímica usando el anticuerpo de anti-calosa (1:1000; rojo) 

y los anticuerpos anti-HT-B (1:1000; verde) o anti-S-RNasa (1:1000; verde) o anti-120K (1:1000; 

verde). Las observaciones muestraron que las tres proteínas analizadas ingresan al interior de los 

TPs aún en ausencia de NaStEP, al igual que en una cruza con N. alata S105S105 (Figura 21). Por lo 
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tanto, se descartó la posibilidad de que NaStEP mediara el transporte de estas proteínas al interior 

de los TPs. 

 

 

 

 

 

Figura 20. Análisis inmunohistoquímico de pistilos de N. alata SC10SC10 polinizados con polen SC10 marcados  con 

tres anticuerpos, anti-NaStEP (1:2000; verde), anti-Calosa (1:1000; azul) y anti-vPPasa o anti-vATPasa (1:100; 

rojo) en pistilos después de una cruza incompatible de 9 h. 

A-C. Localización de NaStEP y vPPasa. NaStEP colocaliza con vPPasa a lo largo de una vacuola (Flecha amarilla).  

D-F. Localización de NaStEP y vATPasa. NaStEP colocaliza con la vATPasa a lo largo de la membrana vacuolar (Flecha 

amarilla).   

Los cortes ortogonales muestran zonas específicas en donde se presenta la colocalización de NaStEP con la vPPAsa o 

vATPasa respectivamente. Barra=5µm. 
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Figura 21. Análisis inmunohistoquímico de HT-B, S105-RNasa y 120K en tubos polínicos después de 16 h de 

polinización.  Pistilos polinizados del híbrido con niveles de NaStEP no detectados K08-2 (S105S0) y de N. alata S105S105 

(Na)  fueron polinizados con polen S105 y fueron procesados para determinar la presencia de HT-B, S-RNasa y 120K, 

mediante el uso de los anticuerpos correspondientes: anti-HT-B (1:1000; verde), anti-S-RNasa (1:1000; verde), anti-120K 

(1:1000; verde) y anti-calosa (1:1000; rojo).  

A-B. Localización de HT-B (verde) y calosa (rojo). A. Cruza incompatible entre el híbrido con niveles de NaStEP no 

detectados (K08-2) X N. alata S105S105. B. Control de una cruza incompatible entre N. alata S105S105 X N. alata S105S105. 

C-D. Localización de S105-RNasa (verde) y calosa (rojo). C. Cruza incompatible entre el híbrido con niveles de NaStEP no 

detectados (K08-2) X N. alata S105S105. D. Control de una cruza incompatible entre N. alata S105S105 X N. alata S105S105 

E-F. Localización de 120K (verde) y calosa (rojo). E. Cruza incompatible entre el híbrido con niveles de NaStEP no 

detectados (K08-2) X N. alata S105S105. F. Control de una cruza incompatible entre N. alata S105S105 X N. alata S105S105.  

TP-tubos polínicos. Barra=5µm. 
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8.10. NaStEP es un regulador positivo de la estabilidad de HT-B en el interior del tubo 

polínico 

 

NaStEP no tiene una función en la regulación de la expresión de proteínas esenciales en el 

reconocimiento del polen en Nicotiana y tampoco en el transporte de éstas al interior del tubo 

polínico; sin embargo, en estudios previos (Busot et al., 2008) se determinó que su secuencia la 

agrupa con la familia de inhibidores de proteasas tipo Kunitz, por lo que se pensó que su función 

podría estar contribuyendo a la estabilidad de otras proteínas dentro del TP, como puede ser HT-

B, cuya degradación se observa en el interior de los TPs después de una cruza compatible. Para 

probar esta hipótesis, se llevaron a cabo polinizaciones en el hibrido K08-2 (S105S0), en donde 

NaStEP presenta niveles no detectados, con polen-S105 y polen-SC10 y se realizó un control con 

plantas silvestres de N. alata S105S105, en donde se monitoreó el contenido de HT-B en el interior 

del TP. 

Los pistilos polinizados fueron fijados y procesados para realizar una doble inmunolocalización 

usando los anticuerpos anti-calosa (1:1000; rojo) y anti-HT-B (1:1000; verde). 

Para cuantificar la presencia o ausencia de HT-B en el interior de los TPs se fijó un criterio de 

intensidad en la señal de HT-B (descrito en materiales y métodos). Los TPs se clasificaron en dos 

grupos: 1) ausencia de tinción o baja tinción (Figura 22A) y 2) alta tinción (Figura 22B).  

 

Figura 22. Análisis inmunohistoquímico para determinar los criterios de intensidad de la señal de HT-B en el 

interior de los tubos polínicos. Pistilos polinizados de N. alata S105S105  y de K08-2 (S105S0) fueron polinizados con 

polen S105 y SC10 por 16 y 36 h. Los pistilos fueron procesados y marcados usando los anticuerpos anti-calosa (1:000; 

magenta) y anti-HT-B (1:1000; verde). La intensidad de la señal de HT-B fue clasificada en dos criterios para poder 

cuantificar el número de tubos polínicos que los presentaban. 

A-B. Criterio de intensidad de HT-B en el interior de los tubos polínicos. A. Tubos polínicos con ausencia de tinción o 

baja tinción de HT-B. B.  Tubos polínicos con tinción alta de HT-B. TP-tubos polínicos. Barra=5µm. 
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Con este criterio definido se procedió a contabilizar la cantidad de HT-B en los TPs que crecían en 

pistilos de la planta K08-2, con niveles de NaStEP no detectados. Las observaciones se hicieron a 

las 16 y 36 h post-polinización. Asimismo, dado que el genotipo de la planta K08-2 es S105S0 se 

realizó una polinización compatible (polen-SC10) y una incompatible (polen S105). Los resultados 

se compararon con una cruza incompatible y compatible en N. alata S105S105. 

En una cruza incompatible en la planta silvestre (N. alata S105S105 X N. alata S105S105) se observó a 

16 y 36 h post-polinización que el 79.68 y 87.43% de los TPs respectivamente tuvieron un nivel 

alto de HT-B en su interior, es decir la cantidad de HT-B se mantuvo en el interior de los TPs 

después de una cruza incompatible (Figuras 23A y 23 B). 

Por otro parte, en una cruza compatible en las plantas silvestres de N. alata a 16 h de post-

polinización solo el 35.35% de los TPs mantuvieron niveles altos de HT-B, mientras que el 64.65% 

tuvo ausencia o baja cantidad de HT-B en su interior. Esta tendencia se mantuvo a las 36 h de 

post-polinización, en donde el 98% de los TPs no contuvo HT-B en su interior (Figuras 23C y 

23D). 

En las plantas con niveles de NaStEP no detectada a las 16 h de post-polinización y polinizadas 

con polen incompatible S105, el 97.08% de los TPs presentaron altos niveles de HT-B, lo cual es 

similar a lo que ocurre en una cruza incompatible en las plantas silvestres de N. alata a las 16 h 

de post-polinización (Figura 23A). Sin embargo, a las 36 h post-polinización solo el 4.26% de los 

TPs presentaron un alto contenido de HT-B, mientras que el 93.16% no presentaron señal de HT-

B en su interior (Figuras 23A y 23B). 

Por otro lado, en las cruzas compatibles a 16 y 36 h de post-polinización hubo un mayor 

porcentaje de TPs (64.65 y 95.74% respectivamente) con señal muy baja o ausente de HT-B, 

siguiendo el mismo patrón observado en una cruza compatible en las plantas silvestres de N. alata 

(Figuras 23C y 23D).  

Con estos datos se puede concluir que la supresión de NaStEP interfiere con la estabilidad de HT-

B, no importando si la cruza es compatible o incompatible, de manera contraria a lo que ocurrió 

en la planta silvestre de N. alata SC10SC10, en donde la degradación de HT-B sólo ocurre en los TPs 

en una cruza compatible. 
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Figura 23. La supresión de NaStEP afecta los niveles de HT-B en el interior de los tubos polínicos compatibles e 

incompatibles.  

A-D. Cuantificación de la intensidad de la señal de HT-B en el interior de los tubos polínicos. 

A-B. Cruzas Incompatibles. A. Cruza incompatible a 16 h post-polinización. Las barras gris oscuras señala el porcentaje 

de tubos polínicos en plantas silvestres de N. alata S105S105, mientras que las barras gris claro representan la 

cuantificación de tubos polínicos en plantas con niveles de NaStEP no detectados. B. Cruza incompatible a 36 h post-

polinización tanto de plantas silvestres como de plantas con niveles de NaStEP no detectados. 

C-D. Cruzas Compatibles. C. Cruza compatible a 16 h post-polinización. D. Cruza incompatible a 36 h post-polinización. 

El análisis se llevó a cabo en aproximadamente 200 tubos polínicos en cada polinización. Barras de error indican la 

Desviación Estándar de tres replicas independientes. Valores con diferentes letras representa diferencias significativas 

(P<0.05). El análisis estadístico  fue hecho por medio de una ANOVA de dos vías y comparación múltiple de Tukey 

(n=3). 
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Para confirmar la degradación de HT-B en el interior de los TPs en ausencia de NaStEP, se 

determinó la cantidad de HT-B mediante ensayos tipo réplica de Western. Los niveles de HT-B se 

determinaron a partir de extractos de proteína total de pistilos de la planta J08-6 (SC10S0) 

polinizadas con polen-SC10 (cruza incompatible) o polen-S105 (cruza compatible) por 16, 36 y 72 

h. Asimismo, se utilizó  como control a N. alata SC10SC10  que fue polinizada con polen-SC10 (cruza 

incompatible) o polen-S105 (cruza compatible). Los resultados indicaron que en N. alata SC10SC10  

después de la polinización con polen-S105 se observa la degradación de HT-B  desde las 16 h de 

post-polinización hasta la ausencia de señal a las 72 h post-polinización, congruente con lo 

reportado previamente (Figura 24A; Goldraij et al., 2006). En el caso de la cruza compatible en el 

entorno de la planta J08-6 con niveles de NaStEP no detectados, la degradación de HT-B se detectó 

después de las 16 h, siendo hasta las 72 h que hubo una ausencia total de la señal (Figura 24B). 

En el caso de una cruza incompatible en N. alata SC10SC10, los niveles de HT-B se mantuvieron 

constantes desde las 16 h hasta las 72 h de post-polinización (Figura 24A). En el caso de las 

plantas con niveles de NaStEP no detectados la presencia de HT-B se detectó a las 36 h con el 

mismo patrón que en N. alata SC10SC10; confirmando los datos de inmunolocalización. 

 

 

 

 

Figura 24. NaStEP evita la degradación de HT-B en los tubos polínicos. 

A-B. Inmunodetección de HT-B y de la SC10-RNasa en extracto de proteína total de pistilo de plantas de N. alata SC10SC10 

y de plantas con niveles de NaStEP no detectados (J08-6 SC10S0) después de una cruza compatible (polen S105) e 

incompatible (polen SC10) a 16, 36 y 72 h. Los extractos de proteínas fueron separados electroforéticamente (SDS-

PAGE) y transferidos a una membrana de PVDF para inmunodetectar a HT-B o la SC10-RNasa.  

A. Polinizaciones en pistilos de N. alata SC10SC10. 

B. Polinizaciones en pistilos de J08-6. 

NP-Pistilos no polinizados. El resultado representa un total de tres replicas independientes. 
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9. DISCUSIÓN 

 

9.1. NaStEP es un gen modificador que participa en el rechazo del polen en 

Nicotiana 

 

El rechazo del polen en la familia Solanaceae es la consecuencia de la interacción haplotipo S-

específica entre la S-RNasa y SLF/SFB; sin embargo, hay evidencias genéticas que indican que 

otros factores no ligados al locus S, a los que se les ha llamado genes modificadores (GM), son 

esenciales en la vía de reconocimiento y rechazo del polen (Ai et al., 1991; Murfett  et al., 1994, 

1996; Tsukamoto et al., 2003). En Nicotiana spp., Solanum spp. y Petunia spp. se han identificado 

mediante ensayos de pérdida de función a dos GM, HT-B y 120K, los cuales son esenciales en la 

vía de rechazo del polen (McClure et al., 1999; Kondo et al., 2002a; O’ Brien et al., 2002; 

Hancock et al., 2005; Puerta et al., 2009).  

Los resultados de pérdida de función del gen NaStEP a través de su silenciamiento por RNAi 

demostraron que en la ausencia de NaStEP en los híbridos AI (población K08) se perdió la 

inhibición y rechazo del polen incompatible (Figura 11; Tabla 1). Estos mismos resultados fueron 

confirmados en una segunda población, J08 (Figura 12; Tabla 2). Esta evidencia confirma que la 

función de NaStEP en el reconocimiento y rechazo del polen en Nicotiana es esencial, permitiendo 

asignarle el caracter de GM del estigma en Nicotiana. 

Adicionalmente, se observó que la respuesta de NaStEP en el rechazo del polen es dependiente de 

la dosis, ya que niveles disminuidos de NaStEP muestran sólo un rechazo parcial de los TPs 

incompatibles (Figuras 11 y 12). Esta respuesta dependiente de la dosis también fue reportada 

para plantas con niveles de HT-B disminuidos (McClure et al., 1999), pero no para plantas con 

niveles de 120K disminuidos (Hancock et al., 2005). 

Esta función de NaStEP en el rechazo del polen en los híbridos con niveles de NaStEP no 

detectados depende exclusivamente de NaStEP y no de la S-RNasa, ni de 120K o HT-B, ya que los 

niveles de expresión de estos GM no varía en los híbridos con niveles de NaStEP no detectados con 

respecto a los no transformados o a las plantas tipo silvestres de N. alata (Figura 10).  

 

 

9.2. NaStEP participa en el rechazo del polen de N. plumbaginifolia 

 

Estudios genéticos realizados en algunas especies de la familia Solanaceae (Chetelat y DeVerna, 

1991) y Brassicaceae (Hiscocok y Dickinson, 1993) han implicado la participación del locus S y 

de los GM en el rechazo interespecífico  

En este trabajo las plantas de N. alata S105S105 al igual que el híbrido control (N. plumbaginifolia X 

N. alata S105S105) aceptan el polen de la especie AI de N. rastroenesis  y de la especies AC de N. 
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longiflora, pero rechazan el polen de las demás especies AC. En el caso de las plantas con niveles 

de NaStEP no detectados, K08-2 (S105S0) y K08-3 (S105S0) el polen de N. plumbaginifolia es 

aceptado; sin embargo, la planta K08-16 (S105S0), en donde NaStEP sólo se encuentra disminuido, 

rechazan el polen de N. plumbaginifolia al igual que el control de N. alata y el híbrido no 

transformado (Figura 13). 

Estos resultados confirman que NaStEP es un nuevo GM que participa tanto en la 

incompatibilidad intraespecífica como en el rechazo del polen de N. plumbaginifolia, al igual que 

HT-B, pero no de 120K, en donde la supresión del gen mantiene la inhibición del crecimiento de 

los TPs de N. plumbaginifolia (Hanconck et al., 2005).  

El rechazo del polen en plantas con niveles no detectados de NaStEP demuestra que el mecanismo 

de acción depende tanto de la S-RNasa como de los GM. Sin embargo, en el caso de  PELP III se ha 

demostrado su papel en el rechazo interespecífico de N. obstusifolia y N. repanda en pistilos de N. 

tabacum, en donde el sistema es independiente de la S-RNasa (Eberle et al., 2013). 

Los resultados de las cruzas interespecíficas muestran que bajo un entorno incompatible, en 

donde se expresa NaStEP, el rechazo del polen se presenta mayoritariamente con la falta de 

germinación y en menor proporción con la inhibición del crecimiento de los TPs en el estigma; 

mientras que en un entorno genético compatible que expresa la S105 o SC10-RNasa y en donde los 

niveles de NaStEP no son detectados, la inhibición se presenta en el estilo (Figura 12). Estos datos 

señalan la acción temprana de NaStEP en el rechazo del polen en Nicotiana. 

Los sitios de inhibición de los TPs y el tiempo en que se presenta el rechazo del polen en una cruza 

intraespecífica y una interespecífica señalan una diferencia entre los mecanismos de rechazo del 

polen. En el reconocimiento intraespecífico en Nicotiana el rechazo del polen se presenta desde la 

zona de transición entre el estigma y estilo, pero mayoritariamente en el primer tercio del estilo 

(Murfett et al., 1996; de Nettancourt, 2001); sin embargo, para el rechazo interespecífico la zona 

de rechazo típico se presenta en el estigma (Pandey, 1979). Murfett et al. (1996) reportaron que 

el rechazo del polen de N. plumbaginifolia en híbridos de N. plumbaginifolia X N. alata SA2SA2 se 

presenta en el estigma después de la emergencia del TP sin presentarse TPs creciendo más allá de 

la porción superior del estilo. En plantas AC N. tabacum expresando la SA2-RNasa, el polen de N. 

tabacum logra crecer hasta 1 cm del estilo antes de ser rechazado y en el caso de las plantas de N. 

tabacum expresando la SC10-RNasa el polen de N. glutinosa  es rechazado en el estilo o en la zona 

de transición entre el estigma y estilo (Murfett et al., 1996).  

 

9.3. La expresión de NaStEP es específica de especies AI 

 

Con la finalidad de determinar el punto de regulación de la expresión de NaStEP se realizó la 

amplificación de NaStEP a través de un PCR utilizando ADN genómico de especies AC y AI (Figura 

15A), además se realizó un ensayo tipo réplica de Northern, en donde se observó que el transcrito 
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no se acumula en especies AC (Figura 15B). Finalmente, el ensayo tipo réplica de Western 

demostró la acumulación de NaStEP sólo en especies AI (Figura 15C y D). Estos datos señalan que 

la expresión de NaStEP está altamente regulada y sólo se expresa en especies AI. 

Un ensayo tipo replica de Southern mostró que en especies AC como N. tabacum, N. glauca y N. 

plumbaginifolia presentaron una hibridación positiva con la sonda de NaStEP, sugiriendo que 

estas especies codifican un gen ortólogo para NaStEP (Busot et al., 2008). La amplificación del gen 

para todas estas especies se encuentra alrededor de las 700 pb, lo cual concuerda con el 

fragmento de NaStEP recuperado de la biblioteca de cADN, mostrando que no existe alguna 

deleción significativa en las secuencias de las plantas AC que sea la razón aparente por la cual no 

se acumula el transcrito de NaStEP. La expesión de NaStEP sólo en epecies AI puede obedecer a la 

presencia de codones de término prematuros en las especies AC, como se encontró en N. tabacum 

(datos no mostrados), a una regulación post-traduccional o por alguna regulación a nivel de 

promotor, ya que una región con alto potencial de ser la región promotora de NaStEP  presenta 

una serie de regiones regulatorias en cis, muchas de las cuales están involucradas en la respuesta 

a la luz, además de encontrarse secuencias regulatorias específicas de estigma y estilo altamente 

similares (caja I, II y III) a las reportadas en SLG, gen que participa en el sistema de 

incompatibilidad de Brassica (Soto, 2011). 

 

9.4. NaStEP se acumula abundantemente en las células papilares y se transporta 

desde el exudado estigmático al interior de los tubos polínicos 

 

Los resultados de este trabajo suguiere una función de NaStEP durante etapas tempranas de la 

germinación del polen o del crecimiento del TP. La expresión de NaStEP se restringe 

mayoritariamente al estigma y, en una porción menor, al estilo de especies AI de Nicotiana 

(Figura 16). Sin embargo, en Nicotiana proteínas implicadas en la polinización como TTS 

(Cheung et al., 1995) y PELPIII (de Graff et al., 2003), así como proteínas implicadas en el 

reconocimiento del polen, como HT-B (McClure et al., 1999), 120K (Lind  et al., 1994; Hancock 

et al., 2005) y la S-RNasa (Anderson et al., 1986; Cornish et al., 1988; McClure et al., 1989; 

Broothaerts et al., 1995; Sassa et al., 1996; Xue et al., 1996), se expresan en el estilo 

principalmente. La expresión estigmática específica de NaStEP sugiere que este gen está 

involucrado en las primeras interacciones entre el grano de polen y el pistilo. La acumulación de 

NaStEP en los pistilos comienza desde etapas tempranas del desarrollo de la flor hasta la antesis 

(Figura 16A), como es el caso de TTS y PELP III, pero no de HT-B y la S-RNasa que es durante la 

etapa de pre-antesis y antesis. La acumulación de NaStEP disminuye en estilos polinizados después 

de 16-36 h post-polinización (Figura 19); sin embargo, para TTS y PELP III la cantidad se 

mantiene después de 3-4 días de la polinización.  
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Después de la polinización NaStEP ingresa al interior de los TPs (Figura 18), al igual que la S-

RNasa, 120K y HT-B (Goldraij et al., 2006). En el interior de los TPs la cantidad observada de 

NaStEP después de una cruza compatible es nula, mientras que la acumulación se mantiene en el 

interior de los TPs en una cruza incompatible, al igual que ocurre con la proteína HT-B pero no 

para 120K, en donde la degradación de la proteína se presenta tanto en una cruza compatible 

como incompatible (Goldraij et al., 2006). 

 

9.5. NaStEP ingresa a los tubos polínicos sin importar su haplotipo y se asocia al 

sistema endomembranoso 

 

Mediante estos resultados se corroboró que después de la polinización NaStEP se libera desde las 

células del estigma, en donde se almacena en vacuolas, hacia la matriz extracelular donde se 

transporta al interior de los TPs después de una cruza compatible o incompatible, por lo que su 

ingreso no es S-haplotipo dependiente (Figura 18). Una vez en el interior, la distribución de 

NaStEP, en algunos de los TPs, es no dispersa a través de todo el citoplasma, sino más bien se 

muestra contenida en una estructura alargada (Figura 18). Cuando se realiza un marcaje doble 

entre NaStEP y la vPPasa o la vATPasa se observa la colocalización de ambas proteínas 

demostrando la asociación de NaStEP a las vacuolas del TP. 

La manera en como ingresa NaStEP al interior del TP no se conoce; sin embargo, suponemos que 

es a través de endocitosis, como ha sido propuesto para la S-RNasa, HT-B y 120K (McClure, 2006; 

Kumar y McClure, 2010). Estas proteínas han sido asociadas con el sistema endomembranal del 

TP (Goldraij et al., 2006). Al parecer la asociación de proteínas implicadas en la respuesta del 

polen con sistemas endomembranales es relevante en los sistemas de incompatibilidad, ya que en 

el modelo de Brassica, Exo70 A1, una subunidad del complejo de exocitosis involucrado en la 

secreción polarizada en levaduras (Sacharomyces cerevisiae) y animales (Novick  et al., 2006), 

funciona en el transporte polarizado de vesículas en el estigma, que son necesarias para la 

hidratación, germinación y crecimiento de los TPs compatibles. Durante la respuesta de 

incompatibilidad la interacción entre SRK y SCR regula negativamente a Exo70 A1, a través de 

ARC1 que la ubiquitina para su degradación, provocando una desregulación de la exocitosis y el 

rechazo del polen (Samuel et al., 2009). En el caso de N. alata, después de la polinización, la S-

RNasa, 120K y HT-B ingresan al TP sin importar su haplotipo S y se asocian al sistema 

endomembranal. Las evidencias demuestran que la S-RNasa es almacenada en una vacuola 

después de la polinización y en una cruza compatible permanece dentro de ella, mientras que en 

una cruza incompatible la vacuola se rompe por lo que la S-RNasa se libera al citoplasma 

(Goldraij et al., 2006). Por otro lado, dobles marcajes inmunológicos entre 120K y la S-RNasa 

demuestran que 120K se asocia a la membrana vacuolar que contiene a las S-RNasas (Goldraij et 

al., 2006). Mientras que fraccionamientos bioquímicos demuestran la asociación de HT-B con la 
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fracción microsomal (Goldraij et al., 2006; Kondo y McClure, 2008). El doble marcaje entre 

NaStEP y la vPPasa y la vATPasa demuestra que NaStEP, una vez que ingresa al interior del TP, se 

asocia a la membrana vacuolar; sin embargo, no se ha comprobado si estas vacuolas son las que 

contendrán a 120K y a la S-RNasa. El mecanismo por el cual NaStEP se transporta a las vacuolas 

podría ser similar al que ocurre para la S-RNasa, 120K y HT-B; sin embargo, este se desconoce. 

Existen tres posibles vías en el sistema endosomal que lleva a proteínas blanco a las vacuolas: 1) 

Proteínas endocitadas se empacan en vesículas, estas vesículas se fusionan con otras para formar 

los endosomas tempranos que finalmente se fusiona con la vacuola. 2) Proteínas endocitadas por 

vesículas dependientes de clatrina llegan al TGN (Trans Golgi Network por sus siglas en inglés) y 

al aparato de Golgi de donde son enviadas a cuerpos multivesiculares que se dirigen a la vacuola. 

3) Proteínas solubles derivadas de vesículas cubiertas de clatrina salen del aparato de Golgi a un 

compartimento pre-vacuolar que se dirige a la vacuola (Holstein, 2002; Sanderfoot y Raikhel, 

2003). En el caso de la S-RNasa, McClure (2006) propone un transporte similar al de algunas 

toxinas como la ricina, en donde el transporte retrogrado permite su transporte hacia el TGN  

para llegar al RE en donde una parte puede ser liberado al citosol y quedar disponible para 

interaccionar con SLF. Otras toxinas también ocupan la vía secretora para regresar al citosol 

mediante la vía retrógrada que les permite llegar al  RE (Retículo Endoplásmico; Pelham et al., 

1992). 

Aunque no se conoce la vía de transporte de NaStEP a la vacuola, suponemos que NaStEP podría 

seguir la misma vía que la S-RNasa, 120K y HT-B.  

 

9.6. NaStEP es un regulador positivo en la estabilidad de HT-B en el interior de los 

tubos polínicos 

La incorporación de NaStEP a los TPs en tiempos tempranos de la polinización (6 h), tanto en TPs 

compatibles como incompatibles, su permanencia en los TPs incompatibles, su asociación a las 

vacuolas y la función de inhibidor de subtilisina (Jiménez-Durán et al., 2013), pueden señalar 

una función relacionada, directa o indirectamente, con la degradación o estabilidad de proteínas 

del TP. La degradación de HT-B en ausencia de NaStEP demuestra el papel de esta proteína en la 

estabilidad de HT-B (Figuras 23 y 24). En plantas AI de N. alata los TPs incompatibles tienen a HT-

B estabilizado; sin embargo, en TPs compatibles HT-B es degradada (Goldraij et al., 2006; Kondo y 

McClure, 2008). En cambio en las plantas con niveles de NaStEP no detectados, HT-B permanece 

estable dentro de los TPs, tanto en una cruza incompatible como compatible. Estos datos 

concuerdan con el modelo de la compartamentalización de la S-RNasa (Goldraij et al., 2006), ya 

que este modelo incluye, para explicar el reconocimiento del polen, a las determinantes de 

especificidad y a GM como 120K y HT-B. Adicionalmente sitúa a las proteínas que intervienen en 

el reconocimiento y rechazo del polen asociadas a sistemas endomembranosos como ocurre con 

NaStEP. 
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10. MODELO 

 

NaStEP se acumula en las vacuolas de las células papilares y del tejido de transmisión del estigma 

durante la antesis en plantas de Nicotiana autoincompatibles. La llegada de los granos de polen 

promueve la lisis de las células estigmáticas que liberan a NaStEP al exudado estigmático. La 

incorporación de NaStEP a los tubos polínicos, tanto compatibles como incompatibles, es un 

evento muy temprano de la polinización. NaStEP en el interior de los tubos polínicos es 

transportada a las vacuolas de los mismos por un mecanismo desconocido. El transporte de 

NaStEP se puede llevar a cabo a través de su endocitosis en donde NaStEP se empaca en vesículas, 

las cuales a su vez se fusionarían con otras para formar endosomas tempranos que finalmente se 

fusionarían con la vacuola (vía a), o NaStEP puede ser endocitada por vesículas dependientes de 

clatrina que llegarán al TGN y al aparato de Golgi de donde serían enviadas a cuerpos 

multivesiculares que se dirigirían a la vacuola (vía b, transporte retrogrado). En la vacuola NaStEP 

ejercería su función, tempranamente de inhibidor de proteasa, inhibiendo a una o varias 

proteasas tipo subtilisina. Alguna porción de NaStEP quedaría en el citoplasma en donde podría 

llevar a cabo otra función. En tiempos posteriores de la polinización se incorporaría  la S-RNasa, 

HT-B y 120K al interior de los TPs. El transporte de estas proteínas a la vacuola no se conoce, pero 

se sugiere que al menos la S-RNasa sigue un transporte retrogrado que la sitúa en su mayoría en 

una vacuola; sin embargo, una pequeña porción escaparía del RE y se localizaría en el citoplasma, 

en donde interaccionaría con SLF.  

Cruza compatible. En un pistilo S1S1 que es polinizado con polen S2, la interacción haplotipo S 

inespecífica entre la S1-RNasa y SLF2 provocaría la degradación de NaStEP que deja de inhibir a 

la(s) proteasas de la vacuola que a su vez degradaría a HT-B, permitiendo la estabilización de la 

vacuola que contiene a la S1-RNasa y el crecimiento del tubo polínico. 

Cruza incompatible. En un pistilo S1S1 que es polinizado con polen S1, la interacción haplotipo S 

específica entre la S1-RNasa y SLF1 provocaría la estabilización de NaStEP y, por lo tanto, 

continuaría inhibiendo a la(s) proteasas de la vacuolas lo que permitiría la estabilidad de HT-B lo 

que a su vez conllevaría a la ruptura de la vacuola y la liberación de la S1-RNasa al citoplasma del 

tubo polínico, en donde llevaría a cabo su función citotóxica degradando el RNA e inhibiendo el 

crecimiento del tubo polínico. 
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Figura 25. Modelo del rechazo S-específico del polen en Nicotiana.
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11. CONCLUSIÓN 

 

NaStEP es una proteína esencial en la vía del rechazo del polen en Nicotiana que participa como 

un regulador positivo de la estabilidad de HT-B en los tubos polínicos. 

 

CONCLUSIONES PARTICULARES 

 

1. NaStEP es un gen con expresión abundante en el estigma que cuando es silenciado las 

plantas pierden la capacidad de rechazar el polen con el mismo haplotipo S del estilo, lo 

que indica que es un gen esencial en la respuesta del rechazo del polen en Nicotiana.  

2. NaStEP participa en el reconocimiento interespecífico del polen en N. plumbaginifolia. 

3.  La proteína NaStEP después de la polinización se transporta al interior de los tubos 

polínicos de manera haplotipo S inespecífica y una vez ahí una fracción de NaStEP se 

asocia al sistema endomembranoso del tubo polínico. 

4. NaStEP estabiliza directa o indirectamente a HT-B en el interior de los tubos polínicos.  
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12. PERSPECTIVAS 

 

En este trabajo el silenciamiento de NaStEP en híbridos de N. plumbaginifolia X AI N. alata 

demostró que NaStEP es un gen modificador esencial en el reconocimiento y rechazo del polen. 

Así como su localización subcelular dentro del tubo polínico incompatible en donde es un 

estabilizador positivo para HT-B. Sin embargo, el determinar si la ruta de entrada al interior del 

tubo polínico y su transporte a la vacuola es similar al de otras proteínas importantes en el sistema 

de incompatibilidad, como la S-RNasa, 120K y HT-B nos podría ayudar a delimitar mecanismos 

generales de transporte.  

La localización de la S-RNasa dentro de una vacuola coincide con la localización de NaStEP en 

vacuolas; sin embargo no se ha confirmado que ambas coexistan en la misma vacuola, como se 

espera que suceda con HT-B. 

El papel de NaStEP como estabilizador de HT-B, posiblemente a través de su función de inhibidor 

de proteasa de subtilisina, permite incrementar nuestro conocimiento en dos vertientes. La 

primera es si su función de inhibidor de proteasa es específica de proteasas tipo subtilisina o si 

tiene la capacidad de inhibir otro tipo de proteasas; y la segunda es con respecto al identificar 

interactores del TP con NaStEP, en donde se espera se encuentre una proteasa. 

Finalmente, es importante conocer como se regula este gen dentro del género Nicotiana, debido a 

que este es amplificado por PCR tanto en especies AC como en AI. 
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in 1he mriclud, N>S1E1' {;r.u;;,n;" n....a ... atirun rnDrnl 
~n ""'" 15 J.:.D .>ni .01~ ,.ha.....:! ...... " i rilil:ib:wy ~ 
tiv;ity. An irnmuruiObt ni ' . gd-';;:~. w1th onti 
N.>StEP dmaed. badt idUb;mn b..ms, <Dlfu:mi~ 
11Iu: "'¡¡' liiio; ;'" idUb~ .uivny ni .• pro";n (Hg.. 1, 
A =d n """'11.1 q.. Tt ' $ t dm. wfty N>9tEP 11m< a< 

muJ~p" iJ.>ruB in tJu.; .. ;:a;a)">, but it ""'Y . r«Ioted b 
pro""'" "",&!ian "" a1i¡pmert7..rtnL. 
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, .. 

C lXIrr&Il. 
~ 

w;ith fI¡., on:I<1m=br~.., ~ ~RN",,~ Me 

q= -==t ¡ nI:o~ vo.::unIo. wf1.cno r<m.>m " 1J1t..m..d 
un~ ~ it'! d"tiJiliz.>tim ~ .. 1h= inm cyt>:>­
plo<m ~oldr";j el ~1. 2O:J6; M::0un> el o>l. 20H }. 
S~.my, bh:ih<miml i<~~~,",: ~~1< ~e 
",,>:1...,., <1f TlT· ll """"".>tion with rnx:I'C1(:own.>l 
i<~~<n (I:nn:Io .md M~ 2ffi8). ~ 
im:mun:1lamlil21im. ~1ud;",; M.aw fI¡., cak1mliT..>1ian al 
120K with ~RN ... ", m p<1II_ v.>aJ<1lo: 
«("""liToij el~~ 2006). n., in<mparó>l:innafNaStEP mo 
1M :n.n tliIe ClOClI"< _]y m pdlin.>tim (ti "J .mi i r. 
fun::tm mi¡¡ltt · .w1M. directly a r md:im:::lly, with 
1he pallon _ on:I<1rr~~,," <yotJ1m_ Thl:; .. !'Uj'­
porid br,1lho p="""mnaf rIT.lltram d~~~<n, 
a"", ;"'~.e 1M :n.n tu . _ NaStEP ro pr<Sm t, 
di<dcr.ms- ~ tiri< b:tw..,., NaStFP .md TIT-ll otáJiIity_ 
Tn wili-1ypt sr No .m~ TIT-ll r<m.>irr.. . ili_ in 
in:onp.>i:iIk pdlm tliI.,. tven ~t ~ vA1.en.,.,:n.n 
..,¡.cti:ln"-'" boat_~ ~ it d~ traro 
carr..¡»tiilk pdlon 1ub..,. «(".:I1droij el o>l. 2O:J6; Kan:!<> 
=d M<O,.~ 2ffi8}. 1ly mntr""t m ~inl:nao al 
NaStEP, TlT· ll ~¡¡11o'l ~ m-; W ... ~miIM m m cam­
I"'tilk =d iro:m tilk pdlon , wtdl. .><:J:t'O'<i 
~o _ S,RN_C<Or~ttnIm ~oldr~~ 
el ~~ 2(06), wauld m~";n 1M ~RN> . vo.-""'¡e 
.táJ~ ~lawin¡¡ ""D_ tube ¡pnw1h.. 

n m •• ' .... , 1lho mrrl1.>niim bywtích N>StEP otiJili= 
TIT-ll ~~ o be cluQ:j~.ed N.stEP.. l1X1k1¡¡,nl) 
t<1· Kmfu:~'I'" pa~e mtiilita'l; ,at el o>l. 2OOS) 
.md ~ ~ ~liliisin mldiJifun .:Idli\; !y_ A r_<n 
~b1e m odcl m uld C<1J1.'Emplow, 1h.e inhiJit<1ry rale <1f 
Na9t.EP an ~ "'¡'1imin'¡¡¡" ~ af ~ ~ytic 
c~" t.>rp¡¡ TIT-ll du:ri'lf C<1IOJl"'1:il)" pallon tliIe 
~ TTaw er, ut~ve .uIitiJi.m-L m m¡>"" 
rurt "-'" Vd t" idm1Üi.ed, =d ~ o:ntm ~m 
fcrr Ña9t.EP ...a.m. rem.>in< unb1awn. ~"'" 1hl< 
prn~ ro ~,,~t du:rins sr pdI_m. """"r., 
wf1.cno~n d, . t ... .,pb:::I>- _ d .. _ p<»;iilk 
i""a1v..,-__ t in st pbnt p:ratms~ ~n:I. ¡:ro'"""'" ;ntibi 
mm h.no: ma",.owy -'~~ wim ,.,...".~ 

d.e\oelapn<nt>l ~ ouch .. p1>nt1"'~--­
int .. .rti_ ~ el o>l. 2OlIl; Thr~ el o>l. :lO10) ~nd. ro..., 
""""~y in p"w= <clI d~ (CJi:iñkav~.et ~~ 2(10), 
wh.ich ~ it a ""Yi_ li<ld <1f~;V-

Our ~r. ""ve ~ <rl. "" ID awu¡ld.er 1lho tuni'l[ at 
.ev.ent< du:rinK me "":n.n~..",,,., ,oc W., p"" 
po'" _ Na9t.FP ac:amu~'" in ~tb'X1Ja..te 
durins p<IIlin.>mn (Ilu.~t <t o>l. 2Il:lS) w . i . t~ m o 
1M ""lIon tliI.,. . m. ~ ¡¡~ in a rd". o 
pm'<>=t rIT· ll ; r<>:tly '"" iniirrc:tly) m pallon tub;,,; 
ñnm d.eg:r~cn ~ t; prn~e jnMJm ~1iv ... 
i!y_ Th.e TlT· ll pat<in" inao-p:rrat.ed ~t b t .. ~, 
an:.e pdlm tliIe ...".i1ci 1r;m;~ns ~ ... 
• ,., m 1h.e o;tyIoc Thr. ~,~ ali;el m mm".,.. 
r;m,n al ~ prn~ wau:ld ~w TIT-ll b · ~mid 
~ d-"W~",mn .mi pr<>'.ent 1h.e br=kdawn 
af fI¡., sr r~l"""" · ~;"", 1hi< ~ med~te< in 
ruptur.e al !fu, S.RN""ecm.t>1rins vó>amk m 1M in­
CCItt tiiIJ., poD_ tub.e<~ Thr. ILYJ><1Ilhcli ... oon;; ,.. 
t.ent with "'" ci!l"",,"'~m.< in 1h.e"Ñ>StEP-ouppr_.ed 

-
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"rb'>:t< 11h>t m > ",*,ri!y af 1ftc ""Don tub", ir"", 
inm 'bIe crcr;, TIT 1l .. ruJI du.:."t:d . ..tEr 36 h.. 
T..iIrwOie. aUT d.rt> . w 1fl.>t TIT..Jl mi¡¡JLt ""","", ro. 
funa:ian m Don ...;..:non ;>TCnm:t 16 "I"'<t ""Di 
~m., whch "' . it ~ 1ti¡¡J1. 1....u. r:i """-1111m 
i>1m m . th ~le ..ro. ¡~le poli'" 
tulle, =d . .>fIn wfri::h ro. Iovek dul;"" u:n.~ m b.,. 
en".., utd"1ocI:>bIe.. Al1l1augh 1ftc e>:.x:t lime in whl:h 

SrRN~. -SLl' tS1'll mwóldlian n:cu:r.o; w;~n 
p<1llen tuf¡e =d. 1ftc de<t.a;m:..mn r:i 1ftc SrRN"", 
rnn t.ñUns Vi3ClI:olt Me naI: lrnawn.. Wlt pn:f-"l 

. . n:al' b<f<ft TIT..Jl d'W~..mn" ,.,-t 
l'imll , d""o:1:pmont <i ~ m ioille=d. iI<1~y 

"l"l"""pn.>" 1Iure-d:ur..on;im.ol ma,r.;¡ w"" ~y 
.. · ... .fu:rta' ~ 1ta- p:ir=; r:i ~.>l d~.>: (1) 
~ dIicion::yaf tr=.;it ~ in 1ftc fu]] 

p:mtrin.~. with ~..nie." an"'_t 
wjm ~ mle b N.>9t:EP e Wnrin.u; m <táJi lityaf 

N mm;nw; Mund m 1Íl1"«>di1no:R;m..J madel; 
(!) mio af ~~ .. ~ '~y'~ . 
quar:e =d. (!, the ..::!iv;,y r:i N>StEP .. ~ . 1Íi1 ~ li<;in 
mtd!Jm.- ~ balh m -w=rr..ont mtt. mm .tnlly 
dhor . ~tuYe r:i foWm-< ~rd . "W',.,). 
w:nt oa:e;"¡¡'ility, ~ dedu=l. dimm madd. Tn ~­

ditim., .' ~~ ~ ~ dn~.~ 
b>rl ...mt.ili<m , ñdilinr~m. N.t; tEP, wf1i:h' 1~1l1.,;t. ~ 
1"""""" r:i ~1O:n r:i = ~~m p:mI";n 
d";Ili"" ~tR1n r:i 1ftc sr m<ef1=i=. m Nr.ril!1a 
1'1'- Ji.:rm:lingly, ~.imibr PO'- r:i d~......, rrn* t 

" t»:", ploa <n it; t~ pro~ • ..ro. 1ñi. ;"n. 
~<n (["id Do u.<dW m .~ tlr 1tot; pu~ 
en", t 

!'iiI !"C'.H' .. .r .íII "Ul~:Ii~!iC N" ,d""... -.-1IBi ~ ~~1 1Il 
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~ wlI:b~ ~ 0rtd1 2 m111pb!ny! :p.u!my!o~~~ 

lIB.'t ~ mIII DJIIiA,). .m::M: -.d~ O'.mm,.- lOIri.n, ..... C) D:J 1l31J"ln_ 
....aiu .:! IIB.'tllrl'nn1umw " (oI..'5'5. [w .... lI -.-.ti«:l D.1 t1~~ 
rMaa: In a D:J p«1pbDl! tI ",,.un. .NM 1 b al. ~ 1h~.m:M: 
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!"~(I:1C1,[DJ),.IInd IIIII j :~(I: "IJ,. !"""~ ' ... 51 ) .. 
d .. ~ z.(iKiC. oIt ':"':2IIJS¡;C-¿jId~ II!I: ':' .- :2ID'I _ II!I:':'" 3D). 
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1'99.3) . E~ ~.s mtt:m.iu .su:; lDc:s (O::'1.]!<DH-ÜtS qu 
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:pb1'.u :m.;adJ:t , (O;;Lto ,t-l ,etr-, lIls (G)t-.l Sin 1:u'Dll o:nd.<15 
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• " a U VI l i:rti1I 5LS1 La nU:'III..c*1I at!'I. JA1:i1ll '7 , .. 
Ilfn.a.l ciilll 11 ~iII ..... !Si, JV tl «NEn...-u.., a...... JKu. 
tt".iQ:ra;p,¡t'.m.s:.:.s.., tilr.a !FUII. I "¡U. ,,~Ui, at~ J'«J'".z¡ 
bji.ll. _ a-u-unlll _ 1 I lb .bCIi1 . I.i:. -.a" YI " n.Y1 ,. 

r..cV •• ttll .. lI ...... ::V"'J:i:r'v;. 1" _ il.5JSt. • .sa.s .... 5I.SI,. 5'.:s... 

, 

SistI"JUS " ••• DltlIm. lI! .iUilidll.d e:Ullott e6.tins 
~1f.lUti.un-Ji de. s.-lL"tlB 

iEl lisr:6TUt AIG es Gt leo:s W!is :rq'I~.:st!WI1as t .... lu 

U?,5J r:.,-au y :se l.i1 .t'J3~ m;o!tl!:L<l:-:\QL..>l:nU: ·9 l a 

b::UlW Sa:wu~f'~e- ~~~ SD!aIum!. Ftllll'lÍc) ~ 
Pl¡W~U[)Uil! {AMinfü1lrDl'l} y !II.o.5U~U:~. 'n.u; 

)1 ~"::U) (d.e N irtU.<:o,'L.L, 1001 i ntlmle '1 Tl.o.. :::00!i'). 

~as. lB 1. , dfUil:nD.:un· NIlIIf.m. .. El l.raua. 
eéJ.lcOo d.e b 4lternlr!1;U.e :tmeW!1 ,9 l~ fmúliu 
it.o5;KUt .. ~mEiuu.H 'Y SalD~['!IiI~ . ,r-:s U~ ltro:trW 
C:NI ildÍ\~11 df' :ti) o:nltC]f'~g ~D.nrxic:t3 (a::LO S- !IU';'~¡¡ 

(M'CClL-e ,et a1. ~ 19B9¡; ~o 'i M.<:c.'nil\,. 1996). Las ;5-

R:.'"'hsa.:s 50:\ ~Ol~ ta!as df' qt'o:tÜJa~c.e:m 3D ID 

qaf' se ~i!f';nl\.f-:\ ~~~ '1 ,av1rio . '1 se-1oc.ml\ u , b 
mmil: ~uelm:r d.el . jda lit: tr~~:\ ,ee~ ,r-.:si:iIo 
(AMaso:\ ,« Ii.!... :l6j CeD.is)j ,f't G1. .. il ;Si 1Y!i:;C'JIn .Iñ! 

a1. ~ 19B9¡ Snn «cl. ~ l~ x..e tJ' aL , ~.:9!1&).. 

Elq'cime:niDs ,ee ~lUl'tciiJ l,eJl!!id& df' 'm.<:iiD J/ co 
,mm C'u.seéJx:u u . So i~~ Fmmill ~I Meoti::m:l, 
dnnI.oe!str~", qu [tJ ap~:n de: &:fl\!.ntt:s s-tlN.¡SOIS ~ 

c~as¡;¡ C~t:l.lto:s ,H'.! t~ ínotip. ,ee potiJti..%.a.cii:n. poa.J !,uoa 
df' ceJIJ)!lDl l e- iII i.'\C'Olllp.mltt: .o vie.'t';l'IS:l . :r'a::- c.:f¡mlp.l.o. l ill 

m.:r<Ifo7mu:~l\ Gt )JIS Jrdlrrid.o5. df' Meai:m:J l2It,s,:1!Jrff..i x 
N. .:1i'QljI S~~ qn eKft't:SUl to:s IIUS;:tM::S qn 
c:~:¡n :.l b S:.-R:."'hsa (lo iiI 13 Sca-JL'!-.\..uiil, ~l\ .~l 
1 Ella ,&,.:. 'o .KIA-" h::nDttpo q;u U s p.~nt.as ri.1. rr.;lUfo:on¡a 
na pt't:snlu¡ Q.tm:f.e· · e$ 0./. , !l.994¡ 1 . En 13.s 'e:5J.tÓf''s 
PnlmIl:', .PJna' y ~ O! t.J bolli.iil IlCl5:iCt.ilt .. b: 

idD.iliic.JciD:n ,ee ~ s-iUi';¡g u::tO b: t2'temtiUllt!­

ÍtcwU..1..iiI .. Si! 1Ü%o u .. mmm.s mtu~J.'es UI«o;:1.!l c.l l t-.$ 
(AC) c:o:\ w:I.lKlo:ttS en ,h! e-~~ .s-R.'\iim;:J qaf' im . .m\ 'l l ID 

s. p.ro(.~ 7;mwnf' ~' bo. mo9}. 

Al NSfecto , se- m !l"'D!fllf51:0 q:u: rtJ.:¡ ShB:N'¡¡gS lmu.: 

CItmO l~~ citoJi.:ÓC.:s S-e5l'!:CCoIlS Q<rcClJu:~ ct G1 •• 
1'!1B9 . iEst.ls cilM.U.!.iuDS R !:.'\C'o:q DrUi 31105. 'T.l' dJL-.a'::~ 
s. [Uf:i=üeiUtO llU lil au~o%. e:~ l1tl [tj~ df' 

trzr~ Gel .i!-.:S!tiJo.. im1f,J! tN1i:erltt:m.e:1:! ~ d.e Si e 5to:s !SOJ/ 

Co:Rq!lDlt1r;s (lo L'UlCilTll'LllilLS (Go!.IL..ij I!t ar. , 2: UJ.¡ 

CWo tm.r o:rtu.:e- qllf' ;3JtIj.' iII qaf' :w ,s.-.R,¡,"q'Uu se 
Co:rrg¡oDD [ '1D11.O cXntoÜl.5 ft\!! lIri.'1Jb1iII J07 HunE: .I!t 

a1w 9:5:4). q.únt-'s po::- lM.CI~J.-Csá 11i':rj~ 

r!<mtp.~-o:\ L1..iiI df' 13.s t!'os lisr.anu (oru.en')das H'.! t~ 
siDo iiil!m\D d.e 1!.3 S-t--a..'"'h1~ od!- Pc ..... 'lllÜ:J UjiattJ;. tU unliilOo 

fu qu 18 rislÜa.s ,ee :w p.t!3ms I n .. 'U:;:elÜ:~ fatTOJ.: 
i.1.C,iit[!6 df' t"e(:luu .e-] ¡foleJ/ S. O!iltoo iiI )¡; iJ:Gll.c~~ 

df' b .s ..... :R.NH.3 P¡¡[ir &-.;:r~Jbr ·~l A:a!.'""i ~JI '1". 

-
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SlllSLl' .f'S 11, dlttrn.:iJt:a.i-t ":S[. JI1. :!-l :procL1.rtO> 
11d . .¡r~lo 5 d.el ¡poDlf"~ s.e ~ not:! cw.nrt: u 
P".nmia: ~CM 1.0,[ ,~.-t al .• 2D04.)_ ,iEm: .et~ st t,o:nDC.~ 
~Dln.O SL? ($-t«as ¡fI--l ex tf'U } ,9 ~ux.e;n ,a .rna ¡;3-
GJ a1~oe-'5J fcifu: E -1OJ: la:DteiJI} -9 :R.agc:u.t ~ 7 ~s 
rufl..."lNt ~ .. ~ ñw..il.i.01 dt iJ!loV-ef:mS. q.u co:r.Dn.e /1.:.'-"1 

tl.p :El :UtUt SIl eJármJ.o :¡CÜJI.o f'mÓJW. E-:.. tf"JJfnl~ t5t.1 
rm.eL"U jpuR;:nlll d.Gs. l1.a=ÜjD.S v.¡mUes iiI 'j VlI~ Y m .s 
11.a~(l50 JUpoen·.irololes 'i J' ~} JG;tü -eij e:K1tf'llJ.o 

tm~a t:-.;-wiru.:! ~d.iI ;tI al_. 2~ Yzrnzrnt 1 ']'1.0~ 
2[J05o) . [le ;¡qa:i u . I.~ [!.3 odHc.mó.!am :rm.salÚ!i 

Kti If"~ c:ero» SLE. 

Le:s :mi.e:mlrrru de: la! :b:rnl:U GIe FD~ .:¡:O:.. u j ¡¡ 11 5ie 

iI~' .:¡:o:.. la: \1Üi dt Clt-¡r.l&éiD:.. o!e lI«tD.!1S. 1 m el 

rnttto54;:U ..... 6S ( SIlJ,..t;Wl\ r.1 al. . =003 ) . LiIi ,r-;q¡n..5.w:" GIe 

SLF 'f-Z GJt]~C:10 s"'f"'5!>eci50~ y H rtsbir . .;:t ¡] p'l1'.A!l\ 
(5g:acic d .G2 ., ~~ . ".¡CI O!-ao2:U 'tu :JiL~ 't-Z 1!3 

l1etrmri..ur':f' t:l!.iscllli.."U. S.ijiIÓ: ~ a f'. --= ~~l. 
lI.L1 ¡pni!h ':¡:0:uu4t:Jm: hSiFd1l en el mod:t.lo dt t¡ 

~':~"·~u¡a:.. 0DJTg! Km1.'.i {Golz: ct .G2 , ~ 'OOO1}. el c1Ul 
r~ qn 'f"l PQ~{\ l.ti'e:Io.álic. 'f'oS iH'q tEa pa~ '11ft 

emJo ir"':¡:0::1.1 .¡nl l f" , "En ,fW, L1.V"eItL.'9C»J< st 

tr.¡~ l ':WUU i.'1C'mlfatiJlte.s ~ p _ ~ .»5L. 
5~~ lo' 5:aSr .. ':¡:0:1. ,ti! tr.¡~n S1..z,~ :fluEu.!.:lM ¡ /1.:., 

rt'"O::1. ' D:[' 'f-:s:!'fri5co dt 1 a1t:ft. Lu rw:i¡¡s 1n:'3t..e~iU 
ce:s-Iltmte:.s ¡Pl"Oo!II.j fnll. 1 a1.en l.OmJliiÜ!:li:o {.su':! - oS:.} o. 
keteJ'o:¡~Oo {.:::l.::: - 5 L 10 ~ .:!:lE: ~ ,s, ), Cuv!'o bs 

rl!1l\tu rnnsej-:róI::u ~ p _ jKj~~ 5L.Sl + ~~ -o oS:S. -

.szF-;¡ rur:o:ft lofumdu ((1:" po~~ ko=uuJi~a 'o 
ke"teJ'o'¡~G~ Kl la xq1owllo:n el. I ~ f'J.I )¡ftf"J'Oil1f.liLD ~ esto 
~ qlU: kUo -wuuóiift .:¡:ampe:tfti\.'iIi o(Fi¡lIIlI -:) '1 
q.u ' po:~ b~:JiLF es :b ~t~ t:1!J~IIli.."U . 

~ ¡rr«fÜ.!.:I lSl...'B 1 Ddi:i;¡ &nri07.!Jt' ':¡:O::J.Oo wru: ~U:iJrU¡ 

ti.E .... D!'o Ea (si:j . <lc a <11_. ~004) . L. l1<et,&ción ~ 
rntttt.us vi.¡ d pt"OtH54~ -:os ~W~U~ d i:l.!Ji:C - l lu 
poja'.!i.qUíinx:iill. dt ll¡s ltIQ"1:eÜI.1;:s 'tu st va~ ¡;¡ o!e~&=_ 

El\ «..Sil: :r.tDCifSO lu t.1lZint.s li;.as;n !E3 ~nselltD u 

pna (l'ICiaJ. 'f ;'l el c:aoJ.:r.ol o!!f' [g¡ ¡p alj;IJI~"ft I!le tg 

rntttt."U i'IIl!mr::o ¡d)~ ya¡ qlt :rK)o:nDC!E~ II sc.j;;t de: 

1I1í~:ft ~n ~ ¡p:r«t~ sWe~11.;¡ y ucodLun l!1 
tr.¡~~ dt 11: ll!iq;Ii:ti.'Ut C![(Dtf-W dt 7-li iD) d.e:sl1e t¡ 

Ueag E2 .¡ /1.:., :re.st:d!a.o o!e tl..sW dt l¡¡ ¡p:r«tl.n.a: l].¡¡u:,o 
(Sailivu: ,,rt al .... -:ooe~ . E-l IKGnDrirn.iJe:1lt.o o!e l!1 :p.rottL"U 
'[!.3¡u:e, ) ' !.3 1nSfuf"KL;. O! 1lt:iq,"Iit:ina: pan.u lieUJ.s E • 

pil.;e:.df- IDCum 110: II f.a~óD,ft ~ U ( )DlITJ,)f-j a :p=-atm,o 
~a:ftacidD ':¡:O::LO sorD. el Q.iiIl se- .:¡:,o:n:fDDTUi de: cG1ro 

pt"Ot~~'Ul : SX!'1 . c~. ~"U Ir«~ cn c~ - F' Y" lUXl 
(C'>t1la~ Y ~'';>M 2004; S:1Oli> 'l ''lena., ~004) . 

~ 'il 
:q '" ji 

'" ~ ~ .. i , - • 
¡¡: ~ ~ « 

:IÍ¡pn.!"., lA""hnI~rii:ol o.. !tiiti:or .... 1",.,:1"111 ,bari. l'.:1Jo 

, ... t . l l"IC" I~ • .a&l n·.lIII~" k . .... ' bu.3:LSllu..ii¡ ;t,. ü 

cn;Cu.u"~1 . ' Iln 1t:d1liJ • ..:i.oUC4.L. ~ia !I,.;' II~. t:l J .. :lI1'I 
.unrndiiJll w S:t:ill .. U ]"I 4iI cnur J" .:i ,-,.él.. blt ... 
1lDU.&C' IL I ft:U...:l ~.l..-u • ..::. .. 5L. 

J',ICli:.~ S Jl+Ii.e,w.4e allAc:as S iJtn~tin.'1'Ñ3 tll ti 
lUb::z., . 1 ,oIiIUI 

A .pt:Ul' odt: qu tln .s-R.~:1S 'i ~ d.l:l!-llI'Iirw.: l.iil 
'f".l]!~ófKXlid. de: la! mc:O::1.1'¡Clllicd,. ~W!!e~ ;:.e.¡U;tic.u 
i"1.l1.il::UJ qat la la:DdDd:as l1e ;:t.nt~ t:I.«lifu:iI"darf50 {Glt 

n.o J.io'dIIs .al! t:ocu S~ $O:J:! otseMÍ!1I.'e5 ,~ t.3 \tU: l ioq~ 

dtl Itdlu.a dtl ¡polf'J.: (Ai ".1 el_ ~ .99 ~ ¡ M'i.JRtt ;tI .G2 , ~ 

199ti~ 'T.s!LbnuJt:o t:t a1_ ~ 1'999 ). 

L~s. GM 5ie c.biD6C:u! ~A ÍlH .en! liS (.Mbct'Ut ,,rt el_. 
'MOl] , E~ GCVJ a Ji t7..cl .. ~ ¡;:~l\eS c-'r¡+:s p-~m ~-¡Jl:J:! 
l;¡ ~1q[(~:rL ~ lu ~f":nnilu:r':f50 ~ l!1 n,~d. {.sr.;:;, 

y 5~.R.VG3"a) . \1-" 'f"--j e:.-:1.J. l a de: 't-ztr- ERJ.o dt ef-n.s ro 
od!5.:¡:rote~:'I. 'V;SlLQmoto eI .a1_ ( 15'9':9¡ mm) tA lUliIi 

1 Dl!bz¡;Q.J< sih~Er~ dt ~ ariJl::uír..5 ~ 5f"¡Ne¡iI 

rmm ntoc.n1l'OltLe5 l!' nmi.'Wmlfalillües:¡ ~s[03 
l...:orn ,f'Mam.zclln qu: 11: 1!.1"rn·:óO:n o!e 11: .1:r.-:.1t:"\b".:a 6I:i 

.s~ ,9 m i!l¡.-W.s A.C 1 m /I.:."U mllb.¡zil Jl ,9 el. lDCJU 

MDF', 

E~ GCVJ'1l n: C)OlI!J[(f:;Ue GM qt:~ n ·¡tll:J:! E3 I.d t"\-idJd. 

-.ialil!i,ju de: 11.$ odRtnniJw.::f50 dt lB! rci5.c:Wb.~ J'. 1: m 
m"ll ~ n ifMcii-.., 50t nmil'lef" i l~ 'i.'Wlm1fiilftiJí~~. Df" 
,f-Xf' ,en! a :»l a c:.ooz GM: )j¡., .s;i.J1d, ·"~taili1Dd.Gs. ( .OJO! 

ru.<:il J< c'a:rdlmu.o!iJ '!"JI el ndlno l1tl 1 Dln, EstOl GM 

-
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oDdifx;¡." J tu , i!r«wL1J. :¡.rr·~:a Y L:ox. (h!:cau~ a &1'. I 

l~ H2nc .. !t d aJ. , o1lOO1l. 

B:r. d ~Qo m SIl! 'H''-':il.a.:tt.u l D_S ~H'.6 q:u fu.cioun 
e::n ti ncltUll ~d ! ale::n '1 ,a ,otros. !¡[DC.1eSOSo Clt [Ji 

::r.:e:-.:.c:c¡[¡l. ! Alf'1-!irti1'o. E." ~ :;:t1E! a :piOdriJ", ~stII: 

TT:i, PmJ' 1II. "'CPU , NilnLll, No&EP y :iBP 
CQlra:ri.a cf G1 . ~ '!(JO.I; rmt;Z;~Din; 'I aI_. :!(X)6¡ ):lUDC ' I 

orL . ~ooe). 

l u Clhi u IU: ne--l r 1M ~I! C1!is. uncfu:Ool s.o:.. HI'~:a 'i 
l ZOK. S E ,p.~5. ~J'Ü[: • ..s iP .. E'HSiln l 105. n cU1tda 
I:IK-B< 'O~ ti ,e-2iI)a, ,a ,Iv.. ~ {Ga'J!!r.;- « ar., 2.006) . 

H.T-iI u IINI F0m.¡U .:e 8.6 :kDl• oan u l1o;:ÜroiD 
oal'lStihi4a !p'e :2D Itsld.D.S .::le l.s:101I:a~ y icido 
ilSl·,miI:::o {o!omi..~ lID} 1IX:i..; ~ ;eo:ld:1e:mD l:ulHila 
~.do y ~f[C1~~ , 2.00E.'). :Sl l1a~oiD !:'mI f:sC 
€b:nqandD ! 'CI[ 41.~ ~IDS. dl: ds:~iPQ..1., CAACltC y 
QQT¡,rCC ,e-1 A~. ai~ ~ndD y M't..ClI..-r I 200:: HI'-:I: 

s.t: ~:tr.u.JiiII .se.1Q u . f:sOlas. :nu.~ c1t: ,.~~ Al 
(!.J.oC'hn .(!t d . L999). El en 'HT-''8 csa: IID.a ":: e- ,n !n::s 
ei:nf'l'Ol .::le ~ fil.::t.ili;¡¡ .sG'.liInOiCe.lf: ~ Nf~íD.i'.J:1I't:. , .ñ:' ..... +mU'a: "1 
~ ~m:r- ' I G1 . ~ l'99!l ji Ka:u1.o ti G1 . ~ ~, 11 , 

O" iI~A".:n ifI G".! .~ ~::ocl: ; .s-ass~ y F..ri.:-.u.o, 2(06).. &1. J!.ilpd. 
e::n tl1 Al n cufumi ~m i9i! rnmniol c1t: lemid..ol 
c1t: ÍlL~·n, f:n [!11.'Ún. 't:D:see7.=x:il5 ~ ras cu1~ :p~diao:n tl1 

t.l:pcmo!J ~ r~tl.:uu s. P:t'Of~ !Dlr-~ c:&mo BT-B noe 
5llnmdD cOare- t:1 d~ tH9¡ Qo'" :ario (tI al • • :21J11:)2-¡ 

l um d.:lL . :M09 . 

LJ¡ !¡[ntmut L:2OJt u u:. .zt .. l inD_e'l1xtOf_~ U1 11ft 

~'O dl- f::deW:Q.~ qn st L« illln en ~s oe:et'11n ~ 
tep!'e ~ ~ftSm~S¡¡in Cltl f:stilD Y -r--l ~HJ:fDI:1.; ji: :b ~tri:z; 

e:~el;U;a: ~ or--Jt:f" k ji40 tilnt<t 4f' e5J eries 
¡¡atGa1lT:!'ltOle::s OlmO ,a :3m.inr::aq.3t:ill r--l Clt A"fc«ia:xc. 
(.Eu..:iXl: ~ ar., ~~ . El sll~nril...~~ dl-l ¡'f::\ I2tX' 
pO¡" ltNA ¡:''Ue¿n~ (.Rl.~A:i) en lÚl:rX.'o.s c1t: ."i.. 
p~J;c~"YJ. lt N~ &!'~c. ";at e: l!J (;2J'llci4Jd, ~ 

~u.oci..""Ü!UI) d.e:l [!M-a C:Q~ ,e-l cümtQ GP.L'cÓ:! O oS q;u e:l 

p~ u . A' . ai"GtG¡ {Hanc::« 9i: d ar., :2.00.5).. E :\ esC 
"'l Kit, t :m:: fu""" aanr1<j., C' .. lu S;~~u (ere­
GOIl'tm ct r~_. :NXIt5) e: ~~SII iiI ~.s T.P 
t:r;.C'epe:~n::e-::leUf: Clt SI! G,tq a :;. (tiItd. .R ai'.r l:9Sll6.j 

Go'A-.zij ,I al. ti =1XlI6) . E.2! cnas <.m:I.~')LL6 ~. f:n d¡pil5 
t>et:lfRJUiS o!e :b J!CIlini:r:lciit:t d:t itllU ,n ~D1T1fiillilln'l 

12,DX ~tiJni..b ,e\! t:7.:!:!~m: c1t: la o;;;:!I.OIlu Cltl TI 41D:ndl- g: 

enn .eJti:Rrl cu"nidu lu .s,-~-;Su . N. oalo:st.nir' , u . 
e::~n nI..W (3& k) df- lUUi lolini.!x:iiI:\ t:7,-,:0 ::lJ..3ñ,11e-., 
L:ox. 'Pi :u 5f' ~~ !e:n. lM TI CGoldrrij 'I ~ :!:006). 
Es¡gs e:viJ:IH.-.:w S~:.BH'l 't'J.e: ~ pocL."'Í!l or--:mz ilSDci¡diiI 

oan 1l1s s~c!.u. me::mUD.D:SI1S '!:'1. e:1 T I' }' qu: 5I 
,pilI1i:~OiC i:OO.I ,f"~ ,e-l ~zo Cltl .pG'.:e:n. ~ e::n tl1 Jit f"l'.xX.:n 
c1t: w S-L"\:uilS Clt la: v.3r.m al c:i:Djob.sm.iil Clt1 n , u . 
oDQc4i..utm oo:n &-:r-:a. D~ qu: -a b J. ,1!.zntiiI..5 

'in:ae:e~iIS (O:'l ,e-l ~n 11M ~1K:Ü11o nll sr- ;a.km ,r-l 
'tRJI3! o:rn- d:t :bs. rS,-RN¡¡s;¡s iiIl n , 5l' G n:;::«idDo qRe- !e:sÍiiI 

! ¡[a!riJu, ilÍlnrillftil: lasa oqRr- !fliiI inezrsad.Qo al T!' (H1.'U:'Dtl 
_«aI~, :00 ). 

y .... r.e ':II'.R itl nc"eto dtl !l! .1t:JII o. .mtU!.u d\t 
iJlom.t>.lroiISU.<I ._ .. u s-RN ... , 

E .... liiI ilciu:ilbd. aistu, Oo:s ~Lo:s qu tI 1.1. Clt 
'nJlK:u c:i mD lu s-tlN':¡sas :r.~;\ :u;e-IIU x.a/íQo liI 
iüLlf.(:fj.J! dd tt 'H'.! aua iNJompDalL'e:s .. Uu ~ el!lctts 
i1.YO"~un na ~l1J.ditJ! c1t: f:sCs. ruOMJ:lf'.3SIH (HU ,d 
,~_ ~ 200iS) " 'f"l sr-¡uí!'lo SI! ca::ll.uttrT1H: '~óin. 'H'.! 

'\' ''oClIDlil5 Giel T!' ( Go'.t:t: .- ,(!t al... ~ ~m:r-.. :COS).. 

M..w. <lit lo. <Ioerw.ciO~ <lo. las S-m.Eas. E , te 
m.GCI.el a st " Ij¡¡g rumomt.Jl.t:1.ente en :b 1 a~nóa~EL qu 
' f:.l::n~ rSLB 'o: SI! a ja :B r ! 'u.J i!zrf:rip:a 'H.! b vioI Clt 
41fo,;x~ciit~ Ge: :rzat:eiJuis \<D el 'p:~I1s.aLmil ZIiS. Ji.t1J:ltiliS 

! ¡[atriJu;s oCa:\ c:.ajl El se t.iL:-..u~-üa !l!0l' Sf:17 c:om.r a:nfl''::~ 
m-l C.atq!lr-jD iE3 c1t: liw.;r;a.u &- 'l.l;q.mL1 .. ]r;m¡¡jda rSO 
(S1q, l ~ IC'iIllin-P ' loto:Iq., ~1lft!i 1i.."'Bid(t po:- sql~ uUi.1.-1 IL'UI 

! ¡[a!riJu, cn cp f y lI:}[d . El u::J.]!Je;' S'C'E Btlt 

'i.1.'fi'Ot'lCU '~l.:b 1.1lc¡lli.6JilCiiI:.. f:Spe;¡,mu y 'H'! :b 
m-.;:r~dit~ Clt !l'«rin.u ',J.,¡¡ft! mt6uu d i!Ni~:stoJJUI 

:!:óS.., Clt famu 'tu: SL1i' i1!~ Sf:~ :pzm..:e u oC:G::llJe ­
SCl!' {l'>looft "011 .• 2~).. 

au h5l' a Lo iD':e-OO., Hu '1 ~o 01)2.) i1!llI!Elnu 

,r-l mD!eto c1t: l ill c1t:e:z: .. ~n ~ liI S-llNWs.. :lt.3n 
Clt-.xril E:r ,r:s:r-~]D HpO:outtcn.a50 qt.iI! U! ,r2:ilo Sa.S= ,C'$ 

! Dli.,,¡;z·.d.a ( :0 [!olf"~ SJ. . f: = ctp.to f:'" d. 'tU: m "o la ,s~ 

c::.mo l~ S-~-Rl."'ias~ i1!r«!u:~ 'po~ el ,r--:mr. ~ 
tra.:s:I DIt1lOJl. ;a] inttrim od.e-l T!'. B2! esi'!e: (;u.Q l~ 
odrliulnimm Jn1iSoCI.ÓQ. f:;\ ,ti! n e::s SLP'l ~ tl1 cu:me~ 

,r--llf:cm:mle:m tl1 1.1iqmo.J'!lI:ii:n }' liI o!:een:OJóéin .:e 1~ 

.srlL:~$iI ! o:r ,e-l }([otr-usIllT14l -:ó,S.~ 1 ~ :u ~ 1!i Sl­
:R.:.~1Il . po: Lo <p.e e::sb :r:ü DnBf1}e<lS1 f: = üf:ri 511. dedo 
aatD :ÓI!:,a ,e- iloLiIE:r.i el CJ:f:I:~ftiGo d.el n 5 1.. JEa !e:si:e: 

lMd.elD st ,saei~n ifiaf' I!¡ ilmI.;.t.ó~ 5~:nD f:spe:ri:fi.;,¡iiI e:nh 
ta Jl!: 1 1111 S -JlNw U mis. mm q;u: :b E.WDCClD:" SLB 

(:CIJ! l ill 15-JlN¡g S-'f'.5!ecüX:a_ Lo u':~ciw sr- CEL]!i.f: w.'Ly 
1¡l.9 9 1L'1.iiI I:DD CCTlfilñ,lIte, [!Ol' ,!jf-::l]!la. .si ]¡¡ 

1 D1L.,r.,~J! «;arre a ..1tr- u 'f"..s:ilCt Sá~ ~. loln .:ñ, el! ,C'l 
cmrio: 41d T.P .5l' !o:trru:r.i ... omr1e;l1s nltl}¡l.n S~--JlN..H¡­

,sU.lll:lJ ''j S:-}tN'¡¡¡g-,st.JB. , qu [!Ho\'OCmD :b ~.J~Jl 

Clt L...lu S -ltN'¡¡su \ ' :b ,r--JU1~ dl-l AR..~ ~~ 'r.l' J.O 
5l' wri .ú~ odfo-~ 'tu TI' ;¡]c!\um d. (fI,t1i"..o 
(p¡~. 3).. 

-
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-
:1- , J.. _ .. ti... ....pe.cu ... .,t..Iil{I.I:.1 ... .su 
,,~. JU'8 4A1 CUlIJ.JQ. ~ UI,ca::'" ... 
Jt-Suiot'aitU __ Jnmiua .. iW~ .. JI. 4i!p • .cHifll ftII 
:lnilHa--.. 24iS • .5LJ' IR""" UD. .. n~"'Ia....w-1Ñ JID, 
. ..... Dll .s.'b u .. JI UI :ricM Il.c. I'l l l'fi'in .. r ... 'PI, ~, 

a uqa lt u . UI t U" 1._it. ,S'L 1utn..n:UlPI , ,,~, 

2.JIJ ' .s .. 'R.."'fU I oeu.J.Wn 11; la • • ""J:ii ll/ ...... .5l:­

R !'1iI . ~ .":"I~ :U.iuu:ciQ~ 1I1t;;.. u l Mirln ,gn, 

Sl,..I'1 ,. LI .stt-It:!'i .~ ... .... 1' ·· '. r. .. 1«:1' L-. t ,U 1I Sli-bu:. 
, • . :ntIL :n tUI d Dt.t laaA;l :11ItnI .~","-r- fa 4i!W:--.lCiu 
4i!L AR!L 'l . U'" cn&II CI~Wlt, la ;j,;-*,,-T.I~'W .u 

u:r.+ci&n , . .. ir • .S1.'I'.I ~ !i,-'IL"'I'u.... .s .. R.."'fUII U ..au 

~"""G¡.I. .. lo, IIn .s-b'u .. , 1I ....... JIfI:1IIIUn 1>1 
Q"II cu..iuit .. LHh lltUU . .I:I ... 

lb mIiOft. .tLtaJU.Uva fu..¡ eKJliL~ el J:Kuz. dd. 
, ~iI. '~ BftiIQ..S ",-:;a¡gdi!K f'JI S·-IN'¡g fR d 'pr-.,ust. 
p.' ~ d DI. (2006). el ,_ .. ~ qu bis s.­
RN:JSIS. :in~BU. ¡¡ L\ti TI' :r lit ~UlIcitDSis si1 :ic.:r..ar u . 
bJ1oC:,. S. '1 se- ~o[,f'D1 U . u,g ,~.c.m. Em: ~ • . 
~s ~ JI .s.-:a..~ '1 R·B'~ iJtd~'t 31 t4o:s bcbl:-es. 
6tÍlatts. ~ y H7'-:J: CJ el I_,;ems, de ... .si.st~aI!J. 

Rkdiv:a 4t1 r«:l¡n.a ~ 1!~f-1 sel:Hi2dD iII 1!3 t:IiZtri:!. 
Htrzeldn 4t-l ,!'~_ Ea e!ib. siimc:Yt2., 'H.! ~ CI~, 
0llmlilril~ u . diD:t.dr: 'D TI' Sr «otef: ,91 lA lWJ:la. 
~~tt.r:M~¡«a Sc.S:!1I ,di rKlu!z. SJe ifYit.¡, lk'''iJ:to, ~ , q.u QftJ:a. 

llu Srll1it~ c,ama ~, :S:~-iIlN!.UiI ]I~~ SKI!:Sir..J.d:ou 

en lJI V1.:u.atlll Cl!-] T :t, n::w ~D;U«.aencD 4e: b 
&EI"c:!xlóft & RT-a ... d 'n_ 

1'.:- ·ah ~p eJI, d ca. Ce KII, l.:lt.JI S:a 'D S:a C1.) ... .s TI' 
se dBimlIolla D iD. ~mI.. $:lS;. la v u :ulll.5 qu 
oallliLrl9 :J las .s,- Illi."'í1~ n . el n .H' I.mJ>etift ,t.1'3 tln, 

L' y :Kl.41f-,~ft .. ccna t'e:SfRM l:b Mncdi:ft, 
bploéJ. s-qt<ffiic. ...... :su¡ '1 " s.-!IlK=. I.¡ 

,_~~~'U Hf-:J.. 'tu ]u: iftrrt-:g~ ;al T.f' WnlZII y qu 
, _tUalt.1tJnr: se ~ eA 1.3:nüsnu \'XHlJo OUQ 6all 
~:e~ [as. S-~II [l!ecUJleurii ,!'..sb.lk '1 

'. 

~ ~«D ,a ~fU e.;a, qu l~ ' <;le.m ,S~ 
~ y li}t.r:u a w. ril a:ftK!kilW cit",lnlm d:e1 ']' 1' 

{P~ • . r:~ d.uQ .rjerotRll S"I d"Kt. ólltil~a II!! 

i3lá", <r<cimi.<. 1M 'n' (Go:idRij ,.,¡o Gl_. 2006). 

_ .. 

.... ~~~-------------"~------.... 
" "". .J_ . 'l1li' 

J':i¡pnI ;:L "'[..al .. 11. :a. "fl.JUTIlI!UIJl....s..~¡,¡1\I . ' I:U ~ 
'R..'"fI2.lL I.IJ s -l::l'...au ~!tF'Uu. 111 h '", ,.u...z .. J I r 
I'_~ __ an= ,tE.! :R.: • ...aU' l. .. .b:J'-ti, • .s. 11 :0-':' a"UI 

DJ:_.,.b'lJ. -I!tI~ .... Jwe::;.. .s'da ,S·:a. ..... UIJ ~ 
.boIuu.: . .... u. V~ T"" j u.-n " .. llIIIii: , 'Br~ 1.. 
UftA.n:i.i1'l W1. I q u li" l."" SLJI • ~I ,. !al 'st~ 

a.~IJ ' . ~ .. , c..a:t-'I\U. • lIII I lbll"'cik ..... I[T ...:J. 
, 11 nJI!J,~ .. -n .• JI. ftl c .. Ü 1I,a hh J .:&Miu ,. · a j lJl 

JiI¡~u • ¡;m .s-!Jií.!Il. u.. t' .... n ~Il JIft . ,u '"" iI ,,1 1 
n .·duÍ1I ml~r.... r.."U...I a"UI , .... ,.iiII:¡f, ti, im%'ncii" 
.u .t:I;t.cIim t:Hn<!SLJ J,. ~t-IL""":lIJ .J .s:..b ____ l.I:I . ):n4IUI 

11 .u.,-.:_ .n¡" • Ih:~. 11 I!ln .. ~r:it ... ' 11 ft.c 1iol1l. 
,_ 11 ~ .s:-lR&Ul ,.-n.u..aa ~ICU"'4:u ... 11 
TI.:...... 111 . ..... ~,. , ...... an"r " lI 11cu..r al 

..m.. 

Lfi da:s, :rnadf'l as. ,u tuia:-t:s. I~jD eR. Ua m..e64a liK 
~ iIlG~ U . d 9dirni.e:Jlt. d:el ~ 

ma'~ Oe'l IHlu» Cel ra19 D .S- W¡¡ll~s;adAs. u . S~ 

:a.:.'"'ifZI . s i1 ~c.l~ l!a iJú.nrurcUi1 malemlu' ''f:~ . . ra 
unl.:s c,uas d.e~ matms Dj[,iI~.s ,ta ~_CIl7a· .. la qn 
,r::s ~1lb4D d.d dLs.omKt::miH.:a Ce IDIrM e9Jf:S r.n3 dd 

l GC'13 S, iD» EW. [l!istiJa C'DJn.II c:lf l :,o'.eft qu u !kta b 
VÚ . 

CJt:'o :Dfea. q:u ~ ee.ri-w Ce 1111 mDdf-~:s if.5 b 
q:X~f" c,aftiral¡.e--l3Ü qu .9im em:e unl • .s .. ~ q.r: 
mZ:Pdns ,e:] :lllD4f'l a CIf- :b. CeeP-4JciiJl d:e ].¡¡s S-a..~ 

-e--Jiñtu ,r:.2" SlJ' <t-:s "LU INCe-iu 'f"3e~ cp;t lI.tf:¡:~ 1l 
tu. [I!~'D d:e ];¡ Xoa1 c:~ c:lf las S-lL~. y 

ce. :ftJI 5l: ka rDGi.d:. J«:q e-nr :rnabJltes uItls 'iInI 

-
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~m: ,~ ,9 ¡¡]e;a.US sal .llm·NS ( Golz: ~.1 al.. ~ 2CO Q i 
iM(:ClUf', 2.Ol9).. do t:L«!d00 Oe l~ U;::¡!.irtD1n.nJiz;.¡ÓÓ:1I 

,p-~a:t.e 'tU SLF' ;¡nsat 'f'l ~~ odfi! 1 Q'I.eIl .. L ;¡1UJ;es 

¡:'Ilnsist~~~ <[',Ni ln t:n.nJ! - s Mlt¡s :pzt~ SLF e:1I, ~. 

(~:\."~f'ld« ~. ~ :2OClS)-

si l if'1 -9 ilJ!;¡~ncia ,fSá:s ~K 1 adJ:iz1l K[ 

ÜRI:UA!:WU~ S. . iI,qa.i se- cllnsU:1:t:n q,u !p.odJia K[ 

¡:'ImIf-l!merdn i a.s. UD m.e:z:.:b lit ;mal a.s lJXIio!.eto:s 'poc:L.:-m 
KI 101 sipie:m: do l (lDaSO pKtriil e111J f'ZOO' ;¡a1 tl¡ 

:o:t:m.Xf.O.JJ Oe COltlJl¡J~QS ,tJj¡:,f' SL.P! Y ~ So<JUo3'.,U3 ·9 d. 

c:imp.t!J~ dl:l 'H' . En el ej f'JIIl,J.a q,u R: il:l.:3ttn ~~ ttiI 
iEI~ • .5, ~f' l ítf'JioeW Ul ,~ ~u:moci,E:0I:oo.s:-~ ¡¡U u 

:pa~11o 1:'1111, ·f'l 1 a1n .sr (c:u. :i.'1aGII.!'~el • ,s:l 
(Cn2iI «OlI!,rn~ • . 

B:JI liI [J"'UiI iM:omr.!\ilb"lilf. ~ ... 'sA) R: :tiMmL-itiI,,­
¡:'ImIf-~jK ,s]!ifci6c • .s S:r-ltNil1I.1 -S'U", qu 1 ~-.:ütiritii,,­

q,u liII !l!r« O~ ril·- . il!if~~.f~ ifsi:.il)~ Y Jctr,.. ·f'.1 do 
n l.n ':'R'lI<Jl!o.u I:J ':;"S6tol,jJ¡,,...,.,, '1 ,..,tvo .:;., I:J 
r.:Lifi:llRIIJI ~ L1 1'lcam qu e,o:n:tkn.e t!.iIs s-a.:"'i'n-.s ·9 el 
'H'. rS~ 'f'.lta acarn ~ ttas :$ -Rl."(a¡s .sr- Ji ... Unl31 ~ fa ~ 
t:t!iI~VJ :¡ ci::DJ~ 11G:me de,~n.o!!¡rirD do AltN. :lDI atr,¡¡ 
:pzrte, U . 1.:1.01 C lln ;¡G::Jfilti:l l f' 2)UiI .sI:} (Q1 !!~'" s.:¡ 
5Ie ~ lJts ¡:'lIrnltlejiQII oif-J.06Ieci:fi.;¡;;QlS Sl -Rl."'iiiis¡­

SLF': " lo s I:RiIles. S~;g", ~-.e~~IlS ~n ,r-l (~f:ja 

SCiEl-SLP:: !p'J~ 'pam.tfu t!J !p'oDli.u iq;lin."\XfíiJJ df' 13 
S:r-:R.!.'"'i¡¡¡g (~lamiñc,¡¡ " qu .E-.stil R.at ~e:rro!!¡l1oI l' G~ el 

I~n 

>In 

lilDft.o:sDltUl US. N llLf:o.erm:. e:SN: 1l1t7 ~t:o 

JilDJlln.e tm1JII1;:h. "in l!.i Jilotrirul H]'-. !!~ 2I U 
lom,;¡o ro I:OlTIIollI!ja SC'B--SLP:: .. "ile tta ü~üti.:um !!.zI1I 
5H ~,f.t ... ~11oI !!M d lt"Ot!:a:s.Gl11Ol ,_65. AJ:e--IEnv,¡c.e:m ~ 
1; :pt1J~ HY'-:. :p!lldri!ii K[ .:e:en.~d.oI !G~ 'lE !!~iilli 
df' .n.'1ksfis 4 e lJO\"O ,9 ,r-] nlo 1 DliJ:x:o~ }''¡ qu 9 

l íta.EIL""'l!J df' sWf':m de :pIakin¡¡s si,e·n iiKÍiVa. 
1C'Glq.1iztill qu R.ill ~ 9Í!1 dl: ee~"~'dKiil1 dl: h-r-:a. ~ la 
i....."G:tJ.m ,6 q,u util l lIat!-ru M ·f'znru dLsJOl'j}(11' 'p;zn 
JruÓ..U 13 n!AD 4f' 13 ont:1.* ( :01 m s·~lt.NiI.n.S ,t-1 'f'] 
1Uo J n1L'ÜE: ~ :b na~ pmrw.l!aro iIdiKt.iI y l loqal'il:lÜ 
¡¡;si I!a :xtiviJ1.d cit:ati:D:~ de t!Js :$--lt.N¡¡¡gs !!,¡~ ,mniJir 
,e--l (nc:imiento ~D '1'..1' iIl ,avmJJ . 

E ... ,r-3't!- ~r. 'L.,¡fi,;¡Z!a lill ~ ~ ta S-Rh""asil 
"iar- :na se ~~ !! DI ~ !!ro:;:MOIlU Z6,S. 1.0 ,sciill 
.smriem ! 'u,¡¡ :pIDVDCzt liIJ c.uctl! df' r.:s nl.:s !!~llSp 
y .~lo f;¡."1.Cunwi~ !p';¡[J¡ ~ñl! t:S'} Mi.:ñ.cMb:6: ;¡¡ l!.iI ~n·m 

odf- 'inc:oDrnJ,l'51¡i.r:&d.. 

sD omllIiUea, pitt1J dfrsJW.l!~ dt U o«:et» q,'1e ~cri)l at 
cn JIW¡ dfDlJI! d m KD.Jsm.a. molK~ l1d ~nz.':'d 

1 ala ·9 ,mu~ iIIilS¡¡;!'o:s a s-¡u..""asai5 , l at 'inv.s..~ 

n.mat ~i)ai tsUI: ~dlI :iI H!lfG:td.a iIl.;:1UW. 
lilf",;:u.!ilS., c.o=t.. : ¿c.ils SiG:1. 101s !!~tms. .esl::iW:ts y de~ 
1 Dl.9 qu :i."Ú~DI :b ... -fg l !iaq;af:rnK;¡¡ ~l l"«~.I.a ~d 

1 Dl.a!' ¿cill:w Sil! 11l:,~'iI& 101 !p'r«r-m !HT-'. , r-~ t nI. 
1 D1LÜ!:o , s.i Clltodf' ~ ll.iI 0: . nc::ciil1 s-.t-.3Iifci:5a e:rdre 

A 

B 

~an. 5.. - fllt l.~ -.iliuJIII ... 1 :n.,. ...... ~ J:..:I!;N IN :Di u ... :a iIIUI ___ 1I 'ni ~b'lali.. EN lit. ...... y ,11 r,. t.¡p!1II LH I'U-m:tlu~n . r.q:lll'Jma J:IIC' 

'Bu: .,. I{u. ~ '~IP4n¡¡1II .. LI s-b'-ICI JI .... (""..a'IIlnij d &::. (liIIIi-j; n.~.IIIri .... uhlliurii:!l." .s-R!IIl lUI] . "'.'¡ ,11 J m:. al • .111 LI 

:ftNrRoiN I'J l t'til:i:l, lu,",.iii:r.i. • . U 1.1, p'1n.a. ... 'Br~ .UI'!UII_HU.:r:f¡ uia'. r. r I dfn U I 11 TI .. UI.I. ·1r.I.I1 m~.d", (Ao] ~ ]1IrII, .... :¡UIU.::Il!lr 

1II:rq-n.n.. LI ..... tuLl t .u U ... ti ..,.1 1. Lu .s-b1U.1I b;&. :r '." " .... ! ·htl w:l, ~IJ;,. id_~"'n .; ""~u ... -lb] TI _ b :au '""*"- C .... llliJ¡tII 
~. tIlUCM W I"ti. 4tLnl'.b .. ]' 1 ....... La a..:n.aiiN u ."r:il'in .~cicia. IL":!I_'''' -, .. VI o~.a.j. ~-sI.:1' 'u ]* .. b~an. 1. LI 

'R..~I r 171' 111:.,.",-,,11 1 0:11'-,1 , 1 KI al' .... pUJIu ] .. 11 I I'CH1:«I!II1 l#.s ... Alh-:a.UE-r ........ "' , '8r~ • .c:ü MI' .fip:1l ...... W 'J,NI .I'-.hillla..u 

,IÍP.-n.w .:h ~ I<I. -l:I11.'¡w tlKIl'~ ta .... ¡p! .... ciU. .. 8 :r'~, ~iria. La n:. n.n. .fi ti TICIIitCI oJ!U. Lu buu .. ~ .... ,,:rDr.i. .1:11 1.diri.IHi 
a::iHtñi.: .. ,. 1 u.tUi. itL cnc:.u. ... II, . :n'_ 

-
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SL:f. 'i ~ S,-L~M:' ~CUle-:s so lu, S/eillts qu: 
p-t"G;:J.U'i79 Ü liII.fDOD:n 4t lJJi S~lL~5r ~ las V;¡~J1..O'.as 

de: Tl" e:n C9.ZU :''1.Ollmpilttll.f:s:' }' ¡ CEit es d t:1.~O.:ü:s:mD 
t:tOl tcaloa mtÓJ:ut ,rl cUl m -s JlIDJicU lJ 

d.e:Se'JiIU,lili.%x:.iD ;,. de: u " olCu].;¡, q¡.-e oDl'li:ie:nt ,;¡ lJ5r s­
!II..'i''';¡$ilS en el n u . Cn.n5r i.u1amJ';ci)J.B! 

~T .. E Kn1, 1'-. • 
• U'.d"U3.IICiJIl# 

N'10 :UCl;51J."-

So.:Dl#II I&U:rr..1C»4 1M. "Cl:t'uH. ia. 
",uin;r .t ~~I .ntoM. '\t.:!. L 

.b. __ o_ A E C c.n.-ilJi. S lo . .... E e W LJl:iu.ta., • _ 

A .ü.lixHLr UÍ.a.. :J: CA; • sUo.;t:IJt::!I" JI :z. 5t.d'" l ' " 

fI'~ .. J . ' ]4~1td. __ • :Ji ~id!.. ,e " . ~.JIT! 1 J 
e. ~ l ' enwf .... Á l:I Cla'~ {1~ o.~, .1 
cO-$Jo. t..; I :njlC" P ' I:w:.m U l. • .oUM. '!!:Sto. l!lI:I:t':.IlI::+""": Ir 

.tdG¡t,n.:t-="'· :i .. .M"r.~ ~ ~IC'" DL:' Ch!:L 
:l1Ht C'"'.. . r:Can .. e D U:1'I-s.U+"" .. , .,. ,jp¡¡:::u.~ui3~ :so 

.fl;, .... _ ,sluau.. ] Cru;.(lc ,a. [»M} ,I.~~"' " ia. 
M~ ~ ma..t.it;! .,nbc u.d I:nIcln it- lb 

I .uW: L"L.-flU I t ~]_ ' a..:1I: K-.:.m J:f'KP.iu ... 

i».iII:a« bsotll, w-+ :r. ]1ró3 . SI'I . j-o.:.!U l -

C'r"MII 1'~ :. ..... n .. :so ·Iti,,~ , ". : ~ ;1L w-.. a 
s .:;'calar .di.w.,. Nc-=to 1iIn'. M .t.. Q:l !Ii:I1l • .J=1lJ..m. 

CLa".<t....o. :l . ~. 'b~ ~ oaurit. $ , - ,.:,. (»1511 l O 

a~n;IIC1~' lI:¡Y»' ]~ 11, n.1¡"'~ iA"":.:i.:"cy 

II.r:lIKm . ~ ... J"~L 1~~"'. 
c..~ II C " ¡f Á ~~"'. A l:I CaI:'iJ.II' !tZj .:..cUt '~, .. :n I t 

tud:iu!i_ U. c'_m, I~m . M .. :"' . :11."'0, C,,,:Ii Oo. lto:l o 

J.i-.L J.~. 
er---e.rtiL ] • t\lcCUII .SI~ M J ~ • . • C'\:D 

t'ntMi."v<o... :1 ,~.t~l ll.r:aI" :s .s ].,.ti-~ 'T 
s.:t ~r: Audio: ie. h k: u.a.. XJ flu~.:u."' .. :U ~14l-

1.8. 
~ :r. e " u d •• '" ~ ]o 'M cC'ttIn [lile} ~bia' 

~lt]na!i.u 'M 1a S ..a.."fI 1if m ' 'n, 1::' J .. a2U--

"". 
•• ~"rtWJllnUl 

1tI]:-.... LIl~ ~ 
lb l'I' ....... OiIri (liIll} bit . v:1'-

1't.-:r-"'..sl. .. 111 .;Iql~ 
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14.3. APÉNDICE III. Procedimientos experimentales 

 

 

Construcción utilizada para el silenciamiento de NaStEP mediante RNAi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Esquema de la construcción utilizada para el silenciamiento de NaStEP. B. Mapa del vector 

binario pART 27. 

 

Transformación mediante biobalistica 

 

La metodología utilizada para la obtención de plantas transformadas es la siguiente: 

 Preparación de partículas de tungsteno 

1. Pesar 60 mg de partículas de tungsteno de 0.7 µm de diámetro (M10) y colocarlas  en un tubo 

de centrífuga de 15 mL. 

2. Agregar 2 mL de HNO3 0.1M y sonicar en hielo 20 min. 

3. Eliminar el HNO3, agregar 1 ml de H2O desionizada estéril, transferir la muestra a un tubo de 2 

mL y sonicar brevemente. 

4. Centrifugar las micropartículas 30 seg a 13,000 g. 

5. Eliminar el agua, agregar 1 mL de etanol absoluto y sonicar brevemente. 

6. Centrifugar las micropartículas de 30 seg a 13,000 g. 
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7. Eliminar el etanol, agregar 1 mL de H2O desionizada estéril y sonicar brevemente. 

8. Colocar 200 µL de la suspensión en tubos de centrifuga. 

9. Agregar 750 µL de H2O desionizada estéril a cada tubo. 

10. Almacenar los tubos a -20°C. 

 

 Precipitación de partículas con DNA 

 

1. Tomar 50 µL de partículas de tungsteno. 

2. Agregar 5 µL de la construcción pART 27-NaStEP (1 µg/µL). 

3. Agregar 50 µL de CaCl2. 

4. Agregar 20 µL de espermidina. 

5. Agitar con vórtex brevemente. 

6. Centrifugar 10 seg a 13,000 g. 

7. Eliminar 100 µL de sobrenadante. 

8. Resuspender las partículas en el líquido remanente (25 µL). 

9. Tomar de 5 µL de las micropartículas cubiertas con el ADN y colocarlas en el centro del filtro 

del bombardeo para cada disparo. 

 

 Bombardeo con micropartículas de tungsteno con pistola de baja presión  

 

1. Hojas de N. plumbaginifolia  previamente esterilizadas y cortadas en cuadros de 1.5 cm por 

lado se utilizaron para transformación. La transformación se llevo a cabo a una presión de 8 bar a 

una distancia de 13 cm entre el filtro y el tejido blanco, en un vacío de 20 a 21 Hg. 

2. El bombardeo con el plásmido pART27 (1 µg/µL) se realizó en 25 cajas petri. 

3. Una vez bombardeadas los explantes, se sellaron las cajas y se mantuvieron en una cámara a 

25±2°C con un fotoperiodod de 16hr luz/8hr obscuridad.  

4. Una semana después del bombardeo las hojas se transfirieron a un medio NAP6 adicionado con 

150 mg/L de kanamicina para la selección de las células transformadas.  
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