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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 produccion de hibridos con bajo vigor. En la familia Solanaceae el
rechazo del polen es consecuencia de las interacciones polen-pistilo, mediante un sistema de
reconocimiento y discriminacion del polen propio, el cual es conocido como sistema de
autoincompatibilidad. En las solanaceas 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-especifica en el tubo polinico. Sin embargo, existen otros factores
independientes al locus § que son esenciales en el rechazo del polen y que no han sido
identificados en su totalidad. Hasta el momento s6lo H7-By 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 evalud la funcién de un gen de expresion
estigmatica especifico de especies autoincompatibles de Nicotiana, denominado NaStEP (Nicotiana
alata Stigma Expressed Protein, por sus siglas en inglés), en la via genética y bioquimica del
rechazo del polen en Nicotiana.

Para lograr esto, se suprimio la expresion NaStEP por medio de un RNA de interferete contra
NaStEP en plantas transgénicas de Nicotiana. Los resultados sefialan que NaSfEPes un gen esencial
en la via de reconocimiento y rechazo del polen en Nicotiana, el cual no parece ser codificado en
el locus S La supresion de NaStEP cambia el fenotipo de polinizacion de plantas incompatibles a
plantas compatibles. Asimismo, se determind que NaStEPes un gen que no participa en el rechazo
interespecifico del polen independiente de S-RNasas, ya que las plantas transgénicas con niveles
de NaStEP no detectable siguieron rechazando el polen de V. fabacum. En plantas tipo silvestre de
N. alata las polinizaciones compatibles como incompatibles muestran que NaStEP ingresa a los
tubos polinicos. Las evidencias inmunohistoquimicas indican que NaStEP en el interior de los
tubos polinicos parece estar asociado a membranas vacuolares con una menor proporcion que
localiza en el citosol. El silenciamiento de NaStEP no interfiere con la expresion de otras proteinas
involucradas en el rechazo del polen como la S-RNasa, 120K y HT-B. Por otro lado, se encontro
que existe una interaccion génica entre NaStEP y la proteina HT-B, ya que los niveles de HT-B en
los tubos polinicos 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 .
alata, la degradacion de HT-B ocurre sélo en los tubos polinicos de cruzas compatibles.

Los resultados demuestran que NaStEPes un gen modificador esencial en el rechazo del polen. La
presencia de NaStEP es requerida para la estabilidad de HT-B dentro del tubo polinico durante la
respuesta de rechazo del polen; sin embargo, el mecanismo de como lo hace no se ha dilucidado

hasta el momento.



2. INTRODUCCION

Las angiospermas, con aproximadamente 352,000 especies estimadas (The Plant List, 2010),
representan el grupo mas importante de las plantas vasculares. Su gran diversidad, su amplia
distribucion 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 organos sexuales que producen los gametos femeninos (dvulos) y masculinos
(granos de polen). En la flor se llevan a cabo dos de los eventos mds importantes para el éxito de
las especies vegetales: la polinizacion y la doble fecundacion (Swanson ef al., 2004).

La mayoria de las angiospermas producen flores hermafroditas, es decir, incluyen tanto al gineceo
(pistilo), constituido por el estigma, estilo y ovario, asi como al androceo (conjunto de estambres),
formados por el filamento y la antera. La cercania de estas estructuras aumenta la probabilidad de
que ocurra la autopolinizacion y, por ende, la autofecundacidn. 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 hidratacion y la germinacion de los granos de
polen y finalmente la conduccién y nutricidén de los tubos polinicos (TPs) en su camino por el
estilo hacia el ovario. Algunos granos de polen tendran éxito en germinar y elongar sus TPs hasta
el ovario para descargar sus células espermaticas y efectuar asi la doble fecundacion. 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 ef al., 2004;
McClure y Frankling-Tong, 2006).

Algunas especies con flores hermafroditas cuentan con adaptaciones morfoldgicas que favorecen
la polinizacion cruzada, tales como la separacion 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 reciprocamente uno del otro por la posicion en
que las anteras y estigmas estan localizados en las flores (heterostilia); plantas en donde los
morfos florales muestran un posicionamiento alternativo vertical de los dérganos sexuales
(inversostilia) y morfos florales que se diferencian en la longitud del pistilo (polimorfismo en el
tamano del pistilo). Entre las adaptaciones fisiologicas encontramos la maduracion de los érganos
reproductivos en tiempos diferentes (dicogamia), en donde la maduracion de los organos
masculinos antes que los femeninos se denomina protandria, y la maduracidén de los érganos
femeninos antes que los masculinos protoginia. Finalmente, un nuevo polimorfismo ha sido
descrito, en donde se combina la hercogamia reciproca y la dicogamia (flexistilia). En este caso la
poblacion 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



adaptaciones disminuyen la posibilidad de la autofecundacion; sin embargo, aun 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-bioquimico de reconocimiento molecular
especifico 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 autopolinizacion (de Nettancourt, 1977; 2001), asegurando la
polinizaciéon cruzada y el intecambio genético. Esto trae como consecuencia un aumento en la
diversidad genética de las poblaciones, evita la depresion por endogamia y aumenta la
heterocigocidad en las poblaciones que resulta en progenies vigorosas con alta adecuacion que
favorecen la adaptacion de los individuos a cambios en el ambiente. Ademads, los sistemas de
autoincompatibilidad pueden presentar un fuerte control genético restringiendo en gran medida
la introgresion con los padres y las cruzas con otros miembros de la progenie.

En varias familias, la especificidad del rechazo del polen estd controlada por un locus altamente
polimdrfico, 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 ultima determinante es el
producto S del polen y también esta codificada en el locus S. Ademds 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 via bioquimica del rechazo del polen.



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 ef 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 Mclnnis,
2003; Russel y Kohn, 2008). Sin embargo, en las familias en donde mas se conoce el mecanismo
de rechazo del polen son las familias Brassicaceae, Papaveraceae y Solanaceae, aunque otras
familias como Convolvulaceae, Betulaceae, Caryopillaceae, Sterculiaceac y Polemoniacea ya se
han comenzado a estudiar (Hiscock y Mclnnis, 2003).

Los sistemas de autoincompatibilidad estdn controlados genéticamente por un solo locus (locus )
multialélico, aunque existen familias en donde dos o cuatro loci estan implicados en la respuesta
de reconocimiento y rechazo del polen (de Nettancourt, 2001). El numero de alelos S puede
variar de especie en especie y de poblacion en poblacion. En algunas especies de Brassica se han
reportado aproximadamente 100 alelos, de 60-80 en Papaver y de 150-250 en Trifolium
(Dickson ef al., 1992; Rea y Nasrallah, 2008).

Se ha determinado en Solanum lycopersicumy en Pefunia hybrida que la localizacién del locus §
es cercana al centromero de los cromosomas 1y I, respectivamente (Tanksley y Loaiza-Figueroa,
1985; Entani ef al, 1999) o en la region subtelomérica cercana a una region de heterocromatina
donde el ADN estd altamente metilado, como es el caso de la manzana (Malus X domestica, Wang
ef al.,, 2012). De tal forma que la ubicacién del locus S cerca del centromero y la proximidad de
las dos determinantes provoca una nula recombinacién entre ambos genes, promoviendo su
herencia como una sola unidad mendeliana llamada haplotipo (Cruz-Garcia y McClure, 2001).
Los sistemas de autoincompatibilidad se clasifican en dos grupos dependiendo del tiempo de
expresion de la determinante masculina en el polen. Siendo estos el sistema de incompatibilidad
esporofitico (SIE) y el sistema de incompatibilidad gametofitico (SIG; Newbigin ef 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 loculo de la antera cubriendo a los granos de polen y
formando parte de la cubierta del polen (Figura 1A). En el SIG, la expresidon y sintesis de la
determinante femenina ocurre en el tejido materno, pero la expresion 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



polen se presenta cuando el haplotipo S del polen coincide con uno de los dos haplotipos §
presentes en el pistilo diploide de una planta heterocigota.

Existen algunas caracteristicas 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
inhibicion de la germinacion de los granos de polen sobre la superficie del estigma o si se
presenta, no hay penetracion del TP en la cuticula de las papilas estigmaéticas. En el caso del SIG,
los granos de polen se liberan bicelulares, los estigmas son humedos, lo cual permite la
germinacion de la mayoria de los TPs y su crecimiento por el estigma en donde algunos son
inhibidos o bien en el estilo en donde la mayoria cesa su crecimiento (Takayama e Isogai, 2005).
En el SIE, una planta heterocigota produce los dos alelos S que se encontraran en la cubierta del
polen, de tal forma que una planta $1.$ producira granos de polen con genotipo Si 0 &, pero de
fenotipo $1.5. Si los granos de polen de esta planta con fenotipo $1.5; llega al estigma de una planta
851852 sera rechazado, en cuyo caso la respuesta de autoincompatibilidad se manifiesta con la
inhibicién de la germinacion del polen en la superficie del estigma, lo que resulta en una cruza
autoincompatible (AI). En el caso en el que un polen 518 llegard a la superficie del estigma, este
grano de polen también serd rechazado por la coincidencia del haplotipo Si. Pero en una cruza
autocompatible (AC), el polen lleva en la cubierta el producto de los alelos 58, el polen
germinara y el TP crecera hasta alcanzar los dvulos donde ocurrira la doble fecundacion,
produciendo una progenie con los siguientes genotipos 5185, $1.5, 2.5 y 58, de tal manera que la
progenie no llevara a cabo introgresion con sus padres (515, y $38) o con sus hermanos, ya que
siempre habra coincidencia con uno de los haplotipos § (Figura 1A; Cruz-Garcia y McClure,
2001).

En el SIG, una planta heterocigota $15; produce granos de polen con genotipo y fenotipo S 0 $. Si
los granos de polen de esta planta S5 (polen S o &) llegan al estigma, germinaran y un TP
emergera y crecerd; sin embargo, su crecimiento se inhibira en el estigma y en el primer tercio del
estilo. Pero si el haplotipo del polen es S, el polen germinard y TP crecerd a través de la matriz
extracelular del tejido de transmision del estilo hasta llegar a los dvulos y alcanzar el saco
embrionario para llevar a cabo la doble fecundacion, resultando en una progenie con individuos
518y £5, ya que sélo la mitad de la descendencia podrd introgresar con los padres y con una

proporcidn de la progenie (Figura 1B).



Pistilo S1S;

Polen Genotipo Sl ﬁ SZ Q S4 Sl °Sz @SS
Fenotipo 182 S Sz S354 Sl SZ 83
Progenie {5183 8184 8283 8254\ lslsS SZSS\

Figura 1. Control genético en los sistemas de autoincompatibilidad.

A. Sistema de autoincompatibilidad esporofitico. Plantas diploides S1Sz expresan el producto del alelo S1y Sz en el
tejido diploide del tapete, que al degenerar vierte su contenido al interior del Idculo de la antera y cubre la pared de los
granos de polen. De esta forma los granos de polen provenientes de esta planta seran fenotipicamente S1Sz. Los granos
de polen al llegar al estigma de un pistilo S1S2 o de alguna planta que porte los mismos alelos S (S1 0 S2), son
reconocidos y el polen es rechazado inhibiendo su germinacion. Si por el contrario, llega polen con fenotipo S3Ss a un
pistilo S1Sz, estos granos de polen germinan y crecen por el tejido de transmision del estilo hasta alcanzar los dvulos y
fecundarlos para producir una progenie S1Ss, S1S4, S2S3y S2Ss.

B. Sistema de autoincompatibilidad gametofitica. Plantas diploides S1S2 expresan el producto del alelo S1 0 Sz en el
citoplasma de los granos de polen haploides siendo fenotipicamente S1 0 Sz. 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 Ss es capaz de germinar y crecer a través del tejido de transmision del estilo

hasta alcanzar el ovario y fecundar los évulos para producir una progenie S1S3 y S2Ss.



3.1.1. Factores no ligados al locus Sinvolucrados en la incompatibilidad

Ademas de las determinantes codificadas por el locus S, existen otros factores no ligados al locus §
conocidos como genes modificadores (GM). Las evidencias genéticas indican que los productos de
los GMs, son esenciales en la via de reconocimiento y rechazo del polen (Ai ef al, 1991; Murfett
et al, 1994, 1996; Tsukamoto ef al, 2003). Estos factores se han clasificado en tres grupos
(McClure ef al., 2000):

L. Incluye GMs cuyos productos regulan la expresion de las determinantes de la especificidad en
la respuesta de incompatibilidad.

II. GMs que regulan la actividad biologica de las determinantes de especificidad; por lo tanto, su
funcion se restringe a la incompatibilidad.

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

3.2.  Sistema de incompatibilidad esporofitica en Brassicaceae

El sistema de autoincompatibilidad en la familia Brassicaceae opera a nivel de la interaccion entre
el grano de polen y las papilas estigmaticas. La respuesta es muy rdpida y se observa minutos
después del contacto entre el polen y el estigma (Rea y Nasrallah, 2008). En Brassica el locus Ses
muy complejo, alberga al menos 17 genes; sin embargo, solo dos genes fuertemente ligados y
altamente polimérficos se requieren para el reconocimiento haplotipo S-especifico. Uno de ellos
es la determinante femenina que codifica para un receptor cinasa del locus S (SRK; Stein ef al
1991; Takasaki ef al., 2000), y el otro es la determinante masculina conocido como una proteina
rica en cisteinas del locus § (SCR, Schopfer ef al, 1999), también fue designado como SPI7
(proteina 11 del locus & Suzuki ef 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 plasmatica de las papilas estigmaticas, con un
dominio extracelular que se extiende hacia la pared celular (Stein ef al, 1996). SRK posee un
dominio extracelular (eSRK) que es responsable de la union con su ligando, SCR (Kachroo ef 4,
2001). El eSRK es altamente polimoérfico entre los diferentes haplotipos y se ha dividido en tres
subdominios: f lecitina like, la region hipervariable y PAN. El analisis bioquimico de cada
subdominio muestra que la regidon hipervariable es responsable de la union de SCR (Kemp y
Doughty, 2007).

Mediante experimentos de ganancia de funcion se demostrd que SRK es la unica proteina

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



estigma para rechazar el polen incompatible se aumenta por la presencia de un segundo gen
estigmatico localizado en el locus S, conocido como SLG (glicoproteina del locus 8 Takasaki ef al,
2000).

SLG codifica una glicoproteina que se secreta y se localiza en la pared celular de las papilas
estigmaticas (Nasrallah ef al, 1985; Kandasamy ef al, 1989). SLG y el dominio S del receptor de
SRK presentan hasta un 98% de identidad (Stein ef al, 1991). Los experimentos de pérdida de
funcién demuestran que SLG no es esencial para el reconocimiento y rechazo del polen, aun
cuando su presencia incrementa la fuerza de la respuesta de incompatibilidad (Takasaki ef al,
2000).

3.2.2. Determinante masculina

SCR codifica para una proteina del polen rica en cisteinas, identificada por dos grupos
independientemente (Schopfer ef al, 1999; Takayama ef al, 2000), de alli que algunos le llamen
SCR y otros SP11. Los alelos de SCR son altamente polimdrficos, exhibiendo entre un 19-94% de
identidad, pero todos poseen un residuo de glicina conservado y usualmente 8 cisteinas,
responsables de su estructura 3D (Watanabe ef al, 2003), la cual muestra un asa hipervariable
propuesta como la responsable de la interaccion con las demas SRKs (Mishima ef al., 2003).

SCR se expresa en las células del tapete del esporofito y en las microsporas del gametofito (Shiba
efal,2001).

3.2.3. Factores Sno especificos

Se han identificado pocos candidatos potenciales como proteinas efectoras en esta via de
senalizacion y de éstas solo algunos han mostrado una funcidén en la incompatibilidad. Un
ejemplo de ello son dos tiorredoxinas tipo 4 (THL1 y THLZ2), identificadas como proteinas
interactoras de la region citoplasmatica de SRK (Bower ef 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 ef al, 2001). La supresion de estas proteinas por
antisentido causa un bajo nivel de rechazo del polen tanto en polinizaciones compatibles e
incompatibles (Haffani ef al, 2004). Ademds, una variante de SRK que es constitutivamente
activa, se inhibe por THL1 y esta inhibicidn es reversible al adicionar proteinas de la cubierta del
polen incompatible (Cabrillac ef al, 2001). SRK podria formar dimeros en ausencia de SCR
independientemente del ligando a través de sus dominios extracelulares, sugiriendo que las
proteinas tiorredoxinas tipo 4 funcionan para mantener los dimeros y al receptor en una forma
inactiva. Esta interaccion se pierde al interaccionar SRK con su SCR especifico (Cabrillac ef al,
2001; Naithani ef al, 2007).



Se ha identificado otros tres efectores positivos que participan en la via de sefnalizacion del
rechazo del polen en Brassica. Entre ellos se encuentra MLPK (M-locus protein kinase, por sus
siglas en inglés), una proteina cinasa citosolica de serina/treonina que fue identificada por
clonacién posicional en una mutante de Brassica rapa, que perdid la capacidad de rechazar el
polen incompatible. El gen de MLPK exhibe dos transcritos, MLPKf1 y MLPKtZ, producto de
empalme alternativo. Ambas isoformas solo difieren en su extremo amino terminal. MLPKf1 se
localiza en la membrana plasmatica a través de su sitio de miristoilacion y MLPKf2 también se
sitia en la membrana plasmatica pero a través de su region hidrofdbica localizada en el extremo
amino terminal. Ensayos de complementacion bimolecular revelan una interacciéon directa entre
SRK y MLPKs in planta (Murase ef al., 2004; Kakita ef al., 2007).

Otro efector positivo es ARC1, una proteina que contiene motivos repetidos de Armadillo (Gu ef
al, 1998). ARC1 es un miembro de la subfamilia de proteinas con caja U, las cuales presentan
actividad de ubiquitin E3 ligasa (Stone ef al, 2003). Ensayos bioquimicos demuestran que ARC1
promueve la ubiquitinacion de proteinas del estigma durante el rechazo del polen incompatible.
ARCI se expresa solo en el estigma. A través de ensayos de doble hibrido en levaduras se probo
que interacciona exclusivamente con la forma fosforilada de SRK, mediante su dominio cinasa
(Gu ef al, 1998). Experimentos de pérdida de funcién de ARCI mostraron que se reduce la
habilidad del estigma para rechazar eficientemente el polen incompatible (Stone ef al, 1999). En
la presencia de SRK funcional, ARC1 se asocia al proteosoma y al complejo COP9 (Stone ef al,
2003).

Finalmente, se identifico AfPUBS (Arabidopsis thaliana Plant U-box protein 8) usando plantas
transgénicas de A. thaliana. AfPUBS es un gen que se requiere para la expresion de la
incompatibilidad en estados tardios del desarrollo del estigma, aparentemente, regulando los
niveles de transcrito de SRK (Liu ¢f al., 2007).

3.2.4. Mecanismo de reconocimiento y rechazo del polen

El modelo del rechazo del polen en Brassica propone que la interaccion haplotipo S-especifica
entre SCR y el dominio cinasa de SRK promueve una rdpida autofosforilacion de los residuos de
serina y treonina localizados en el dominio cinasa de SRK, lo que ocasiona la disociacion 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 inhibicion del grano de polen incompatible pero sin
afectar la germinacion de granos de polen compatibles, en donde SCR no se une a SRK. La cascada
de senalizacion que se sigue después de la interaccion de las determinantes de especificidad no se
conoce, pero se sugiere que los tres efectores positivos, MLPKf1, MLPKf2 y ARCI, pueden
ubiquitinar proteinas no conocidas que pueden funcionar como inhibidores de la

incompatibilidad o proteinas requeridas para el crecimiento del TP, causando su degradacién o su



redistribucion subcelular (Rea y Nasrallah, 2008). Entre las proteinas blanco se pueden incluir
algunas que participan en la biosintesis, senalizacion, organizacion del citoesqueleto y exocitosis
(Figura 2; Samuel ef al., 2009).

Polen S,S,

Papila estigmatica S,S,

SCR1 SCR3 Tiorredoxina 1/2 MLPK E2 ligasa
0o @@» e QO

SRK1 SRK2 SCR2 SCR4 ARC1 Ubiquitina Proteina no conocida

Figura 2. Modelo del sistema de incompatibilidad esporofitico en Brassica. En una polinizacién incompatible un
pistilo S1S2 que es polinizado con polen fenotipicamente S1S2 permite la interaccién entre los receptores de cinasa,
SRK1y SRK2 con sus ligandos SCR1 y SCR2 del polen. La interaccion haplotipo S especifica entre el receptor y ligando
activa el dominicio cinasa de SRK seguido de la disociacidn de las tiorredoxinas y la autofosforilacidn en los residuos de

serina y treonina del dominio cinasa de SRK. ARC1 interacciona con el dominio cinasa de manera fosforilacion
dependiente y funciona como una E3 ubiquitin ligasa, que forma complejo con la E2 ubiquitina para degradar factores del
polen que ayudan a su germinacion a través de la ubiquitinacién de las proteinas y su posterior degradacién por el
proteosoma y el complejo COP9. La activacion del dominio cinasa de SRK también puede activar a MLPK. En una cruza
compatible con polen fenotipicamente S3Ss no hay una interaccion entre los receptores y el ligando por lo que no hay
disociacion entre las tiorredoxinas y SRK manteniéndola en su forma inactiva y permitiendo la germinacion y crecimiento

del tubo polinico (Adaptada de Hiscock y Mclnnis, 2003 y Rea y Nasrallah, 200

10



3.3.  Sistema de incompatibilidad gametofitica

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 evolucion

se han originado dos veces de manera independiente.

3.3.1. Sistema de incompatibilidad en la familia Papaveraceae

Este SIG solo se ha descrito en Papaver rhoeaes. 1a respuesta de incompatibilidad se manifiesta
durante o posterior a la germinacion del TP sobre la superficie estigmatica 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 proteina pequena de 15kDa que es secretada por el
tejido estigmatico (Foote ef al, 1994; Wheeler ef al., 2009). El analisis de la secuencia de FrsS no
muestra similitud con alguna otra proteina de funcién conocida (Foote ef al, 1994). Su pl varia
entre 6.9 y 7.55 y se predice un péptido senal de 19 residuos (Humphrey ef al, 1994). Algunas
de estas proteinas se encuentran modificadas por N-glicosilacion (Franklin-Tong y Franklin,
2003; McCubbin y Kao, 2000). Las PrsS son altamente polimorficas y comparten entre 51-63 %
de identidad en su secuencia de aminodcidos. Poseen cuatro residuos conservados de cisteinas y
una estructura secundaria formada por seis hojas B y dos hélices o unidas por siete asas
(Takayama e Isogai, 2005). Bajo condiciones in vifro, la proteina PrsS (o proteina S) recombinante
inhibe la germinacion del polen de una manera alelo S-especifica, concluyendo que PrsS es la

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

3.3.1.2. Determinante masculina

Wheeler ef 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 analisis de RT~-PCR se demostrd que este
ORF se transcribe especificamente en el polen durante el desarrollo de la antera. E1 cDNA de
PrpS1 codifica para una proteina con una masa molecular tedrica de 20.5 kDa y un pl de 7.55;

sin embargo, PrpS3 y PrpS8 tienen una masa molecular de 21.1 kDa (pl 6.57) y 20.9 kDa (pI
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8.51), respectivamente. Mediante un andlisis tipo Southern se reveld que PrpsS solo se encuentra
en una copia en el genoma de P, rhoeaes. El estudio de segregacion, a través de la amplificacion
de cada uno de los alelos en genotipos diferentes, demostrd que el gen S del polen co-segrega con
el gen Sdel pistilo, sin encontrar eventos de recombinacion. Mientras que los datos de divergencia
de las secuencias de ambas determinantes sugieren una co-evolucidon ademds de un origen
temporal comun (Wheeler ef al., 2009).

PrpS no muestra similitud con alguna otra proteina descrita hasta el momento. Se predice en PrpS
la presencia de 3-5 hélices transmembranales y una asa extracelular de 60~100 aminoacidos, que
podria estar involucrada con la interaccion con PrsS. El andlisis por Western detecta a PrpS1 en
extractos de polen enriquecidos con membranas; mientras estudios de inmunolocalizacion lo
asocian con la membrana plasmatica del TP.

La prueba que determind que PrpS estd directamente implicada en la respuesta de
incompatibilidad consistion en un bioensayo in vifro de competencia. En este experimento una
mezcla de polen §1 y & fueron incubados con la determinante femenina PrsS1 y PrpS1. El
resultado de este ensayo fue la ausencia del rechazo del polen Si, concluyendo que PrpS es la
determinante masculina en P. rhoeaes (Wheeler ef al, 2009). Otra prueba que fortalecid esta
conclusidn fue la derivada de experimentos con oligonucledtidos 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 transformacion, debido a
que los as-ODNs redujeron los niveles de PrpS y por ende la respuesta de rechazo del polen
(Wheeler ef 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-especifica, activando una cascada de senalizacion en el interior del
TP que conlleva a la inhibicion de su crecimiento y a su muerte (McClure y Franklin-Tong,
2000). Esta interaccion causa un rapido incremento en los niveles de Ca2+ intracelular, y un flujo
de Ca?*+ extracelular al interior del TP alterando el gradiente de calcio en el interior del TP
necesario para su crecimiento apical (Franklin-Tong ef al, 2002). Las anomalias en el flujo de
Caz*+ disparan algunos eventos que causan la inhibicidn del crecimiento del TP unos pocos
minutos después de la interaccidn de las determinantes (McClure y Franklin-Tong, 2006). El
evento més temprano, resultado de la respuesta de incompatibilidad, es la despolimerizacidon de
actina a través de la accion cooperativa de algunos ABPs (Actin Binding Proteins por sus siglas en
inglés) reguladas por Ca%* (profilinas y gelsolinas) y la disrupcion del citoesqueleto de actina
(Snowman ef al., 2002; Thomas ef al., 2006). La profilina regula el ensamblaje entre proteinas del

citoesqueleto con proteinas cinasas o con proteinas con actividad de fosfatasas, mientras que la
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gelsolina PrABP80 actua sinérgicamente con la profilina para mediar la despolimerizacion de la
actina F dependiente de Ca2+ (Huang ef 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 activacion de la proteina cinasa dependiente de Ca2+ (CDPK) y
por la fosforilacion y reduccion de la actividad de la pirofosfatasa Pr-p26a y Pr-p26b (Rudd ef al,
1996; de Graaf ef al., 2006). La disminucion en la actividad de Pr~p26a/b inhibe la biosintesis 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 proteina activada por mitégeno; Rudd ef al, 2003), y el inicio de la muerte celular
programada (PCD; McClure y Franklin-Tong, 2006). La PCD se inicia con la despolarizacion de la
membrana mitocondrial que conduce la liberacion del citocromo c¢ hacia el citosol, donde activa
proteinas tipo caspasas (Thomas y Franklin-Tong, 2004) y se presenta, como evento culminante,
la fragmentacidn del DNA (Jordan ef al, 2000), que conduce a la muerte del TP incompatible

(Figura 3).

Estigma S, S,

Tubo
polinico S,
o @ s o
PrsS1 p56 (MAPK) Citocromo ¢
D d Proteinas Proteinas con
de unién a i tipo
Prps1 PrsS1 p26 (IPP) actina caspasa Actina

Figura 3. Modelo del sistema de incompatibilidad gametofitica en Papaver. En una cruza incompatible el polen Sy
crece en un estigma S1S,. La proteina PrsS1 interacciona con el receptor PrpS1 del polen de manera haplotipo S
especifica. Esta interaccion permite la apertura de canales de Ca?* localizados en la membrana del tubo polinico
permitiendo la entrada de Ca2* al interior del tubo polinico. EI aumento de Ca?* citoplasmatico ocasiona la
despolimerizacién del citoesqueleto de actina con la ayuda de proteinas de union a actina (ABPs). También ocasiona la
forforilacion de p56 que conlleva a la liberacion del citocromo c, el cual activa enzimas con actividad de caspasa que
ocasionan la fragmentacion 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 mas representados en las angiospermas y se ha estudiado
fundamentalmente en las familias Solanaceae (Nicotiana, Solanum, Pefunia), Plantaginaceae
(Antirrhinum) y Rosaceae (Prunus, Pyrusy Malus; de Nettancourt, 2001; Yamame y Tao, 2009).
Los estudios llevados a cabo desde la década de los 80°s por varios grupos de investigacion han
determinado que el locus S posee dos genes altamente polimodrficos y ligados fuertemente,
conocidos como la determinante femenina o S-RNasa (ribonucleasa del locus 8 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 ef al., 1989; Sijacic ef al, 2004; Hua ef
al., 2008).

3.3.2.1. Determinante femenina

La determinante femenina es una proteina con actividad de ribonucleasa conocida como S-RNasa
(McClure ef al., 1989; Kao y McCubbin, 1996). Las S-RNasas son glicoproteinas 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 transmision del estilo y del ovario (Anderson ef al, 1986;
Cornish ef al., 1988; McClure ef al., 1989; Broothaerts ef al, 1995; Sassa ef al, 1996; Xue ef al,
1990).

La corroboracion de que la S-RNasa es la determinante femenina se realizd mediante
experimentos de ganancia o pérdida de funcion con plantas transgénicas en Solanum, Pefunia y
Nicotiana, en donde la expresion de diferentes S-RNasas causd cambios en el fenotipo de
polinizacién, pasando de compatible a incompatible o viceversa. La ganancia de funcion para la
$-RNasa o la Scio-RNasa en hibridos de Nicotiana langsdorttii X N. alata Si05S105s mostraron el
rechazo del polen Sz o0 Sio (Murfett ef al, 1994; 1996). En el caso de Pefunia inflata se
realizaron experimentos de pérdida de funcion, en donde una planta 515, se silencio la S»-RNasa
por antisentido, generando plantas que aceptaron el polen S, (Lee ef al, 1994). En Prunus, Pyrus
¥ Malus, la identificacion 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 actuan como agentes citotdxicos
S-especificos (McClure ef al., 1989; Gray ef al., 1991), ya que al ser reemplazadas una de las dos
histidinas conservadas en el sitio activo de la $3~-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 ef al, 1994). Otra
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evidencia que apoya esta hipdtesis se encontrd en un poblacidon natural autocompatible de
Solanum peruvianum. Las plantas de esta poblacidon expresan una S~-RNasa sin actividad, debido a
una mutacion puntual que generd un cambio de una histidina por una arginina en su sitio activo
(Kowyama ef al., 1994; Royo ef 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 transmision, de manera inespecifica, es decir tanto
en una cruza compatible como en una incompatible (Luu ef al., 2000; Goldraij ef al, 2006) y
degradan el ARN de los TPs después de una cruza incompatible (McClure, 2006).

En las Solandceas la secuencia de las S-RNasa muestra 5 regiones conservadas (C1-C5) y dos
dominios hipervariables HVa y HVb (Ioerger ef al., 1994; Xue ef 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 ef al, 2001; Kao y Tsukamoto, 2004). Las regiones conservadas
tienen cuatro Cys importantes en la formacidn de los puentes disulfuro. En contraste, en la familia
Plantaginaceae sélo cuatro dominios se conservan (C1, C2, C3 y C5; Ushijima ef al, 1998),
mientras que en las rosdceas se presentan 5 dominios conservados C1, C2, C3, C4 y C5 y dos

dominios cataliticos (Ushijima ef al, 1998; Yamame y Tao, 2009).

Asimismo, las S-RNasas muestran un alto potencial para interactuar con proteinas estilares, ya
que en ensayos de union a través de una columna en donde la S-RNasa estaba inmovilizada fue
identificado un grupo de proteinas de arabinogalactanos (APGs) y una proteina de 11 kDa de
unién a cobre. Entre las mas 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-Garcia ef al, 2005). Se propone que la funcién de estas

APGs es ayudar al crecimiento de los TPs compatibles.

3.3.2.2.  Factores Sno especificos en el pistilo

Los genes modificadores mas estudiados en Nicotianay Solanum son HT-B 'y 120K. Sus productos
2énicos ingresan a los TPs cuando crecen por el estilo en N. alata (Goldraij ef al., 2006). Su papel
en la autoincompatibilidad se confirmé mediante experimentos en donde su expresion fue
suprimida (McClure ef al., 1999, Hancock ef al., 2005).

HT-B (High-Top Band por sus siglas en inglés) es una proteina de 8.6 kDa, con un dominio
conformado por 20 residuos de asparagina y aspartico (dominio ND) hacia el extremo carboxilo
terminal (Kondo y McClure, 2008). El dominio ND esta flanqueado por dos motivos de cisteinas,
CAACKC y CQTVCC en N. alata (Kondo y McClure, 2008). HT-B se expresa sélo en estilos
maduros de plantas AI (McClure ef al, 1999). HT-B es un gen presente en tres géneros de la

familia Solanaceae: Nicotiana, Petuniay Solanum (McClure ef al., 1999; Kondo ef al, 2002a, b;
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O’ Brien ef al, 2002; Puerta ef al, 2009). Al ser silenciado HT-B por ARN en antisentido en
plantas transgénicas de Nicotiana, ¢stas expresaron un nivel reducido de HT-B, lo que provocod
que fallaran en rechazar el polen de forma haplotipo S-especifica, aun cuando el nivel de S-RNasa
presente fuera normal (McClure ef al., 1999). En Pefunia se identifico el homoélogo de HT-B, cuya
expresion se observa tanto en especies Al y AC. La supresion de la expresion de H7-B mediante
RNA de interferencia (RNAi) resulta en un rompimiento parcial de la autoincompatibilidad
(Puerta ef al., 2009).

En Solanum chacoense se caracterizaron dos genes HT: ScHT-A 'y ScHT-B. Ambas proteinas 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, solo la isoforma ScHT-B
mostrd estar involucrada directamente en la respuesta de autoincompatibilidad (Kondo ef 4l,
2002a; O’Brien ef al., 2002).

En Solanum [ycopersicon AC (en sinonimia con Lycopersicon esculentfum) y S. peruvianum Al se
clonaron los genes que codifican para HT-A y HT-B, y se designaron como LeHT-A, LeHT-F,
LpHT-Ay LpHT-B, respectivamente. En LeHT-A una mutacidén produce un cambio en el marco de
lectura, mientras que en LeHT-B se encontrd un coddn de término prematuro, lo cual concuerda
con la ausencia del transcrito de LeHT-B en el estilo de Lycopersicon esculentum (Kondo ef al,
2002a). El andlisis del transcrito de HT-F en siete especies AC y tres especies Al, mostrd que
ninguna de las especies AC lo presenta, mientras que las Al si lo exhiben (Kondo ef al, 2002b).

A la fecha se han identificado otros miembros de la familia HT en Pefunia inflata, designados
como proteina tipo HT-A y proteina tipo HT-B (PiHTL-A y PiHTL-B). Los transcritos de PIHTL-Ay
PiHTL-B se originan por el procesamiento alternativo de un solo gen. Las proteinas PiHTL poseen
un motivo de cisteinas (CXXCXCCXXXCXXXC) similar al presente en HT-A y HT-B, aunque no
presentan el motivo ND. Ambas proteinas 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 polinizacidon y que la
degradacidn ocurre mayoritariamente en una polinizacion compatible comparada con las
incompatibles (Goldraij ef al., 2000).

La proteina 120K es una arabinogalactoproteina que presenta un motivo de extensina. Se localiza
en las células del tejido de transmision del estilo y se secreta a la matriz extracelular del tejido de
transmision del estilo tanto de especies AC como Al de Nicotiana (Lind ef al, 1994; Hancock ef al,
2005). El silenciamiento de 120K por RNAi en hibridos de N. plumpaginitolia AC X N. alata Al,
abate la capacidad de reconocimiento del polen con el mismo haplotipo S que el pistilo en M.
alata (Hancock ef al, 2005). En esta especie, 120K forma complejos con las S-RNasas (Cruz-
Garcia ef al, 2005) e ingresa a los TPs independientemente de su haplotipo S (Lind ef al., 1996;
Goldraij ef al, 2006). En cruzas compatibles y en etapas tempranas de la polinizacion 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 tardias (36h) en una polinizacion incompatible, 120K ya
no se detecta en los TPs (Goldraij ef al, 2006). Estas evidencias sugieren que 120K podria estar
asociada a los sistemas membranosos en el TP y que su participacion en el rechazo del polen seria
en la liberacion de las S-RNasas de la vacuola al citoplasma del TP en coordinacién 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 ef
al., 2005; Goldraij ef al., 2006).

La asociacion de HT-B, 120K y la S-RNasa a sistemas membranosos del TP es muy probable, ya
que se les detectd por inmuno analisis en fracciones microsomales de TPs Al, los cuales son
recuperados, de estilos densamente polinizados. Experimentos de solubilidad con la fraccidon
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 extraccion con sales se trata con un detergente es
posible recuperar a esta proteina en el sobrenadante (Goldraij ef al, 2006). Estos resultados
sugieren que HT-B estd asociada a la membrana de la vacuola que secuestra a las S-RNasas en el
TP. Esta hipotesis se refuerza con el hecho que HT-B incluye en su extremo carboxilo motivos de
cisteinas (CaaC, CXC y CC) blanco de modificaciones lipidicas (prenilacion; Ibarra-Sanchez y
Cruz-Garcia, datos no publicados), los cuales poseen un cardcter hidrofdbico que anclan

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

3.3.2.3. Determinante masculina

La determinante masculina es el gen SLF/SFF , identificada en P. inflata, pertenece a una familia
de proteinas con caja F localizada hacia el extremo amino (Sijacic ef 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 identificé mediante un analisis de secuenciacion en mutantes de
polen de Prunusy mediante un analisis de la diversidad de las secuencias en SLE/SFB.

La proteina SLF/SFB muestra dos regiones hipervariables (HVa y HVb) hacia el extremo carboxilo,
las cuales podrian ser importantes en la especificidad (Ikeda ef al, 2004; Kao y Tsukamoto, 2004;
Yamame y Tao, 2009). En Prunus, hay una mayor diversidad alélica (66-82.5% de identidad,
Ikeda ef al, 2004) que en Solanaceae (88.4-89.4% de identidad; Sijacic ef al, 2004) en el gen
SFB/ SLF.

El locus Spresenta una gran multiplicidad en genes con caja F. En Pefunia al menos hay tres genes
que codifican proteinas con caja F y que estan ligados a la S-RNasa (Kubo ef al, 2010), en
Anthirrinum se han identificado de dos a tres genes con caja F (Zhou ef al, 2003), mientras que

en Nicotiana se han reportado 10 genes con caja F ligados al locus § (Wheeler y Newbigin, 2007).
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Los experimentos que llevaron a la comprobacion de que SLF es la determinante masculina se
basaron en los hallazgos de Golz ef al (2001). Estos investigadores propusieron el modelo de la
interaccién competitiva para explicar por qué las mutantes que tienen duplicado el alelo Sen el
polen en N. alata no rechazan el polen cuando su haplotipo S coincide con el del pistilo diploide.
La interaccion competitiva ocurre en plantas incompatibles mutantes que codifican y expresan en
el polen dos alelos S diferentes. Esta situacién ocurre en plantas mutantes donde la region del
locus S que codifica la determinante masculina esta duplicada o en plantas tetraploides para la
familia Rosaceae subfamilia Maloidea, pero no para la subfamilia Prunoideac en donde la
interaccion competitiva no ocurre (Sassa ef 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
seran rechazados (Golz ef al, 2001). Para demostrar que SLF era la determinante masculina
Sijacic ef al (2004) ofrecieron una prueba contundente basada en el modelo de la interaccion
competitiva, de la siguiente manera: transformaron plantas incompatibles de P. inflata 8151, 515,y
583, con el transgen SLF-, fusionado a un promotor especifico de polen. Las plantas transgénicas
resultantes produjeron polen homoalélico (SLE + &) o heteroalélico (SLE + S o SLE + S3).
Cuando las plantas transgénicas de F. inflata $1$1 + SLF-» 6 8 + SLF-» fueron polinizadas con
polen homoalélico o heteroalélico, solo aceptaron el polen heteroalélico, demostrando que la
interaccién competitiva ocurrid y que SLF es la determinante masculina en los sistemas de
incompatibilidad basados en S-RNasa. Otros resultados que confirman que SLFes la determinante
masculina fueron los reportados por Lai ef al. (2002) y Qiao ef al. (2004) en P. hybrida. En esta
especie, el gen AASLE, de Antirrhinum hispanicum se clond y expresd en el polen de plantas
autoincompatibles en P. Aybrida $38:. Las plantas transgénicas que expresaron a AASLF; y
produjeron polen heteroalélico S:AASLE,, fueron incapaces de rechazar el polen $. De esta
manera, se concluye que el gen AASLF; esta implicado en la respuesta de autoincompatibilidad en
esta especie (Qiao ef al, 2004).

La expresion de SLF es haplotipo S-especifica y se restringe al polen (Sijacic ef al, 2004).
Inmunolocalizaciones muestran que AhSLF se localiza en el citoplasma del TP y en el reticulo
endoplasmico (Wang y Xue, 2005; McClure, 2006).

Los miembros de la familia de genes con caja F se han involucrado en la via de degradacion de
proteinas por el proteosoma 26S (Sullivan ef al., 2003) formando parte del complejo de E3 ligasa
de ubiquitina (Sijacic ef al, 2004), donde su papel es unir especificamente el sustrato (proteina
blanco) al complejo y marcarlo para su degradacion a través de la adicion de poliubiquitina. La
proteina SLF podria funcionar como una enzima ligasa tipo E3. Las enzimas ligasas E3
representan un paso crucial en el control de la poliubiquitinacién de la proteina blanco, ya que
son las encargadas de reconocer la senal de ubiquitinacién en la proteina seleccionada y

coordinar la transferencia de la ubiquitina (proteina de 76 kD) desde la ligasa E2 a un residuo de
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lisina de la proteina blanco (Sullivan ef al, 2003). El reconocimiento de la proteina blanco y la
transferencia de ubiquitina por las ligasas E3 puede ocurrir por la formacién de un complejo
proteico conocido como SCF-E3, el cual se forma con cuatro proteinas: SKP1, Culina, una proteina
con caja Fy Rbx1 (Cardozo y Pagano 2004; Smalle y Vierstra, 2004).

Mediante experimentos de doble hibrido y pull down se observd que la porcion carboxilo
terminal de AhSLF; es capaz de interaccionar con la S-RNasa; sin embargo, la region amino
terminal, que contiene la caja F no muestra interaccién con la S-RNasa (Qiao ef al, 2004).
Ademas, se sabe que en Antirrhinum, SLF interacciona con la S-RNasa de manera especifica y no
especifica (Qiao ef al, 2004). Mientras que en F. inflata la interaccién con la S-RNasa especifica
es mas fuerte (Hua y Kao, 2006). Hua ef al. (2007), realizaron construcciones truncando alguno
de los tres dominios funcionales de SLF/SFB (FD1, FD2 y FD3), concluyendo que FDI+FD3
contribuyen a la especificidad de la interaccidén entre PiSLF y la S-RNasa y que FD2 puede ser la

region primaria de la interaccion, aunque no necesariamente esta involucrada en la especificidad.

3.3.2.4.  Factores Sno especificos en el polen

Por mas 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
hibrido, sin resultados concluyentes (Hua y Kao, 2006). Sin embargo, usando al gen SFB I,
proteina de unién a la S-RNasa, identificada anteriormente en S. chacoensey P. hybrida (Sims y
Ordanic, 2001; O’ Brien ef al, 2004) se mostrd una union especifica con una cullina-1 llamada
PiCUL1-G y una proteina tipo E2 (Hua y Kao, 2006). Hua y Kao (2006) proponen un complejo
activo entre la S-RNasa y la E3 ligasa en F. inflata, siendo el complejo S-especifico integrado por la
S~-RNasa-SLF-SBP1-CUL1-G y el complejo S~-no especifico compuesto por S~-RNasa-SBP1-CUL1-G,
en donde SBP1 cubre el papel de Skp1 y Rbx1.

Mediante doble hibrido se identificd que la proteina SLF de Anthirrinum interacciona con una
proteina Skp1-like (AhSSK1; Anthirrinum hispanicum SLF-interacting Skp1-likel), que a su vez
interacciona con una proteina CULI1-like. De tal manera que en Anthirrinum si hay formacion
consistente de un complejo SSK1~-CUL1-SLF (Huang ef al., 2006).

Mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion en A. thaliana se encontrd que SLF forma complejo
con una proteina de 23 kDa designada como una proteina tipo AtSKP1 y ademds con una

proteinas de 65 kDa que reconoce el anticuerpo CUL1 de Arabidopsis (Qiao ef 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 como 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
degradacion de la S-RNasa en el interior del TP (Hua y Kao, 2006, Hua ef al,, 2008; Kubo ef al,
2010) y el otro es por medio del secuestro de la S-RNasa a algun compartimento donde no tenga
acceso a su sustrato (Goldraij ef al., 2006; McClure, 2006).

3.3.3.1.  Modelo de la degradacion de la S~-RNasa

Este modelo trata de explicar a la compatibilidad como el resultado de la degradacion de la S-
RNasa no especifica, y al rechazo como la no degradacion de la S-RNasa especifica, que es capaz
de rechazar el polen a través de la degradacion del ARN del TP (Entani ef al, 2003; Qiao ef al,
2004; Sijacic ef al., 2004; Ushijima ef al., 2004).

Se parte de que la S-RNasa puede interactuar con SFB/SLF por medio de dos dominios: un
dominio alelo S-especifico y un dominio comun para todas las S-RNasas. Este modelo predice que
la interaccién entre SFB/SLF y las S-RNasas en su dominio comun es més fuerte que entre SFB/SLF
y el dominio alelo S-especifico. De tal manera que SFB/SLF y la S-RNasa interaccionan a través de
un dominio alelo S-especifico, en donde el sitio de ubiquitinacion de la S~-RNasa puede quedar
enmascarado permitiendo que la S-RNasa evada la degradacion. En cambio, cuando SFB/SLF
interacciona con la S-RNasa no especifica en un dominio comun para todas las S-RNasas y todas
las SFB/SLF hay ubiquitinacion y degradacion de las S-RNasas no especificas. El escape de la
inhibicion se debe a una union no eficiente entre SLF y la S-RNasa, ya que a través de ensayos de
pull-down se observd una mayor union entre SLF y su S-RNasa no especifica que entre SLF y su S-
RNasa especifica (Hua y Kao, 2006).

Bajo este modelo en una polinizacion incompatible en un pistilo S5 que es polinizado con polen-~
S5, SLF; interaccionara con la $-RNasa en su dominio comun y mediara especificamente su
ubiquitinacion y degradacion por medio del proteosoma 26S; sin embargo, con la Si-RNasa
interaccionara preferencialmente a través de su dominio alelo S-especifico que resulta en un
complejo inestable que conllevaria a la no ubiquitinacion y subsecuente degradacion de la Si-
RNasa y como consecuencia a la inhibicion del crecimiento del TP.

En una polinizacién compatible en un pistilo S8 que es polinizado con polen 8, SLF3
interaccionaria fuertemente con ambas S-RNasas, a través de su dominio comun a todas las S-
RNasas, permitiendo la ubiquitinacién y degradacién de ambas S-RNasa no especificas y por
tanto, la estabilidad del ARN del TP no estaria afectada.
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3.3.3.2. Modelo colaborativo

En Petunia, el factor S del polen comprende multiples 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 especificas (Kubo ef al., 2010).

En una polinizacion compatible solo SLF.x y SLF.; se unen a la Sy-RNasa previniendo su
degradacién. En contraste en una polinizacion incompatible ninguna de los SLFs se unen con su
S-RNasa especifica y el ARN del TP se degrada y por lo tanto se inhibe su crecimiento (Figura 4;
Kubo ef al, 2010).

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

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

Cruza compatible

.X. _I /\f<\/\ Polen S,

N
OO @@@

SLFyy SLF,,

Pistilo S;S,

Cruza incompatible

Pistilo S,S,

[ c o ® ~~
S,-RNasa SLF RNA

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 Sz (cruza compatible) o con polen St (cruza incompatible). SLF
implica multiples proteinas SLF, derivadas del haplotipo S, que colaboran para degradar a la S-RNasa. Cruza
compatible. SLF produce las proteinas SLF2x, SLFay y SLF2z que interaccionan fuertemente con la S1-RNasa permitiendo
su ubiquitinacion y degradacion de la S1-RNasa ocasionando la degradacion del RNA. Cruza incompatible. SLF produce
a las proteinas SLF1x, SLF1v y SLF1z que interaccionan de forma inestable con la S1-RNasa permitiendo que el RNA del

tubo polinico sea degradado y su crecimiento inhibido (Adaptado de McClure et al., 2011).
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3.3.3.3.  Modelo de la compartamentalizacion de 1a S-RNasa

Este modelo propone que las S-RNasas ingresan por endocitosis de manera no especifica 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 citotoxico. En un pistilo 151 que es polinizado por polen %, el rechazo se
evita debido a que la Si-RNasa permanece secuestrada en la vacuola del TP, como consecuencia
de la degradacion 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 interaccion especifica entre SLF y la S-RNasa estabiliza a HT-B resulta en el rompimiento de la
vacuola y la liberacion de la S-RNasa al citoplasma en donde degrada el ARN e inhibe el
crecimiento del TP. Es decir, en un pistilo $151 polinizado con polen S, las vacuolas que contienen
a las S-RNasas se romperan entre las 16 y 36 h después de la polinizacion como respuesta a la
interaccion haplotipo S-especifica.

La interaccion haplotipo especifica o haplotipo inespecifica entre la S-RNasa y SLF debe ocurrir en
el citoplasma del TP, ya que las evidencias sefialan a SLF como una proteina soluble asociada al
reticulo endopldasmico (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 contradiccion,
McClure (2006) propone que la S-RNasa, al igual que la toxina ricina, puede seguir un
transporte retrogrado. En este caso la S-RNasa entra al citoplasma y es llevada a las vacuolas, pero
una porcidn de ella es transportado retrogradamente a través de la red endosomal hasta llegar a
los dictiosomas y de ahi al reticulo endoplasmico, de donde puede salir via el canal SEC61 y puede
ser sujeto a la via de degradacion de proteinas asociadas al reticulo endoplasmico, de tal forma
que la S-RNasa en el citosol podria interaccionar con SLF.

La compartamentalizacion 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 4956 defectuoso (Goldraij
et al., 2006). Estas evidencias sefialan que el rompimiento de la vacuola no depende soélo de la
interaccidén entre la determinante del polen y la S-RNasa, sino ademas requiere de factores
adicionales del pistilo. HT-B es de particular interés ya que su estabilidad se requere para que se
d¢ la respuesta de incompatibilidad, y esta estabilidad depende de la interaccion especifica entre

las determinantes (Figura 5).
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Figura 5. Modelo de la compartamentalizacion de la S-RNasa. El panel superior representa una cruza compatible y el
inferior una cruza incompatible. El pistilo S1S1 es polinizado con polen Sz (cruza compatible) o con polen S1 (cruza
incompatible). Cruza compatible. La S1-RNasa es ingresada al tubo polinico por endocitosis y conducida a una vacuola;
sin embargo, una parte sigue un camino retrogrado hacia el reticulo endoplasmico donde una porcién se escapa al
citoplasma donde interacciona con SLF+ ocasionando la degradacion de HT-B (por una via 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 degradacion de la vacuola y la liberacion de la S1-RNasa al citoplasma donde

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

Estudios en Solanaceae (Chetelat y De Verna, 1991) y en Brassicaceae (Hiscock y
Dickinson, 1993) han implicado al locus § en el rechazo interespecifico del polen.
Estudios genéticos apoyan la hipotesis de que el locus S previene la autopolinizacion entre
individuos de la misma especie y ademds actua restringiendo el entrecruzamiento a nivel
interespecifico.

El rechazo del polen interespecifico en el género Nicotiana se presenta por multiples vias
(Murfett ef al., 1996). Murfett y colaboradores (1996) realizaron un estudio detallado de
polinizaciones en plantas transgénicas expresando a la Sx2-RNasa en especies de
Nicotiana tanto en un entorno AC como Al Los resultados de su trabajo demuestran que
el rechazo interespecifico del polen en WNicotfiana sigue tres vias distintas: una via
independiente de S~-RNasas en donde las polinizaciones entre un cultivar AC de N. alata
rechaza el polen de las especies AC de N. tabacumy N. glutinosa. En esta via 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 interespecifico de N. obstusitoliay N. repanda en
pistilos de . fabacum (Eberle ef al, 2013). La segunda via es dependiente solo de la S-
RNasa en donde la expresion de la Sx2-RNasa en plantas transgénicas AC de N. fabacum 'y
N. plumbaginifolia adquieren la capacidad de rechazar el polen de N. fabacum 'y de N.
glutinosa pero no el de N. plumbaginifolia. La tercera via depende tanto de la S-RNasa
como de otros factores no ligados al locus S En este caso hibridos entre M.

plumbaginitolia X Al N. alata rechazan el polen de N. plumaginitolia.
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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 analisis genético en una poblacion segregante en plantas
AC y Al de Nicotiana indican que al menos dos GM estilares adicionales son esenciales para la
respuesta de rechazo del polen en Nicotiana (Goldraij ef al., 2006; Busot, 2009). Asimismo, datos
de expresion y de interaccion proteina-proteina sugieren que una tiorredoxina h (NaTrxh) en
Nicotiana, podria ser otro GM, ya que el transcrito de NaTrxh se acumula abundantemente en
especies Al de Nicotiana, y con una baja abundancia en especies AC. Ademads, NaTrxh interactua
in vifro de manera especifica con la $-RNasa (Juarez-Diaz ef al, 2006).

Otro candidato a ser un GM esencial en la incompatibilidad en Nicofiana es NaStEP (N. alata
Stigma Expresed Protein por sus siglas en inglés). El cADN de NaSfEP se recupero de un tamizado
diferencial de bibliotecas de cADN de plantas AC y Al de Nicotiana. Su transcrito se detecta de
manera abundante solo en estigmas maduros de especies incompatibles de Nicotiana, como V.
alatay N. rastroensis (Busot ef al, 2008, Cisneros, 2010).

NaStEP codifica para una proteina acida con homologia a los inhibidores de proteasas tipo Kunitz.
Su proteina se localiza abundantemente en las papilas estigmaticas y se acumula en estigmas
maduros y después de la polinizacidén. NaStEP es una proteina de alrededor de 25 kDa. Se predice
en su secuencia un péptido senal con un sitio de corte entre dos serinas en la posicién 24 y 25
(VFS-SS) resultando tedricamente una proteina madura de 24.37 kDa (Busot ¢f al, 2008).

La secuencia de aminodcidos de NaStEP predice, en el extremo amino, una senal de destino
vacuolar, NPIVL, de acuerdo con el motivo conservado y degenerado [N/L]-[P/1/L]-[1/P]-[R/N/S]
[L/P]. En pistilos no polinizados, NaStEP se localiza asociada a cuerpos proteicos dentro de
vacuolas; sin embargo, después de la polinizacion es liberada dentro del exudado estigmatico,
aparentemente a través de perforaciones en las paredes celulares de las células de las papilas
estigmaticas (Busot ef al, 2008).

La expresion de NaStEPsolo en el estigma de plantas de Nicotiana Al y su presencia en el exudado
estigmatico, 1o hace un excelente gen candidato involucrado en el rechazo del polen en Nicotiana,
por lo que su silenciamiento en plantas transgénicas permitira evaluar su participacion en el

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

NaStEPes un gen modificador esencial en la via del rechazo del polen en Nicotiana.

6. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si NaStEPparticipa en el rechazo intra e interespecifico del polen en Nicotiana.

OBJETIVOS PARTICULARES

Generar plantas transgénicas con NaStEP silenciado.
Evaluar si el silenciamiento de NaStEP afecta la expresion de la S-RNasa, HT-By 120K
Evaluar las relaciones de compatibilidad/incompatibilidad en las plantas transgénicas con
niveles de NaStEP no detectados.

4. Determinar si NaStEP contribuye en el rechazo interespecifico del polen en Nicofiana.
Evaluar la localizacién 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
polinico.

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

rechazo del polen como H7-B.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1.  Material bioldgico

Se utilizaron pistilos (estigma mas estilo) de botones florales en diferentes etapas de desarrollo,
flores en antesis y en post-antesis y hojas de Nicotiana alata AC [culfivar Breakthrough (BT)], V.
tabacum AC, N. plumbaginifolia AC, N. glauca AC, N. longiflora AC, N. benthamiana AC, N. alata
Al (genotipos Scio8cio, Sazdaz2 Y SiosSios), V. rastroensis Al e hibridos entre N. plumbaginifolia X N.
alata Si0sS10s y V. alata ScioScio. 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 dias después de la emasculacién, cuando los estigmas
generalmente ya se encuentran receptivos (estado en el que los estigmas estan humedos), 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 estigmatica con granos de

polen.

7.3.  Silenciamiento de NaStEP en N. alata SiosSios y N. alata ScioScio

Para determinar la funcidon de NaStEP en el rechazo del polen en Nicotiana se generaron plantas
transgénicas de N. alata SiosSi0s y N. alata Scioscio, en donde se silencidé a NaStEP mediante la
técnica de RNAi. Partiendo de una construccidn genética, previamente realizada por Busot
(2009), en el vector binario pART 27, que incluyo el promotor constitutivo 35S, NaS{EP en
sentido, una region intergénica, NaStEP en antisentido y el terminador NOS. Ademds, el vector
incluia el gen de resistencia a la kanamicina (ver Apéndice III para detalles).

La generacion de las plantas transgénicas se llevd a cabo mediante biobalistica.

7.3.1. Preparacion de particulas de tungsteno

Se pesaron 60 mg de particulas de tungsteno y se cubrieron con 5 ug/uL de ADN plasmidico
obtenido del vector binario pART27-NaStEP. Con estas particulas se bombardearon los explantes
de hoja de N. plumbaginifolia para llevar a cabo la transformacién a una presién de 8 bar, una
distancia de 13 cm y un vacio de 20-21 Hg. Después del bombardeo, los explantes de hoja se

mantuvieron en una camara a 25°C £2°C y un fotoperiodo de 16h luz/8h oscuridad en medio de
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cultivo NAP6G. Transcurrida una semana se comenzo la seleccion de las transformantes por medio
de la adicion 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. Identificacion de plantas transgénicas

La identificacion de las plantas transgénicas se evalud por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), para lo cual se purifico ADN gendmico de 50 plantas usando DNeasy ® Plant Mini Kit
(Qiagen) mediante el protocolo establecido por el proveedor.

El ADN gendmico purificado se utilizdo como molde para la amplificacion del segmento entre el
358 y el intrén, usando los oligonucleotidos: Forward
5’AGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACACGS’ y Reverse
5’CATTCTGCTTCTTCTATTTTCAACTCTCATT3’. La reaccion se realizd en un volumen final de 25
uL (200 ng de ADN gendmico, amortiguador de PCR, MgCl: 2.5 mM, betaina 5%, dNTPs 0.25
mM, mezcla de oligonucledtidos 0.5 uM 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 desnaturalizacion de 92°C por 5 min, 35 ciclos de temperatura de desnaturalizacion
(92°C) por 1 min, una temperatura de alineamiento de 60°C por 1 min y una temperatura de
extension de 72°C por 1 min. El ADN amplificado se separd electroforéticamente en un gel de

agarosa al 1% teniido con bromuro de etidio.

7.5. Generaciodn de hibridos con niveles de NaStEP no detectados

La linea transgénica de N. plumbaginitolia portadora del transgen se autopolinizd para obtener la
Tl y ademds se polinizdé con N. alata SiosSios Al para generar hibridos de M.
plumbaginifolia:RNAi NaStEPX N. alata Si0sS105, en donde la expresion de NaStEP se encontrara
suprimida. Las semillas obtenidas se germinaron en un medio MS con 150 mg/L de kanamicina
para seleccionar solo las plantulas transgénicas. Se obtuvieron plantas T1 y cuatro plantas de las
cruzas entre N. plumpaginifoliazRNAI NAStEP X N. alata SiosSi0s, designados poblacion KO8
(plantas 2, 3,9y 16; Fig. 6A).

A partir de la planta KO8-2 (planta 2 de la poblacion KO8) se obtuvo la poblacion JO8-2, producto
de la cruza entre las plantas KO8-2 por N. alata ScioScio Al (Fig. 6A).

Se generaron hibridos no transformados como control positivo entre V. plumbaginifolia X N. alata
SiosS105 ¥ V. plumbaginifolia X N. alata ScioScio (Fig. 6B).
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A. GENERACION DE HiBRIDOS TRANSGENICOS
CRUZA N. plumbaginifolia::RNAINaStEP X N. alata S;y5S,95

!

Poblacion K08

HIBRIDOS  N. plumbaginifolia:RNAINaStEP X N. alata S105S105

\ 4

A
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(Sc10S0) (Sc10S0) (Sct0S0) (Sct0S0) (Sct0S0) plantas
B. CONTROL

CRUZA N. alata S1053105l

N. plumbaginifolia

N. plumbaginifolia X N. alata (S;45S,)

Figura 6. Diagrama de la generacion de hibridos transgénicos. A. Hibridos de N. alata S105S105 y N. alata Sc10Scio

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

S10sS105y N. alata ScioScio.

7.6.  Expresion de NaStEP en diferentes especies de Nicotianay en plantas con niveles

de NaStEP no detectados

Las plantas de . longiflora, N. glauca, N. tabacum, N. benthamiana, N. plumbaginifolia, N. alata
Si058105, N. alata ScioScio, N. alata Sx2Sa2, N. alata BT, N. rastroensis, de la poblacidn KO8-2, JO8 y
de los hibridos no transformados se evaluaron en su capacidad de sintetizar a NaStEP, Si0-RNasa,

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

correspondiente.

lN. alata Se1yScrg

N. plumbaginifolia X N. alata (Sg14S,)
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7.6.1. Extraccion de proteina total de pistilos

Para el ensayo de proteinas en la poblacion KO8 los pistilos fueron congelados en nitrdgeno
liquido y cuando se requirid se almacenaron a ~-80°C hasta acumular 100 mg de tejido. La
extraccion de las proteinas totales se realizd pulverizando el tejido congelado en un mortero. El
polvo obtenido se agregd en un tubo con 500 pl. de amortiguador de extraccidn de proteina
(50mM de Tris pH 8.0, 50mM de NaCl y 1% B mercaptoetanol). Posteriormente, se mezcld
perfectamente con un vortex y se clarificard por centrifugacién por 10 min a 13, 000 g a 4°C. Fl
sobrenadante se recupero y se almaceno a ~-20°C. Las muestras de proteinas 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 concentracion de acrilamida de 4% y pH de 6.8 y un gel separador a una
concentracion de acrilamida de 12.5 % y pH de 8.8. Se realizaron geles por duplicado, uno para
tenir las proteinas con azul de Coomassie, y otro para transferirlo a una membrana de
Immobilon™-P Transfer Membrane con un tamano de poro de 0.45 um (Millipore) y realizar la
inmunodeteccion por quimioluminiscencia mediante un ensayo tipo réplica de Western de la
proteina NaStEP.

Para la poblacion JO8 (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 agregd 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 pl 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 recupero el sobrenadante y se almaceno a ~-80°C
hasta su uso. El extracto de proteina total se separd electroforéticamente en un gel SDS-PAGE al
12.5%. Se realizaron geles por duplicado, uno para teiir las proteinas con azul de Coomassie y
otro para transferirlo a una membrana y realizar la inmunodeteccion por un ensayo tipo réplica
de Western de la proteina NaStEP. El tiempo de transferencia para NaStEP y Scio-RNasa fue de 45
min, para HT-B de 30 min y de 1 h para 120K a 75 mA.

7.6.2. Inmunodeteccion de NaStEP, Scio~RNasa, S1o5~RNasa, 120K y HT-B

Para la poblacion KO8 y para las diferentes especies de Nicofiana, la inmunodeteccion se realizéd
por quimioluminiscencia. La membrana se incubd en solucion de bloqueo (5% leche en PBS y
0.2% Tween) a 4°C durante toda la noche, la cual se desecho 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 agitacién constante. Posteriormente, se realizd 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 NacCl 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 agregd el anticuerpo secundario (anticuerpo acoplado a la peroxidasa) a una
dilucidén de 1:20,000 que se incubd durante 1 h a temperatura ambiente y con agitacion
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 agitacion constante.

Para el revelado de las proteinas se le agregaron 6 ml de la reaccidén de peroxidasa. La reaccion
consta de 3 ml de la solucion A y 3 ml de la solucidén B (Inmobilon™ Western Chemiluminescent
HRP Subtrate, Millipore), se incubd por 5 min y se colocod entre dos acetatos y la pelicula
Hyperfilm™ MP (Amersham, Biosciences) del tamafio de la membrana dentro de un casete y se
expuso la placa fotografica por 10 min. La placa fotografica se reveld sumergiéndola en una
solucién reveladora (KODAK) inclinando el contenedor suavemente hasta que la sefal aparecio.
Una vez detectada la senal se enjuagd la placa perfectamente con agua y se transfirid a una
solucién fijadora (KODAK) y se elimind perfectamente cualquier residuo de la placa.

En el caso de la poblacidn JO8 la inmunodeteccion se realizd por fosfatasa alcalina. La membrana
se bloqued en una solucion de bloqueo a 4°C durante toda la noche, se desechd y se agregaron los
anticuerpos primario anti-NaStEP (1:15,000), anti-Scio-RNasa (1:5,000), anti-Sios-RNasa
(1:5,000), anti~-120K (1:5,000) y anti-HT-B (1:5,000) y se¢ incubd durante 3 h a temperatura
ambiente y con agitacion constante. Se realizaron 3 lavados con PBS durante 5 min cada uno a
temperatura ambiente y con agitacion constante y se agrego el anticuerpo secundario (anticuerpo
acoplado a la fosfatasa alcalina) a una dilucién de 1:10,000 con PBS durante 10 min a
temperatura ambiente y con agitacion constante. Para el revelado de las proteinas se agregd 10 ml
de amortiguador de fosfatasas (100mM NacCl, 5mM MgClz, 100mM Tris~-HCI pH 9.5) durante 10
min a temperatura ambiente y con agitacion constante y se reveld con una solucién de 1% de NBT
(33 mg/m), 0.1% BCIP (17 mg/ml) en amortiguador de fosfatasas y se incubaron hasta que

aparecio la sefial purpura para finalmente parar la reaccién 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 interespecifica en los individuos de la
poblacion KO8 (plantas 2, 3, 9 y 16) y JO8 (plantas 2, 3, 6, 8 y 12) se llevaron a cabo
polinizaciones manuales de 72 h con polen de N. alata SiosSios, N. alata ScioScio, V.
plumbaginifolia, N. benthamiana, N. tabacum, N. glauca, N. rastroensis y N. longiflora. Se usaron

como controles plantas de N. alata Si058105, V. alata Sc108c10y 1os hibridos no transformados.

31



7.7.1. Evaluacion del crecimiento de tubos polinicos en estilos polinizados mediante

su tincion con azul de anilina

Después de 72 h de haber realizado las polinizaciones, los pistilos fueron colectados y se fijaron
en una solucion de etanol:dcido acético (3:1) por al menos un dia. Posteriormente, se aclararon y
suavizaron en una solucién de sulfito de sodio 10% (p/v) y se colocaron en autoclave por 5 min,
después se desechd la solucion y se agregd el colorante de azul de anilina, en donde se
mantuvieron en obscuridad a 4°C al menos por un dia. Los pistilos tefiidos se colocaron en un
portaobjetos, se cubrieron con un cubreobjetos y con los dedos se aplastaron hasta que el tejido se
disgrego para ser observados en un microscopio de epifluorescencia (Olympus Provis AX70) en

donde se tomaron las microfotografias correspondientes.

7.7.2. Produccion de frutos en los hibridos transformados

Para evaluar la produccién de frutos se realizaron polinizaciones manuales con polen Sios 0 Scio
en plantas de V. alata Si058105, KO8-2 y KO8-3 e hibridos no transformados. Después de un mes se

registrd el numero de frutos producidos en cada una de las cruzas.

7.8. Localizacion subcelular de NaStEP en pistilos y tubos polinicos en cruzas

compatibles e incompatibles

Para determinar la localizacion subcelular de NaStEP después de polinizaciones compatibles e
incompatibles se realizaron ensayos inmunohistoquimicos. Flores en pre-antesis fueron
emasculadas. Se realizaron las polinizaciones incompatibles entre N. alata SiosSios X N. alata
S10s8105 por 3, 6, 9, 16 y 36 h, en tanto que las polinizaciones compatibles se realizaron entre N.
alata Si0sSi10s X N. alata ScioScio por 3, 6,9, 16 y 36 h. Después de transcurrido el tiempo de la
polinizacidn se colectaron y fijaron los pistilos en una solucién de paraformaldehido al 4% en
amortiguador de PIPES (50mM PIPES, ImM MgCl,, 0.5mM EGTA pH 6.9) y 3% de sacarosa
durante 2 h a temperatura ambiente o por 12 h a 4°C. 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 agrego etanol absoluto por 15 min a 37°C. 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 37°C y finalmente en Steedman’s wax pura por 24 h a 37°C. Los pistilos
se incluyeron en moldes de plastico con cera Steedman’s wax liquida, para lo cual el tejido se
orientd con ayuda de una aguja de diseccion. Los bloques obtenidos se montaron en pedazos de

madera y se realizaron cortes de 5-8 um de grosor en un microtomo de rotacion. Los cortes se
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colocaron en un bano de flotacion con agua destilada a temperatura ambiente y se capturaron en
portaobjetos que se dejaron secar perfectamente por dos dias a temperatura ambiente, antes de
guardarlos libres del polvo a 4°C hasta su uso. Para realizar la inmunohistoquimica se eliminé la
cera de los cortes en etanol absoluto por 10 min y se repitid tres veces. Después se hidrato 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 plumén hidrofdbico (PAN-PEN, SIGMA) antes de
colocarlas en una camara humeda y de aplicar 100 ul de solucion de bloqueo (5% BSA, 5% de
normal gota serum, 0.1% cold water fish gelatiny 0.1% de azida de sodio) por cada preparacion y
se incubaron por 1 h a temperatura ambiente con agitacion. Después de eliminar la solucién de
bloqueo se colocd el anticuerpo primario policlonal hecho en conejo anti-NaStEP (1:2000) y se
incubd por 2 h a temperatura ambiente con agitacion. Transcurrido el tiempo, se lavo 3 veces con
PBS por 10 min cada uno con agitacion y se aplico el anticuerpo secundario (ALEXA Anti-rabbit
488) en una dilucion 1:100 y se incubd por 2 h a temperatura ambiente con agitacion y en
obscuridad. Se lavo tres veces con PBS por 10 min en obscuridad. Finalmente, se incubd con el
fluorocromo de azul de anilina por 20 min a temperatura ambiente, con agitacion y en
obscuridad y se montaron con 0.01% de p-phenyleneamine en 50% de glicerol en PBS. Las
preparaciones se guardaron a 4°C 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 V. alafa BT se siguio el
mismo protocolo, pero solo se utilizo el anticuerpo anti-NaStEP. Las muestras fueron observadas
en un microscopio Olympus FV1000.

Para determinar la localizacion subcelular de NaStEP en el interior de los TPs después de una
cruza incompatible se realizaron polinizaciones entre N. alata ScioScio X N. alata ScioScio por 9 h.
Los pistilos se fijaron y se procesaron para realizar inmunohistoquimicas como se describid
anteriormente. Una vez obtenidos los cortes de los pistilos y que éstos fueron hidratados hasta
llegar a PBS se realizd 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 camara humeda y se aplicaron 100 ul de solucion
de bloqueo (10% BSA en PBS) por cada preparacion y se incubaron por 1 h a temperatura
ambiente con agitacion. Posteriormente, se elimind la solucién de bloqueo y se colocéd el
anticuerpo primario anti-vPPasa a una dilucion 1:200 o v-ATPasa (1:50) y se incubd toda la
noche a 4°C. Se lavaron 5 veces con PBS por 10 min cada uno con agitacién, y se aplicod el
anticuerpo secundario anti conejo (ALEXA 633) en una dilucion 1:100 y se incubd por 4 h a
temperatura ambiente en oscuridad. Es importante mencionar que el resto del procesamiento se
realizo en oscuridad. Transcurrido el tiempo, se lavd 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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solucién de bloqueo por 45 min. Después se eliminoé la solucién 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 agitacién y se aplicaron los
anticuerpos secundarios ALEXA 488 (anti-conejo) y ALEXA 568 (anti-ratén) en una dilucidén
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 proteinas involucradas en el rechazo del
polen, se realizaron polinizaciones en pistilos de las plantas KO8-2 y KO8-3 con polen Sios ¥ Scio
por 16 h. Se usd como control pistilos de N. alata Si055105. Los pistilos polinizados se procesaron
para ser incluidos en cera Steedman’ wax como se describié 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-Sios~-RNasa (1:1000). El
anticuerpo secundario para la calosa fue Alexa 568 y para las tres proteinas restantes Alexa 488 a
una dilucion 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 funcién de NaStEP como estabilizador de la proteina HT-B en el interior de los TPs se determind
mediante ensayos tipo réplica de Western e inmunohistoquimicas.

Pistilos emasculados de V. alata ScioScio y de la planta JO8-2 fueron densamente polinizados con
polen de N. alata ScioScio y de V. alata SiosSios por 16, 36 y 72 h. Los estilos se procesaron como
se menciond y se obtuvieron las proteinas de la forma antes descritas. Las proteinas se separaron
electroforéticamente en un gel SDS-PAGE al 15%. Los geles se transfirieron a una membrana y se
realizo la inmunodeteccién de la proteina HT-B (1:5000) y de 1a Sci0-RNasa (1:5000) mediante la
técnica de fosfatasa alcalina.

Para llevar a cabo las pruebas inmunohistoquimicas se realizaron polinizaciones compatibles e
incompatibles de 16 y 36 h. Las cruzas incompatibles fueron entre KO8-2 X N. alata Si05Si05 Y
como control N. alata S105S810s X N. alata Si0sS105 y las cruzas compatibles entre KO8-2 X N. alata
Scio8cio y V. alata SiosSi0s X N. alata ScioScio. Para la inmunolocalizacion de HT-B en TPs, los
pistilos polinizados fueron fijados y procesados para realizar la inmunohistoquimica 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 numero de TPs que
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mostraban una sefial que cubria mas del 60% del interior del TPs (alta tincién) y en donde la
senial era casi nula (baja o ausencia de tincidon). La senal de HT-B en el interior de los TP se

analizo estadisticamente mediante una ANOVA y comparacion de medias de Tukey a una p=0.05.

7.11. Amplificacion de NaStEP en especies compatibles e incompatibles

Para determinar si tanto las especies AC y Al contienen el gen de NaStEP se purifico ADN
gendmico siguiendo el protocolo antes mencionado y se amplificé mediante un PCR usando los
oligonucleotidos: forward 5’CTCTGGATCCATGCCCACTACTACTGATGATGA 3’ y reverse 5’
CGCGGAATTCCTAGGTTACCACAAACCTAA 3’. Las condiciones usadas para la amplificacion
fueron las sefialadas anteriormente. El producto de PCR se separd electroforéticamente como se

menciono anteriormente.

7.12 Determinacion del transcito de NaStEPen especies compatibles e incompatibles

Para determinar si el transcrito de NaS{EP se encontraba presente en especies AC y Al se realizd
un ensayo tipo réplica de Northern. E1 ARN total fue extraido de pistilos de especies AC y AL El
tejido colectado (200mg) fue pulverizado usand N liquido y se adiciono 1 ml de Trizol
(INVITROGEN) y se homogeneizo con vortex. Se incubod durante 5 min a temperatura ambiente y
se centrifugo a 13,000 g durante 10 min. Se recupero el sobrenadante y se incubd a 30°C durante
30 min. Posteriormente se le adiciond 150 pl de cloroformo y se agito durante 15 seg
vigorosamente. La mezcla se incubo a 30°C durante 2 h y se centrifugd a 13,000 g durante 15
min. Se recuperd la fase acuosa a la cual se le agregd 350 pl de isopropanol frio, se incubo a
temperatura ambiente durante 10 min y se centrifugd a 13,000 g durante 10 min. Se elimino el
sobrenadante y el precipitado se lavd tres veces con etanol al 70%. El boton seco fue resuspendido
en H,O tratada con 0.043% de DEPC. La concentracion del ARN total de todas las muestras se
ajustaron a 5 pg/ul. 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 formaldehido agarosa al 2%, 1.11% de
formaldehido y 1X de MOPS (0.02M de MOPS, pH 7). La separacidn electroforética se llevd a
cabo a 60 volt por 1 h. El ARN separado electroforéticamente se transfirid a una membrana
Hybond N* (Amersham) y se unio covalentemente. Las membranas se tifieron con azul de
metileno para corroborar el cargado de las muestras. Los filtros fueron bloqueados con la solucién
de hibridacién (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 agitacidon suave. La solucidn se desecho y se diciond 10 ml de la solucidén
de hibridacion con la sonda de cADN [32P] de NaStEPy se incubd durante toda la noche a 68°C
con agitacion suave. Posteriormente los filtros fueron lavados con una soluciéon de 0.4X SSC y

0.1% SSD por 15 min dos veces y otros dos lavados mas 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 senales fueron detectadas usando
peliculas autoradiogréficas. Los filtros se colocaron en un casete y fueron expuestas con una

pelicula de rayos X por 72 h a -80°C.
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8. RESULTADOS

8.1.  Silenciamiento de NaStEP en N, alata SiosSios y V. alata ScioScio

La funcion de NaStEPen la via bioquimica del rechazo del polen en Nicotiana se evalud mediante
su silenciamiento en plantas transgénicas de MNicotiana. Para este fin, plantas de WN.
plumbaginifolia se transformaron por biobalistica con la construccién de RNAi-NaStEP bajo el
promotor CAM 358.

Se seleccionaron alrededor de 50 lineas independientes de N. plumbaginitolia::RNAi NaStEP por
medio de cultivo de tejidos vegetales. La corroboracion de la insercidon del transgen en estas
plantas se realizd por medio de PCR, usando los oligonucledtidos diseniados para amplificar una
region que abarca desde el promotor CAM 358 hasta el intron. De las plantas analizadas solo fue
posible amplificar el fragmento de ADN para una de las 50 lineas (Figura 7). La linea transgénica
que did positiva se le denomino linea 1 (L1). La amplificacion de esta regidon también fue probada
en diferentes especies y en el hibrido no transformado de N. plumbaginifolia X N. alata BT, sin

obtener senal de amplificacion del transgen en ninguna de ellas (Figura 7).

N. plumbaginifolia X N. alata BT

N. alataBT

N. plumbaginifolia
N. tabacum

N. benthamiana
N. glauca

PART 27

o
i

Figura 7. Amplificacion por PCR de la regién correspondiente a la regién que abarca desde el promotor CAM 35S vy el
intrdn del vector pART27 en diferentes especies de Nicotiana y en algunas lineas independientes de N.
plumbaginifolia::RNAi-NaStEP, dando sélo como positiva la linea L1. El control positivo fue el pldsmido que contenia la
construccion CAM 35S-NaStEP-intron-NaStEP en antisentido.
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Una vez corroborada la presencia del transgen en la linea L1 de N.plumbaginifolia, esta planta se
cruzo con la planta Al de V. alata SiosSio0s con la finalidad de suprimir la expresion de NaStEP en
un entorno genético de incompatibilidad (Figura 6A). A partir de la cruza de la linea L1 con V.
alata SiosSios se obtuvo la progenie KO8 (K08-2, K08-3, K08-9 y K08-16) todas con el genotipos
S105%, (& significa un alelo S nulo). Ademas, se generd un hibrido control no transformado entre
N. plumbaginifolia X N. alata Si0sS105, en donde la presencia de NaStEP es muy abundante
(Figuras 8).

La expresion de NaStEP se evaluo mediante un ensayo tipo réplica de Western usando proteina
total de pistilos de individuos de la poblacion KO8, N. alata SiosSios y del hibrido no transformado
(V. plumbaginifolia X N. alata SiosS105). De las plantas en la poblacién KO8, NaStEP fue detectada
en las plantas KO8-9 y KO8-16 pero no en las plantas KO8-2 y KO8-3, lo que indica un buen nivel
de supresion de NaStEP. La sefial de NaStEP en la planta KO8-9 fue reducida mientras que en la
planta KO8-16 se observd una senal equivalente a la planta control V. alata SiosSios (Figura 8). De
manera notable se observa en esta figura que los niveles de la Si05~-RNasa son similares tanto en
las plantas con niveles de NaStEP no detectados (KO8-2 y K08-3) como en aquellas donde es
posible detectar cantidades de NaStEP (KO8-9 y KO8-16).
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Figura 8. Anélisis de la expresion de NaStEP en la poblacion KO8 (S105S0).

A. Extractos proteicos totales de pistilos fueron fraccionados electroforéticamente (SDS-PAGE) y el gel tefiido con azul
de Coomassie.

B. Inmunodeteccion de NaStEP (Anti-NaStEP 1:10000). Sefial de NaStEP en las lineas K08-9 y K08-16. Control positivo

N.alataS10sS105 € hibrido no transformado (N. plumbaginifolia X N. alataS105S+0s).
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Con el proposito de determinar que el transgen RNAi-NaStEP mantuviera una insercion estable
en el genoma de los hibridos transgénicos y tenerlo en un entorno genético diferente, el hibrido
KO08-2 se cruzod con Al N. alata ScioScio0, generandose una progenie de 25 plantas, cuya poblacion
se denominé JO8 y estuvo constituida por las plantas J08-2, J08-2a, J08-3, J08-5, J08-6, JO8-8,
JO8-8a, JO8-12, J08-13, J08-14, JO8-16, JO8-17, JO8-18, JO8-20, J08-21, JO8-23, J08-25, JO8-
27, J08-29, J08-30, J08-34, J08-36, JO8-40, JO8-41 y J08-44 (Figura 6A). A todos estos
individuos se les evaluod la expresion de NaStEP por un ensayo tipo réplica de Western. En 10
plantas de esta progenie no se detectd a NasStEP (JO8-2a, JO08-3, JO8-6, J08-8, J08-8a, JO8-18,
JO8-20, J08-25, J08-29 y J08-30), mientras que en las 15 restantes NaStEP presenta niveles
normales y similares al control de V. alata ScioSci0 (JO8-2,]J08-5,J08-12,J08-13,]J08-14, JO8-16,
JO8-17, 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 poblacion S fue evaluado. Las plantas 2a, 8a, 14, 25, 29,
30, 34 y 44 tienen un genotipo Sci0%, mientras que las plantas 5, 13, 16, 17, 18, 20, 21, 23, 27,
36,40y 41 son SioSio0s.
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Figura 9. Analisis de la expresion de NaStEP en la poblacion J08.

A. Extractos proteicos totales de pistilos fueron fraccionados electroforéticamente (SDS-PAGE) y los geles tefiidos con
azul de Coomassie.

B-C. Inmunodeteccion de NaStEP (anti-NaStEP1:10000), Sc1-RNasa (anti- Scto-RNasa 1:5000) y Stos-RNasa (anti-
S10s-RNasa 1:5000). B. Sefial de NaStEP no detectada en las lineas J08-3 (Sc10So), J08-6 (Sc10So) y J08-8(Sc10S0). Las
lineas J08-2 (Sc10So) y J08-12 (Sc10So) con una expresion similar a N. alata Sc1oSc1o y al hibrido no transformado (N.
plumbaginifolia X N. alata Sc10Sc10). C. Individuos de la poblacion J08, de los cuales 7 individuos no presentan sefial de

NaStEP (J08-2a, J08-8a, J08-18, J08-20, J08-25, J08-29 y J08-30), el resto con una sefial similar a N. alata Sc1oScio.
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8.2.  NaStEP no afecta la expresion de Sios~-RNasa, Sci0~-RNasa, 120K y HT-B

Para comprobar si el efecto del silenciamiento fue especifico para NaStEP y para determinar si
NaStEP interferia con la expresion de otras proteinas del pistilo involucradas en el rechazo del
polen, se evalud la cantidad de 120K, HT-B y la S-RNasa en las poblaciones KO8 y JO8 por medio
de un inmunoanalisis. Las plantas de la poblacion KO8 (plantas 2, 3,9 y 16) y JO8 (plantas 2, 3, 6,
8 y 12) se utilizaron para probar la expresion de estas proteinas (Figura 10). La Sios-RNasa
muestra una sefnial ligeramente disminuida en la poblacién KO8 con respecto al control positivo V.
alataSiosSios y al hibrido no transformado . plumpaginifolia X N. alata Si0sS8i05; sin embargo, HT-
B muestra una sefial similar en la plantas de la poblacion KO8 analizadas con respecto al control y
al hibrido no transformado y 120K presentd una acumulacion variable (Figuras 10 A-B). Las
plantas de la poblacion JO8 muestran una acumulacion similar al control N. alata ScioScioy al
hibrido no transformado N. plumbaginifolia X N. alata ScioScio para la Scio-RNasa, HT-B y 120K
(Figuras 10 C-D).

Estos resultados demuestran que NaStEP no se encuentra en la via de regulacion de la expresion
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 funcion la de NaStEP en la via del rechazo del polen en Nicotina se realizaron
cruzas compatibles con polen-Scio e incompatibles con polen-Sios para las plantas de la poblacion
KO8 (plantas 2, 3, 9 y 16; con genotipos S1wsSo). Para la poblacion JO8 (plantas 2, 3, 9 y 16;
genotipos SciSo) se usd polen-Scio para una cruza incompatible y polen-Sios para una cruza
compatible. Aplastados de pistilos polinizados por 72 h se tifieron con azul de anilina para la
observacion 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 SiosSios X N. alata SiosSios y entre el hibrido no
transformado (V. plumbaginifolia X N. alata S105S105) X N. alata SiosSios 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
SiosSi05 y del hibrido no transformado Sios8 con polen-Scio se observa una gran cantidad de TPs
en la base del estilo (Figura 11).

En el caso de las plantas KO8-2 (S105S0) y KO8-3 (S105S0) tanto en la cruza incompatible con polen-

Sios como en la compatible con polen-Scio, 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 especifica.

En la planta KO8-9 (S105S0), en donde la acumulacion de NaStEP disminuye, algunos TPs alcanzan
la base del estilo en una cruza incompatible (polen-Sios; Figurall). Sin embargo, en la planta
K08-16, en donde el nivel de expresion es similar al control, un numero muy reducido de TPs
alcanzan a la base del estilo (Figura 11).

Estos resultados sefialan que la respuesta del rechazo del polen que estda mediando NaStEP es dosis

dependiente y que en ausencia de NaStEP no existe respuesta.
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Figura 10. Analisis de la expresion de la S15-RNasa, Sc10-RNasa, HT-B y 120K en la poblacién K08 y J08.

A-B. Extracto total de proteinas de pistilo de la poblacion K08 (plantas 2, 3, 9 y 16) fueron separadas
electroforéticamente (SDS-PAGE) y los geles tefiidos con azul de Coomassie o transferidos a una membrana para la
inmunodeteccion de la Sios-RNasa (anti-S10s-RNasa 1:5000), HT-B (anti-HT-B 1:5000) y 120K (anti-120K 1:5000). A.
Extracto proteico total de pistilo tefiido con azul de Coomassie. B. Inmunodeteccion de S10s-RNasa, HT-B y 120K. C-D.
Extracto total de proteinas de pistilo de la poblacién J08 (plantas 2, 3, 6, 8 y 12) fueron separadas electroforéticamente
(SDS-PAGE) y los geles tefiidos con azul de Coomassie o transferidos a una membrana para la inmunodeteccion de la
Scio-RNasa (anti-Scio-RNasa 1:5000), HT-B (anti- HT-B 1:5000) y 120K (anti-120K 1:5000). C. Extracto proteico total de

pistilo tefiido con azul de Coomassie. D. Inmunodeteccion de Stos-RNasa, HT-B y 120K.
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Hibrido no K08-2 K08-3 K08-9 K08-16
transformado (S105S0) (S105S0)

N. alata S;45S;05

Polen S;y5

Polen Sy

Figura 11. Evaluacion de las relaciones de compatibilidad en las plantas de la poblacion K08 con niveles de
NaStEP no detectados (N. plumbaginifolia-RNAi NaStEP X N. alata S105S105). Aplastados de pistilos polinizados por
72 h, tefiidos con azul de anilina y observados por microscopia de fluorescencia se utilizaron para evaluar el crecimiento
de tubos polinicos en cruzas compatibles e incompatibles. Los tubos polinicos 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 polinicos en la base del estilo. En las plantas K08-2 (S105S0)
K08-3 (S105S0) los tubos polinicos alcanzan la base del estilo después de una cruza compatible (polen-Scio) €
incompatible (polen—Sies). En las plantas K08-9 (S105S0) y K08-16 (S105So) algunos tubos polinicos alcanzan la base del

estilo después de una cruza incompatible. EP-epidermis, HV-haz vascular. Barras=50um.

La cruza de N. plumbaginifolia X N. alata por naturaleza produce hibridos estériles, ya que V.
plumbaginifolia tiene 10 cromosomas y N. alata 9 en su estado haploide (Lee ef al, 2008). Sin
embargo, en algunas ocasiones la regeneracion por cultivo de tejidos genera hibridos fértiles. En
este caso las plantas KO8-2 y K08-3 se volvieron fértiles para la parte femenina, aunque los
granos de polen fueron infértiles. Esta ganancia de fertilidad se utilizd para generar frutos que
corroboraron el cambio de fenotipo en las plantas KO8-2 (S105S0) y KO8-3 (S105S0), usandolas como
aceptoras de polen para cruzas compatibles con polen-Scio € incompatibles con polen-Sios (Tabla
1). Las plantas con niveles de NaStEP no detectadas (plantas KO8-2 y KO08-3) pierden la
capacidad de reconocer y rechazar el polen incompatible (polen-Sios) y en ambos casos para
K08-2 y K08-3 las polinizaciones incompatibles permitieron la formacion de frutos (15 frutos de
16 polinizaciones y 9 de 10 respectivamente; Tabla 1), lo cual no ocurrid en . alata SiosSios y en
el hibrido no transformado. Las polinizaciones compatibles (polen-Scio) permitieron la formacién
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 SiosSios (Tabla 1).

En el caso de las plantas KO08-9 y KO08-16 las polinizaciones tanto compatibles como
incompatibles no generaron frutos, por lo que se concluyé que estas plantas son estériles
femeninas y masculinos. El mismo caso ocurrid con el hibrido control no transformado en donde

no se generaron frutos después de las polinizaciones (Tabla 1).
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Tabla 1. Cuantificacion de tubos polinicos que alcanzan la base del estilo y produccion de frutos en cruzas compatibles e

incompatibles.
PISTILO N. alata S105S10s Hibrido no K08-2 K08-3 K08-9 K08-16
transformado (810580) (510550) (810580) (810580)
POLEN
Polinizaciones bbbk, | F bbbt |50, 45,30, | 35,28,
Sio0s o ++, 20 17,8 15,12, 0
+,+, 25, 35
Frutos Al E 15/16 9/10 E E
SClO
Polinizaciones +,+,+ +,+,+ +,+,+,+, ~100 +4 4+t +4 44+t
Frutos 5/5 E 5/5 5/5 E E

() polinizacion incompatible (TPs que no alcanzan la base del estilo), (+) polinizacién compatible (TPs incontables que
alcanzan la base del estilo), (#) Nimero de tubos polinicos cuantificables en la base del estilo. Cada signo +, - 0 el
numero de TP contados representa una réplica independiente en cada ensayo de polinizacion. Nimero de frutos/nimero

de polinizaciones, Al- autoincompatible, E-estéril.

Para corroborar que el cambio de fenotipo se mantenia en todas las plantas con niveles de NaStEP
no detectadas, las relaciones de compatibilidad también fueron analizadas en la descendencia JOS8.
En las plantas JO8-2 (Sc10So) y JO8-12 (Sc10So) después de una polinizacion incompatible con polen-~
Scio, s6lo un numero muy reducido de TPs alcanzaron la base del estilo, numero similar al
observado para el hibrido no transformado (Figura 12; Tabla 2), lo cual concuerda con el nulo
silenciamiento de NaStEP que se obtuvo en estas dos lineas (Figura 9). Para las plantas JO8-3
(Sc10S0), JO8~6 (Sc10So) y JO8-8 (Sc10So) hay una gran cantidad de TPs creciendo por el tejido de
transmision 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 supresion total de
NaStEP (Figura 9A).

Las cruzas compatibles con polen Sios para los controles (N. alata ScioScio e hibrido no
transformado), asi como para las plantas JO8-~2 (Sc10So), JO8-3 (Sc10S0), JO8~6 (Sc10S0), JO8-8 (Sc10S0)
y JO8-~12 (Sc10So) mostraron un gran numero de TPs en la base del estilo (Figura 12; Tabla 2).

El cambio de fenotipo de polinizacidon tanto en la poblacién KO8 como JO8 demostro el papel de

NaStEP en el rechazo del polen en Nicotiana.
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Hibrido no J08-2 J08-3 J08-6 J08-8 J08-12
(Sc10S0) (Sc10S0) (Sc10S0) (Sc10S0) (Sc10S0)

N. alata ScioScio transformado

Polen S;q

Polen S;y5

Figura 12. Evaluacion de las relaciones de compatibilidad en las plantas de la poblacion J08 con niveles de
NaStEP no detectados (K08 X N. alata Sc10Sc10). Aplastados de pistilos polinizados por 72 h, tefiidos con azul de
anilina y observados por microscopia de fluorescencia se utilizaron para evaluar el crecimiento de tubos polinicos en
cruzas compatibles e incompatibles. Los tubos polinicos 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 polinicos en la base del estilo. En
las plantas J08-3 (Sc10So), J08-6 (Sc10S0) y J08-8 (Sc10S0) los tubos polinicos alcanzan la base del estilo después de una
cruza compatible (polen-Ss1os) e incompatible (polen—Sci1o). Algunos tubos polinicos 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 (Sc10So). EP-epidermis, HV-haz vascular. Barras=50um.

Tabla 2. Cuantificacion de tubos polinicos que alcanzan la base del estilo en cruzas compatibles e incompatibles.

PISTILO N. alata Hibrido no J08-2 J08-3 J08-6 J08-8 J08-12
Sc10Sc1o0 transformado | (Sc10So) (Sc10S0) (Sc10S0) (Sc10So0) (Sc10So0)
POLEN
Si105 . 4+ +,+,20 . 4 4 4+
Sci1o --,5, 8,10, 15 +,+,4, +,+,+, +,+ 9,53

(=) polinizacion incompatible (TPs que no alcanzan la base del estilo), (+) polinizacién compatible (TPs incontables que
alcanzan la base del estilo), (#) Numero de tubos polinicos cuantificables en la base del estilo. Cada signo +, - o el
numero de TP contados representa una réplica independiente en cada ensayo de polinizacién. Nimero de frutos/nimero

de polinizaciones, Al- autoincompatible, E-estéril.

8.4.  Papel de NaStEP en el rechazo interespecifico del polen

El papel del locus S en la incompatibilidad no soélo se restringue al rechazo intraespecifico, sino
también se ha reportado su papel en el rechazo interespecifico. Para determinar si NaStEP
participa en el rechazo del polen interespecifico se realizaron polinizaciones por 72 h. Los pistilos
fueron tenidos y se observo el sitio de inhibicion del crecimiento de los TPs. Las cruzas se
realizaron entre las plantas transgénicas KO8-2 (S1sS), KO8-~3(S105S0), KO8-16 (S105S0), JO8-~6(Sc10So)
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y como controles se usaron N, alata SiosSios, N. alata ScioScio, €l hibrido entre N. plumbaginifolia
X N. alata 1058105 y el hibrido entre N. plumbaginifolia X N. alata Si0810. 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. glaucay la especie Al de
N. rastroensis.

Las polinizaciones realizadas en un entorno genético de la Sios-RNasa (poblacion KO8) mostraron
que los hibridos con niveles de NaStEP no detectados (KO8-2 Si05S0 y KO8-3 S105S0) mantuvieron
su funcién de rechazo del polen de N. fabacum, N. benthamianay N. glauca, de forma similar a lo
que ocurrié en los controles (V. alata SiosSios y N. plumbaginifolia X N. alata SiosSios). Sin
embargo, las plantas con niveles de NaStEP detectados KO8-2(S105S0) y KO8-3 (S10sS0) permitieron el
crecimiento de TPs hasta la base del estilo de N. longifilora, N. rastroensisy N. plumpbaginifolia. En
el caso del polen de N. longiflora y N. rastroensis el crecimiento de los TPs hasta la base de estilo
se presentd también en N. alata SiosSi0s, en el hibrido N. plumbaginifolia X N. alata S105S105, N0
obstante, en la planta KO8-16 solo un 60% de los TPs de V. longiflora alcanzaron la base del
pistilo (Figura 13, Tabla 3).

El polen de N. plumbaginifolia en el estigma de N. alata Sios8105 y en el hibrido N
plumbaginifolia X N. alata Si05S105 presentd una tasa media de germinacion (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 excepcién 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. fabacum se presentd una tasa de germinacion muy baja
(aproximadamente del 20%). Los TPs no crecieron mas alla 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 inhibid 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 inhibid en el estigma en N. alata Si0sS105, mientras que en el hibrido de .
plumbaginifolia X N. alata SiosS105 y en las plantas KO8-2, K08-3 y K08-16 algunos TPs
alcanzaron la mitad del estilo (Figura 13, Tabla 3).

Para el entorno genético de la Sci0-RNasa, en la poblacidn JO8, solo el polen de N. rastroensis fue
compatible en las plantas de N. alata ScioScio, en el hibrido de N. plumbaginifolia X N. alata
Scioscio ¥y la planta JO8-6 y el resto de las polinizaciones con polen de N. longiflora, N.
plumbaginifolia, N. tabacum, N. benthamianay N. glauca mostraron inhibicion del crecimiento
de los TPs en N. alata Scio&10, en el hibrido de N. plumpaginifolia X N. alata ScioScio0 y la planta
JO8-6 (Figura 14, Tabla 4).
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Estos datos sefialan que en la poblacion KO8 (Si05S0), NaStEP funciona en el rechazo
interespecifico del polen de N. plumbaginifolia pero no en el rechazo del polen de las demas

especies.

PISTILO
N. alata S, .S Hibrido no K08-2 K08-3 K08-16
1057105 transformado (S10sS0) (S10S0) (S10050)

N. longiflora N. rastroensis

N. tabacum

POLEN

N. benthamiana N. plumbaginifolia

N. glauca

Figura 13. Evaluacion de las relaciones de incompatibilidad interespecifica en las plantas de la poblaciéon K08
(S105S0) con niveles de NaStEP no detectados. Aplastados de pistilos polinizados por 72 h, tefiidos con azul de anilina
y observados por microscopia de fluorescencia se utilizaron para evaluar el crecimiento de tubos polinicos en cruzas
interespecificas. Los tubos polinicos 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 polinicos de N. rastroensis y N. longiflora alcanzan la base del
estilo en la planta silvestre N. alata S105S10s, en el hibrido no transformado N. plumbaginifolia X N. alata S105S105 y en las
plantas de la poblacién 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=50um.
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Tabla 3. Cuantificaciéon de tubos polinicos que alcanzan la base del estilo en cruzas interespecificas con polen de
especies AC y Al después de 72 h post-polinizacién en la poblacién K08.

PISTILO N. alata S105S105 Hibrido no K08-2 K08-3 K08-16
transformado (S105S0) (S105S0) (S105S0)
POLEN
Al N. rastroensis +,+,+ +,+,+ ++ + 4+ FRIS
AC N. longiflora +,+,+ +,4,+ +,+,+ 4+ + 4

AC N. tabacum

AC - - +,+,+ +,+,+ 8,-,-
N. plumbaginifolia

AC N. bethamiana

AC N. glauca

() polinizacion incompatible (TPs que no alcanzan la base del estilo), (+) polinizacién compatible (TPs incontables que
alcanzan la base del estilo), (#) Nimero de tubos polinicos cuantificables en la base del estilo. Cada signo +, - o el

numero de TP contados representa una réplica independiente en cada ensayo de polinizacion.

Tabla 4. Cuantificacién de tubos polinicos que alcanzan la base del estilo en cruzas interespecificas con polen de

especies AC y Al después de 72 h post-polinizacion en la poblacion J08.

PISTILO N. alata Sci10Scio Hibrido no J08-6
transformado (Sc10S0)
POLEN
Al N. rastroensis ++ + +,+,+ +.+ +

AC N. longiflora S

AC N. tabacum e

AC N. plumbaginifolia S

AC N. benthamiana R

AC N. glauca S

(=) polinizacién incompatible (TPs que no alcanzan la base del estilo), (+) polinizacion compatible (TPs incontables que
alcanzan la base del estilo), (#) Numero de tubos polinicos cuantificables en la base del estilo. Cada signo +, - o el

numero de TP contados representa una réplica independiente en cada ensayo de polinizacion.
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Figura 14. Evaluacion de las relaciones de incompatibilidad interespecificas en las plantas de la poblacion J08
(Sc10S0) con niveles de NaStEP no detectados Aplastados de pistilos polinizados por 72 h, tefiidos con azul de anilina
y observados por microscopia de fluorescencia se utilizaron para evaluar el crecimiento de tubos polinicos en cruzas
interespecificas. Los tubos polinicos 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 Sc10Sc1o, en el hibrido no transformado N. plumbaginifolia X N. alata Sc10Scio y en la planta J08-6
(Sc10S0). El polen de las especies AC fue rechazado en la planta silvestre N. alata Sci0Scio, en el hibrido no
transformado N. plumbaginifolia X N. alata Sc10Sc1o y en la planta J08-6 (Sc10So). EP-epidermis, HV-haz vascular.

Barras=50um.
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8.5.  NaStEP esun gen presente en el genoma de especies AC y Al de Nicotiana

pero sdlo se expresa en pistilos de especies Al

Debido a que NaStEP es una proteina que se expresa solo en pistilos de especies Al (Busot ef al,
2008) se decidid determinar si el gen de NaSfEP se encuentra tanto en especies AC y Al, para lo
cual se amplifico este gen mediante PCR con ADN fotal de especies Al (V. alata con genotipo
Si058105, Sc108C10 Y Sazdaz) Y V. rastroensis 'y de especies AC (V. longitlora, N. glauca, N. tabacum,
N. benthamiana, N. plumbaginifoliay N. alata BT). El resultado de la amplificacién mostro que el
gen se encuentra presente tanto en especies AC como Al y que no presenta intrones ya que tiene el
mismo tamano que su cADN (Figura 15A). Mediante un ensayo de réplica tipo Northern se
determino la acumulacion del transcripto de NaStEP para especies Al (V. alata SiosSios y V. alata
Scio8c10) Y AC (V. longiflora, N. alata BT, N. tabacum y N. plumbaginifolia). La acumulacion del
transcrito solo se observo en las especies Al y en V. alata BT (Figura 15B). La expresiéon de la
proteina también fue evaluada mediante un ensayo de réplica tipo Western usando extractos
proteicos totales de pistilos de las especies AC y Al estudiadas. La expresion de NaStEP sélo se
encontro en las especies Al analizadas (V. alatay N. rastroensis, Figuras 15 C y D).

Estos resultados demuestran que la expresion de NaStEP estd regulada y sélo se presenta en

especies Al

8.6. La proteina NaStEP se acumula abundantemente en las células papilares de

estigmas maduros de . alafa

El patrén de expresion de NaStEP en el desarrollo también fue evaluado por inmunodeteccion
usando extractos de proteina total de pistilos de botones florales en diferentes etapas de desarrollo,
flores en pre-antesis y antesis. La expresion de NaStEP se presenta de manera similar en botones
florales, desde los 0.5 cm de longitud hasta un tamano de 1.5 cm y en flores en pre-antesis; sin
embargo, su expresion aumentod considerablemente en flores en antesis (Figura 16A-B).

En pistilos de flores en antesis se evaluod la proporcidon de NaStEP presente en el estigma y en el
estilo mediante inmunodeteccion 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 ultimo tercio la base del pistilo) para conocer si existia un gradiente en su expresion.
Los resultados en las figuras 16C y 16D mostraron que la proteina NaStEP se acumula
abundantemente en el estigma, en muy baja cantidad en el estilo, aproximadamente, en una
proporcidn de 30:1. A lo largo del tejido estilar no se observo un gradiente en su acumulacion
(Figuras 16 Cy D).
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Figura 15. Analisis de la expresion de NaStEP. Amplificacion por PCR de NaStEP a partir de ADN gendmico,
ensayo tipo réplica de Northern y analisis de la acumulacion de la proteina de NaStEP en especies
autocompatibles y autoincompatible de Nicotiana.

A. Amplificacién de NaStEP a partir de ADN gendmico. El gen se amplificé tanto en especies autocompatibles (N.
longiflora, N. glauca, N. tabacum, N. benthamiana y N. plumbaginifolia) y autoincompatibles (N. alata y N. rastroensis).
Se utilizd como control positivo la construccién en el plasmido pART27 con la secuencia de NaStEP (pART27-NaStEP) y
un control negativo en donde no se agreg6 ADN.

B. Transcrito de NaStEP en especies AC y Al.
C-D. Extracto total de proteinas de pistilo de especies autocompatibles (N. longiflora, N. glauca, N. tabacum, N.

benthamiana y N. plumbaginifolia) y autoincompatibles (N. alata genotipos S105S105, Sc10Sc1o, Sa2Saz y BT y N.
rastroensis). Las proteinas fueron separadas electroforéticamente (SDS-PAGE) y los geles tefiidos con azul de
Coomassie o transferidos a una membrana de PVDF para la inmunodeteccion de NaStEP (anti-NaStEP 1:10000). C.

Extracto proteico total de estigmas tefiido con azul de Coomassie. D. Inmunodeteccién de NaStEP.

Para determinar la localizacion celular de NaStEP, se realizaron inmunolocalizaciones en cortes
histologicos de estigmas usando el anticuerpo anti-NaStEP (1:2000). El estigma estd conformado
por varias regiones. La superficie estd cubierta por papilas estigmédticas (PES), por debajo se
localiza un tejido secretor o sub-epidérmico (SES) que converge formando el tejido de transmision
de estigma (TTES), que posteriormente forma el tejido de transmision del estilo (TTE). Las
inmunolocalizaciones mostraron que NaSTEP se acumula abundantemente en las células

papilares, en el tejido secretor, en el tejido de transmision del estigma y asociado al haz vascular

(HV; Figura 17).
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Figura 16. Analisis de la acumulacion de NaStEP en botones florales y flores en antesis de N. alata.

A-B. Extracto total de proteinas de pistlo de diferentes etapas de desarrollo N. alata fueron separadas
electroforéticamente (SDS-PAGE) y los geles tefiidos con azul de Coomassie o transferidos a una membrana de PVDF
para la inmunodeteccion de NaStEP (anti NaStEP 1:10000). A. Extracto proteico total de estigmas tefido con Azul de
Coomassie. B. Inmunodeteccion de NaStEP.

C-D. Extracto total de proteinas de pistilo de estigmas y estilo de N. alata fueron separadas electroforéticamente (SDS-
PAGE) y los geles tefiidos con azul de Coomassie o transferidos a una membrana para la inmunodeteccion de NaStEP
(anti NaStEP 1:10000). C. Extracto proteico total de estigmas y estilos tefiidos con azul de Coomassie. D.

Inmunodeteccion de NaStEP.
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Anti-NaStEP Campo claro Acoplamiento

Papilas estigmaticas
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Tejido de transmision del estigma

Figura 17. Analisis de la localizacion celular de NaStEP en estigmas de N. alata.

A. Corte longitudinal de pistilo tefiido con azul de toluidina que muestra las diferentes regiones que lo conforman. El
estigma tiene una superficie estigmatica cubierta de papilas estigmaticas (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
transmision del estigma (TTES) y posteriormente se convierte en el tejido de transmision del estilo (TTE).

B-D. Cortes transversales del estigma fueron utilizados para determinar la localizacion de NaStEP a través de una
inmunohistoquimica usando al anticuerpo anti-NaStEP (1:2000; rojo). HV- haz vascular, PES-papilas estigméticas, SES-

tejido subepidérmico, TTE-tejido de transmision del estilo, TTES- tejido de transmision del estigma. Barras=100um.

8.7  NaStEP se fransporta desde el exudado estigmatico al interior de los tubos

polinicos

NaStEP es una proteina esencial en el rechazo del polen, por lo que hipotetizamos que su
localizacién después de la polinizacién es en el interior del tubo polinico, como se ha demostrado
para la S-RNasa, 120K y HT-B, proteinas que participan en la respuesta de incompatibilidad en V.
alata (Goldraij ef al., 2006).

Observaciones previas probaron que después de la polinizacion, NaStEP se moviliza desde las

vacuolas de las células papilares hacia el exudado estigmatico (Busot ef al, 2008). Para demostrar
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la localizacion de NaStEP después de la polinizacidon se usaron pistilos polinizados entre N. alata
SiosSi05s X V. alata ScioScio y entre N. alata SiosSi0s X N. alata SiosSios a 3,6,9, 16y 36 h.

Los pistilos polinizados fueron fijados y procesados histologicamente 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 polinicos (rojo).

Las observaciones demostraron que en una cruza compatible, la germinacién de los granos de
polen comenzé antes de las 3 h post-polinizacidn, tiempo en el cual NaStEP ya se ha transportado
desde las células del estigma al interior de los TPs. En el pistilo NaStEP se localizé en las células
papilares y en las células sub-~epidérmicas, mostrando una intensidad comparable a pistilos no
polinizados (Figura 19A), y se presentd una cantidad menor pero detectable en el tejido de
transmision del estilo.

Posteriormente (6 h post-polinizacion), los TPs continuaron creciendo a través de las papilas
estigmaticas, hacia la zona sub-epidérmica hasta la region en donde comienza el tejido de
transmision del estilo. La mayoria de los TPs, en donde se detectd a NaStEP, se localizaron entre las
papilas estigmaticas y la zona sub-épidermica (Figura 18). La intensidad de NaStEP en el estigma
no presentd cambios; sin embargo, en el estilo la cantidad detectada fue casi nula (Figura 19).

A 9 h post-polinizacion, la mayoria de los TPs alcanzaron la base del estigma. La deteccion de
NaStEP en los TPs disminuyo y solo se detectd en los TPs ubicados entre las papilas estigmaticas y
la zona sub-epidérmica (Figura 18). En los tejidos del pistilo, NaStEP mantuvo un comportamiento
similar a pistilos de 6 h de post-polinizacion (Figura 19).

A 16 h post-~polinizacion 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 estigmaticas y
el tejido de transmision del estigma (Figura 18). De igual forma la presencia de NaStEP en las
células del estigma decrecio considerablemente (Figura 19).

Transcurridas las 36 h post-polinizacion, los TPs casi alcanzan la base del estilo; sin embargo,
NaStEP no se detectd en su interior (Figura 18). NaStEP no se detectd en el estigma o estilo (Figura
19).

En una cruza incompatible a las 3 h post-polinizacidn, los granos de polen todavia no germinan.
Hay abundante cantidad de NaStEP en el tejido estigmatico y también se detecta en el estilo
(Figura 19A).

A las 6 h post-polinizacién los TPs crecieron sobre las papilas estigmaticas y el tejido
subepidérmico. La mayoria de ellos incorporaron a NaStEP en su interior (Figura 18).
Transcurridas las 9 h post-polinizacion, los TPs alcanzaron un poco mas de la mitad del estigma,

presentando en su citoplasma la incorporacidn de NaStEP, en la mayoria de los ellos (Figura 18).
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Tiempo post-polinizacidon

16h

Autocompatible

Autoincompatible

Figura 18. Analisis de la localizacion de NaStEP en el interior de los tubos polinicos 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 S105S10s; panel inferior). Pistilos polinizados a 6, 9, 16 y 36 h fueron procesados para inmunohistoquimica
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 polinicos compatibles se observa a las 6 y 9 h post-polinizacién, pero
su presencia es nula durante las 16 y 36 h post-polinizacién. En una cruza incompatible la sefial de NaStEP en el interior
de los tubos polinicos se observa desde las 6 h post-polinizacién hasta las 36 h. CE-células del estilo, CES-células

estigmaticas, TP-tubos polinicos. Barras= 5um.

La cantidad de NaStEP en el pistilo fue equivalente al observado a las 6 h después de la
polinizacién (Figura 19).

Después de 16 h post-polinizacidén, la mayor parte de los TPs se encontraron en la base del
estigma y so6lo un 30% alcanzaron el primer tercio del estilo. La mayoria de los TPs contuvieron en
su interior a NaStEP (Figura 18). NaStEP continud expresandose de igual forma en el tejido de
transmision del estilo pero disminuyd en el estigma (Figura 19).

Finalmente, a 36 h post-polinizacion la mayoria de los TPs detuvieron su crecimiento entre el
tejido de transmision del estigma y el estilo, siendo una minoria de TPs los que alcanzaron el
primer tercio del estilo. La presencia de NaStEP en el interior de los TPs se vid restringida a la
mitad de los TPs observados en el tejido estigmatico exclusivamente (Figura 18). Se observd un

poco de senal de NaStEP en el pistilo (Figura 19).
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Figura 19. Analisis inmunohistoquimico de NaStEP en estigmas y estilo de pistilos de N.alata S105S105 no polinizados o después de una cruza incompatible (polen-Sies)

o compatible (polen-Scio). Pistilos polinizados a 3, 6, 9, 16 y 36 h fueron procesados para inmunohistoquimicas marcando a NaStEP (verde) con el anticuerpo de NaStEP
(1:2000), en rojo se observa la sefial de los tubos polinicos (TP).

A. Localizacion de NaStEP en estigmas después de una cruza compatible, incompatible o pistilos no polinizados. En estigmas de pistilos en donde se realizd una cruza
incompatible los niveles de NaStEP fueron constantes desde las 3 h hasta las 9 h post-polinizacién. La sefial disminuyd después de las 16h pero fue perceptible. En pistilos en
donde se realizé una cruza compatible la sefial de NaStEP se observd hasta las 9 h post-polinizacién. En pistilos no polinizados la sefial de NaStEP comienzé a disminuir desde
las 9 h post-polinizacion.

B. Localizacion de NaStEP en estilos después de una cruza compatible, incompatible o pistilos no polinizados. El estilo muestra un poco de sefial en todos los casos, sin embargo

la sefial s6lo se percibe en tiempos posteriores a las 9 h post-polinizacién en una cruza incompatible. Barras=10 um.
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8.8.  NaStEP se asocia a las membranas vacuolares en ¢l inferior de los tubos polinicos

Para determinar la localizacion final de NaStEP en el interior de los TPs y comprobar si la
distribucion alargada y no dispersa observada anteriormente correspondia a vacuolas, como se
documento en los datos reportados por Goldraij ef al (2006), donde la S-RNasa y 120K estan
asociados a vacuolas, se realizaron polinizaciones incompatibles en N. alata ScioScio de 9 h,
ademas de una serie de controles negativos en donde alguno de los anticuerpos primarios fue
omitido con la finalidad de establecer el cruce de las sefiales (Datos no mostrados). Los pistilos
fueron fijados y procesados para inmunohistoquimicas 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 realizd con
polen Scio.

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 mostrd una gran
cantidad de vacuolas de tamano pequefio. Las observaciones corresponden a la zona distal del TP,
la cual presentd abundancia de vacuolas con morfologia circular y alargada (Hicks ef al, 2004;
Goldraij ef al., 2006). En esta zona vacuolada se probo la localizacion tanto de la vPPasa (Figura
20 A-C) como de la vATPasa (Figura 20 D-F), donde la senal evidencio la estructura alargada de
las vacuolas que se distribuyen a lo largo de los TPs. Por otro lado, también se observo a NaStEP
con una distribucién similar (Figuras 20A y 20D). El analisis de microscopia confocal evidencio la
colocalizacion de NaStEP con la vPPasa (Figura 20C) y con la vATPasa (Figura 20F), sugiriendo su
asociacion con el sistema endromembranoso. La sefial de NaStEP también se detectd en el
citoplasma del TP y en el lumen vacuolar.

Mediante cortes ortogonales realizados en un apilado de imdgenes en el eje Z se demostrd la

colocalizacion de NaStEP con la vPPasa y la vATPasa (Figuras 20C y 20F).

8.9.  Eltransporte 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 proteinas
esenciales para el rechazo del polen al interior del TP, se determind la presencia de la S-RNasa,
HT-By 120K en el interior de los TPs que crecieron en el pistilo de 1a planta KO8-2.

Pistilos de la planta KO8-2 y de N. alata Si0sS8105 fueron polinizados por 16 h con polen-Sios se
fijaron y procesaron para inmunohistoquimica usando el anticuerpo de anti-~calosa (1:1000; rojo)
y los anticuerpos anti-HT-B (1:1000; verde) o anti-$-RNasa (1:1000; verde) o anti- 120K (1:1000;
verde). Las observaciones muestraron que las tres proteinas analizadas ingresan al interior de los

TPs aun en ausencia de NaStEP, al igual que en una cruza con N. alata SiosSi0s (Figura 21). Por lo
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tanto, se descarto la posibilidad de que NaStEP mediara el transporte de estas proteinas al interior
de los TPs.

Figura 20. Analisis inmunohistoquimico de pistilos de N. alata Sc10Sc10 polinizados con polen Scio 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. Localizacién de NaStEP y vPPasa. NaStEP colocaliza con vPPasa a lo largo de una vacuola (Flecha amarilla).

D-F. Localizacion de NaStEP y vATPasa. NaStEP colocaliza con la vATPasa a lo largo de la membrana vacuolar (Flecha
amarilla).

Los cortes ortogonales muestran zonas especificas en donde se presenta la colocalizacion de NaStEP con la vPPAsa o

vATPasa respectivamente. Barra=5um.
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N. alata S;55S;05 X N.
K08-2 X N. alata S;5S:05 alata S;35S14s5

Figura 21. Analisis inmunohistoquimico de HT-B, Si0s-RNasa y 120K en tubos polinicos después de 16 h de
polinizacion. Pistilos polinizados del hibrido con niveles de NaStEP no detectados K08-2 (S10sSo) y de N. alata S105S105
(Na) fueron polinizados con polen S1os 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. Localizacién de HT-B (verde) y calosa (rojo). A. Cruza incompatible entre el hibrido 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 S105S+0s.
C-D. Localizacion de S1s-RNasa (verde) y calosa (rojo). C. Cruza incompatible entre el hibrido 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. Localizacion de 120K (verde) y calosa (rojo). E. Cruza incompatible entre el hibrido con niveles de NaStEP no
detectados (K08-2) X N. alata S105S10s. F. Control de una cruza incompatible entre N. alata S10sS105 X N. alata S105S105.

TP-tubos polinicos. Barra=5um.
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8.10. NaStEP es un regulador positivo de la estabilidad de HT-B en el interior del tubo

polinico

NaStEP no tiene una funcion en la regulacion de la expresion de proteinas esenciales en el
reconocimiento del polen en Nicotiana y tampoco en el transporte de éstas al interior del tubo
polinico; sin embargo, en estudios previos (Busot ef al, 2008) se determind que su secuencia la
agrupa con la familia de inhibidores de proteasas tipo Kunitz, por lo que se pensd que su funcion
podria estar contribuyendo a la estabilidad de otras proteinas dentro del TP, como puede ser HT-
B, cuya degradacion se observa en el interior de los TPs después de una cruza compatible. Para
probar esta hipdtesis, se llevaron a cabo polinizaciones en el hibrido KO8-2 (S105%), en donde
NaStEP presenta niveles no detectados, con polen-Sios y polen-Scio y se realizd un control con
plantas silvestres de V. alata Si055105, en donde se monitored el contenido de HT-B en el interior
del TP.

Los pistilos polinizados fueron fijados y procesados para realizar una doble inmunolocalizacion
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 fijo un criterio de
intensidad en la senal de HT-B (descrito en materiales y métodos). Los TPs se clasificaron en dos

grupos: 1) ausencia de tincion o baja tincidn (Figura 22A) y 2) alta tincidn (Figura 22B).

Figura 22. Analisis inmunohistoquimico para determinar los criterios de intensidad de la sefial de HT-B en el
interior de los tubos polinicos. Pistilos polinizados de N. alata S105S10s y de K08-2 (S105S0) fueron polinizados con
polen Stos5 y Scio 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 sefial de HT-B fue clasificada en dos criterios para poder
cuantificar el nimero de tubos polinicos que los presentaban.

A-B. Criterio de intensidad de HT-B en el interior de los tubos polinicos. A. Tubos polinicos con ausencia de tincion o

baja tincion de HT-B. B. Tubos polinicos con tincion alta de HT-B. TP-tubos polinicos. Barra=5um.
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Con este criterio definido se procedid a contabilizar la cantidad de HT-B en los TPs que crecian en
pistilos de la planta KO8-2, con niveles de NaStEP no detectados. Las observaciones se hicieron a
las 16 y 36 h post-polinizacion. Asimismo, dado que el genotipo de la planta KO8-2 es Sio5% se
realizo una polinizacién compatible (polen-Scio) y una incompatible (polen Sios). Los resultados
se compararon con una cruza incompatible y compatible en N. alata Si05Si0s.

En una cruza incompatible en la planta silvestre (V. alata Sios5Si10s X V. alata Si05Si0s) se observd a
16 y 36 h post-polinizacion 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. alafta a 16 h de post-
polinizacién 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-polinizacion, 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-polinizacidén y polinizadas
con polen incompatible Sios, €l 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-polinizacion (Figura 23A). Sin embargo, a las 36 h post-polinizacion solo el 4.26% de los
TPs presentaron un alto contenido de HT-B, mientras que el 93.16% no presentaron senal de HT-
B en su interior (Figuras 23A y 23B).

Por otro lado, en las cruzas compatibles a 16 y 36 h de post-polinizacién hubo un mayor
porcentaje de TPs (64.65 y 95.74% respectivamente) con senal muy baja o ausente de HT-B,
siguiendo el mismo patrdn observado en una cruza compatible en las plantas silvestres de V. alata
(Figuras 23C y 23D).

Con estos datos se puede concluir que la supresion de NaStEP interfiere con la estabilidad de HT-
B, no importando si la cruza es compatible o incompatible, de manera contraria a lo que ocurrid
en la planta silvestre de N. alata Sci05c10, €n donde la degradacion de HT-B solo ocurre en los TPs

en una cruza compatible.
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Figura 23. La supresion de NaStEP afecta los niveles de HT-B en el interior de los tubos polinicos compatibles e
incompatibles.

A-D. Cuantificacion de la intensidad de la sefial de HT-B en el interior de los tubos polinicos.

A-B. Cruzas Incompatibles. A. Cruza incompatible a 16 h post-polinizacion. Las barras gris oscuras sefiala el porcentaje
de tubos polinicos en plantas silvestres de N. alata S10sS105, mientras que las barras gris claro representan la
cuantificacion de tubos polinicos en plantas con niveles de NaStEP no detectados. B. Cruza incompatible a 36 h post-
polinizacion tanto de plantas silvestres como de plantas con niveles de NaStEP no detectados.

C-D. Cruzas Compatibles. C. Cruza compatible a 16 h post-polinizacién. D. Cruza incompatible a 36 h post-polinizacién.
El analisis se llevé a cabo en aproximadamente 200 tubos polinicos en cada polinizacion. Barras de error indican la
Desviacién Estandar de tres replicas independientes. Valores con diferentes letras representa diferencias significativas
(P<0.05). El andlisis estadistico fue hecho por medio de una ANOVA de dos vias y comparacién multiple de Tukey
(n=3).

61



Para confirmar la degradacion de HT-B en el interior de los TPs en ausencia de NaStEP, se
determino la cantidad de HT-B mediante ensayos tipo réplica de Western. Los niveles de HT-B se
determinaron a partir de extractos de proteina total de pistilos de la planta JO8-6 (Sci0%)
polinizadas con polen-Scio (cruza incompatible) o polen-Sios (cruza compatible) por 16, 36 y 72
h. Asimismo, se utilizé6 como control a N. alata ScioScio que fue polinizada con polen-Scio (cruza
incompatible) o polen-Sios (cruza compatible). Los resultados indicaron que en N. alata ScioScio
después de la polinizacion con polen-Sios se observa la degradacion de HT-B desde las 16 h de
post-polinizacién hasta la ausencia de senal a las 72 h post-polinizacion, congruente con lo
reportado previamente (Figura 24A; Goldraij ef al, 2006). En el caso de la cruza compatible en el
entorno de la planta JO8-6 con niveles de NaStEP no detectados, la degradacion de HT-B se detecto
después de las 16 h, siendo hasta las 72 h que hubo una ausencia total de la senal (Figura 24B).

En el caso de una cruza incompatible en N. alata ScioScio, los niveles de HT-B se mantuvieron
constantes desde las 16 h hasta las 72 h de post-polinizacién (Figura 24A). En el caso de las
plantas con niveles de NaStEP no detectados la presencia de HT-B se detectd a las 36 h con el

mismo patrén que en N. alata ScioScio; confirmando los datos de inmunolocalizacion.

A B
N. alata Sci0Scio Hibrido J08-6 (Sc10S0)
Tiempo post-polinizacién (h) Tiempo post-polinizacion (h)
16 36 72 16 36 72
Polen NP Syps Scig Sios Scio Sis Scio NP Sip5 Scio S105 Scio S5 Scio
ANti-HT-B == sl owe o — -— ot bk A o A
ANti-Sgy-RNasa == Wil e g e quus queh gy — — G— g —

Figura 24. NaStEP evita la degradacion de HT-B en los tubos polinicos.

A-B. Inmunodeteccion de HT-B y de la Sci0-RNasa en extracto de proteina total de pistilo de plantas de N. alata Sc10Sc1o
y de plantas con niveles de NaStEP no detectados (J08-6 Sci0So) después de una cruza compatible (polen Sios) €
incompatible (polen Sc1o) a 16, 36 y 72 h. Los extractos de proteinas fueron separados electroforéticamente (SDS-
PAGE) y transferidos a una membrana de PVDF para inmunodetectar a HT-B o la Sc1o-RNasa.

A. Polinizaciones en pistilos de N. alata Sc10Scio.

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. DISCUSION

9.1.  NaSEP es un gen modificador que participa en el rechazo del polen en

Nicofiana

El rechazo del polen en la familia Solanaceae es la consecuencia de la interaccion haplotipo $-
especifica 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 via de reconocimiento y rechazo del polen (Ai ef al, 1991; Murfett ef al., 1994,
1996; Tsukamoto ef al, 2003). En Nicotiana spp., Solanum spp. y Petunia spp. se han identificado
mediante ensayos de pérdida de funcidén a dos GM, HT-By 120K, los cuales son esenciales en la
via de rechazo del polen (McClure ef al, 1999; Kondo ef al, 2002a; O’ Brien ef al, 2002;
Hancock ef al., 2005; Puerta ef al., 2009).

Los resultados de pérdida de funcion del gen NaStEP a través de su silenciamiento por RNAi
demostraron que en la ausencia de NaStEP en los hibridos Al (poblacién KO8) se perdio la
inhibicidn y rechazo del polen incompatible (Figura 11; Tabla 1). Estos mismos resultados fueron
confirmados en una segunda poblacién, JO8 (Figura 12; Tabla 2). Esta evidencia confirma que la
funcién de NaStEP en el reconocimiento y rechazo del polen en Nicotiana es esencial, permitiendo
asignarle el caracter de GM del estigma en Nicofiana.

Adicionalmente, se observo que la respuesta de NaStEP en el rechazo del polen es dependiente de
la dosis, ya que niveles disminuidos de NaStEP muestran solo 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 ef al., 1999), pero no para plantas con
niveles de 120K disminuidos (Hancock ef al,, 2005).

Esta funcion de NaStEP en el rechazo del polen en los hibridos 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 expresion de estos GM no varia en los hibridos con niveles de NaStEP no detectados con

respecto a los no transformados o a las plantas tipo silvestres de V. 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 participacion del locus Sy
de los GM en el rechazo interespecifico

En este trabajo las plantas de V. alata Si05S105 al igual que el hibrido control (V. plumbaginifolia X

N. alata Si058105) aceptan el polen de la especie Al de N. rastroenesis y de la especies AC de V.



longiflora, pero rechazan el polen de las demads especies AC. En el caso de las plantas con niveles
de NaStEP no detectados, KO8-2 (Si05%) y KO8-3 (Si0s%) el polen de N. plumbaginifolia es
aceptado; sin embargo, la planta KO8-16 (S105%), en donde NaStEP solo se encuentra disminuido,
rechazan el polen de N. plumbaginifolia al igual que el control de N. alata y el hibrido no
transformado (Figura 13).

Estos resultados confirman que NaSfEP es un nuevo GM que participa tanto en la
incompatibilidad intraespecifica como en el rechazo del polen de N. plumbaginifolia, al igual que
HT-B, pero no de 720K, en donde la supresion del gen mantiene la inhibicidn del crecimiento de
los TPs de N. plumbaginifolia (Hanconck ef al., 2005).

El rechazo del polen en plantas con niveles no detectados de NaStEP demuestra que el mecanismo
de accién 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 interespecifico de N. obstusifoliay N. repanda en pistilos de .
tabacum, en donde el sistema es independiente de la S-RNasa (Eberle ef al, 2013).

Los resultados de las cruzas interespecificas muestran que bajo un entorno incompatible, en
donde se expresa NaStEP, el rechazo del polen se presenta mayoritariamente con la falta de
germinacion y en menor proporcion con la inhibicidn del crecimiento de los TPs en el estigma,;
mientras que en un entorno genético compatible que expresa la Sios 0 Scio-RNasa y en donde los
niveles de NaStEP no son detectados, la inhibicion se presenta en el estilo (Figura 12). Estos datos
senalan la accion temprana de NaStEP en el rechazo del polen en Nicotiana.

Los sitios de inhibicion de los TPs y el tiempo en que se presenta el rechazo del polen en una cruza
intraespecifica y una interespecifica senialan una diferencia entre los mecanismos de rechazo del
polen. En el reconocimiento intraespecifico en Nicotiana el rechazo del polen se presenta desde la
zona de transicion entre el estigma y estilo, pero mayoritariamente en el primer tercio del estilo
(Murfett ef al., 1996; de Nettancourt, 2001); sin embargo, para el rechazo interespecifico la zona
de rechazo tipico se presenta en el estigma (Pandey, 1979). Murfett ef al (1996) reportaron que
el rechazo del polen de N. plumbaginifolia en hibridos de N. plumbaginifolia X N. alata Sx2Sx2 se
presenta en el estigma después de la emergencia del TP sin presentarse TPs creciendo mas alla de
la porcion superior del estilo. En plantas AC N. fabacum expresando la S4»~-RNasa, el polen de .
tabacum logra crecer hasta 1 cm del estilo antes de ser rechazado y en el caso de las plantas de V.
tabacum expresando la Sci0-RNasa el polen de N. glutinosa es rechazado en el estilo o en la zona

de transicion entre el estigma y estilo (Murfett ef al., 1996).
9.3. Laexpresion de NaStEP es especifica de especies Al
Con la finalidad de determinar el punto de regulacion de la expresién de NaStEP se realizo la

amplificacion de NaStEPa través de un PCR utilizando ADN genomico de especies AC y Al (Figura

15A), ademas se realizd un ensayo tipo réplica de Northern, en donde se observo que el transcrito
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no se acumula en especies AC (Figura 15B). Finalmente, el ensayo tipo réplica de Western
demostré la acumulacion de NaStEP solo en especies Al (Figura 15C y D). Estos datos senalan que
la expresion de NaStEP esta altamente regulada y sélo se expresa en especies Al

Un ensayo tipo replica de Southern mostrd que en especies AC como V. fabacum, N. glaucay N.
plumbaginifolia presentaron una hibridacion positiva con la sonda de NaStEF, sugiriendo que
estas especies codifican un gen ortdlogo para NaStEP (Busot ef al, 2008). La amplificacion 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
delecion significativa en las secuencias de las plantas AC que sea la razon aparente por la cual no
se acumula el transcrito de NaStEP. La expesion de NaStEP solo en epecies Al puede obedecer a la
presencia de codones de t¢rmino prematuros en las especies AC, como se encontrd en N, fabacum
(datos no mostrados), a una regulacion post-traduccional o por alguna regulacidén a nivel de
promotor, ya que una region con alto potencial de ser la region promotora de NaStEP presenta
una serie de regiones regulatorias en cis, muchas de las cuales estan involucradas en la respuesta
a la luz, ademads de encontrarse secuencias regulatorias especificas de estigma y estilo altamente
similares (caja I, I 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 estigmatico al interior de los tubos polinicos

Los resultados de este trabajo suguiere una funcién de NaStEP durante etapas tempranas de la
germinacion del polen o del crecimiento del TP. La expresion de NaStEP se restringe
mayoritariamente al estigma y, en una porcion menor, al estilo de especies Al de Nicotiana
(Figura 16). Sin embargo, en Nicotfiana proteinas implicadas en la polinizaciéon como TTS
(Cheung ef al, 1995) y PELPII (de Graff ef al, 2003), asi como proteinas implicadas en el
reconocimiento del polen, como HT-B (McClure ¢f al, 1999), 120K (Lind ef al, 1994; Hancock
ef al, 2005) y la S-RNasa (Anderson ef al, 1986; Cornish ef al, 1988; McClure ef al, 1989;
Broothaerts ef al, 1995; Sassa ef al, 1996; Xue ef al, 1996), se expresan en el estilo
principalmente. La expresion estigmdtica especifica de NaSfEP sugiere que este gen estd
involucrado en las primeras interacciones entre el grano de polen y el pistilo. La acumulacién 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 acumulacion de NaStEP disminuye en estilos polinizados después
de 16-36 h post-polinizacion (Figura 19); sin embargo, para TTS y PELP III la cantidad se

mantiene después de 3-4 dias de la polinizacion.
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Después de la polinizacion NaStEP ingresa al interior de los TPs (Figura 18), al igual que la S-
RNasa, 120K y HT-B (Goldraij ef al, 2006). En el interior de los TPs la cantidad observada de
NaStEP después de una cruza compatible es nula, mientras que la acumulacion se mantiene en el
interior de los TPs en una cruza incompatible, al igual que ocurre con la proteina HT-B pero no
para 120K, en donde la degradacion de la proteina se presenta tanto en una cruza compatible

como incompatible (Goldraij ef al., 2006).

9.5.  NaStEP ingresa a los tubos polinicos sin importar su haplotipo y se asocia al

sistema endomembranoso

Mediante estos resultados se corrobord que después de la polinizacion 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 distribucion de
NaStEP, en algunos de los TPs, es no dispersa a través de todo el citoplasma, sino mas 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 colocalizacion de ambas proteinas
demostrando la asociacion 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 proteinas han sido asociadas con el sistema endomembranal del
TP (Goldraij ef al, 2006). Al parecer la asociacioén de proteinas implicadas en la respuesta del
polen con sistemas endomembranales es relevante en los sistemas de incompatibilidad, ya que en
el modelo de Brassica, Fxo70 Al, una subunidad del complejo de exocitosis involucrado en la
secrecion polarizada en levaduras (Sacharomyces cerevisiae) y animales (Novick ef al, 2006),
funciona en el transporte polarizado de vesiculas en el estigma, que son necesarias para la
hidratacion, germinacién y crecimiento de los TPs compatibles. Durante la respuesta de
incompatibilidad la interaccidon entre SRK y SCR regula negativamente a Exo70 Al, a través de
ARC1 que la ubiquitina para su degradacién, provocando una desregulacion de la exocitosis y el
rechazo del polen (Samuel ef al, 2009). En el caso de N. alata, después de la polinizacidn, 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 polinizacion 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 inmunologicos entre 120K y la S-RNasa
demuestran que 120K se asocia a la membrana vacuolar que contiene a las S-RNasas (Goldraij ef

al, 2006). Mientras que fraccionamientos bioquimicos demuestran la asociacion de HT-B con la
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fraccion microsomal (Goldraij ef 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
contendran a 120K y a la S-RNasa. El mecanismo por el cual NaStEP se transporta a las vacuolas
podria ser similar al que ocurre para la S-RNasa, 120K y HT-B; sin embargo, este se desconoce.
Existen tres posibles vias en el sistema endosomal que lleva a proteinas blanco a las vacuolas: 1)
Proteinas endocitadas se empacan en vesiculas, estas vesiculas se fusionan con otras para formar
los endosomas tempranos que finalmente se fusiona con la vacuola. 2) Proteinas endocitadas por
vesiculas 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) Proteinas solubles derivadas de vesiculas 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 via secretora para regresar al citosol
mediante la via retrégrada que les permite llegar al RE (Reticulo Endopldsmico; Pelham ef al,
1992).

Aunque no se conoce la via de transporte de NaStEP a la vacuola, suponemos que NaStEP podria

seguir la misma via 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 polinicos

La incorporacion de NaStEP a los TPs en tiempos tempranos de 1a polinizacion (6 h), tanto en TPs
compatibles como incompatibles, su permanencia en los TPs incompatibles, su asociacién a las
vacuolas y la funcidn de inhibidor de subtilisina (Jiménez-Duran ef al, 2013), pueden senialar
una funcién relacionada, directa o indirectamente, con la degradacion o estabilidad de proteinas
del TP. La degradacion de HT-B en ausencia de NaStEP demuestra el papel de esta proteina en la
estabilidad de HT-B (Figuras 23 y 24). En plantas Al de V. alata los TPs incompatibles tienen a HT-
B estabilizado; sin embargo, en TPs compatibles HT-B es degradada (Goldraij ef 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 compartamentalizacion de la S-RNasa (Goldraij ef 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 situa a las proteinas 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 transmision del estigma
durante la antesis en plantas de Nicotiana autoincompatibles. La llegada de los granos de polen
promueve la lisis de las células estigmaticas que liberan a NaStEP al exudado estigmatico. La
incorporacién de NaStEP a los tubos polinicos, tanto compatibles como incompatibles, es un
evento muy temprano de la polinizaciéon. NaStEP en el interior de los tubos polinicos 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 vesiculas,
las cuales a su vez se fusionarian con otras para formar endosomas tempranos que finalmente se
fusionarian con la vacuola (via a), o NaStEP puede ser endocitada por vesiculas dependientes de
clatrina que llegardn al TGN y al aparato de Golgi de donde serian enviadas a cuerpos
multivesiculares que se dirigirian a la vacuola (via b, transporte retrogrado). En la vacuola NaStEP
gjerceria su funcidn, tempranamente de inhibidor de proteasa, inhibiendo a una o varias
proteasas tipo subtilisina. Alguna porcién de NaStEP quedaria en el citoplasma en donde podria
llevar a cabo otra funcion. En tiempos posteriores de la polinizacion se incorporaria la S-RNasa,
HT-B y 120K al interior de los TPs. El transporte de estas proteinas a la vacuola no se conoce, pero
se sugiere que al menos la S-RNasa sigue un transporte retrogrado que la sitiia en su mayoria en
una vacuola; sin embargo, una pequena porcion escaparia del RE y se localizaria en el citoplasma,
en donde interaccionaria con SLF.

Cruza compatible. En un pistilo 181 que es polinizado con polen &, la interaccidén haplotipo §
inespecifica entre la S;~-RNasa y SLF; provocaria la degradacion de NaStEP que deja de inhibir a
la(s) proteasas de la vacuola que a su vez degradaria a HT-B, permitiendo la estabilizacion de la
vacuola que contiene a la Si-RNasa y el crecimiento del tubo polinico.

Cruza incompatible. En un pistilo 8181 que es polinizado con polen 8, la interaccion haplotipo §
especifica entre la Si-RNasa y SLF; provocaria la estabilizacion de NaStEP y, por lo tanto,
continuaria inhibiendo a la(s) proteasas de la vacuolas lo que permitiria la estabilidad de HT-B lo
que a su vez conllevaria a la ruptura de la vacuola y la liberacion de la S1-RNasa al citoplasma del
tubo polinico, en donde llevaria a cabo su funcién citotdxica degradando el RNA e inhibiendo el

crecimiento del tubo polinico.
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CRUZA COMPATIE

Pistilo S;S;

Polen S,

CRUZA INCOMPATIBLE

Pistilo S,S,

<I_ TIEMPO POST-POLINIZACION -
<> SLF, ‘ SLF, e S;-RNasa i NaStEP 6 HT-B A 120K PP- Proteasas del polen

Figura 25. Modelo del rechazo S-especifico del polen en Nicotiana.
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11. CONCLUSION

NaStEP es una proteina esencial en la via del rechazo del polen en Nicotiana que participa como

un regulador positivo de la estabilidad de HT-B en los tubos polinicos.

CONCLUSIONES PARTICULARES

1. NaSfEPes un gen con expresion 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.
NaStEP participa en el reconocimiento interespecifico del polen en N. plumbaginifolia.

La proteina NaStEP después de la polinizacion se transporta al interior de los tubos
polinicos de manera haplotipo § inespecifica y una vez ahi una fracciéon de NaStEP se
asocia al sistema endomembranoso del tubo polinico.

4. NaStEP estabiliza directa o indirectamente a HT-B en el interior de los tubos polinicos.
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12. PERSPECTIVAS

En este trabajo el silenciamiento de NaStEP en hibridos de N. plumbaginifolia X Al N. alata
demostrd que NaStEP es un gen modificador esencial en el reconocimiento y rechazo del polen.
Asi como su localizacion subcelular dentro del tubo polinico incompatible en donde es un
estabilizador positivo para HT-B. Sin embargo, el determinar si la ruta de entrada al interior del
tubo polinico y su transporte a la vacuola es similar al de otras proteinas importantes en el sistema
de incompatibilidad, como la S-RNasa, 120K y HT-B nos podria ayudar a delimitar mecanismos
generales de transporte.

La localizacion de la S-RNasa dentro de una vacuola coincide con la localizacién 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 funcidon de inhibidor
de proteasa de subtilisina, permite incrementar nuestro conocimiento en dos vertientes. La
primera es si su funcioén de inhibidor de proteasa es especifica 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 Al
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aianoonmgaiibke N alak in condss, HTH degrada Bon ocouss peknsially bn o pashie poll inagfors. Taken Logehes, & e
cata shenw that e presenee of MESUEF & negquinad for S stabality of HT-8 bedde pedion tubwes dus g S st o seapors e, bt
e underlying mmachan mm & curmndy wunknown

To avoid low-filness progeny, many plants have
developed a cell-aell mieraction o promate
outarossing, tirough the recognition and discrimina-
tion of both self and nomself pollen. This recogmition
system is mntrolled by the highly self-
incompatibility 5-locus, which determines pallina-
hunspmfn'lymhaﬁﬂmpnllmmdpoﬂi llen 5

uilmma]tmdfﬂmk&-ha’:h coinade
{de Nettancowrt, 1977, 2001; Frankin et al., 1995).

In Solamacens, P amd Rosacess, the 5-
locus product in the pistil is an extracellular glyaoprotein
named S-FNase (Andeson o al, 1986; MoClure ot 2l
1589). Thuring pallmation, 5 EMNase i wken up by both
mmpatble and nompetile pollen wubes (L o al,

? Thes wosk. e wapposwd by e Prog==m de Apoye s Povpess
de byvesgmoim ¢ bovecis Temolpes-Unsvesadad Nacoral
Antiepma di M (et e PRGN sd 210612 o K10,
L, mnd GE ) e Corsege Moo | de Ceecn y Taonologs (gt
oy 12142 and 81968 o K]0, IO, e B, s S Nazomu]
&-:.fn-ﬁlmw-n IOE el #2 o B

: oo e-mm i fogilorar ==

Thu ot broe repromeble for datnbat e of s eals mawgr o Sw
Endryy paseried 1= tha astcle = sgoaisce wesh e polcy de-
s=bad = e bxtartoes for Asdors (v w plastobwand org) oo
F?Cm-ﬁmm.-].

“ The onlew vemomn of S arich costmrs Web-ooly data

B s Ao s =l oo B viwrwned ooz washionst m mbor

o

wwrw.pl eepbyuclogy (op /do 101104/ e L2 196 440

2) and targeed toa vecunle {[Goldrag et al, 2006 In
the later sages of an i ke ooss, the S-RNase-
containing vacuole & disrupted and fhe SRNases are
released to the tube cyinplasm, where RNA de-
Fradation can occur McChure et al, 2011
The 5 o gene encodes an SLF or SFB (SLF/SFE
for 5-loows Fhom) mn, which &5 2 member of the F-
b pa'rtn'nf.um]y{.ﬁlt:l' o al, 2005 Sipac et al,
200d). In vitro binding assays show that PSLF in
Petumia infladr physically interacts with 5-EMases,
although this nteaction & stronger with nonself 5
mmﬂimwﬂhsdfﬂmmﬂim and Kao, 2006)
Additonal rine mteTaction 2w SUFReSt
that SLF/ maybea crlq:ormtd mSCFfu'Slqﬂ-
Cullin1-Fbox) or SCFdike (Qhao et al, 2004;
Hua and Kan, 2006). Notbly, data from Zhao et al
{(301d) n Peunir kybrida show that reduction of
PhE5K] (for P kybrda SLFinteracting Slp-likel)and
its Antorrhmum kispoocum artholog, ARSSK], is also
uired for cross-pollen nqgaag:ﬂxty
fhough SRNase and SIF define pallen rejec-
tin 5 . madifier genes m]mhsdhtluﬁ«ham
ame hstﬂ-mmpﬂlkrv{ﬂHMn 1968 Ad
et al, 1991; Muriettet al, 199; Tsulamotn etal, 1993
To date, only two pstl-modifer genes hawe been
iden i fed - Hagi Tiqe-Band (HT- B}mﬂ 120F. Tn Namtama
Fp- HT-B is an 864 acidic with a domain
consisting of M Asn and Asp residues toward its O
termanus (MoClure et 2], 1999 Kondo and MoQOwe

Mian? Pop by, fanumey 3013, Vol 161, pp. W07, www Esntphyinloy € T Avedan Sty of Fa Saoges. All Rgh s Reworal. W
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AE)L Loss-of functon assays prove HT-F  be esan-
tial for pallen rgection in MNaodma -, Solomum

and Fedomn spp. (McCOue ot al, 1 ;Kmn‘hf:tal,
HNE: O'Brien et al, 202 Sassa and Hirana, 206
Puerta et al., 30H), although it & not sed . Sl

Salmum WWM tion that in
this spedies 3 fene, HT-A, may function 25 a
substitute (Covey et al., 2010). ITmmunolocalization
shows that FIT-B i readily taken up by pallen tubes
durning Fn]hurm Is sta.:lﬁ'hit lewels decremse

shightly m pallen tubes from inao iblepo

Thnations.
Hm«rm'u' mn ke crosaes, HT-B kevel deoase
T5% to 9T%

probab uaruultdpamdngnda—
tion (Goldrag o al, 3006).

Jﬂiha:tyt;}ruﬁclmmanhlqahﬁhnpum
(Gchutzet a1 fhatis taken upby pollen tubes (Lind
ﬂ&l%}wwmhm“um&mﬁse

= (Goldrag et al, 2006, YK forms
ows wih SRhNases and ofher proeins Cne-
Gm:ur:tal.,I[Ejmvm:ml mon of 0K o
mguﬁ: pollen rgection (Hancodk
Prodein-pro tnm'b:adm assays demon
sh‘hﬂ'ﬂt!.’!‘ﬂl{m‘nﬂswﬂitt
NaPCCP (2 2 domain-coniiming in) a
ucnitﬂiwﬂln’;:ﬂmhbemd}m%tm
(Tee et al, 2008,

Two models hawe been to explain pollen
rejecton in Solanaceae (1) The 5-RMNase degradation
model (Fuz and Kan, 3006 Hua et al, 207, 2008;
Eubo et al., 2010) focuses on 5-FNase SLF nteractions
that bring about izl nonself SENase
dation. In this model, strong, nonself SRNase-5LF -
teractions lead to e degradation of nonself 5-RNases
by the ubiquitinX5 p me system, allowing
pollen tubes 10 e its cytotowic effect Weak
self 5-FNase-5LF mieractions, in contrast, permit the

mﬁsﬁmtﬁuﬂﬁﬁn!utptﬂmm
E’-n.[h is degraded, resulting in self- p:xlhn rw:l:cn_
Notably, by functional and protein- interaction
assaysin Pemaspp, Kubo o al. (3010) ound atleast
three types of divergent SLF proteins encoded at fhe
Sdocus, each recognizing a subgroup of nomdf S
EMases The authars cs.lhnﬂtntnm
self recogmition model, where de S5LF protans
interact with nonself S FENases momself pol-
len from degradation (Kuboet al, 2010} (2} The com-
il zation modd morporates theobsenations
that pallen tubes mtermaline both self and nomsdf 5
REMases and targets them tovacuoles and that HT-B i
degraded in ke cromses but & stable In m-
ke crosses (Goldraf et al, X006} b ncom-
tible comes, the SENasc-onhining vacuoks ane
ultimaiely disupted and 5Ehases are releasad to fhe
asm, where fhey de BNA, kading to re-
jection of self len In mlqu'hﬂemﬂtmteg
rity of the 5 KNase-contining vacuoles is preserved,
allowing pollen tube growth to continue Thas, in fhis
mode], sdf or nomsdf SRENase-SLF interactons de-
termine: fhe speacificity of pollen repction mdinecthy.

fenes apart from HT-B and 1 MK are required for SL.
We recenfly described NaStEP (for N alai Stigma-
Protein), an abundant, ific

pun'ﬂli}mdmﬁlhﬁcma da].,lﬂ]& Is
abundanae inS1s made AStEPasmrgrdeﬁcr
Fene candidate we demonstrate that NaSEF i
taken up byg:]llen tubes, has subtilisin mhium:ry
.'h:'tn.':ty, and stq:prﬂng its ﬂq.uumn in frans-
Fenic d.uxT Moreover, when
MMW }h’mhmpcﬂ:l‘ntﬂ:l HT-B protein
i o ml:uﬂlmrqntlﬁ! ible pollen
tubes, while n wﬂd-tvpe Sl N alrir, FIT-B is preferen.
mﬂvﬂ&ﬂmadmamnpaﬂ:kpdhhhc_

RESLULTS
MaSIEF Suppress dn

To st whether NaSEP is required for 55
Tlen rejection, we intraduced an ENA merference
AiENaSIEP comstnict into self le {SC)
Wimtiona phom lngoufalin (Le. 5,5, and aossed TO trans-
formants with 51 N aleta 5.5 to generaie Sy.5, T1
famdly K& 1A zhows an analysis of
extracts from two hybnds with no deecble

aStEP K082 and K83 a pertially suppressed hy-
brid, K08-9; and an sed hybnd, KiS-14.
Ji& was cbti cromsing hybrid K08-2
to 5T N aldata S This second on enabled
tﬂl‘gﬁem =P Ssonona seoond 5
haplitype . a further The entire [0S

FEneTahON. -
ulation consisted of 23 plants (13 5005, 2nd 12 505,4)-

Ten JIB plants sion and 15 expressed
normal of NaStEP (Fig 1B; Supplement] Fg.
S1A) Fve r hhmumdimml’:mnl&
Plamts J08-3, J08-6, and J08-8 showed no detectable

NaStEP, while m]’l‘.‘&imd-—!lwiﬂlmuiynumi]

ion kevads, wene used 25 controls (Fig. 1B). The
EMNAI offect was ific to MaSHEF m both the KB
amd J08 ations, as litfle or no change in 5-RNase,
HT-R or1 levels was observed (Fig. 1)

NaSIEP Is Raguisd for 55 pecific Pollen Ko ion

Pollination st showed that NaStEP sSon i
esmenitial or Sspecific pollen rejection n Naodama spp-
The effect on pallnation was asaswad by
qhamgpdlmmhuxt base of the style (Fig. 2C)

Fastpdlrutmaf'hu challenging with 5., 07 5,
A mmm Tables 51 and
E’a u:pa:ud, med oontrol 5,55, and
SE,,,SD hybrids {ie. N plumbaginiblis x ST N._ alata
St o N plumbagimgnlic = 51 N. adata 5,54,

hybnds e:q:lrﬂngsw FNase or 5o RNase, 1
md\'} d:lq:hyuls-s pollen rejection by anly
pollen with a matchng S-haplotvpe (g 2, A
rmtll].hmﬂ:rut fully ad hy
ﬂa KiB8-3, ]ZB-S JO&-#, and YI5-8) showed
mrg(:muilm.’z'ﬂ] ken tubes at base of e

Flare Fhymicl Vol 1641, 303
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style regardless of e pollen S-haplotype, and fhus
did notdisplay 5 fic pollen rejection (Fig. 2, A and
B; qupphmmbl ables S1 and S2) Moreover, the

5.5, K089 hybrid that displayed partially sup
prestd NaStEP allowed a few pollen tubes © reach
the base of the style (Fig. 2A

NASEEP in lnkrspecific Pollen Rga Son

Tohsth:mlrd\asfl“ m merspecfic pollen re
peton, fully suppressed S5 hybrids were pallinated

-1 K28 posulaton H
(N FENASIEP X Ns 55 )

S eukn

Ao A M S

vl

b

o

Mant Fwydol Vol 1461, 203

3

Lrtnratarent fp X Hal

'.4 hoa AeLaEP i —

—— L . N. phmiugabdie X S N. abt Gyl or

SO Sexs bedon
IKIDS-2 X Na §

NaSEP Sopriogm HT-B £ Paler Tubee

Figee 1. NGEP wpprmace = Nicdtuns pp
A, Tar—maligran ot prote e sxiracts Fom patd
w radcemed SC N ,'Jur-.-!uprul"-iu X S
N alete (S8, ) bybeis NAHP & et de
mctable © plrts K042 ared UB-1 axi o pa-
by deterctdde o (0A 14 S @Nee, HT8 nd
120K protsen lwvads wers oot grstly oo el 3,
Tars maligy an totel prde n axtracts fman petd o
KDA-2 X SN aleta (55,0 rapoy. NG o
rot detwctuble o plants (08§ 44 od 84 5
Naw, HTE amd 120K pectws levels wes oot
prwitty afuctmi The untracdiormed cong ol s SC

fowiw

with SI Rastoensts (Niotima mstroemams), SC
N lemgiflora, SCN ? -mr(-um, SC N. tabacam, SC
N benthamam, or SCN ¢ pollen. Table I shows
that untransformed 5, .5 h\bnds and SI N. alata
nrS“,. accepted pollen from S1 Rastroensis and SC
!rvm%m but repected pallen from all other SC
q&ur\ NaStEPsuppressed hybrids behaved the
same with one notable exception, N. plunshagin bl
Fully suppressed h\'brd-s accepted N. plumbagimfolia

pnllm and the ressed hybnd showed
mmfbg\ \Ta&\le

5, NaStEP is requared
Figre 2. NGEF wpprescon duupts Sepeciic

- poiien nemetee A NaGE P BNA N plaslagus-

foke % SN alate (SpaSud i weew pollirad
with £ or £, polen and pepasd for magey
albr 72 R g wers tdows ator mer the b of
the syl (arow © O The gl K082 (55 wnd
01 5, S ke bah S and §_ poilen b
ronchacy thw lase of e sty B Py from be D3
pepnditre wers polirstsd weth §  or £ polee
The phats J08-3 ol OB-S (0%, and B4
(ewS how b Sy o Sp ple bbb
machiry e base of e sty b Untuesiormed (UT)
Ryt (N, plumbugnmblin x SN alaw £ 5 o
Sy Piirand with 5 o 5 it we
wend o 4 corel Bars = 50 an Ry eprsssrt 4
mpcaw of G polotor asn. C Pagl da-
pram showery bw clservator swa o polen b
prrwh

I
Pl X Mg B

w N
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e (B, 3C N kognibor N, 5C N plussbaginibalio (Np) 5C N tabucam (N0, 50 N beathassena
i, amd 30 M glev () pelen Aler T2 b of polinaon, siyis wene preparsd for smagog . magss
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) amd serscoompatibie (- )

it aw il Sach symbad (= or — | eprsets @ epicas o sch pelineen mry
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for interspecific nejection of N. plumbsgmitlic pollen
but not for the rejection of pollen from the other SC
species that were tested.

NaSEF 15 Takan Up by Pallan Tubes

We recently demonstrated that NaStEP & sorted
a vacuole in mature papillary stigmatic odls. Upon
polination, the papilar cell wall bemmes
and WNaStEP is relolized onto the stigma ap-.-plxvt
(Busotet al, 2008}, Since MNa SEP is essential for pollen
rejection (Fig. 2), we hvpnﬂ'ﬂmd that it might be
taken up and function mside the pallen tube. We
performed double-labd & using antbodies
for callose and MaStEP in compatile (M. alata 5 W.':lm.
* Noalata 5.5 ) and inmompatible (M. alata 5.5 .
* N vy 51r.e""|m| crosses & and 9 h after pollination
(Fg 3, green signal)l At these times, pollen grains had
germinated and pollen tubes had entered the £‘pt1
style. Figure 3 shows that NaStEF acumulates
dantly in fhe stigmatic cells. Fgure 3 ako revesls that
NaStEF enters both compatible and incompatible
len tubes, and once there, s rarnce loolks -
small dots. Relocalization of MaStETF from the stigma
surface to the pollen tube would position it 1o function
in internal pollen tube processes.

Poliralion bme: fh

NaSIEP Posifively Ragulites HT-B Stability in
Pallen Tubas

N25EP & a Kunitztype 2ar inhibitor Emily
member (Busot et 2], 2008 and could modulae the st
bility of ofher protans i #he pollen ubes. HT-B & of
specal interest sinoe it shows diffierential stability in
compatble vasis noompatble pollen ubes (Gaoldrag
et al, 2] To test this possbility, we carmed out im
munoloe] ration evperiments to evawte FT-B leves in

compatile and incompatible pallen tubes. HT-B levels
wemne clssified by shinng intensity 25 bow or not
ﬁmﬂsd mesdiuem, or high ':ﬂmq:flemu#s arne dwmm m
ﬁm lkemental Fig. S In sy od § hybnd
on ged with S . pollen, most P.'l'llm Com-
tained high leves ot HT-B 16 h post pollina ion, but by
3 h, a strilkdng shift oocurmed and FT-B was a]mm:t
undetectble n most pollen tubes (RWNAl S
gl]hﬂ Fg. 4A). As reporied previously (G ra];rtafr
064) no such shift ocourmed o control crosses whene

ST N aketa 5,55 was challenged with 5., pollen, as
HT-B is sebilized i incompatile crosses (ST N aksta
Sipige % Sy polle; Fig AB). C e cromaes alsn

behaved 25 expected and displayed HT-B degradation.
When suppressad S5, vbrid or 51 N alrin 545,
plants were challenged with 5, pallen, mt]mllm
tubes showed litle or no detectable HT-B by 36 h

Compatize

nrnmpalbe

Compatioke

J

Figeee 3. MUGER 5 il up by poiien iubes. A and 8 Sxbronpoieligonpstis. 4 5 N ales 5 ol poifnated
welty 5 polen (compatibie) B 51N alete 5 5 potis polobed with 5 polen (ncompatblsl. Cand D Mewdoues
prdpclibon pebds,. © S0 N alste £ 6 el polinaed with . polfen (compatbia) D 2 N alee §5 . pebds
el with £ poiies (ecomp sl Se chons fnom polfrated prebis we e sl asdy proed weil ants 2SS (e
or artecaloms (whis) antibodss. PT, Pollen b STC, sty mute coll Bam = §mm

Flare Fhysiol Vol 161, 320N3
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Incompatible crosses
{5 ,-poilen pelinaticn)

A MoSEP suppresssd hnid KNa-2 c

(L

Eiem
I ek
=

Frodis 8 il faeaCa i

EEE

Fig- 4, C and D, respectively). Thus, MaSEP sup-
HTB

ion inferferes with 5 stabil mation of
m otharwise oy e pallen tubes; HT-B degrada-
tion ocourred regardless of 5- gr]r_"['l'l.:’::uﬂt:
are consistent with 2 role for EF m HT-B stability.

Expeniments on extracts ako showed HT-B
deﬂ'aiainnmgmdgﬂof Jlen S i
presed h}ri:nck. Figure 5 1.Em nmmmhht .'llulym

:uﬂv{ﬁg SB Fﬂh|etal )
e pallination of Nﬂﬂ’slwnmd h}i:n:l

showed very similar results (Fg. 5A;
p&m{ thle S, e gave similar resu]m
ucnﬂrdsatgh but HT-B was undetectable afer
ﬂhmm&]ﬂﬁmm]maf
pollen Sgenotype I the NaStER hybnd,
alfhough the offect at fhe wholeorgan d was dedayed
with cbservations of HT-B inside pallen tubes

Fig. 4 versus Fg. 5).

Modd of the NaStEP Thees Dimansicna S oot ure

A model] for the NaSHEP three-dimensi onal s tructurne
wupmducﬂimdtﬂa:liwm-band CONT pairi -
sons with other Km'l.:iﬁ:'l}rpt mhibitors to infer its
possible function. Per-residue GROMOS energies re-
vealed 2 wellrefined final fhree-dimensional model
Fig. &). The RAFIMM score (Martinez-Castills and

-Sotres, ANO) for the MaStEP aming acid
sequence was nearly (U3 times the sequenee lengéh

Pant Physal Val 161, 203

Compatible crosses
(8 polken polination)

HaSREP suppresssd hybnd MOG-3
155

pll
Sk e | b}

o S| M. mntn 55,

MNaSsEP Sesboiows HT-E m Poiler Tizkee

Fipee 4 MSHEP suppesscn s

bl aifects SIS b s i both com-

patshi and meompethis polfen b,

A, Fiybrid K082 (5, , §- ne dsbctabin

MR wan poibrsied with £ or

S poilen (01 B, Wik typs 5N alata

a Swah won polinasd wih S or

Sip polen (D0 Analyses wes per

formed ot 16 arxd 36 b poat poifrwion

| = N Beaslts et analymes of 200 polien

tzlss. Erer bars ndicets % of e b-

L= gl nep i s Via s weth it

d letiers. arw agnficatly difesnt (P <

DAL Anabyes won mack by Tukey's

muibpis comparson bk abse sy

ANTRA (0 = 1) To perform both aral-

yum, e by e el o pa -

apge. werw o reckon bransioerread o onder
b brvw e roerrally disdribucied

T i ®
[ra—

before rdaxation (E value of 1.8 % 107%) and 0.92 afer
relvation (E value of 64 % 1077). The RAHMM
m'l.u:mn]lv aware alignment Mmc.ldilh and
Fn&‘iglﬂ&nq. H10) of the model was o frame
with ﬁeN&EPmmduq}amwdmnﬁm
sequence in the National Cender for Botechnology Ine
formation nonmedundant datbhese had 2 higher soone.
Usng a cugoff E vahe of 10, only arthologs from N alsta
CenBank acession no. ABXTAIED) and N I
CenBank acoession no. AAFISAILT) were identified as
possible sequence fits with the free-
dimemnsional model. However, the scomes for these
sequences wareonly ane-half of the scome obtamed with
fhe NaSEP soquence Molacular dymamics (MTH sm-
ulations {data not shown) abo indicate that the pro-
posed structune is very high quality.

Fd MM hits with poor saons sugResied structural
similarity mtﬁthrmﬂmiﬂlm rul e} subtilisin/
amylase mhibitor. imposition of the fhree
dimensional structure of the barley subtilisin famylase
inhibitor and the NaSEF three-dimensional modd us-
ing STAMP (Russell and Barion, 193 confirmed the
dose structural ) ip. The barley subtilisin/
amylse mhibibr structure was used © model the
disulfide bri pattem and to lacate a ive
subtilisin inhibitor reactive site in Na5 (Fl13-
K15%). This site is shown I ¢ in Figure &, A and
B,mdihmthigm’e&Eleismdﬂtrr
active sies reveals important sequence differances
that could affect . Both s have a
basic residue (Fig. &:} a]'llmgh its position differs.
Importantly, STAMP does nat align e TTKLC se-
qumce in NaStEP with the sequence in the

m
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HARE=F & g freaia] Nphid T8-B SNawi 5
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Polirgtce frss (b Folirador tree (|
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Fguow 5. HT-S lewlk decrmw aber polinatan of an @ M S5 appeesasd bybed. A, Hybed (088 ({5 no debec balie
LSRR pestells froem mok debecta b MaSEER BN hrybrd wers hesraly poiliombd with £ or 5§ polien amd probed bo e hade
HESamd §, - B level o 15 36, ami 72 halter poifrsten B Wik type 3 Noabil 5 5 pebdh wens ey poifnsted
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ety Fom Hrwe toblly mdependint msm o shown. LS, Unpolinaed: C compitble pofmiton wib S polien; |, o
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barley inhibitor, and this mdicates a difference in
corformation for these i rtant residues. In par-
ticular, Thr-134 & not same onformation 25
the essential Thr-88 in the barley protem. In addi-
tion, the barley subtilizin /amylase mhibitor I:lndst}
subtilizn, fcnnmg a tetramer with 27 stad

The complex has two different contact mtrhcu
between the inhibitor and the enzyme: one blocks
the erzyme achive site, and the other accounts for
dimerization.

MNaSUEF 15 4 Sulb 6l in Lode b bor

NaStEP purified by ammonnem sulf
:mm“:mmgdm e m

for s i mhibit subtlisin Frachons wene ana-
Iyzed by SDSPAGE, and those enriched in NaStEP
(&WmﬁlFﬁg.S&AaﬂB}wntﬁﬂ for activity.
The results showed that the major Coomassie Blue-
stainable bands to anti-MaStEP neactive
bands. Achvchindswmalmmnd,&agmﬂm:d,
and sequenced by mass . The mnesults
showed fﬂmmmm and agToe-
Fig. 53C, red letiers).

A reverse amay was ussd to test NaStEP
for subtilisin 1nhibition activity. In this assay, F'n'hum
dﬂt:ﬂ&mnghhp]mﬂnﬁthmnhhtmn
r by preventing the degradation of tin.
Figure 7 shows two subtilisin imhibition b with
approximate malerular masses between 20 and 35 kD
inthe ennichad RMaSEP fractons. Tlmap'mmmltrd
T3 M Mear 15kaﬂa]mdmundshmﬂuhﬁ1tuvac
tivity. An immunoblot of this gel stamed with anti-
NaSEP detected both inhbition bands, confirming
the subfilisin inhibitory activity of fis prowin (Fg- 7,
A and B versus O). Tt is not dear why NaSEP rums a5
multiple bands in these assays, but it may be related o
profen axidation or ofi gnmermation.

i

DISCLS SION
Pollen rejection in Necobioma spp- an 5-
specific mteractions between 5 FNase SLF/S5T as

well 25 other modifier genes. Untll now, HT-E and 120K
were the only identified modifier genes functionally
tested repction in Solmmm Naotawr spp.,
md&mmsﬂ:\- (Meure ot al, 1999; Kondo ot al,
EﬂE;D'BBHetaLm;HmntketaLm;Sua
md?&mﬂh;ﬁmetal,ﬂ[ﬂ}-}iﬂmm-
function assays i NaStEP 25 a third modifier
emential for the 51 pollen rejection nesponse

in Nicatimu L SInce lf: hybrid &C
]'J phﬂagm i ® SIN.ﬂln}hvsutlu ability o
fah n an Sipu::ﬁc TR . Lﬂcnmt.. we

dat supporting NaStEP mwolvement in in-

J en rejection. Previous studies had
:ﬂipxﬁtmnmdmpﬂn ]e‘r:.lnrnptarﬂ. in levels of
NaStEP in the SC es N. plumbagmiblis and
N. tabacum but ab t expression i the mature
stigmas of SI Notiow spp., where it & fargeted to 2
varok in the lar and rdeased i the ex-
udate upon mtnn{&mte!al,!llﬁ’j. The acou-
mulation of NaSEP in a function for
this during the early stges of FerRi-
nmPTpdh tube Frown. The m]':]::lstlgm

specific proteins ination are diverse and may
or may motinchide a icn S As anexam l:,'lu:
Brassica § kinase (SEK) tnnﬁmmaat

w‘lypn]hm‘bnnhmandumaﬁ.ﬂ to the pollen:
rejection resporse (Stein et al, 1991; Takasala et al.,
200}, while LeSTICH, a stigma from tomain
{Sodomum lpeopersicum), interact with fe edracellular
domain of fie Dmato eTrspecific T kdnases
LeFRE] and LeFREZ and stimulates pollen tube
growth in vitmo (Tang et al., 2004} However, becaige
in the transgenic NaStEP s | hybrids, pollen
grains gammaie on the swrbee and grow
down 1 the base of the s hmhzghdmﬂ:ﬂ afﬁﬁl
eral role for NaStHP in po

Flare Myymicl Vol 161, 3N

91



=34
Fe_miaty: BITFGR SERT TN TR

“ ”

NaSeEP Saboam HT-E & Polen Tobwe

* L] L
Lo MW munvm«mum

be_mhny: Mmuu—%-wm_
ss: |

Figure & Modk! of the ee-dmensond stng tew for NGER A, Overdll dnechas owe o crbors wib yeilow Satmeds
The puttom wbtfnn shobbon s b s s showe o puplec atoons (fadowsd ) with sude chars o bal's adiatc o fome
(e coler vy w e of e o i o the v sle e vestwors - car by ded oy, copen, e ety e, Bluss
vy, yeleay) Discifale by siyes v showe per the colbeng wheme 351 appeses # Fe ap and 53 4 e botom. Ths g e
won poparwd @ng be vasd MD wivware VMDD § Topdogy o e modd 0 A, slowey the dissc comectonty of the
Hurwts wopmanyly Termury aw lbsderd ™ and O, Satraryis aw ibeled wih Do oo lwtten tumacoopeiood goted Back
Frw arw Labadad woith nurrben, and o liie bood s acte e el Loes o e s rseos, weand 4 paes with ateand |
(cya cotted o heat Loy The o subtiing whibator nesc tve st s knp 7, shown npapls C, The STAMP plugs =
VAT (s | and Baton, MR of b mede | e A o the barfe y bt is ada-a mdaee phibota o Proee Dt Sark ey 800
chae C in the STAMP compunson, anwn acd aw digned o tay bnddones nwely owrip The mumbses ot the bop coe-
mapand to e NG E P anno x o woencs. Dl bond ae mdcawd weth ed . The gy box encioses the wabeian
wilsdnr badsy mesctos win matd and i oy ey NS ssguenc, shown e purpie o Aand 8

tube growth may be exduded. Therefore, NaStEP
nwedmd:mgohmhm S-speafic

manner, and at least one main function of this gene is
ired for pollen 1e)
gﬂm’ function
RNase-based self as well as pollen rejec-
ton, bepise it s in Nictanw spp. did not
result in any other evident phenotype - Inter-
ﬁcplmrqanmoc\m!uw;h and
o mechanisms, which in Neatum spp.
in both an S-RNase-dependent and an S
mamer ﬂ’mdcy 1981 wattdﬂ.,
Fd mmdﬁugmmmnmtoﬂ such as
B and 120K (McClure ot al, 1999; Hmcn:l:etal.

mww whc;n‘g xSIE.

Mant Thydal. Vol 141, 203

to be restriceed © S-

pollen from the SC N. plumbagisgfalsr, which are oth-
m-mdtylwmﬂauadmnd

N. phombngmiblia x ST N. alats; Hancock et al,
Iﬂ . Our results us ngﬂuN’ﬁtEPl‘N’A:-siand

n}bﬂ I}W from different Niotiom speaes

the inability of NaSEP

hybrids to N plumbagoufolas or N. alata pollen, in

r&ﬁwsmm Theseresults that
SEP is required for S pollen nejection and

rraect ’q ;[Fdlr ﬁll‘l further

Iqliﬂu.xu umlnmy hehwm Si

mecharism and ths

ton However, (Nlﬂ::-,

N. ghaucn, and hﬂh-l)dnﬂyd:cmtm
NaStEP. Thes & consistent with other studies

fat m mmu::
polien on (Murfett et al, 1996
our resuls are congruent with 2

m
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i MR punfed facbon. B, Reverse symogra phy ressling MNaGEER
mhbdon o subfdem pobaiytc sty C, mmunchicotng aporst

pistil-madifier gene in 51 and point to its imvolwement n
an S5RNase m‘mqunﬁc pollen-rejecton ay de-
pendent on madifier genes, as shown for HT-B and 140K
Upmn pollnation, NaSHEFP & taken up by pollen
tubes regardless of ther 5 M'Imugh the
subcdlular destination of NaStEFP within the
tube is currently unlnown, m'l:lmSRH
pollen-rejection systems, pistl essential o 51
and exeriing Mﬁwhmwﬂnnﬂupnﬂmtﬁe,su:h
aSr‘RNquTI"B amd 120K, hawe been shown to a5
sociate with the m tube endomembrane sysem
(Goldrag o al, L Alfough the moleoular mecha-
nism lesding to mecton & v different
betwem xmudrphpd:.hl;x and 1:|:\»:l'q'.\l'tcﬂ';}"tr;hmi ems, the
events that occur in amociation with the endomem-
branesysiem scem to be rdevant to the pollen-e)
b= n both sysiems. Samue] of al (ANR) showed
in s spp. that Exo? Al, a subunit of an exooyst
complex invalwed i polarized secretion in yeast (S
chrommyces ceremisite) and animals (Novick et al, 2006;
Zirsky et al, A009), fundions in the polarmed trans-
1t of vesicles in the stigma and & necssary for e
r:;d:nm, ﬂ!ﬂ'mmmn, and growth of compatible
polh'l‘ll.iﬂ: ﬂuSTmpnu,'luS— ificity
determmants SEK-  negativel y negulate v
through the activation of ARC] ffor ARM 1?1
conaming] protein), an E3 ubiquitin ]gau_ [ |
targess Exo?0 Al br degradation, provoking 2 dereg
ulation of the exocyst function, thereby promoting

polien regecton.
In N. alatr, ollowing both com ke and incom-
ke pallinations, 5-ENases, HT-B, and 1XK are
up by the pollen tube and become associated

14

with the endomembrane system. 5ENases are se-
quesiered intoa vacuolke, whene fey rama m mntaned
untl its destbilization relezses them mto the cyto-
g sm {Goldrai) et al, 2006 McClure et al, m:-n}.
imdlarly, biochemial fractionation iments give
evidence of the HT-B assodation with the microsomal
fraction (Fondo and Mdllhire, 308} Furthermorne,
immunaloalizat on studies show the colomlmation of
INE with fhe SENases in iupdlmnit\-umh
(Goldradg etal , 2004). The na of NaStEP inin
the pollen tube acours early in pollination (6 h), and it
ﬁwbuirmﬁlthtrdnndvdrﬁﬂymndnu'ﬂv,wﬂ
the pollen tube endomembrane system_ This i sup
paried by the tion of HT-B from degradation,
mmﬂ:hphh&.wimﬂﬂﬂquﬂmn
disdosing a link between NaStEP and FT-B stability.
Tn wild-type ST N. alata, the FT-B ramains stbhilized m
:in:clqrm pollen tubes, even at times when pollen
rejection has been effective, wheneas it di s from
ke pollen tubes (Goldrag) of al, : Komdo
and Mdluwre 30E). By onirast i the absenoe of
N2StEP, HT-B signal loms was similar m both com-
ke and incom I kn h.il:s which, aooond-
mﬂt SEMaar s mode] (Caoldrag
et al, A0é), would maintain the SRNase vacuale
stable, allowing pollen tube growth.

However, ﬂtmedimhywhdlmsﬂhﬁm
HT-B remains o be eluadated NaSEP & homologous
to Kunitz profease inhibitors (Busot et al, 2008)
and exhibits a subtilisin inhinition activity. A reason-
able mode]l muld conemplaie the inhbitory rale of
MaStEF on a subtilsm-dike o of 2 protenl yhc

cascade targeting HT-B during compatble pollen tube

growth Fowever, the P‘l.l‘tﬂ'ht subtilizm- Dmpo
nent has yet to be identified, and a control mechanism

for fhe NaStEP acton remains unlnown, since fhis
profin & ako t during 51 naton cwenis,
whete rejection does take Besides their e
imvolvement in EL t an:l te2se inhibi-
developmentl processes such 25 plant nsect
1rtﬂxtmsiLic'tal,m¥hrﬂfthaL 10) and mone
mecently m el death (Chichkova et al., 2010),
which makes it 2 very inhonae fidd of study.
Cur resuls have led mm-zmsldﬂ'ﬂttunqnfﬁe
events during the pollen-nejecto Wl:
MNA&E’WPD ﬁaumiu enlgit
dtmng nm{&mtd&ﬂl&}xﬂ::tﬂ:ﬁmh
tubes soon afier gﬂmﬂlxn m cr-rd.ﬂ' o
tc'tHTB directly ar indirecthy} in 'E
mdqp:dahmﬁm“h:tpunhﬂe
ity. The HT-B proten is mpurwradxtlxhu‘tnnﬂ
once e polle tube has reached the ransmitting tis-
sue in the styvle. This mal offet I the mooTpo-
ration of stylar proteins would allow HT-B © avoid
premature degradation and prevent the breakdown
of fhe 51 response, since this mediates in the
rupture of the 5FNasecontining vauolk in the in-
compatible pollen tubes. This hy is & comsis
tent with our d:suwtm in the NaStEP-suppresed
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hybrids that, in the majority of the pollen fubes from
e ible crosses, TTT-B & not detecied afier 36 he
Likewse, our dats show that HT-B might exerts its
function in rejection around 16 h post pollina-
tion, which i when it reaches high levels of acumu-
lation in bath ke and incompatible .
Mnmdﬂtuwtthﬂ:kuehddmmﬁ]tﬂt-
mme ndeteciable. Although the exact ime in which
the 5FNase-SLF /SFE interaction occurs within the
pollen tube and the destabilization of the SRNase-
mntaining vacuok are not known, we propose that
fhese aoour before TR i =et

Finally, the dﬂ&pxﬂtdaﬂﬂi:mﬂh&gﬂﬂ
thnee-dimens onal mode] was }'
darra.l[‘.l}

M.l]tﬂ:ﬂ:ﬂpuﬂﬂrepuﬂd’
of the 'b:l:ltngrn]mtlmﬁ:]]

the moreased
n with fhe Sregion alone, & consisient
it vl fr the NaSUP . sersinen i the sty o
the N teminus found i the thiree-dimensional model;
@) the rale of fe Beegment 25 3 secretory signal se-
and (%) the activity of NaSHEP a5 a subtilisin
mhbitor are both i agrecment with the mtimsially
disordered nature of these regions and their high sal-
vent amessbility, 25 deduced from fe modd. In ad-
dition, the madel a divergenoe between the
barley subtilisin inhiorand NS P, which suggests 3
wmndmmdmm] An
the evalution of the ST mechanisms in Nicatiou
E::mdm#)r,asmﬂnpmddmgmmjﬂ
hwehkm an its target proiease, and this ndor-
mation o dittuﬁlmﬂtmmﬂupuhcm:

mt
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14.2. APENDICE II

Jiménez-Duran K y Cruz-Garcia F. 2011. Incompatibilidad sexual, un mecanismo
genético que evita la autofecundacion y contribuye a la diversidad vegetal. Revista
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incemanrs  cenmderallmenss i yrshabibded 46 b
antelicandacian. Barw evimsis, Tarias specis dssermalaren el
zuremy @ moesmpebbiibded ewual (S0, mscErzamg presnis am
rermm faswiten de epeaagerman gque peesre wl yosls rechamer ol
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svare La sndegamzs 7 forems la pelmizscies cussds. La ST sxim
comtralads ger w larm may pelmardics Damada e 5 que
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[ Za MY ﬂlhmnm fempnzmn) sn sl yoils Tl p'ilh:-l. =LY
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Jexmblen merpnnma: LTI g8 d al Terhams dsl yelin
pregse ex coremaa besedie sn SRXMns, vooe grepens ae medels
cambinpde.

FulabTus cleve: Sartemad de incemyanioead sechece del galen
lsxna J Z-RNms &LT.

SIMMARY

Irmamer hewsen rwual srpan: o hirmaghredes Bewm gl
increaaes e Elakhasd of nBfectibmesties. Te sameed it, seremnl
spsciss pralved the pncual incemyatibidite (3 omtem, @ mackanzim
yrases in wrwesd angesperm fomiiey whick slews ghe gisd iw
reject selfgallen wnd tw wccegr mam-astigelles, thas smoenzugag
snireaiing i gremar inhresdag. The 51 o peredady cemtreled
v male and Demaly dermmant, beth enceded o e Boghle
ralrmaryiar S-lsrm. Is fin pagsr ws mevew asd dscasn e
curresi sdvanoia v othe malecaler cesrel of S guesdephee TSI
greasss o the Salamacens, Heancess and Floncegmaores famabien, m
which dhe ageaficay of gellen mjectes i desrsrmzed by the 5=
specilic Dnmeraction beiwean the S-Aaas Temals Sstrrmznant) and
SLE (5 lscwa T-bew gowhin; mals demermingesd). I pddSres, we
diicms the pesanal hischesmical lading te pallsa rejectem ™ 5-
FTars Bmed svatema, and ww gragase o cesboued moadsl

Raczinde: 22 de Tumie el 2000,
Acspinds: 0 & Marme ol 0L

Il wurd: Tall-ocem g ey praten gelen oajectien, 5 lscus,
FENam SLY.

DNTRODUCCION

Las angiespermas representan €l FTEge mas Impocianie
dr Lz planfas vasculares. 51 fran diversidad, amplia
mazcating (estambres) ea i mizma fler. La cercamia de
estas esomchmas anmeara B prokalilidad de amtopolin-
Zacim 7, por eade, de swtofecundacion. Fara reguiaria, el
pistlo juega wx papel esencial, va que ademas de recidi
al poler ea la sepeciicie de mn estigma, permitic su
kidratacion, su germinacien ¥ la aumcién v coaduccion
de Ios tubos polinices al ovane, @mkien sinfetiza factores
que ayedan 3 Tecenccsr 7 discriminar el polen predncids
por 13 misma planta de aquel que jreviens de individaes
peréticamends relaciorados ¥ de otras especies (McClure
v Praalding-Tong, 2006).

Fara promover 13 pelinizacion crezadl, varlas especies
kermafredifas desamellarer  atdpfaciones maeciologicas
come 12 sepamacion espacial del pisile ¥ los esGmmbres
(ercegamia), v fsielogicas, come L madaracian
diferencial de los organos Tepredactives (dcegamia). 54
Wien estas medificaciomes evitan en FTan medida 1z
autefecundacién v promasvea la polinizacién crazada,
1in exdste I3 pesibilidad de flujo ginico a maves del yelen
om los padses o cox ofres individees de 12 progenie. Fara
corfender Com esiD, WA TN REMETS dF  ESPECIES
demammollaren. T Me@RiTme  PrRiice-bioguimice de
Teconocimiente &el pelen, conecide come mstema de
incoompativitidad sexmal (AI), ¢] cmal 3¢ defime como 12
imcapacidad de mna planta Mermafredita fimil gan
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predacic cigefes despeés de 13 Jurepelinizacion (de
Mettancourt, 1977; 2001).

El faerie comirel peagtico gque ejercen los sishemas de
AT resmminge praademere L3 inirogresion com los padres v
las cEzas CoF e@es miembres de 13 progenie. De esfa
manera 13 polinEacion cTezada Jumenra 13 capacidad de
solreviventia v repreduccién. ¥ comiibmye asi a la
diverzidad gensfica de 13 sigmienfe pereracidn. En varias
familizs I3 Al &5t commelada genfficamente Jor L solo
lecus maltizlélice conocido come locms 5, el cual incluye
dos genes esmechamente  lizados. Tra  anidad
ranscripcional codifica 12 determinante masculina con
expresien especifica en el polen. ¥ 12 o2 codifica 2 Ia
femesina con expresion exclusiva en el pistle. Esna
revisign 3¢ enfeca al sistema de  Incomparililicad
gametofifice, para descridir el avance loprade en La
itentificacién de los gemes gue confrolan . via del
rechaze del polea, asi come de oS  mecaaizmos
propaeshos que 12 regulam.

Los dates derivades del estdio el mecanizmo que
contrela el reckaze del polen, podrian ser wdlizades en
programas de mejoramiente gemétice de especies de
tmpertrcis agricols en las familizs Solaracese, Rosaceas
¥ Peaceae, las cuales incluyen especies incompatidles.
Por ejemyle, serviria para caracterizar las vias de finjo de
polen enfre especies silvestmes v cmlfvadles, v asi
determminar si exister. Darreras repreductivas que eviten la
incorperacion de alelos de resisteacia a exfermedades o 2
condiciones ambientales adversas. Este conocimiento
permifiria estadlecer esquemas de crezas dirigidas que
tmpacten posigvamense 3 1a 3 gricalrera.

Siztemas pemeticos que controlan el rechazo del palen

Les sisternas de AT se distribuyen ampliamente en lLas
angiespermas ¥ e3tan preseares en 91 de las 271 familias
descrifas (Dickingen ef ai., 1992). El nEmero de alelos 5
presenies en una poblacion puede seT may graade y varar
de especie 2 especis; en adlgmmas especies de Brarncg
existen mas de 60 aleles, de 60 2 BD en Popaver 7 de 150
a I50 ea Trifolzon (Dickinsea of af, 1992). La AT ¢s ua
ejemnple clEsico de un mstema PEREtico QUE 32 eRCLERITE
bajo  seleccien  Yalanceadiora, para mantener  los
polimorfismes penétices denire de una  podlacen
(Chaciesworth of ., 2005:; Newdigin v Uyenoyama,
21005,

En especies de 1a familia Selamacess, como Solmmmm
yooperroum  (Lyoopersicen escalentaom L) ¥ Solomm
fuberomrn L., el Incus 5 3 Joraliza cerca del cenfTomeTn
del cromesema I (Taaksley v Leciza-FPigueroa, 1825,
mheAfTas gque eA Proomic Aybride estd en 1 regioa

(B}

Eer. Twinc. Mrmc Tal. A (11, 2601

FETXERiTOmMETIC] el crempsoma I (Enfard of ol 1999).
La wdicacién del becms 5 cepca del cemtmamere ¥ L
proximidad ée las des deferminaries JTOVECA gue no kaya
TeCOmMMEACEN tRiTe ambos genes, lo gue promueve m
ReTencia come wra sela wrGdad merdelna lamada
hapletipe (Cruz-Garcia 7 MoClare, 2001).

Ea fancion del Sempo de expresien de L determinazse
mascaling en ol polen, los cpes de SI oz clasifican em
pametefitice (51G) v espenefitice (SI5) (Mewhigin er o,
1993). Ea les mistemas 5IG los compemeares gue
determingn L incomyatdilidsd son expresades par el
penetipo NMaploide del praae de  polen  (gametefite
mascaling; Jer ese el mombre & incompativiGdad
pamersfifica; Pigara 1A). En este case el rechaze ded
polex ocmrre crande el kaglotipo 5 del polen coincide com
uno de los dos apledpes 5 preseares en ol pistlo diploide
de wra planta Meterocipota recepbera, lo gue proveca que
el crecimiento 4 mie pelinice (TR} se Dmhdka
pereraimerte 3 mivel del estilo. Per ejemyplo, mna planta
diplaide S5u5: predaciza prames de pelen Feakfica ¥
fensCyicamente 5 o Sa. Cmande los prames de polen com
¢l haplotipo 5i 0 Sz llegmen 3 un pistile 5.5, perminaran y
Frodncan ma TP, Sin embarge, como la crmza es
inceompatible sm crecimiente serd indikide 2 mivel el
estilo. Pero 3 e hagletipo del polen &5 S», #1 polen sera
aceptade v o TP alcanzara el sace emdTiesario para
lievar 3 cade la fecuadaciom, lo gue resulaza en mna
propenie com individwes 5SS ¥ Sui (Crez-Garci ¥
McClere, 2001) come se dustra en la Figera 1A).

Ea bes sistemas 515 12 incompathilidad  estd
desermirada por los predmcres de bos aleles S5 gme sen
expresatios ¥ sinferizados Jer los pejides diploides de 13
planta madre, come ¢l @pete, los cuales son incorporades
2 1a cekierta del grano de polen deTanre s MadRracon X
la anfera. En ama planta madre heterocipets los des
Jroducies de los alelos 5 estran gresenres en 13 cukderty
del polex (Figwza IB); en este caso wna plamtz 5iSa
PTodncIa granes de pelen con genetipes S o S, pere
tode el polen producido terdra el fenotipe 5oz 5iles
prazes de polen cukiestes en sa supecfice Con prefemmas
51 ¥ 5 caen sobre el esOgma g a planta 5z el polen
seTd  rechazado, #R faye cise L Tespwesta  de
incemnpativitidad st manifiesta con mldkicin &= L
permonacion del pelen ea la smperficie del estgma. Pere
si ¢l polen Deva el prodmcto @ los alelss 55 en sm
saperficie (peTe Com WA genolige 5o 0 S, el polem
perminaTa ¥ el TP crecera hasta el dvale demde oCmITina
la fecundlacion. para  predEcic IR progenie Com
individwes 55, Jafu, 55 § Jafs en este caso teda 1a
FIOPERIS JroAnLiTd polen con las Jroteinas Saf, Sufs, Su5a
¥ &5: en su superficie, lo gue evitard la infrogresion com
los padres cepes peredipos Son S § Salc 0 COAL SES
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NETManeS, Y3 gRe siempre Madrd coincidencia con mme de
les haplefipes 5. Lo anfeTior me ecume en expecies SIG.
¥a gue 13 progerie puede infrogresis pancilmente con bes
padres v con dlgunes Dulividues e 3 pregenie (Crez-
arci ¥ McClere, 2001).

55 Ex5i 5
S5 RS L
1.0 disce s e e ds ecampanbiaded

i
namemarfcss. A) :‘.'-m pomealinics. Las granm @ palen
comtisnan #n 1u cowyluems sl greducts del alds 5:oe 5i Al Degur wl
sxtigm del piasle Sul, germises v oorsess & traesn dsl satigea, gers
sn crecimiesds sz isdubide sm ln parts aupEriar el sanla. Sin
smibarps, we gruns ds pales com ol alsls Toos1 capen de perminer v
ervoer u erwewl dsl tepila & raramzie &l sanls hasts wlossser ®
srerie v fioundar be svalen, la gue producrs wne pregmis Sl v
Sifa. B) Cumersl sagersizics. Il greducts del alels 51y 5w ecpres
n ol injidie Eplaide dal myeiy, que al Sygemerer Tiart o cenmide
al swreryar dul lsculs s Do awivras 7 ondbes s gared de lay granes @
palen. Be astn forma cada grans de gelea grewseca les goeducies de
Loz dar aben 5 oam an caliderts, Lao grasen ds pales al Usgur od
sipmy ds un pEtids 515w ¢ il CEme Freghsn Toan
prrmznscien 18 ik, 5L ger ¢l oemirasis, Oesgm pelss
Famangeramenrs Safi sarea ramss ds Jales @omons v cooeoes Jar o
rfids & Tooeiuss @] asls lmis alesrser las o evulen ¥
Escumdarias, yarn preduco wns gowgemis SaSs, SaSe 5150 v Sibe

Rar. Frtwiee. M. Fal A4 (1), 2001

Sistemas de awioimceom pachibidad gametoStices
dependientes de 5-RNaza

El zishetna AIG 3 & o mas represearades en Las
angiespermas v se ha estediade fundamentalmente en las
fimilizx Solanaceae (Mconagng, Solgmom, Peums),
Phanfaginacede (Amfrmiimm) 7 Resaceae [Frumus, Fyrus
v Malter) (de Netancoart, 2001; Yamame ¥ Tae, 200%).

5BNasa e la derermimanee femening. E1 prodmcre
pirice de 1a derermizgare femeniza en las famifias
Rosaceae, Manmpinaceas v Solazaceae, &5 TR profeina
oom activifad de ribenecleaza conocida come S-RNasa
(McClare of ai., 1989; Kao 7 McCubbin, 1996). Las 5-
RiNasas soa Flicepredeizas de apreccmadaments 30 XKD
que S¢ eXpresan e estigma, ¥ ovare, v se localizan enla
mainiz ewracelnlar del fepde de Tansmision del estilo
{Amderson of ql., 19B6; Cerxisk of gl., 19EE; McClre of
ai., 1989; Sassa o gl., 1996 Xae oral., 1996).

Experimenios ¢ Fanancia o péndida dr farcion com
Planias manspEricas en Sojomum, Powma v Moohana,
demuesiran gue L expresion de diferemtes S-RMasas,
camsa cambies en el fenotipe de polinizacien. para pasar
de coangatible 3 incompatidle o viceversa. For sjemple, 12
trarsformacién @ los MidTides de Mrotianag JampsdorfEl x
N alsfe SwcSwc qRE expresan bes fTansgenes que
codifican 3 13 5-ENasa 0 2 1 Scw-BINasa, mechazan el
Polen Saz 0 Scue. fenotipe que las plamtas sin transformar
nD presentam (Murfert or 2., 1994 1995). En L5 especies
Prnmus, Pyrar vy Mahr & b fimiia Resaceie, l1a
idertificacion @¢ 1 5-RNasa come la determinante
femening, 3¢ KiZe A MAGAES FarTales Jarcomyaciles
{AC) con mutacioaes en & pen S-RNEZrg gee inactivakan
sm producte {Yamame v Tao, 2009).

Al Tespects, ¢ k2 propuesto gue lis S-EMazaz actiam
COMmD ageRies CibeWdadces S-especifices (McClare of of.,
1989). Estas rilemucleasas se corporan i los TP damase
SE crecimismte por la matriz extracelalar del tejids de
masmisiern del extilo, indepeadientemense de T 5005 OB
cormpatbles o incompadhles (Geldmaij o ., 2008) UR
date Importarie gue apova gee las S-RNNGma se
CITETtan COMe cEoiexiras fee Wrindado yer Huang of
al.  (1954), quienes por mumpEResit  diripida
reemplazaron una de Lz des istdinas conservadas exm 21
siﬁitl:iﬂdeh&-ﬂ.m&m#ﬁﬂ; el TesEiade
fre que loz pistlos ée las planfas framspénicas faerem
incapaces de meckazar el polen S» debide 3 13 Dwapacidad
de 13 5-BM¥aza para degradar o] ARN del TP.
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STB/SLY es la determinante mascaling. E1 prodacts
del alele 5 del polen se identifics reciemsemente en
Peamis efiara (3facic of ai, 2004). Este pen 3¢ conoce
come SLF (S-lecms P-lex pere) en selazaceas o SFE (5-
hapolatype-specific F-¥ox proten) en Rosacfas, § ES
miemiTe &t ana familia de predeizas que Comfiene mAa
taja F kacia su extremo amino terminal. Ea pereral, esta
proteing presents des demiries variakles (Va vy Vi) v das
dominies kipervariables (HVa y HVY) Racia ¢ extremo
caryenclo fermuinal (Dkeda o ai., 2004 Yamame ¥ Tie.
20075 maqnenm:mummmxum
ser3 referida come SLF.

Laos miembros de 13 familiz de proteinas coa caja F ose
asorian con 1 via de degradacion de prodemmas por el
profeasema 265 (Sullivan er al, 2003). La expresion de
SLF s hapletye S-especifica, ¥ s¢ mesminge 2l polen
(Shjacic e al., 2004). Para demesiar que SLF es L
determinamte masculing, Sijack o ol (2008) ofreciersa
ana preeha coamndente Basada en & medels de Lo
Dderaccon compesitiva (Gelz o al., 2001), & mmal
predice gme el polen Memerpalilice es aceptado pec mR
estile Dwompatidle. En et investigacien  se
mansformarer. planfs incompatidies @ P oimflarg Sk,
5%, ¥ S5, coa e mansgen SLF-: fasiesade 3 ma
promedor especiiice de polen. Las plantas framspenicas
resulfanfes yrodujerea polen Remoalélice (ELF: — %) o
heteraalélice (SLF: <+ 5i @, SLF <+ &) Cuade las
planfas fransgeimicas @ P imflotg 5% + SLF-: 0 525 +
SLF-: faeron jpolinzadas com polen Aomeqltlico o
heteTeqlélice, s0lo aceptaren el galen Reterealélico; esto
demostnd gue hade inferaccen cempetiiva (Figmra I) v
g par, fante SLF &5 1 deferminante masculing.

La preteiza SLF podra fanciecar come TRd eAZima
Hpasa tipe E3 (Shacic & ai, 2004). La depradacién de
profeinas via el proteosema 265 ivvelncra el marcaje por
polinkiguirinacion de [3s profeinas gue 5= van 2 degradar
En este process las enzmas lifasas E3 mepresentan mR
Faso crecial ea el comied de Lo polinkiquitilacion & L
proceina Mlance (target). va gee Teconocen i sedal de
aNiguifilaciém en L3 proteina seltccioradas ¥ ceantinan la
transferencia de 1a abigaiting (proteing de 76 kD) desde L2
Lipasa E2 a ua residae de lsina de 13 preteina ¥laaco
(Suifivan of af., 2D03). El reconocimisnte de L1 profeina
Mance ¥ & mansferencia de ubiquifing por las Hpasas B3,
Fasde ocurThr por 1 formacén de 1n commplejo proteico
conpCide come SCF-E3, o cual se conforma de cuatre
proteinas: SKF1, culiza, ana predeira com caja F v REBX]
(Cardoze v Pagane I004; Smalle ¥ Viersma, 2004).

Fovr. Tetwive. Sliee. Fal 34 (1), 2001

Puoden hetesm abfio 525
Podem hommimislon 515

Pols 5

.N“&
Pl %

l-'n.'l..., INNTECIEN IR ITETE. :llnmr.m_.'nu:
que ol 1or pebmizeder cem gelin hamsalibice S5 imkilem sl
cactmispze @ g tebea pebmicer. Sin ambargs, ¢l palsm
hetwrwalibos S:5 su cagem ds cwesr par ol sosle ks
alcwmzer sl svasie. ol igual gue gadem S

Factores no ligades al locws 5 invelncrades en el
rechaze del pelen

A pesar fe gue las S-RMaray y SIF  determinan la
expecificidad de 13 incomypanibilidad, evidearias peafticas
indicax gue los yrodecies de fenes medificaderes (GM)
no ligados al lecas 5, sem esenciales e L3 via Wiogmimica
Al rechazo Ael polen (Al of &, 1991; Murfett o &l
1996; Tsukamots o af., 1999),

Loz GM 3¢ clasifican ea tres prupos (MoClere o ai.,
2000). El Grupo I incluye feaes cuyes prodactes megelan
1a exprendn de 1as determinantes de L3 especificitad (SLF
¥ 5-RNgsg). Un ejemplo de este prmye de penes Lo
dexcridierga Tsuomete o af. (1599 3003 =a WAl
poblacidn silvestre dr Framug auillaries que segTega
plartas  amfecemmpaShles v amimincompatibles: estos
AWMOTES ERCOATACOR gue 13 expresion de 1a S:r-BNTIS estd
SEPTimaEa en las plantas AC JOT Ana mMEGRCOR en ¢ locas
MDF.

El Gropo IO compreade GM gue regulan la actividad
viowgica de las deterinantes de especificidad y, por
targe, 31 fancidn se resdinge 3 13 incompativilidad. De
este prepo sede dos GM Man side idemtificades com

forcion confirmada en el rechaze del polen. Estes T

101



JMErFTE ¥ CRTE

codifican 2 ka3 prefednas HI-B v 120K (McClare o al.,
159%; Hanreck o1 al., 2005).

Ex ¢l Gempe II s¢ encueniran los peres que fancieaan
en & rechaze &l polen ¥ EM oires proceses de ka
irderaccion polex-pistibs. Ea esie gTupo podman estar
775, FELP IN, Napll, NoTrxk, MaSIEF vy 5BP
(O Brien ¢ Gl., 2004; Marez-Diaz or al., 2006; Baset or
al., 2008).

Por oivias razones, los GM mas esrediades sea BHT-3 §
120K, 5us preductes gemices npresan 2 les TF cuando
crecen par ¢l extilo en N alang (Geldral o al., 2006).
HT-BE &3 mna profeina de B4 kD, con mn dominio
consiimide per 20 residmes de asparaging v acide
aspartice (deminie WMD) kacia el exitemo cariesdle
(Rentls ¥y McClare, I00Z). El dominio ND esta
flangueado  yor des medves de cistemmas, CAACKC y
CQTVCC e X alats (Konde ¥ McClare, 2005). HT-B
3¢ exgresa sele en esdles madures de plamtas Al
(McClure of i, 199%). EL pex HT-F esi Jresente e mes
gineres & la familia Selanacear, Mrcotoma, Pramis 7
Solsmow (MMeClure of .. 1999; Koade o of., 20032, b;
O Brien of al., 200%; Sassa v Hirame, 2006). Sa gapel
en la Al s¢ confirmd mediante experimentes de péntida
de fancion en planfas ranspericas, las cuales peodieron I3
cagacidad & rechazar s propio pelen cuands HT-E fue
silencisdo (McClure o ol , 199%; 0" Brex of ai., 20037;
Frera of ai., 3009).

La proteing 120K &3 ana aradinogalactoproteing coa mn
madive dr exfensing, gue 3¢ lecaliza em Ias células el
rejidio de mAnSMizion del esrilo v es secretada 1 L matTiz
extracelalar e este  fejide  fante  de  especies
amhecermyatibles cemno X auredncerngaribles de Nicofiang
(Hazcock or af., 2005). El silenriamisate del pea J200
pac BNA imterferente (RNAL) en Nimides de N
Flhowbopmifolic x N clans, abate L1 capacidad de
recenecimisaie del peden cox el misme kapledyo 5 que el
pistile ea N aiafe (Hanceck o &, 2005, Ea esta
especie, 120K forma complejos com las 5-RNasas (Cruz-
Garcia o¢f al., 2005) e ingresa a les TP
independicriemente dr s dapledype 5 (Lind of al., 1996;
Geldrai) or af., 2006). Ex crezas ceampadhles ¥ en etapas
tempranas &e 1a pelinizacion de crazas cempatidles,
120K &elimira & inferier de 13z vacusias del TP donde 5=
enCEeRiTan Comferifas las 5-RNasas. Ne obstante, en
efapas @ndias (36 W) de mna pelinizacion imcomyatidle,
120K w2 »o se detecta en los TP (Goldradj er o, J0D6).
Esas evidencias sagieren que 120K podria estir asociada
con los sizfemas membramesos e el TR ¥ gue sa
participacian ex e rechaze del poien seria en la HheTacien
de las 5-RI¥asas de 12 vaceola 2l civplasma del TF, =
coordinacidr. com ET-B. Dade gque en las planfas

Err. Fatwrsc. M Tal. 38 (1, 2801

trarspenicas con ¢l gen 20K silenciade no se afecta ol
trarsporte de a3 5-BNasas al TP, se ha superide gue esta
yrofeina fanciona das@ gue ha inpresade 2l TF (Hanoock
cf ai., 2005).

Mndelos pars ¢l rechaze del polen en sistemas de
moem patibibdad hasades en F-BNasa

Ea la actmalidad exdsten dos medeles gue fTafan de
explicar cémo las 3-RNasas pueden levar acade la
innidicidn del TP exn cuzas incompatidies. Uno de ellos
inveincra 3 defradacion de estas rideancleasas (Hua of
al., I00E) ¥ el sefinde T CompartamertaBizacin e
vacuolas del TF (Geldraij o al., 20065 MoClure, 2006).

hlpdele de la degradaciomn de las 5-Bl¥asas. Este
madelo s= basa fandamentalmente en 11 potencialidad que
tiene SLF per st caja F, para participar en 1a via de
desTadacion e profeinas via ] protecsoma 265 Mackas
profeinas con caja F 3¢ casaCiesizan Jed 560 COMMPORERiES
del coomgleje EF de ligasa de whiguitina, lamade SCF
{5kpl, Callin-F Wox), consttmide per Skpl, callin-1 ama
yrofeina com caja f vy Bdxl. El comglkje SCF et
invelacrade ea 1 wdiguifinacion especifica v en 12
degradacior de prodeinas hlance medizare el prodeocema
265, dr forma que 5LF podna ser parie de 1 complepe
SCF (Moon er al., 2004).

Cer base en bo anterior, Hua v Kao (2008) prepusieren
el modele de 13 depradacien de la 5-RNamas. M
descridir este modelo sapeadremos que wn estile 5SSz e3
polinizade com polen S ejpemple en ¢l gue tamto la 5=
come la S-RNasa preducidas por el estile em
frasportadas 2l inferior del TP. En este caso la
determiranre mascaling e el TP es SLF:, [a cnal mediard
egecficamente [ T¥iguitizacién ¥ 1a depradacsen & Lo
Sr-RNaza por el profeosoma 265, PETe R e L3 Sa-
BXasa, por Lo gue esta ribommcleasa epercera sa efecsw
ciiohordce ¢ Inkidiza & crecimiente del TF 5. Ea eshe
maedelo 3= sepiere gue L3 interaccian S-no especifica entme
S5LF ¥ la 5-RNasa 3 mis fuerte que 1a iareraccion SLF
com 13 5-BMNasa S-esyecifica. Lo anterieq se cumple muy
hien en una crmza compatihle; per ejemple. s L
polinizacian ecwme enire nn estile Sl ¥ polen Si, en el
inreriar del TP se formaran commplejos estables S—-RINasa-
SLP: ¥ S-BINisa-50LF., que jrovecarian i degradacidn
de amias 5-BMNasas v 12 estidilidad del ARN &l TP no
se verd afectada, dr medo gue TP? alcanzara el ovarie

(Figura 3).
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Togura 3. Medels & L degradaces ds b SRNuan. 2T
llﬂ_-n_ pazs  dsl camplis SCT  smourgeds de
pelivhiguitings yremin datda 1 o degradscen T o
prevaaaama 245, SLT paass 1 nfs A DeCenecmERsy Jass
fedinn g 5-F¥ezaz 7 um oee alede myerdice. In wna crusm
mcemparsils sx wn rube yebmice Si L Imsermocien swmtre
SLE: v b S-H2Nuan oelleen o la depredacien & la R-
FXaza. Sn smbarge, b svisruccike alle sapecilics wnery
SLE: vl So-BNase e s msnbhis, gor ls que b S-RNua
queds Sire ox ol Steyloms gars gremerr B degradaces
dal AN Ex ma cum cempanile la svisracois e
sagealicn smtre SLE v o S-E¥aam v S5-F¥ean scamens
I degrudacies & Lo dm S-E0Taann, b oque permin 6l
trweimisnss @l tube galinice.

Modelo de la compartam entalizacien de las S-RNasas

Ur medels albernative para explicar el rechaze del
polen en sistermas Basades en 5-RNaza fue el propueste
por Geldraij er al. (2006), ¢l cual smpiere que las 5-
R¥Nasas ingresan 2 bes TP por eadecibesis sin impertar sa
Aapletiye 5, ¥ st dimaceran en mna vacmoli. Este modelo,
ademis de I 5-R¥am v 5LF, incleye 2 los facteres
estilares 120K y HT-B come compenentes de wn sistema
selective del rechazo del pelen secTeado 2 la mairx
extracelular del estile. Ea e3fa ufmacion, en wa oum
compativle ea doade ®wx TP S5 crece en ua pishle
heterecipedo Sufa, € rechaze se evita dedide 3 gue tamto
Lz So-ENasas como [3 5-RINIS3 permanecen secnesTadas
en la vacaola del TP, comw Comsechencia de L
depradacion de HT-B en el TF.

Por otre 1ado, en & case de un polen 5 0 S cuyes TP
3¢ desameller ex mA 3Ol S, las vacuelas gue
contienex 2 Las 5-RNasas ea el TP se Toonperan enre las
16 ¥ 36 X de pelinzacion, como respuesta 3 la mperaccién
Aapletye S-especfica eame SLF vy L 5-RNasa. La
protena HT-B, que ka inpresade 2l TP tamditn v que
prodablemente 3¢ 2lefa en la misma vacwela demde esGn
dlmaceaatyz las 5-ENasis, permanecerd estadle §

Err. Taiwine. Mme Wal. 3 (1), 2801

mediard directs o indiTectamente ea gue 1 vacmola e
degrade ¥ Hbere 2 las rdonecleasas al citeplizma del TF
(Figmza £), dende ejercerin su efecto CEoloxico e
inkiNird el crecimiento del TP (Goldraij of ai., 2006).

FROPFULSTA DE UN MODELO MIKTO
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Tignrs 4 Medsla @ b compartumssralizacian # 3 5-
F¥uanz. Lax 5-ENaaas gewaen ol ke palisics yar
prdacitesy 1o tmperear 1n hagpletigs 3. Le wms mma
imcampaskls oan wa pRels Sl e S-ANuaex  ses
almucemader sn waa vecuwels jumdw cen 128K ¢ HT-B. La
isternccien  alsle sxpecilica sesre LTz ¢ SLEd vy M3 Sie
H¥gass v 5-Eeaas, cenBeras o b satabiacien 4= HT-F
v ol rempouzende d I vecuels 4 tube galivice, v dsjan
Hhre: u lm -R¥asa e 1n afeasl gass qus Devsn o calle
1u sfscis cfenmsos. Is was craze campenlls la inserscaes
»na srpeciaca snire SLES, Si-ANaae: v 5-ENanes, preducs
In degradacian & HT-3 v s anbilssces & I vecusls,
por ls que b 5-EMpnaa permamsors alwmacessdas en ln
racuals v ol fube pelxice pusde creowr hmes aicemser sl
AT

Leos dos modelos anfesiores reflejan en gran medida les
logres alcanzades en el entendimiente del mecamisme
malecilar del Techaze del polen en sizfemas basades ea 5-
RNasa. Sia embarge, L infermacioa melecnlar vernda e
amies Cases deji muckas Dwognitas per resalver, lo gue
es resaliado del descomecimiento de ofres penes faera del
leces 5, tamse del pistilo come @l polen gue completan la
via.

Otre ampecie gue ¢ deriva &e Jos modeles & la
ajaremie coniToversia gue existe eafre ambes, ya qme
misniTas &l modelo de 13 degradacien de las S5-RNasas
establece que SLF e3 maa predeina eseacial gue profege al
ke pelinico de la accidn ciresduica de Lz S-RNasas, v
Comd Mo 3= Nan podide TeCEperar matantes mmias para
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este gfen en algwmas selanaceas (Gedz or al, 2001;
McClure, 2009), ¢l medele de 12 compartamentaizacien
prepeas gue SLF camsa el rechaze del polen. lo cual es
consisteate com lis mutantes mulls para SLF en Prumus
(Sonnevel & @l., J005).

5i Yien en ajaniencia estes medeles podoan ser
orecercilialles, agul se considera gue pedman  ser
complementarios. Una meacla de ambos medeles podsa
ser 13 sigmiente: el process podria empezar coa La
formacién de cemplejos entre SLF ¥ L 5-BMusa en el
citoglazma del TF. En el ejerplo gue 3= iwsTa ea la
Figura 5, se preseata wn pistile homecipote 55 que 23
polinizade con el polen 5 (oeza incempathle) @ 5
{cTiza commpadble).

Ex I ouza incempatkle (Figuma SA) se fermarian
complejos esyecifices So-BMaza-S5LF:, gue permifinan
que 1a proseina HT-B permaneciera estable v activa en el
TP para Gesencaderar o desestabilizacion v mphura & I
memdrang @ la vacuola gue contene L33 5-RXNasas exn el
TF. 5i esto ocme, Las 5-RO¥asas se liderarin e forma
masiva al c¥eplasma deade depradaran el AR, For o
parte, &1 Ana craza compatille (Figara SE) Coa polea S:
3¢ formamar los complejes S-recspeciices Sa-B¥asa-
S5LF:, los crales seriaa re-emsambisdss en el coompleje
SCP-5LF: para permifir la pelindiquitinacién de 13
So-RMaza citeplasmanica v que esta sea degmadada por el

Piatilo 8 §,

Rar. Ftwive. Mmr. Tal A (1), 2001

Jrofeesoma 245, Nedllemente, este nmeve madels
JIOpORE famiitn gue la profeina HT-B pjodna 3T IR
Wlarce del complejo SCF-SLF:, gue L adiguiinama para
ser SepTadada por el protosama 165, ANeratvamente,

1z profeina ET-B podra sor defradada per 10 greseasd
de smatesis dr move ex el le polivice., ¥a gue =
Jroprama  de  mnfesis d&  JUOEiEE  SifEe  aCdvo.
Cualguiera gue 323 [ via de degraflacion de ET-B, lo
impaectanre £3 que e3ta profeing ne eshna disyemikle para
mediar 1a reptza de 13 vacwela coa las S3-RNasas en el
e polinice. la cual permameceria infacta v Viogmearia
im L3 actividsd citerdadca de las S-BINasas para permirm
el crecimiento del TF al ovamio.

Ea este medels maificade 12 actividad € I 5-RNasa
que no 3= Gegrada yor el predcosema 265 Mo SeTLd
suficiears yara yrovocar 1a muerte de Los febes yelinicos,
v sl fancionamia para darle especificidad 3 I3 respresta
de incemmpadhilidad.

Sin embarpe, pard dispemer de wn modelo gue descriva
com mas defalle el mecarisme medecular del rechaze del
polen ex sistemas basades en 5-RINasas, la investigacian
fufura @ewera estar dingifa a2 Tespoader  alfmAas
IS, come: [Cuales son las prefeiras estilares v del
poler gue infepram 1. via bipguimica del Techazo el
poler? ;Come 3¢ deprada la pretela HT-B ex el e
polmice ¥ 53 depende de L3 inferaccion S-especifica enire

Erue MR- omgalible A

—— Couzn aulo-compalibie B
-}“...‘.‘3:_’2’.' T T
o~ "‘!ll“"“"'"" ""_’. urg"? Q
E ] T s ‘4...‘
[mlms  =wrn

Tignrn 5. Madels wnificads del rechase &l palen sn cafemaa bazeden s S-HNasu. En soiv medsls 10 ovbegran les mamamiomes gowp seamg jar

Huylnmtrlllﬂn-us—ﬁrnuflcfnﬂdrqﬂd.cﬂ-;:m.mlmﬂ-mﬁhMl-l Agu 18 gregems qus la

reruccan mageclicn 3

i gus la premsos HT-B gormuesscisry sutubls v actirn sn ol TH &6 wna orues toosmpatible (Al pars desacedsnar

I rayinze ds h varusls qus contiems o laz m.mcm s uh‘hn:un mpizry hzhisrs W mrecomisnrs ds] TH. In wea ouss camyetibls

B} ol sacemurie terin &farwaste, vo que Lo imdernocian sap

prepicasma sl smsamblags de un oempleje SCT-SLY gue  pelinkiguetoary o la

HXaze 7 grobabimants o HT-F, gers wr degradadn pac ol grefeaems 385, Adbraasraments, HT-F gadns ser deprudsds gar ans preena 4

umteis dr Aaere. e mualguss tae, B degradsces & HI-3 micizm la ruprars 4 05 recuels oo las A¥aass. Us que svoserm 13 actiridsd

CEFINELE T ] Ereinras ol crermmsands 4 T3 .

104



La INCOMIATIEILIDAD SEXTAL CONTHISTTT A LA MIVIHIRAD GINETICA

SLF y b S5-RNasa? ;Cuiles som la3 sefales que
promueven 13 liberacion de las S-RNazas de las vacuelas
de TP en crazas compatibles” ¥ [Cudl es ¢l mecantsmo
malecnlar mednte e oual HT-B o propicia L
desestadilizacion de 13 vacmola gue comtiene 3 Las 5-
R¥¥azas en ¢l TP e crazas incompadhles”

BIELIOCRAFIA

Ai T, E Kren, T-» Kss (1997 5-selet are Tetmad and ssgewiaed in
1 wifceagsil s of Fems pbrida. Ml G
Clomat, 2305532250,

Asdsrien B, AT C Cerniak, 5L Mun, B G Willinma, K Haggurt,
A Arinses, TFinig, B Grege, B Smyues, 3 T Recke, I3
Flasy, 7 B Jemschow, H D Mal G W Toger, 72
Comghlan, B 7 Cruwferd, 4 T Clarle 0%H Clening of
cDIRA for u syl glveey ted wad g of
peidancen jaslsEn in Meoname alwe. Netune 121:90-44

Suset (o, § MeClars, © Darrs-Samchez, K Jomisss-Bumia, 5
Visguess-Sarsana, T Craz-Gasos (30060 Telmassn in
Mroszma ooe minulses srsilezn od taafer W the
segmatic rurface of NaZeBF. 1 mcaslis Kuars jretsissws
iadzizer e alegee. I Bag . Bet, S0 NLIT-I300.

Cardess T. M Bagane (30} The SCP vkiguein Eguas: insghts iate o
assonlr mackine, Mews Rev. Mol Coll Baal. 5:79W-THL

Charisrwssh B, § Felomam, ¥ Currie, 5 (o (2085 Jaas
pidovcenpasiaity  owemn 0 nsbobs  evsEsey
jermgacts. Haw il 1608109,

Carsiak T, M A Asdsrian, A T Clacis (1955 Malscular axpecss of
ferslimsen in Bemmsiag planin. Aswe. Rev. Cok Demde).
Bial 4206133,

Criz-Gazra ¥, 5 MoClazs 81 Seaal soen )y eshsdiy, S Cuoss
Trands in s Bn lrrelepy of Angepernt 3 5 Bhejwanz WY
b (edy). Klvwwr Acsdensc JukBaher:. Netherands. yy-147-
1%a.

Crus-Gazra ¥, © % Homesed, 3 Fom, ¥ MoClure (2005 oyl
Eroegreming Tiad te J-EOass fmowme The Jlas I 42285
s,

ds Eprtancenz (1977 Dicsagenbissy iv augeigern Jewml Jaa
Bagred. LO:IDS-166.

dr Nesuncenrt (2000} Ducen Jasisiy v Angesperns: Mansgzmhs o
Thssceszal and Agpiisd Clewrses 1. SjniagesWechy. New
Tarh Iy

Fickisasn H G, M J © Cradbe. T Gands (1993} Specephysc wii-
iacem qaSiEEy w5 peas gredies. Interadl. Bew. Srvel
140-322-581.

Tamxi T, M Twane, H Shide, 5 Toisrams, K Fubud, A Degi
1%%) Crnmam ez Lecalmean of 0 RN gens dn Femoma
Eymds. Thear Aqpl Clease. S6:361-307.

Gatdruij 4. K Kends, T B Las, © X Hancsci M Sorapre, 3
Tapguss-Suntara, 5 Kim, T T Bhlips, ¥ Crus-Garca, ¥
MeCinry D00 Cangaztmsarlimzes of SRENuw wsd HT-3
Gagmadasen in wll-inzempasile Mootomz N 2360048-
g,

MII.HT&.VELMKMLIFM (D) Lhenwiz
asalvsn of Meoriane pelsn-ga natant & oot weeh the
porwace ¢ S Fmienaclems iaddider o e 5 lecus Juec
Mut. Acad So. S 1FYTI-15ITE

Hamesedx © X, L FKomi, 3 McOlus 0865 The 1yiar 130 RDa
m:ﬁ:.hmin‘hﬂb&)ﬂnnjdnh
Meofzma The Bast J. 4%:7T18-720.

Hua L, T Ksa (2000 erficasen of najer rma meidus of 3
R of Froocs inflat dvvelved o KliquE-260 precssasn -
medinted degradatien 1m vime. The Nlest I 52:0062-2502

Rer. Tisetec. Slee. Tl A4 (1), 2001

Has 7 H. A Tisbds, T-% Kas (2005) Bsschenzal madals fac SR
s pfancenyasiizer. Mal Faas L-S75-505.

Husmg 5, H-5 Lo, 3 Karzmasandss, T-2 Kae 0900 Ribarncleas
méﬁydﬁuui:ﬁ‘m!.ﬂiamnlhnpdnd
wif-gelen. The Nlans Coll 9: 200 1-2003.

Toeda K, T Bars, K Takijons, H Temame, ¥ 0 Hunnck, B Xakans,
H Smss, A T Desgerd, J B Keka, B Tes 2000 Frmary
el farures of B Flagloge-geclic P lex grets,
ISP i Meome Seaal Flos Ragoed DecINS-I00

Juire-Bias 5, § MoClars, 5 Visgus-Sastazs, A Gusvars-(oarcis,
B Lean-Mjin, 3 Marguee-Gusmin, T Crus-Garcis (2008) A
navel TIceredescs & I secremel on Moorams alzts and Teduies
S-EOTass e I Niel Chem . 3014150404

Kas T-4, A G McCudbin 9% Hew Sewssiag jlns diccninte
Tetwnnn mf and wen-aeld Jelen oe goweent oulaeediag. Fowc.
Har Aced. Szi. 00-10098-13048.

Esrdas K, 3 MoClaze S0 New micrersn s-angcind HT-fandly
yramsinz frem Dieosame meagacdd te palingten ol el an
HT 200224 gretsas faniy. Mel Blast Dof-ad

Kandas K, M Tosmsmsts, B Imkaski, T Sate, H Igmukios, T
Fattesi, T Fowrema S8 Iasights s O svslagen o
wilcemaisiisy o Iycpersoos fen o sady of oyl
fuccess. The Nlant J. M li2-19%.

Karids K, M Tomurere, B Maman, T Seiw, M Hme, 5 Nezista, T
Haitesi, T Kewrema (30024) Crouted ten e hu dsdiem o
hath mm!ﬂpmnmh:whﬂad-&
incenyadidity, The Flawi 1. 18427-3%8.

Lisd J L. T Banig, A T Clarts, M A Andecien [1%% A siyle-
gecific 130 KDa givoepress sxtez pallen mlea of Nootiona
abstz v wve Sevnal Blass Ragowd. S-7E-048.

MeCtarm B (2008 New viswn of SENms-dased wifiacen yashiley.
Ci=r. Oy. Fuor Bal S8%0-548

McCln B O00% Darwin: Dendemen far bovessgdag -
inoenpasidinr wed e gregmea tewasd @ gATislegcal medsl
far SRNme-daasd 5I. 7. Bng . Bat. 900 1086-1001.

MeCtum B, ¥ Hering, 3 K Toert, M A Asderaan, B T Somguen, T
Saldrama, A I Clarks (I90%) Invl wlauen)Esidey gens
predacts o Mootiome alain me Shenacleses. Mytws 10000
-

McCturs B, 3 Man, 5 Camevusoind, B Besnamiy %9 A 1l
mpamgie-nich retein sequnsd feo S-alale-mpeclic pallen
mejecsian i Miootona, Bewe. Dint. Aced Sen 6014013853

MeCiury 5. ¥ Crus-Giarcia, 3 Beecher, W Salaman 20000 Facters
ficmayg inter and intrs agecific gelien ejecoen . Mootoma
Axx. Bat. Syl ESACILS-IIN.

MeCtes B ¥ Traniling-Teag (200w Comsssgiese i
Doenpatliin:  pdnmadng  Se  osllis aeckesias
Drvebred v @ pelsa tile padzimes Flawts 2IL 289228

Maen 7, G Bazzr, M Eatells 200} TOs viaguss-grasizens ety
wnd plant develegment The Jlaar Cal 185110088,

Sarflst 5. T L Afherts, 5 Men, © 5 Gazser, 5 McClars %) 5
BEMue sgresed Dn muaagesic Meofoma censa Sl
rgecific pallen cwjecmen. Moo 147 380508

Sacllst 3. T 7 Seadaln, B M Fand, 3 Men, ¥ Feschar, B
McCiurs (1% SREMus ol inmr-apecilis galea sectian I
ts geru Mofzna: autyls pellea- sxecoes  Jafiwavs
et e uxlateral  pacemgatibiEsy  leewsss sl
incemyetille and salf-compuatible apecier The Nlast Cel 3:80%-
40

Fawhign I, A M Asderien, 4 Clarks 0% Clunsteyiysc wl-
ncen g eldiny oprten s The Nlast Call 5:2008-1924

W!.MEMmmmnﬁmmiﬂd
wif-tacen gasiiiey rrenm Troads Clewee. 20:300-505.

o'Srien B, © Kaghe, G Mazes, M Laxris, © Bormund, K Konde,
T Kewrsma, B 3 Masen 2000) Mabcwar suaiyain of fe
plreqoasd Jolmom chacarue mall s Enage-cich

105



JMENEZE ¥ CRTE

prwteay family meluted te the HT medBar of gomsnegdvte anlf-
tazem asiiey = Mostema, The Bang J. 12005008,
OB 5L G Maper, 5 Chants, B Masen (200} Inslemas of 2 5=

BE¥am poesis fnem & = r: sdewfeanes o o
SENL Basg Gager jresma) erfislsg. Sewna]l Nlast Bepred
17:83-L7.

Fuetn 4 B, K Tiigome. T Kaba, Bl Saxa (300% Idenofiodes psd
funcmaan audms of gl wlfdacengankizey Gcter HTE of
Fee. 1. ng . Bee. 80019061010

Same H, T Zokse, T Kewruma, H Houes, T Kstn, H Dakaak
%% SaldavcenpEziiy (5 alsss of the Rezssas enceds
msalen of 0 Smaet cam #f B TLT okenwbus e
family. Mal Uea. Ot 37:313.

Sama H, H Hirass (2008 IfeoaBemas of 5 wrw clans of gissl-geclic
pewien o Priccs miisis tha? 3 snchnallr smdar be, b
funcmanly disdact Swm o mfaocengesidsy fene HT
Blal Chonst. Clwnam . 279-07-004

Sijecic B, X Warg, A L Shag, T Werg F I Jewd, 4
MeCudhzn, 5 Huang, T-h Kas (30hi) Jdsnoficigen sf the
prn Gemrninan sl FRFums-nedimsd sid-poen)asidn.
Muture 29 N0-500.

Seals J. B B Tienfma (2848 The uisesa 14T poetemans
prwiealvae gathwwy. Annn. Roer, Jlar Biel 25-255 500
Sarouersld T, K 0 Tobwm, 5 ¥ Veaghas, T X Kedbon (3085 Lo of

plsn-5 Tanctisa o rwe wl-cenganil islemaoa of Promo

Err. Friwine, M Tal. 38 (11, 2901

Smom nanecrsd with daletien m ttatien of an J-haglerye B
bax peas . The Nlas Call IT-97-21.

Salkvae J A, K Skhirsss, X W Beag (20005 Ths doverse veba o
whiguzs pnd s 385 greosarens o 2f of gln. W
Brr. Uswst. 3545090

Tashaler 5 B, T Lemios-Figuarss (195 Cuosteglyse  ad-
mosnyedliity 1t ceamelsd by 1 magh mager lecmr ex
ckmaems | o Lyoopermicon pensnomee. Frec. Mur Acud.
of Sen £2:900%-5004.

Tokemess T, T Asds, H Ketabun, H Wenaadd, 3 Mosds, X
Irn, T Mazchiai, T-h Kas 299 Ereakdewn of sid
mosnpemldinr a0 arenl pspiansn o Mememr mnmanm:
(Selizaceas| o Toguy cenmmining bath wifdacen jasils and
wif-cemganhle plevts. Sesun] Nlast Regoed 12:1092-2048

Tmiames T, T Axds, H Eeunbaxn, H Worsnahle, T Sars, M
Muspdie, T Marchoa, T-b Kas (2008 Sraidews of sl
mosnyetiditer 1n o asenl jegiishen of Froomy emilans
s Tr o 2edaSer ecus Sat sypgmama the exgreacen of aa
FENwe pera hm.l.ll..l:t Bagred. 152525250

XuTE R Cy .HG 3 . I 5 Ceen (1996 Ooigs o
isbic Evenizy ia Anfrrioooe 5 lecns BNuss. The Qlar Ol
D:DDes-T1L.

Temarms H, B Tes 200% Melsoalis taza of ad-asjesngaghizy o
cument st #f Sgeaserping i Reucssun fur omees. 1
Tagaz. Sec. Hes 5o, 7E:177-057.

106



14.3. APENDICE III Procedimientos experimentales

Construccion utilizada para el silenciamiento de NaSfEP mediante RNAI.

A [3S

B Not1 (11684)

EcoRV (11673)
Misc Feature 2
Puul (11483)
Nos
BamHI (11193) lacZ
Pst1(11036) A Promoter P2
NPTII Lac Operon
Nos terminator Right border
w Puul (801)
Left border
\' ; Spec
onT & PART27 Puul (2711)
1697 bp

Pst1(8498)

A. Esquema de la construccion utilizada para el silenciamiento de NaStEF. B. Mapa del vector
binario pART 27.

Transformacion mediante biobalistica

La metodologia utilizada para la obtencion de plantas transformadas es la siguiente:

e Preparacion de particulas de tungsteno

1. Pesar 60 mg de particulas de tungsteno de 0.7 um de didmetro (M10) y colocarlas en un tubo
de centrifuga de 15 mL.

2. Agregar 2 mlL de HNO3 0.1M y sonicar en hielo 20 min.

3. Eliminar el HNO3, agregar 1 ml de H,O desionizada estéril, transferir la muestra a un tubo de 2
mL y sonicar brevemente.

4. Centrifugar las microparticulas 30 seg a 13,000 g.

5. Eliminar el agua, agregar 1 mL de etanol absoluto y sonicar brevemente.

6. Centrifugar las microparticulas 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 ulL de la suspension en tubos de centrifuga.
9. Agregar 750 pL de H,O desionizada estéril a cada tubo.

10. Almacenar los tubos a ~20°C.

e Precipitacion de particulas con DNA

. Tomar 50 pL de particulas de tungsteno.

. Agregar 5 ul de la construccion pART 27-NaStEP (1 ug/ul).
. Agregar 50 pL de CaCl..

. Agregar 20 pul de espermidina.

. Agitar con vortex brevemente.

. Centrifugar 10 seg a 13,000 g.

. Eliminar 100 ulL de sobrenadante.

. Resuspender las particulas en el liquido remanente (25 ul).

© 0 N S U~ W N =

. Tomar de 5 pL de las microparticulas cubiertas con el ADN y colocarlas en el centro del filtro

del bombardeo para cada disparo.

e Bombardeo con microparticulas de tungsteno con pistola de baja presion

1. Hojas de N. plumpbaginifolia previamente esterilizadas y cortadas en cuadros de 1.5 cm por
lado se utilizaron para transformacion. La transformacion se llevo a cabo a una presion de 8 bar a
una distancia de 13 cm entre el filtro y el tejido blanco, en un vacio de 20 a 21 Hg.

2. El bombardeo con el plasmido pART27 (1 ug/uL) se realizd en 25 cajas petri.

3. Una vez bombardeadas los explantes, se sellaron las cajas y se mantuvieron en una camara 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 seleccion de las células transformadas.
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