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RESUMEN

Se estudia la reaccion de autoincompatibilidad en Solanaceas tomando como
modelo la especie Nicotiana alata. Mediante ensayos de polinizacion se estudio el fenotipo
de compatibilidad en 8 individuos de una poblacién natural, analizando la migracion de los
tubos polinicos en el estilo y la produccion de frutos. Todos los individuos de la poblacion
resultaron ser autoincompatibles y compatibles entre si. A través de ensayos de PCR, se
analizo la posible presencia de 3 alelos de S-RNasa a los fines de iniciar la caracterizacion
genotipica del locus S de la poblacion en estudio.

Se desarroll6 un sistema experimental para investigar el posible rechazo del polen
cultivado in vitro en presencia de extractos de pistilos incompatibles. En cultivos de polen
proveniente de 2 plantas distintas, la longitud del tubo polinico en presencia de extractos
de pistilos propios fue aproximadamente 50% menor respecto a la longitud alcanzada en
presencia de pistilos compatibles. Tras 4 h de incubacién, los cultivos desafiados con
pistilos incompatibles mostraban 70% de tubos polinicos muertos y 23% de tubos con
anomalias morfoldgicas o escaso movimiento de vesiculas citoplasmaticas. En contraste,
en el polen cultivado en presencia de pistilos compatibles, el 61% de las células mostraba
movimiento vesicular y morfologia normales. Aproximadamente en el 80% de los
cruzamientos compatibles analizados la longitud promedio del tubo polinico fue mayor que
168 um, el valor medio de longitud de los tubos polinicos incompatibles.

La dinamica del trafico de endomembranas en tubos polinicos fue estudiada
utilizando un marcador fluorescente de la ruta endocitica. Los tubos polinicos
“rechazados™ in vitro mostraron alteraciones en el patron de marcacion de membranas
respecto a los tubos polinicos normales, siendo notable en los primeros la ausencia de la
“zona clara” en el apice del tubo y la acumulacion de fluorescencia en el citoplasma, en la
zona subapical del tubo. Estos cambios resultan consistentes con el menor crecimiento y la
alteracion en el movimiento vesicular observada en los tubos polinicos cultivados con

pistilos propios.
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INTRODUCCION

La mayoria de las especies de angiospermas producen flores perfectas que
contienen las estructuras reproductivas femenina (pistilo) y masculina (estambres) en
estrecha cercania. Por este motivo, estas flores poseen una gran tendencia a la
autofecundacion. Sin embargo, las plantas han desarrollado diferentes estrategias que
promueven la reproduccidn sexual cruzada entre distintos individuos de la misma especie.
De esta manera se evita la endocria y se generan nuevas combinaciones que contribuyen a
una mayor variabilidad genética. Estas estrategias pueden consistir en barreras
morfolégicas a la autofecundacion como la dicogamia (maduracién de los dérganos
reproductivos en diferentes tiempos) y la hercogamia (separacion espacial de los 6rganos
reproductivos) (Newbigin & Uyenoyama, 2005). Otro tipo de barreras ampliamente
difundidas en el reino vegetal son los sistemas de autoincompatibilidad, basados en el
reconocimiento y rechazo en el pistilo del propio polen o estrechamente relacionado (Kao
& Tsukamoto, 2004).

La autoincompatibilidad esta controlada a nivel genético por una regién altamente
polimérfica denominada locus S. Este locus posee dos genes ligados, S-RNasa y SLF, que
codifican los factores que confieren especificidad al pistilo y al polen, respectivamente
(Kao & Tsukamoto, 2004). Ambos genes son multialélicos y sus diferentes variantes

alélicas definen los haplotipos del locus S, designados S1, S2, S3...Sn. (figura 1 A).

S-RNAsa, SLF

h
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—

Locus S

Figura 1: Esquema del locus S. El locus S posee dos genes ligados, S-RNasa y SLF, determinantes de la
especificidad del pistilo y el polen respectivamente. Los distintos pares alélicos del locus S definen los
haplotipos S;,S,,S3....Sy.

Estudios de genética clasica revelaron que existen dos grandes sistemas de
autoincompatibilidad: autoincompatibilidad esporofitica y autoincompatibilidad
gametofitica. En la primera, presente en Brasicaceas, Asteraceas y Cariofilaceas (Gaude

& McCormick, 1999), el fenotipo de autoincompatibilidad del polen (polen aceptado o
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polen rechazado) est4 determinado por el genotipo diploide del esporofito. En este sistema
el rechazo ocurre por blogqueo directo del desarrollo del tubo polinico en la superficie del
estigma (Takayama & Isogai, 2005). Los determinantes especificos del reconocimiento en
la autoincompatibilidad esporofitica son el receptor de quinasa S, SRK (S receptor kinase)
expresado en la superficie del estigma, y la proteina rica en cisteina del locus S SCR (S-
locus cysteine-rich protein) expresada en el polen, también conocida como SP11. Ambos
factores son codificados por el locus S (Fujimoto et al., 2006) existiendo complejas
relaciones de dominancia y recesividad que condicionan la expresion de los diferentes
alelos y determinan la aceptacion o rechazo del tubo polinico (Takayama & Isogai, 2005;
Shiba et al., 2006).

La autoincompatibilidad gametofitica estd descripta en mas de 60 familias y
estudiada principalmente en Solanaceas, Rosaceas, Escrofulariaceas y Papaveraceas. En
este sistema, el fenotipo del polen depende de su propio genoma haploide. El rechazo del
polen ocurre en el estigma o en el estilo toda vez que el haplotipo del mismo coincide con
cualquiera de los dos haplotipos expresados en el pistilo (figura 2, de Nettancourt, 2001).

olen
St S P

pistilo

S2/S3

Figura 2: Autoincompatibilidad gametofitica. El polen es rechazado cuando su haplotipo es coincidente
con cualquiera de los haplotipds expresados en el pistilo.

En este trabajo, nos referiremos a la autoincompatibilidad gametofitica, tomando
como modelo la especie Nicotiana alata de la familia Solanaceas. En esta familia, y
también en Rosaceas y Escrofulariaceas, el determinante de especificidad del pistilo es
una glicoproteina de aproximadamente 30 kDa que posee actividad ribonucleasa,
denominada por ende S-RNasa. Ademas del reconocimiento, S-RNasa también participa
en el mecanismo de rechazo del polen, degradando el ARN del tubo polinico incompatible
(McClure & Franklin-Tong, 2006). A nivel molecular, la S-RNasa se ha caracterizado en

los géneros Nicotiana, Petunia y Solanum (Solanaceas), Antirrhinum (Escrofulariaceas) y
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Prunus (Rosaceas) (Cruz-Garcia et al., 2003). La secuencia de amino acidos de la S-RNasa
posee cinco regiones conservadas (C1-C5) y dos regiones hipervariables (HVa y HVDb) que
definen los distintos haplotipos (loerger et al., 1991). La S-RNasa es secretada a la matriz
extracelular del tejido de transmision del pistilo e internalizada por el tubo polinico en su
trayecto hacia el ovario (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006).

El factor de especificidad del polen, la proteina SLF (S-locus F-Box), ha sido
recientemente identificado en Solanaceas, en la especie Petunia inflata (Sijacic et al.,
2004). SLF posee un dominio de tipo F-box, caracteristico de proteinas que forman
complejos involucrados en la sefializacién con ubiquitina. Las proteinas ubiquitinadas son
reconocidas y degradadas en la célula por el proteosoma 26S (Hua & Kao, 2006). Como
se menciona mas adelante, es posible que el dominio F-box de SLF juegue un rol clave en
el mecanismo de rechazo del polen en el sistema de autoincompatibilidad gametofitica.
SLF ha sido también estudiado en otras especies como Antirrhinum hispanicum (Qiao et
al., 2004) y varias especies del género Prunus (Takayama & Isogai, 2005).

Existen amplias evidencias de que la expresion de S-RNasa y de SLF en el pistilo
y polen respectivamente, no son suficientes para la manifestacion de la
autoincompatibilidad. Otros factores expresados en el pistilo, no ligados al locus S ni
relacionados con la especificidad en el reconocimiento polen-pistilo, resultan
indispensables para el rechazo del polen (McClure & Franklin-Tong, 2006). En Nicotiana
alata, se conocen al menos tres factores, HT-B, 120k y 4936, cuya funcion especifica es
desconocida hasta el momento. La supresion de la expresion de HT-B y 120k o una
mutacién natural en el factor 4936 producen una falla en el sistema de
autoincompatibilidad cuya consecuencia es que el polen resulta siempre compatible,
independientemente de su haplotipo. (McClure et al., 1999; Hancock et al., 2005; Goldraij
et al., 2006).

Modelos de autoincompatibilidad

Dado que la S-RNasa ingresa al interior del tubo polinico, tanto en polinizaciones
compatibles o incompatibles (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006), resulta necesario
explicar la forma en que el polen compatible evade el efecto citotoxico promovido por la
S-RNasa que produce su rechazo. Existen dos modelos que explican el control ejercido
sobre la S-RNasa en las polinizaciones compatibles. EI modelo de degradacion de S-
RNasa postula que en un cruzamiento compatible, la interaccion entre proteinas S-RNasa

y SLF de distinto haplotipo (interaccion inespecifica) produce la ubiquitinacion de la S-
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RNasa y su posterior degradacién por el proteosoma 26S en el citoplasma del polen
(Ushijima et al., 2003). De esta manera el polen conserva estable el ARN y progresa hasta
el ovario. Por el contrario, en los cruzamientos incompatibles la interaccion entre proteinas
SLF y S-RNasa del mismo haplotipo (interaccion especifica) previene la ubiquitinacion;
consecuentemente las S-RNasas permanecen estables y activas para degradar el ARN del
polen y rechazarlo. Las principales evidencias que apoyan este modelo son la interaccion
in vitro entre SLF y S-RNasa de Antirrhinum (Qiao et al., 2004), demostrada en ensayos de
coprecipitacion y a través del sistema de doble hibrido, y la interacciéon entre SLF y
proteinas que integran la maquinaria de ubiquitinacion (Hua & Kao, 2006). Sin embargo,
aun no se han demostrado evidencias de la degradacion de S-RNasa en cruzamientos de
tipo compatible, lo que constituye una premisa basica del modelo (Goldraij et al., 2006).
Este modelo tampoco explica como se integran los factores no ligados al locus S a la
maquinaria de autoincompatibilidad.

El modelo de compartamentalizacion se basa en hallazgos recientes donde se
muestra, mediante experimentos de inmunocitoquimica, que la S-RNasa internalizada por
el tubo polinico es almacenada en vacuolas (Goldraij et al., 2006). En las polinizaciones
compatibles la vacuola conserva su integridad durante todo el trayecto del tubo polinico
hacia el ovario. De esta manera, la compartamentalizacién seria un mecanismo eficaz para
proteger al ARN del tubo polinico de la accion de la S-RNasa. Por el contrario, en las
polinizaciones incompatibles la vacuola pierde su integridad, liberando la S-RNasa al
citoplasma donde se produciria la degradacion del ARN y el consecuente rechazo del
polen. Al menos dos factores no ligados al locus S, 120k y HT-B, también son captados
por el tubo polinico; 120k se asocia al tonoplasto y permanece estable en las polinizaciones
compatibles pero no en las incompatibles. Contrariamente, HT-B permanece estable sélo
en polinizaciones incompatibles, y posiblemente actia mediando la desorganizacion del
tonoplasto en el polen rechazado (Goldraij et al.,2006). Este modelo pone de manifiesto la
importancia de un aspecto estudiado con poco detalle hasta el momento como es el rol de

la ruta endocitica en la reaccién de autoincompatibilidad.

El objetivo general de este trabajo es desarrollar un sistema experimental in vitro
que contribuya al estudio del fendmeno de autoincompatibilidad en Nicotiana alata.

En este marco, se establecen los siguientes objetivos especificos:

a) Caracterizar el haplotipo del locus S en una poblacién F, conteniendo los alelos

de S-RNasa Saz, Scio Y Si0s Y Seleccionar los segregantes homocigotas de esta poblacion.
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b) Desarrollar un sistema apropiado para el cultivo de polen y posteriormente
intentar reproducir in vitro la respuesta de autoincompatibilidad. Un sistema de éstas
caracteristicas aun no ha sido descrito en Nicotiana alata.

c) Estudiar la dinamica del trafico de membranas en tubos polinicos cultivados in

vitro y comparar dicho trafico en tubos polinicos compatibles e incompatibles.
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MATERIALES Y METODOS

Plantas y condiciones de crecimiento: Se utilizaron plantas de Nicotiana alata de la
poblacién de laboratorio UM, provenientes de la University of Missouri-Columbia
(Missouri, Estados Unidos) o de la poblacion natural NaM, proveniente de Puerto Iguazd,
Provincia de Misiones, Argentina. Las plantas fueron crecidas en el invernaculo del
Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal (IMBIV-CONICET) en la Ciudad
Universitaria de Cordoba, durante el periodo Noviembre 2006-Abril 2007, bajo luz natural
y un rango aproximado de temperatura de 25°-35°C. Durante Junio a Noviembre de 2006,
plantas de la poblacion UM fueron crecidas en cuartos iluminados con luz artificial a

temperatura ambiente.

Blsqueda y recoleccion de plantas de una poblacion natural de Nicotiana alata: A
fines de Noviembre de 2006, se realizd un viaje a la Ciudad de Puerto Iguazu, Pcia de
Misiones, Argentina. EIl objetivo era colectar especies de Solanaceas utilizadas como
modelo en el estudio de la autoincompatibilidad, principalmente Nicotiana alata. Para
orientar la busqueda de estas especies se consulté al Dr Andrea Cocucci y la Dra Gloria
Barboza del IMBIV vy bibliografia especifica del género Nicotiana (Cocucci & Hunziker,
2005; Goodspeed, 1954) y Petunia (Ando et al., 2005; Wang et al., 2002). Otras fuentes
importantes de informacion fueron la pagina electronica del Instituto de Botanica

Darwinion-CONICET (www.darwin.edu.ar), el Director del Centro de Investigaciones

Ecoldgicas Subtropicales (CIES, Parque Nacional lIguazu) Sr Justo Herrera, y el
Guardaparques Ricardo Melzew.

Se encontré una poblacion natural de Nicotiana alata situada a orillas del Rio
Parana, aproximadamente 200 mts al sur del Hito Argentino en la Ciudad de Puerto
Iguazu, colectandose plantas y semillas de varios individuos de esta especie. Durante el
mismo viaje se recolectaron también las especies autoincompatibles Petunia inflata (Ruta
Nacional 101, aproximadamente 200 mts al Oeste del arroyo Nand( Grande (Parque
Nacional Iguaz() y Nicotiana langsdorfii (inmediaciones del acceso a los Paseos Superior
e Inferior, Parque Nacional Iguazu) que no fueron utilizadas en este estudio. Muestras
herborizadas de todas las especies recolectadas fueron identificadas por el Dr Andrea
Cocucci (IMBIV-CONICET) e incorporadas a la coleccion del Museo Botanico de la
FCEFyN, Universidad Nacional de Cordoba.
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Extraccion de ADN gendmico: Aproximadamente 130 mg de hojas frescas de plantas
jévenes de Nicotiana alata fueron cortadas, congeladas inmediatamente con aire liquido y
almacenadas a -80°C hasta su uso. EIl ADN fue aislado de acuerdo a protocolos
establecidos (Dellaporta et al., 1983). Las estimaciones de pureza y concentracion del
ADN fueron realizadas en geles de agarosa 0,8%. Previo a los ensayos de PCR, el ADN
fue digerido con 0,5 pl de Eco RI (10 U/ul ) durante 12-15 hs a 37°C.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Se utilizaron oligonucle6tidos homologos a
las regiones hipervariables de los alelos SA2 (5’AAAGTACCATCGCGACTTCG3’ y
5S’TGTGAAGTTATTCATGGTGGG3’), Sc10 (5’GACCTAACCACCGCAGAAAC3’ y
5’CATCGAGTCGAAACATATGCC3") y S105 (5’TGACCTCCACCGAAGAGGATTGTAAAG3’ y
5’GCTGTGTAGGTTTTCCCAATGCCAGG3’). Como control positivo se emplearon
oligonuclettidos basados en la enzima Rubisco (5’AGGCCTGGATCCGTATTATTG3’ y
5’GGTCTCATAACTTGGTAGGAA3’). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
termociclador Eppendorf, utilizando 0,1-1 ng de ADN templado bajo las siguientes
condiciones: 1 min a 94°C (1 ciclo); 45 seg a 94 °C, 1 min a 60,5 °C, 2 min a 72 °C (40
ciclos); 2 min a 72 °C (1 ciclo). Los productos amplificados fueron analizados en geles de

1,2% agarosa, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en luz UV.

Aplastados de pistilos (Style squash): Las flores fueron emasculadas 2 dias antes de la
antesis y polinizadas en horario vespertino. 65 h luego de la polinizacion los pistilos fueron
fijados en etanol-acético 3:1 durante 1 h, autoclavados (1,5 bar; 15 min) en presencia de
10% Na,SO3; y sumergidos durante 1h en 0,1% azul de anilina preparada en 0,1 M
KoHPO,4 pH 9,5. El aplastado de los pistilos se llevo a cabo en un portaobjetos con 0,1%
de azul de anilina en 50% de glicerol. Los preparados fueron observados en un
microscopio optico Axiovert 200 con un objetivo 10X utilizando un filtro para Dapi (405

nm).

Cultivo de polen: Polen de de Nicotiana alata fue cultivado (70 cél/ul) en medio mineral
(1,6 mM H3BO3; 1 mM KCI; 1mM CaCl,; 1 mM NH,4CI; 0,8 mM MgCl,; 15 mM MES
pH: 59 vy 7,5% PEG 4000) conteniendo 2%, 5% o0 10% de sacarosa. Los cultivos se
incubaron a 20°, 24° y 28°C con agitacion (120 rpm) o sin agitacion por tiempos variables
segun el experimento. Los tubos polinicos fueron observados en microscopio 6ptico
Axiovert 200, con un objetivo 10X. Para la medicion de la longitud del tubo polinico se
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uso el programa Image J. La estimacién del porcentaje de germinacion se realizé mediante

un conteo sistematico de granos luego de 20 hs de cultivo en un portaobjetos graduado.

Cultivo de polen en presencia de extractos de pistilos: Pistilos de Nicotiana alata de la
poblacion NaM fueron molidos en aire liquido y extraidos con medio de cultivo (250 mg
peso fresco/ml) conteniendo 5% sacarosa durante 30 min en hielo, con agitacion por
inversion cada 5 min. La suspension fue centrifugada (13.000 rpm, 4°C, 10 min) y el
sobrenadante se utiliz6 como medio de cultivo. Los cultivos fueron incubados a 24°C, en
agitacion (120 rpm) por tiempos variables. La observacion de los tubos polinicos se realizé
en microscopio oOptico Axiovert 200, con un objetivo 10X. Para la estimacion de la

vitalidad se utilizé un objetivo 100X.

Cultivos de polen en presencia de FM4-64FX: El polen fue cultivado en un medio con
5% de sacarosa en presencia de 4 0 12 uM de FM4-64 FX a 24 °C y 120 rpm. La
observacion se realizé en microscopio confocal (LSM Pascal, Carl Zeiss) en un objetivo
100X utilizando un filtro para rodamina y un laser de exitacion de 543 nm.

Polinizacion con tubos polinicos pregerminados: Flores frescas de N. tabacum y N.
alata fueron cortadas y polinizadas con un cultivo de polen (1000 cél/ul) preincubado o no
con 4uM de FM4-64FX. Luego de 6 h de cultivo los tubos polinicos fueron centrifugados
(4000 rpm, 2 min) y la masa de tubos obtenida se utilizé para polinizar las flores en camara
himeda durante 48 hs. Los pistilos polinizados fueron procesados segun la técnica de
aplastado de estilos y observados en un microscopio confocal Pascal con filtros para
rodamina (543 nm) y DAPI (405 nm). En otra serie de experimentos los pistilos
polinizados fueron fijados por 90 min en PBS conteniendo 4% formaldehido, lavados en
PBS y posteriormente embebidos en parafina y cortados en secciones de 10 um en el
IMBIV.

Inmunocitoquimica: Secciones de pistilos de N. tabacum embebidas en parafina fueron
desparafinadas y rehidratadas con PBS 1X. Las secciones fueron tefiidas con 0,1% azul de
anilina en 0,1M K;HPO, durante dos horas o tratados sucesivamente con 5% de albumina
y anticuerpo anti calosa (1/1000) durante 2 h. Luego de lavadas, las secciones se trataron
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con anticuerpo anti raton conjugados al fluorescente Alexa 488, lavadas nuevamente y

montadas para su observacion en microscopio confocal.
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RESULTADOS

a) Establecimiento de una poblacién para el estudio de la autoincompatibilidad en

Nicotiana alata

Identificacién de los alelos de S-RNasa en la generacion segregante F2 de la poblacion

UM de Nicotiana alata.

El objetivo de este ensayo fue obtener plantas F2 de genotipos Sas/Sa2, Scio/Scio Y
S105/S105 en el locus S, para contar de esta manera con una poblacién en la cual fuese
posible realizar cruzamientos enteramente compatibles e incompatibles. Las plantas F2
fueron originadas a partir de plantas F1 Sa2/Si0s, Sa2/Sci0 ¥ Sci0/S10s autopolinizadas en
estadios inmaduros de desarrollo del boton floral, cuando los componentes de la
maquinaria de autoincompatibilidad no estan completamente expresados (McClure et al.,
1999). En estas condiciones, es posible obtener semillas por autofecundacion (Raghavan,
1997). Siguiendo este procedimiento, se obtuvieron semillas F2 a partir de plantas con
genotipos Saz/Sios Y Saz/Scio.

Para caracterizar los alelos de S-RNasa del locus S, se realizaron ensayos de PCR a
partir de ADN gendmico, utilizando oligonucleétidos basados en secuencias especificas de
la region hipervariable de los alelos Saz, Si0s, ¥ Scio (loerger et al., 1991). Las condiciones
apropiadas para la amplificacion fueron establecidas en plantas control F1 de genotipo
conocido (figura 3). Los fragmentos amplificados confirmaron que los oligonucleétidos
empleados son adecuados para el reconocimiento especifico de cada alelo. El tamafio de
cada producto fue consistente con el esperado en cada alelo, de acuerdo a la secuencia
comprendida entre los pares de oligonucle6tidos de cada alelo (412 pb para Saz, 312 pb
para Scio Y 199 pb para Sis).

Sa/S105 Sc1o/S1o5 Sa/Scio

o« £ B8 ~ 2 28 2 8% 2 29
O o~ > O [S T
AN DA BOAOHAEKE ONDAEKE OB )&
Kb
0,4__ -
0,3— ‘- -
0,2— — — - - .

Figura 3: Especificidad para la amplificacion por PCR de distintos alelos de S-RNasa del locus S. A,
fragmentos amplificados por PCR de los alelos Sas, Scio Y Si05. B, fragmentos amplificados por PCR para
identificar los mismos alelos en plantas F1 de genotipos conocidos. Rub, fragmento amplificado a partir de la
enzima Rubisco (ribulosa 1,5 difosfato carboxilasa), utilizada como control positivo de PCR.
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Plantas de la poblacion F2 fueron analizadas para identificar los segregantes
homocigotas (figura 4). Seis plantas exhibieron un Unico producto de amplificacion,
consistente con un genotipo homocigota para el alelo de S-RNasa Sa, (plantas 8, 9, 13, 15
y 16) y para el alelo Scio (planta 1). Estos individuos presumiblemente homocigotas fueron
seleccionados y crecidos con el objetivo de confirmar el genotipo a través de ensayos de
polinizacion. Sin embargo, las plantas derivadas de la poblacion UM exhibieron serios
inconvenientes que dificultaron su mantenimiento: fase vegetativa persistente, floracion
escasa 0 ausencia de floracion, flores con polen abortado, marchitamiento sabito
(presumiblemente por asfixia de raices), susceptibilidad al ataque de plagas,
principalmente &caros y mosca blanca. Estos problemas llevaron a descartar la poblacion

de plantas UM y buscar un nuevo material de trabajo para continuar con los estudios
propuestos.
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Figura 4: Determinacion del genotipo en el locus S de plantas segregantes F2. Plantas F2, obtenidas por
autofecundacién del boton floral inmaduro de la generacion F1, fueron ensayadas por PCR con
oligonucledtidos correspondientes a los alelos presentes en los parentales. Se identificé un homocigota
Sc1o/Scio (planta 1), homocigotas Sa./Sa» (plantas 8, 9 13, 15 y 16). El resto de las plantas son heterocigotas.

El genotipo de las plantas 6 y 7 es Say/Sa (resultado no mostrado). El genotipo de las plantas 4 y 5 ain no ha
sido establecido.

Caracterizacion del fenotipo de autoincompatibilidad en una poblacién natural de
Nicotiana alata

Nicotiana alata es una especie propia de regiones subtropicales que crece como
nativa en el Noreste de Argentina, y en zonas vecinas a esta region de Brasil, Paraguay y
Uruguay. La planta se desarrolla en suelos pedregosos y humedos, cerca de las orillas de
los rios (Cocucci & Hunziker, 2005; Goodspeed, 1954). Con el objetivo de colectar
semillas y establecer una nueva poblacibn modelo para el estudio de la
autoincompatibilidad, se realizé un viaje a Puerto Iguazu, Provincia de Misiones. Una

poblacién de Nicotiana alata fue encontrada a orillas del rio Parand, aproximadamente 200
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mts al sur del Hito Argentino en la Ciudad de Puerto Iguazu. Las semillas colectadas
fueron cultivadas en el invernaculo del IMBIV de la Ciudad Universitaria, Cérdoba,
exhibiendo un crecimiento vigoroso Yy rapida y abundante floracién, por lo que resulté un
material adecuado para la continuidad del trabajo. La poblacion de plantas colectada en
Misiones fue denominada NaM.

El fenotipo de autoincompatibilidad fue estudiado en ocho plantas de la poblacion
NaM que fueron autopolinizadas y cruzadas entre si. Estas polinizaciones fueron
analizadas por la formacion de frutos y mediante la técnica de style squash que permite la
observacion de tubos polinicos migrando a través del estilo. Tanto las cruzas como las
autopolinizaciones exhibieron un alto nimero de tubos desarrollados en el estigma (figura
5). Sin embargo, solo en los cruzamientos fue posible detectar tubos de polen alcanzando
la zona del ovario, confirmando asi la autoincompatibilidad de esta poblacion. En todas las
autopolinizaciones, los tubos de polen so6lo crecieron hasta el primer tercio de la longitud
total del pistilo. Los resultados generales de este ensayo se resumen en la Tabla I. La
conclusion de este ensayo es que las 8 plantas ensayadas son autoincompatibles y que cada

una de las plantas resulta compatible con las demas.

Ovario

Autopolinizacion
5x5

Polinizacion cruzada
5x11

Figura 5: Penetracion de tubos polinicos en plantas de la poblacion NaM. Tubos polinicos de la planta 5
teflidos con azul de anilina (celeste) en el estigma y ovario de una autopolinizacion (A) y polinizacion
cruzada (B). Esta tincién es representativa de todas las autopolinizaciones y los cruzamientos ensayados en 8
plantas de la poblacion NaM. La barra representa 0,2 mm.
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Tabla I: Cruzamientos y autopolinizaciones de las plantas de la poblacion NaM

Polen

1 2 4 5 7 10 11

1 I C C C C C C

2 C I c C C C C

4 C C | C C C C

o 5 C C C I C C C

%

o 7 C C C C I C C
8 C C C C C C C

10 C C C C C I C

11 C C C C C C |

C, compatible; I, incompatible. La clasificacion de cada combinacién entre polen y pistilo se establecié en

base a la migracion de los tubos polinicos y a la formacién de frutos.

Un examen preliminar para estudiar la identidad de los alelos de S-RNasa presentes

en la poblacion NaM fue realizado mediante PCR, utilizando los oligonucle6tidos basados

en la secuencia de los alelos Saz, Sigs Y Scio. El resultado de este examen muestra que el

alelo Scyo también estéa presente en la poblacion NaM, siendo la planta 2 portadora de dicho

alelo (figura 6).

Figura 6: Andlisis del genotipo en el locus S de una poblacion natural de Nicotiana alata. Plantas de la
poblacién NaM fueron ensayadas por PCR con oligonucledtidos correspondientes a los alelos Saz, ScioY Sios.

La planta 2 es portadora del alelo Scyo.
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b) Desarrollo de un sistema experimental para el estudio in vitro de la reaccion de

autoincompatibilidad en Nicotiana alata

Condiciones 6ptimas para el cultivo de polen

Para desarrollar un sistema experimental in vitro que permita estudiar el fenémeno
del rechazo del polen en Nicotiana alata resultdé necesario establecer en primer lugar las
condiciones apropiadas para el cultivo del polen de esta especie. Para ello, se ensay6 un
medio de germinacion con tres concentraciones de sacarosa diferentes y en distintas
condiciones de temperatura y agitacion. Los parametros escogidos para evaluar los cultivos
fueron el porcentaje de germinacion de los granos de polen y la longitud y morfologia de
los tubos polinicos.

En general, la germinacion del polen fue favorecida con el aumento de la
concentracion de sacarosa, una ligera agitacion del cultivo (120 rpm) y temperatura de 24
°C (Tabla Il).

Tabla Il: Porcentaje de germinacion de polen de Nicotiana alata cultivado in vitro*

Sin agitacion Con agitacion (120 rpm)

Temperatura (°C)

20 24 28 20 24 28
Sacarosa (%)
2 430+1,4 545+4,9 48,0 +£0,0 445+ 3,5 545+4,9 545+35
5 48,5+0,7 65,0+5,7 575+2,1 61,0+2,8 71,0+1,4 63,0+1,4
10 53,56+9,2 69,0 +5,7 62,0+£5,7 63,0+£0,0 80,0+14 67,5+4,9

* Los valores representan el promedio y la desviacion estandar de 2 experimentos independientes.

Con respecto al desarrollo de los tubos polinicos, el medio conteniendo 5% de
sacarosa, 24 °C de temperatura y con agitacion fue el mas adecuado para el crecimiento
(figura 7). En cuanto a la morfologia, los tubos polinicos incubados a 24°C mostraron
puntas normales y abundante movimiento de vesiculas en el citoplasma (figura 7 C). En
cambio, a 20 y 28 °C hubo mayor frecuencia de anomalias caracterizadas por la presencia
de puntas hinchadas, vesiculas con movimiento lento o sin movimiento y formacién de
agregados en la region apical y subapical del tubo (figura 7 D y E). De acuerdo a estos

resultados, las condiciones mas efectivas para el cultivo de polen se verificaron en un
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medio de germinacion conteniendo 5% de sacarosa, a una temperatura de 24°C y con un
suave movimiento de agitacion. En estas condiciones, tras 20 horas de cultivo, el
porcentaje de germinacion fue superior al 70% (Tabla Il), la longitud promedio de los
tubos polinicos alcanzé 708 um y la mayoria de los tubos presentaban rasgos morfoldgicos
normales y el caracteristico movimiento de vesiculas en la region apical y subapical
(figuras 7 B y C). Estas condiciones fueron utilizadas para cultivar polen en presencia de
extracto de pistilos y para estudiar la marcacion de membranas en presencia del
fluorescente FM4-64FX.

750
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Figura 7: Condiciones 6ptimas de cultivo de polen de Nicotiana alata. La longitud de tubos polinicos fue
medida en cultivos sin agitacion (A), con agitacion (B). Tubos polinicos de morfologia normal cultivados a
24°C (C). Anomalias morfoldgicas mas frecuentes en tubos polinicos cultivados a 20 y 28°C (D y E)

Cultivos en presencia de pistilos incompatibles muestran un efecto inhibitorio en el
crecimiento

Para averiguar si el mecanismo de rechazo del polen en Nicotiana alata se
manifiesta en tubos polinicos cultivados in vitro, polen proveniente de plantas de la
poblacion NaM fue cultivado en presencia de extractos de pistilos propios o de pistilos de

otras plantas de la poblacion en estudio. La disminucion del crecimiento del polen fue
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variable en los diferentes extractos de pistilo ensayados (figura 8 A-D). En polen
proveniente de las plantas 8 y 5 (figura 8 A y B), el menor crecimiento se registrd en
presencia de pistilos de la misma planta. La disminucion del crecimiento en presencia de
pistilos propios oscilo entre un 22% (8x8 vs 8x5) hasta un 81% (5x5 vs 5x2). En otras 2
muestras ensayadas (plantas 4 y 11), la longitud del polen desafiado con pistilos propios
fue menor o similar a la longitud alcanzada en presencia de pistilos compatibles (figura 8 C

y D).
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Figura 8: Crecimiento de tubos polinicos en presencia de extractos compatibles e incompatibles. Tubos
polinicos de las plantas 8 (A), 5 (B), 4 (C) y 11 (D) fueron cultivados in vitro por 24 h en medio de
germinacion con el agregado de extracto de pistilo (250 pg peso fresco/ul) compatible (barras grises) e
incompatible (barras blancas). Las barras representan el valor medio y la desviacion estandar de la medicion
de 100 tubos polinicos.

La hipotesis de un efecto de autoincompatibilidad en el polen cultivado in vitro se
estudio con mas detalle utilizando polen de las plantas 8 y 5. En general, el agregado de los
extractos de pistilos en el medio de cultivo produjo un retardo en el crecimiento de los
tubos polinicos (figura 9). El crecimiento de tubos polinicos en presencia de extractos

compatibles duplicé al alcanzado en presencia de extractos incompatibles.
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Figura 9: Efecto de extractos de pistilo en el crecimiento de tubos polinicos de Nicotiana alata. Tubos
polinicos de la planta 8 fueron cultivados 24 h in vitro, en medio de germinacién (MG), o en medio de
germinacidn con el agregado de extracto de pistilo de la planta compatible 2 (C) o extracto de pistilo propio
(1). Las barras representan las medias con la correspondiente desviacion estandar de 3 o méas experimentos. El
extracto de pistilo (250 pg peso fresco/ul) se realizé en medio MG.

Cultivos realizados por tiempos mas cortos muestran que el efecto de rechazo sobre
el polen incompatible se manifiesta después de las 2 h de cultivo, siendo evidente a las 4 h
donde el crecimiento del polen incompatible alcanza aproximadamente un 50 % respecto

del compatible, similar a lo observado a 24 h (figura 10 A y B).
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Figura 10: Efecto de extractos de pistilo en el crecimiento de tubos polinicos de Nicotiana alata. Tubos
polinicos de la planta 8 (A) y la planta 5 (B) fueron cultivados in vitro durante 2 h (barras blancas) 0 4 h
(barras grises), en medio de germinacion (MG) o en medio de germinacion con el agregado de extracto de
pistilo de plantas compatibles (C) o extracto de pistilo propio (1). Las barras representan las medias con la
correspondiente desviacién estdndar de 2 o mas experimentos. El extracto de pistilo (250 pg peso fresco/ul)
se realizd en medio MG.
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La vitalidad de los tubos polinicos se evalu6 a 2 y 4 h de iniciado el cultivo, en base
al movimiento vesicular observado en la zona apical y subapical del tubo. Los tubos fueron
agrupados segun exhibieran un trafico normal de vesiculas, trafico restringido o ausencia
de movimiento. A las 2 hs de cultivo, la mayoria de los tubos polinicos desafiados con
extractos compatibles o incompatibles exhibian movimiento vesicular (figura 11 A). Sin
embargo, en los cultivos en presencia de extracto compatible, el 80% de los tubos
presentaba alta movilidad vesicular, propia de los tubos polinicos normales, en activo
crecimiento. En contraste, en el medio de cultivo con extracto incompatible el 50% de los
tubos polinicos presentaba un movimiento vesicular restringido y solo alrededor del 30%
exhibia alto movimiento vesicular. Esta diferencia en el crecimiento de los tubos polinicos
se acentud a las 4 h de cultivo, donde menos del 8% de los tubos desafiados con el extracto
incompatible presentaba movilidad normal de vesiculas y el 70% mostraba ausencia total
de movimiento (figura 11 B). La falta de movimiento fue acompafada de una alta
frecuencia de tubos con puntas hinchadas y con presencia de agregados en la region apical
y subapical (figura 12 B y C), lo que sugiere que los tubos incompatibles son rechazados
en un proceso que culmina con la muerte celular. La tincion con el colorante Evans Blue,
que se acumula en células muertas, revela también el fenémeno de muerte celular en los

cultivos en presencia de extractos incompatibles (figura 13).
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Figura 11: Vitalidad de tubos polinicos crecidos en presencia de extractos de pistilo. Tubos polinicos de
la planta 8 fueron cultivados in vitro por 2 h (A) y 4 h (B), en medio de germinacion (MG) o en MG con el
agregado de extracto de pistilo (250 pg peso fresco/pl) de la planta compatible 2 (C) o de pistilo de la planta
8 (1). 150 o més tubos polinicos fueron clasificados de acuerdo a la movilidad de vesiculas en el extremo
apical. Barras blancas, alta movilidad; barras grises movilidad restringida; barras negras, ausencia de
movilidad.
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Figura 12: Morfologia de tubos polinicos cultivados en presencia de extractos de pistilo. Los tubos
polinicos cultivados con extractos de pistilo (250 pg peso fresco/pl) fueron clasificados de acuerdo a la
morfologia y el movimiento vesicular. A, tubos normales con alta movilidad de vesicular; B, tubos con
anomalias morfologicas y movilidad vesicular restringida; C, tubos muertos con ausencia de movilidad
vesicular y agregados en el citoplasma. La barra representa 10 pm.

Figura 13: Vitalidad de tubos polinicos crecidos en presencia de extractos de pistilo. Tubos polinicos de
la planta 8 fueron cultivados in vitro en medio de germinacion (MG) o en MG con el agregado de extracto de
pistilo (250 pg peso fresco/ul) de la planta compatible 2 (C) o de pistilo de la planta 8 (I). A las 4 h de
cultivo se agreg6é 0,05% Evans Blue durante 15 min. Los cultivos fueron lavados por centrifugacion y
observados en microscopio de fluorescencia con filtro para rodamina (543 nm). A, contraste de fase; B,
fluorescencia. La barra representa 0,02 mm.

Utilizando el marcador de endocitosis fluorescente FM4-64FX (Bolte et al., 2004)
se estudio el patron de marcacion de membranas en tubos polinicos cultivados en presencia
de extractos de pistilos. En presencia de extractos incompatibles, los tubos polinicos con
escaso movimiento vesicular carecian de la “zona clara” y mostraban fuerte de
acumulacién de fluorescencia en zonas vecinas a la membrana celular (figura 14 A). En los
tubos sin movimiento vesicular, la fluorescencia se acumuld masivamente en el citoplasma
(figura 14 B). Estas alteraciones no se observaron en tubos polinicos que, aun en presencia
de extracto incompatible, exhibian un movimiento vesicular normal (aproximadamente 5
% de los tubos figura 14 C) y eran similares en aspecto a los tubos polinicos cultivados en

ausencia de extracto (ver més adelante figura 16 G). Los cambios respecto del patrén
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normal de marcacion sugieren que los tubos polinicos en presencia de extractos
incompatibles, sufren una alteracion del proceso endocitico que afecta el flujo normal de

vesiculas.

Figura 14: Alteracion del trafico de membranas en tubos polinicos cultivados con extractos de pistilo
incompatible. Tubos polinicos de la planta 8 fueron cultivados 4 h en medio de germinacion con extracto de
pistilo incompatible. A, tubos polinicos con movimiento vesicular restringido; B, tubos polinicos sin
movimiento vesicular; C tubos polinicos con movimiento normal de vesiculas. El marcador endocitico FM4-
64FX se agrego a las 2 h de iniciado el cultivo a concentracion 12uM. La imagen en contraste de fase se
muestra en el angulo inferior derecho. Las barras representan 10 um.

Si bien el menor crecimiento del polen en presencia de extractos incompatibles se
manifestd en la mayoria de las combinaciones polen-pistilo ensayadas, en algunos casos
fue menos notable o bien el efecto no se manifest6 (figura 8 C y D). Un caso particular fue
el polen de la planta 2 cuya longitud en presencia de extractos de pistilos propios fue igual

0 mayor que la alcanzada frente a pistilos provenientes de otras plantas (figura 15).
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Figura 15: Crecimiento de tubos polinicos en presencia de extractos compatibles e incompatibles.
Tubos polinicos de la planta 2 fueron cultivados in vitro por 24 h en medio de germinacion con el agregado
de extracto de pistilo (250 pg peso fresco/pl) compatible (barras grises) e incompatible (barra blanca). Las
barras representan el valor medio y la desviacion estandar de la medicidn de 100 tubos polinicos.
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c) Dindmica de la marcacion de endomembranas tubos polinicos de Nicotiana alata

Marcacion de tubos polinicos cultivados in vitro

Los tubos polinicos son células de rdpido crecimiento que exhiben de manera
caracteristica un activo tréfico de endomembranas. Recientes experimentos en los que se
ha demostrado la compartamentalizacion de S-RNasas en vacuolas (Goldraij et al., 2006)
sugieren la importancia de la ruta endocitica en el sistema de autoincompatibilidad en
Nicotiana alata. Como etapa previa a estudios de colocalizacion entre S-RNasa y el
sistema de endomembranas, se utilizé el marcador de endocitosis fluorescente FM 4-64FX
(FM) para estudiar la dindmica de marcacion de membranas en tubos polinicos cultivados
in vitro. El fluorescente agregado al medio de cultivo se asocié rapidamente con la
membrana plasmatica del tubo polinico, primeramente en la region subapical (figura 16 A)
y luego en la region apical (figura 16 B), delimitando los bordes del tubo polinico. Entre
los 6 y 10 min comenzo la internalizacion del fluorescente al interior del citoplasma,
manifestdndose como pequefios puntos discretos en la region subapical (figura 16 C). A
partir de los 15 min el fluorescente comenz6 a acumularse en el citoplasma de la region
apical, siendo evidente a los 30 min una marcacion muy intensa en forma de V invertida en
la punta del tubo polinico (figura 16 D). Esta marca es coincidente con la regién
denominada “zona clara”, enriquecida en vesiculas menores de 0,2 um, cuya funcién es
transportar materiales para la sintesis de membrana y pared celular del tubo polinico
(Lancelle & Hepler, 1992). La zona clara del tubo polinico permanecié marcada al menos
hasta 3 hs después de la incubacion con el fluorescente (figura 16 E).

El patrén de marcacion se estudidé también a tiempos largos; entre 18 y 45 hs el
fluorescente se acumul6 en el citoplasma, en zonas mas alejadas de la regidn subapical, en
estructuras discretas de mayor tamafio (figura 16 F). La localizacién, el tamafio y el
momento en que se hacen evidentes, sugieren que estos compartimentos representan
cuerpos multivesiculares o vacuolas (Parton et al., 2001; Wang et al., 2005). En la figura
16 G se destaca una proyeccion en los ejes x-z e y-z de la zona clara de un tubo polinico
marcado con FM4-64FX.
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Figura 16: Dindmica de marcacion de membranas en tubos polinicos de Nicotiana alata cultivados in
vitro. Los tubos polinicos fueron cultivados durante 2 hs antes del agregado del fluorescente FM4-64 FX. La
dinamica de marcacién se estudié a partir de la deteccion de la fluorescencia (A) durante los tiempos
indicados (B-G). (E), proyeccion de 15 secciones oOpticas de 0,86 um. En los margenes se muestra la
proyeccion de las secciones en los ejes y-z y x-z. Las barras representan 10 pum.

Disefio experimental para el estudio del trafico de membranas in planta

Una estrategia experimental fue ensayada para estudiar la ruta endocitica en tubos
polinicos en transito a través del estilo. Los tubos polinicos cultivados in vitro y marcados
con el fluorescente FM4-64FX pueden utilizarse para polinizar pistilos, directamente en la
planta o en flores aisladas de la planta. Este experimento permitiria visualizar el trafico de
membranas en el interior de tubos polinicos compatibles e incompatibles a medida que
éstos migran a través del estilo. Antes de llevar a cabo este experimento, se realizaron una
serie de ensayos preliminares. En primer lugar, y a los fines de ensayar la persistencia de la
fluorescencia en el polen germinado, los tubos polinicos cultivados en presencia del
marcador FM4-64FX, fueron centrifugados, lavados y cultivados nuevamente en ausencia
del fluorescente. La localizacion de la marca fue seguida a intervalos de 1 h. En
consistencia con el experimento de la figura 16, inicialmente la fluorescencia se localizé en
la membrana celular del tubo polinico. Esta marcacion se desplazé progresivamente hacia
el interior del citoplasma y fue claramente detectable al menos hasta 6 hs posteriores al
cultivo en ausencia de fluorescente (figura 17). Este resultado sugiere que, al menos
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durante 6 hs, es posible estudiar la evolucion de la fluorescencia en el interior de un tubo
polinico viajando a través del estilo.

Figura 17: Dindmica de marcacion de membranas en tubos polinicos de Nicotiana alata cultivados in
vitro. Tubos polinicos cultivados durante 2 hs en presencia del fluorescente FM4-64 FX fueron
centrifugados, lavados y cultivados nuevamente por distintos tiempos en ausencia del fluorescente (A-G). La
barra representa 10 pum.

En otro experimento preliminar, se evalud la posibilidad de polinizar una flor con
tubos polinicos pregerminados. Para este ensayo se utilizé inicialmente polen de la especie
autocompatible Nicotiana tabacum, por ser mas robusto y mas facil de manipular que el
polen de Nicotiana alata. Flores de tabaco fueron polinizadas con una preparacion
concentrada de tubos polinicos cultivados por 6 horas. Una masa abundante de tubos
progresO a través del estilo y alcanzo6 el ovario (figura 18 A). Sin embargo, el mismo
procedimiento llevado a cabo en Nicotiana alata, empleando una combinacion compatible
de polen y pistilo, mostré6 muy escaso desarrollo de tubos polinicos germinados in vitro a
través del estilo. En este caso, solo se detectaron algunos tubos aislados, en la region

cercana al estigma y estilo (figura 18 B).
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Figura 18: Penetracién de tubos polinicos pregerminados en estilos de Nicotiana tabacum y Nicotiana
alata. Los tubos polinicos fueron cultivados 6 h, centrifugados y recuperados en una suspension que fue
empleada para polinizar las flores. La migracion de los tubos polinicos fue analizada 48 h luego de la
polinizacién mediante tincién con azul de anilina (celeste). La barra representa 0,2 mm.

De acuerdo a estos resultados, un experimento para estudiar la via endocitica en
tubos polinicos migrando a través del estilo se llevo a cabo utilizando flores de Nicotiana
tabacum. Pistilos polinizados con tubos polinicos marcados con FM4-64FX fueron
procesados mediante la técnica de “style squash” y observados mediante microscopia de
fluorescencia. Los tubos polinicos fueron identificados por tincién de la pared celular de
calosa con azul de anilina (figura 19 A). El fluorescente FM4-64FX fue detectado en el
borde de los tubos polinicos, siendo esta tincion parcialmente coincidente con el azul de
anilina. FM4-64FX fue también visualizado en el interior del tubo polinico. Esta marca
resulté ser especifica ya que no fue detectada en experimentos control realizados con

pistilos de tabaco polinizados y no polinizados (figura 19 B).

Figura 19: Tubos polinicos de Nicotiana tabacum pregerminados en presencia de FM4-64FX. Los tubos
polinicos fueron cultivados 6 h, centrifugados y recuperados en una suspensién que fue empleada para
polinizar las flores. Los pistilos fueron procesados mediante la técnica de “style squash”. A, tubos polinicos
pregerminados en presencia de FM4-64FX. B, tubos polinicos pregerminados en ausencia de FM4-64FX
(control). 1, fluorescencia en el canal de DAPI (408 nm); 2, fluorescencia en el canal de rodamina (543 nm);
3, superposicion de 1 y 2. La barra representa 10 pum.
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A partir de estos resultados, se realizd un experimento similar al anterior pero
procurando conservar la integridad del tejido para observar con mayor detalle la marcacion
con FM4-64FX. Los pistilos polinizados fueron fijados en formaldehido, embebidos en
parafina y cortados en secciones de 10 um. Las secciones fueron luego desparafinadas e
incubadas con un anticuerpo anti calosa para la visualizacion de los tubos polinicos. Sin
embargo, en estas condiciones no fue posible detectar la marca del fluorescente (figura 20),
la cual resultd posiblemente removida durante la remocion de la parafina, previo a la

inmunocitoquimica.

Figura 20: Tubos polinicos de Nicotiana tabacum pregerminados en presencia de FM4-64FX. Los tubos
polinicos fueron cultivados 6 h, centrifugados y recuperados en una suspension que fue empleada para
polinizar las flores. Las tinciones se llevaron a cabo sobre secciones de pistilo de 10 um A, tubos polinicos
tefiidos con azul de anilina. B, tubos polinicos detectados con anticuerpo contra calosa. C, FM4-64FX. La
barra representa 10 um.
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DISCUSION y PERSPECTIVAS

Establecimiento de una poblacion de Nicotiana alata para el estudio del fenémeno de

autoincompatibilidad

La estructura primaria de la molécula de S-RNasa presenta 5 dominios conservados
(C1-C5) y dos dominios hipervariables (Hva y Hvb) situadas entre los dominios C2 y C3
(loerger et al., 1991). Los dominios Hva y Hvb confieren la especificidad de cada alelo y
la capacidad para el reconocimiento del polen, fundamento del fendmeno de
autoincompatibilidad. La especificidad de estos dominios permiten la caracterizacion por
PCR de los alelos de S-RNasa del locus S. Empleando esta técnica se logro identificar
individuos homocigotas en la generacion F2 de la poblacion UM (figura 4). Para la
caracterizacion definitiva del locus S es necesario realizar también ensayos de polinizacion
que permitan conocer el fenotipo del polen y cotejar estos resultados con el andlisis del
genotipo por PCR. Debido a la escasa capacidad de adaptacion de las plantas F1 y F2 de la
poblacién UM, aln en condiciones apropiadas para el crecimiento (suelos bien drenados,
alta temperatura y humedad) el fenotipo del polen no pudo ser determinado en ensayos de
polinizacion y la poblacion tuvo que ser descartada.

Para poder continuar con los estudios propuestos, se realizd un viaje a la Ciudad de
Puerto Iguazi en donde se recolectaron plantas de una poblacidén natural de Nicotiana
alata. Por su crecimiento vigoroso y la rapida y abundante floracion esta poblacion
constituye un excelente material para continuar el proyecto. Mediante ensayos de
polinizacién efectuado sobre 8 plantas NaM, se determind el fenotipo del polen en los
distintos cruzamientos y autopolinizaciones (figura 5). Considerando que las plantas
autoincompatibles son siempre heterocigotas en el locus S, esto supone la presencia de al
menos 5 alelos diferentes presentes en las 8 plantas analizadas de la poblacién NaM. Un
ensayo genotipico preliminar del locus S muestra que el alelo de Scio esta presente en la
planta 2. La caracterizacion genotipica del locus S de las 8 plantas en estudio se continuara
mediante PCR, utilizando oligonucleétidos basados en las regiones conservadas C2 y C5
de las S-RNAsas. Los fragmentos amplificados incluirdn las regiones hipervaribles que

definen la identidad de los alelos.

FCEFyYN 29



Roldan J

Estudio del efecto de autoincompatibilidad en polen de Nicotiana alata cultivado in
vitro

La reproduccion in vitro del efecto de autoincompatibilidad permitiria un estudio
detallado a nivel celular y molecular de los fendmenos que ocurren en tubos polinicos
compatibles e incompatibles. Por ejemplo en Papaveraceas, el cultivo in vitro de polen en
presencia del factor de reconocimiento femenino del locus S revelé que el mecanismo de
rechazo del polen procede por muerte celular programada (Thomas & Franklin-Tong,
2004). En Escrofulariaceas, donde el rechazo del polen también depende de la S-RNasa, el
cultivo de polen en presencia de un extracto incompatible de pistilos produjo una
disminucion notable del tamafio del tubo polinico. Esta disminucion del crecimiento
resultd ser dependiente de la presencia de S-RNasa en el extracto (Qiao et al., 2004). En
Nicotiana alata los intentos de definir un sistema in vitro de autoincompatibilidad no
reflejaron de manera consistente el rechazo del polen (Jahnen et al., 1989). Sin embargo
estos experimentos fueron llevados a cabo con S-RNasas extensivamente purificadas y no
con extractos totales de pistilo, por lo que los factores no ligados al locus S, indispensables
para la manifestacion del rechazo (McClure y Franklin-Tong, 2006), no estaban incluidos
en el medio de cultivo. Estos antecedentes alentaron la busqueda de un sistema in vitro en
Nicotiana alata capaz de manifestar el fenémeno de autoincompatibilidad.

En experimentos llevados a cabo con polen de las plantas 8 y 5 y pistilos de varias
plantas de la poblacion NaM, el efecto de rechazo del polen en presencia de extractos
incompatibles fue evidente. Este rechazo se manifest6 en la menor longitud (figuras 8, 9 y
10) y la detencion del crecimiento y muerte (figura 11 A y B) del polen incompatible. La
diferencia en el crecimiento del polen sugiere que el pistilo es capaz de reconocer el polen
propio. Sin embargo en muchas combinaciones polen-pistilo compatibles, la longitud de
los tubos polinicos cultivados resulté similar a la alcanzada por el polen incompatible
(figura 8 C y D). Un caso particular fue el polen de la planta 2 cuyo desarrollo en presencia
de pistilos incompatibles resulté mayor que el desarrollo alcanzado en varias
polinizaciones compatibles ( figura 8 A-D y figura 15).

A partir de estos resultados, no podemos afirmar concluyentemente que hay un
efecto de rechazo del polen cultivado en presencia de pistilos incompatibles. Es posible
que el efecto se manifieste en el polen cultivado con menor eficiencia que en la planta. El
promedio de la longitud de los tubos polinicos incompatibles en la figura 8 es 168 pm.
Resulta significativo que el 80% de los cruzamientos compatibles resulté de una longitud

promedio significativamente mayor a dicho valor; en el 12% de las cruzas compatibles la
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longitud fue similar y sélo el 8 % registré un valor de longitud menor (P<0,01, figura 8) .
En este andlisis se excluyd la planta 2 por presentar un comportamiento notoriamente
diferente del resto de las plantas analizadas (figura 15).

Resulta necesario para la continuacion de este estudio conocer los haplotipos del
locus S de las plantas NaM. Dado que la eficiencia en el rechazo del polen es diferente en
cada uno de los haplotipos, y también que algunos cruzamientos catalogados como
compatibles pueden ser semicompatibles, el conocimiento de los haplotipos ayudara a
interpretar los resultados obtenidos. Igualmente, resulta importante comparar la vitalidad
de tubos polinicos compatibles e incompatibles de longitud similar. Es posible que los
primeros manifiesten un retardo en el crecimiento pero tengan una sobrevida mayor que

los tubos polinicos incompatibles.

Tréafico de endomembranas en tubos polinicos cultivados

La ruta de acceso al tubo polinico de S-RNasa y de los factores no ligados al locus
S es probablemente la via endocitica (McClure, 2006). S-RNasa ingresaria al tubo polinico
en el interior de vesiculas, separada del citoplasma para evitar la degradacion del ARN del
polen. En Nicotiana alata, tanto en cruzamientos compatibles como incompatibles, la S-
RNasa se localiza en la vacuola del tubo polinico al menos hasta las 16 h posteriores a la
polinizacion. Transcurridas 36 h luego de la polinizacidn, la vacuola conserva su integridad
en los cruzamientos compatibles, con la S-RNasa en su interior. En contraste, en tubos
polinicos incompatibles, la vacuola aparece desorganizada, con la S-RNasa dispersa
ocupando todo el citoplasma del tubo polinico (Goldraij et al., 2006).

En base a éstos antecedentes, se realizaron una serie de experimentos para estudiar
la marcacion de membranas en tubos polinicos de Nicotiana alata con un marcador
fluorescente de la via endocitica (Bolte et al., 2004) en ensayos in vitro e in vivo.

En los tubos polinicos cultivados de Nicotiana alata, la dindmica de incorporacién
del fluorescente y su distribucion en el interior del tubo (figura 16) fue similar a la exhibida
por tubos polinicos de Lilium (Parton et al., 2001) y Picea (Wang et al., 2005). Entre 24 y
48 hs posteriores a la incubacion con FM4-64FX, la fluorescencia fue detectada en
compartimentos grandes, posiblemente vacuolas (Parton et al., 2001).

El marcador FM4-64FX fue utilizado para observar el trafico de membranas en

tubos polinicos creciendo en presencia de extractos de pistilo incompatible (figura 14).

FCEFyYN 31



Roldan J

Aquellos tubos con movimiento restringido de vesiculas mostraron cambios en el patron
normal de marcacion del fluorescente. Este resultado sugiere una alteracion del proceso
endocitico y exocitico, paralela a la disminucién del crecimiento del tubo. Los cambios
mas notables fueron la acumulacion de fluorescencia en “sacos” en la region subapical y la
ausencia de la “zona clara” en la region apical. Posiblemente las zonas de acumulacion del
fluorescente representan agregados de vesiculas, fendmeno frecuentemente observado en
tubos polinicos con alteraciones morfoldgicas o muertos. La ausencia de la zona clara es
consistente con la disminucion del crecimiento; esta region del apice del tubo esta
enriquecida en vesiculas exociticas que transportan el material de membrana y pared
celular para soportar el activo crecimiento del tubo (Cheung & Wu, 2007).

Estos resultados sugieren la posibilidad de realizar experimentos in vitro para
estudiar el rechazo del polen. Por un lado, ensayos de inmunocitoquimica para estudiar la
colocalizacion de la ruta endocitica con S-RNasa en tubos polinicos compatibles e
incompatibles, podrian contribuir a establecer el momento y la forma en que la vacuola
libera la S-RNasa para llevar a cabo el rechazo del polen. Por otro lado, dado que el
rechazo del polen no es inmediato, el seguimiento in vivo de un tubo polinico marcado con
el fluorescente FM4-64FX podria reflejar la evolucion de los cambios operados a nivel
celular en un tubo polinico incompatible.

Para obtener iméagenes in planta del trafico de membranas en el interior de tubos
polinicos creciendo a través del estilo, tubos polinicos pregerminados en presencia de
FM4-64FX se utilizaron para polinizar pistilos de tabaco. Nuestro disefio experimental
permitié detectar el fluorescente en pistilos enteros (figura 19) pero no en microsecciones
de pistilo (figura 20). Posiblemente el proceso de parafinacion y/o deparafinacion alteré o
removié el fluorescente. En cualquier caso, los tubos polinicos pregerminados de
Nicotiana alata no muestran la misma habilidad que los de Nicotiana tabacum para
penetrar en el estilo (figura 18), por lo que en principio, no seria posible mediante esta
técnica comparar las diferencias en el trafico de membranas in planta entre tubos polinicos

compatibles e incompatibles.
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