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If you wanna to have a good time,
you just gotta go with the flow...
You have to take it as it comes,
look for something special.
'cuz thats all that we wanna have,
right?
We wanna have that moment special
that you never forget the rest of your life...

Let's have this moment right now!!!

Shall we?!!1

Josh Homme antes de arrancar el riff de Go
with the flow, Queens of the Stone Age. Pepsi
Music 2010, Buenos Aires, Argentina.
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AC: autocompatibilidad, autocompatible, Self-compatibility

Al: autoincompatibilidad, autoincompatible, Self-Incompatibility

AIE: autoincompatibilidad esporofitica, Sporophytic Self-incompatibility
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ASB: buffer estabilizante de actina, actin-stabilizing buffer
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MAPKSs: proteinas quinasas activadas por mitégenos, Mitogen-activated protein kinases

MCP: muerte celular programada, Programmed Cell Death
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NNnSR2: Nicotiana non S-RNase 2
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PrsS: Factor S del stigma, Papaver rhoeas stigma S determinant

PrpS: Factor S del polen, Papaver rhoeas pollen S determinant

ROS: especies reactivas del oxigeno, reactive oxygen species
RT-PCR: Transcripcion reversa seguida de reaccién en cadena de la polimerasa
rS-RNasas: relictos de S-RNasas, relic S-RNases

SCR: proteina rica en cisteina del locus S, S-locus cysteine-rich protein
SLF: F-box del locus S, S-Locus E-Box

rpS-RNasas: ribonucleasas parecidas a las S-RNasas, S-like RNases
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SRK: receptor quinasa del locus S, S-locus receptor kinase

S-RNasas: ribonucleasas del locus S, Self-RNases
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TG: linajes transgenericos, Transgeneric S-lineage
THLL1: tiorredoxina, Thioredoxin H-Likel

TSE: evolucién transespecifica, Trans-specific evolution
vPPasas: pirofosfatasas vacuolares
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Resumen

La autoincompatibilidad (Al) es un mecanismo presente en la mayoria de las
Angiospermas que permite el reconocimiento y rechazo del polen propio o genéticamente
relacionado. De esta manera las plantas mantienen una apropiada variabilidad genética y
previenen la endocria, lo que redunda en una mejor adaptacion a las condiciones cambiantes
del medio ambiente. En la mayoria de las especies autoincompatibles el reconocimiento entre
el polen y el pistilo estd regulado genéticamente por el locus S. En Solanaceas este locus
codifica las ribonucleasas S (S-RNasas) que se expresan en el pistilo y confieren la
especificidad para el reconocimiento del polen. La accion citotoxica de estas S-RNasas
también promueve la inhibicién del crecimiento de los tubos polinicos incompatibles antes de
que estos alcancen el ovario.

La especie nativa Nicotiana alata ha sido utilizada como modelo experimental para
dilucidar las bases moleculares de la Al dependiente de S-RNasas. Sin embargo en esta
especie no existen estudios de Al en poblaciones naturales y por lo tanto la diversidad
estructural y funcional de los alelos de S-RNasa es conocida de manera limitada. En esta tesis
se identificaron y caracterizaron a nivel molecular y funcional nuevas secuencias de S-
RNasas, denominadas Sy7, S, S7s, S107 Y S210-RNasa, provenientes de una poblacion natural
de N. alata. Las distintas variantes alélicas de S-RNasa se expresaron de manera especifica en
el estilo de cada individuo analizado. Mediante analisis de segregacion se demostrd que estos
genes son funcionales en el mecanismo de Al y constituyen, por lo tanto, alelos del locus S.
Otras dos secuencias identificadas resultaron ser estructuralmente similares a las S-RNasas
pero no funcionales en el sistema de Al y por lo tanto fueron denominadas NnSR1 y NnSR2
(Nicotiana non S-RNase). NnSR1 exhibié un patrén de expresion diferente a todos los alelos
de S-RNasa y a NnSr2 lo que sugiere que este gen experimentd una evolucién funcional
diferente. El analisis filogenético confirmé que los alelos de S-RNasa de N. alata se
encuentran distribuidos en varias lineas S transgenéricas cuya diversidad es anterior al
proceso de especiacion en Solanaceas.

Un aspecto poco investigado en la Al dependiente de S-RNasas son los cambios a
nivel subcelular que ocurren durante el rechazo del polen incompatible. En este trabajo de
tesis se estudid mediante microscopia confocal de fluorescencia la estabilidad in vivo del
citoesqueleto de F-actina y del sistema vacuolar de los tubos polinicos durante la respuesta de
Al. En una fase temprana de la polinizacion, el 70% de los tubos polinicos compatibles e
incompatibles mostraron un patrén organizado de F-actina consistente en largos filamentos
paralelos al eje principal de la célula. Mientras que en las polinizaciones compatibles este
patrén se mantuvo sin cambios durante todo el trayecto de los tubos polinicos hacia el ovario,
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Resumen

los tubos polinicos incompatibles sufrieron una progresiva desorganizacion de la F-actina.
Experimentos de colocalizacion de F-actina y el sistema vacuolar de membranas revelaron
que al dia 6 posterior a la polinizacion incompatible alrededor del 80% de los tubos polinicos
incompatibles mostraron la F-actina fragmentada, en tanto que un porcentaje similar mantenia
intactos los compartimentos vacuolares. Estos resultados indican que durante la respuesta de
Al, la fragmentacion del citoesqueleto de F-actina precede a la disrupcion de las membranas
vacuolares. De esta manera, los tubos polinicos incompatibles son sometidos a un proceso de
desorganizacion secuencial de las principales estructuras subcelulares. Los resultados también
indican que el pool mayoritario de S-RNasas, endocitadas y almacenadas en las vacuolas de
los tubos polinicos, serian liberadas al citoplasma en una fase tardia del rechazo del polen.

Los estudios de integridad del citoesqueleto de F-actina y el sistema de
endomembranas mediante microscopia de fluorescencia fueron extendidos a tubos polinicos
crecidos in vitro en presencia de extractos de estilo compatibles e incompatibles. El sistema in
vitro permiti6 estudiar de manera especifica los cambios ocurridos en la zona apical del tubo
polinico, extremadamente dificil de localizar en estudios in vivo. El crecimiento de los tubos
polinicos en presencia de extracto incompatible fue 55% menor que en extracto compatible.
Este menor crecimiento fue consistente con la ausencia del patrén normal de vesiculas y la
franja de actina de F-actina en el extremo apical, escenciales en la maquinaria de crecimiento
polar del tubo polinico. La region subapical exhibi6 los cables de F-actina distorsionados y
fragmentados junto a notables areas de agregados vesiculares proximos a la membrana
celular. Estas alteraciones alcanzaron al 85% de los tubos polinicos cultivados por 3 horas en
extracto incompatible. Considerando en conjunto los experimentos in vivo e in vitro, los
resultados obtenidos sugieren que el rechazo del polen incompatible transcurre en dos etapas:
1) una etapa temprana en donde las alteraciones en el citoesqueleto de F-actina y el tréfico de
membranas producen el arresto del crecimiento del tubo y 2) una etapa tardia en la cual la
disrupcién vacuolar libera la S-RNasa al citoplasma para la degradacion masiva del ARN del

polen.
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Las Angiospermas conforman el grupo mas numeroso dentro del Reino Plantae. Los
individuos incluidos dentro de esta categoria se caracterizan por tener flores que producen,
después de la fertilizacion, frutos con semillas. Son las Unicas plantas que se han adaptado a
vivir en todos los ecosistemas de la tierra ocupando practicamente todos los nichos ecoldgicos
posibles, salvo las regiones polares. Su diversidad es mucho mas alta en regiones tropicales y
himedas donde dominan completamente el paisaje (el 60% de las especies son de zonas
tropicales) y su nimero va disminuyendo hacia latitudes mas altas, llegando a poseer una
diversidad pobre en la flora de regiones mas frias como la tundra (ain dominada por las
coniferas, como los pinos). El término "Angiospermas" proviene del 1éxico griego: ayyeiov
(angion: vaso, anfora) y oméppo (sperma: semilla); las palabras compuestas significan
"semillas envasadas". Esto hace referencia a que sus 6vulos (posteriormente semillas) estan
encerrados por el carpelo, una hoja transformada que forma el pistilo. De esta forma, para que
el dvulo sea fecundado, el grano de polen debe hacer contacto con el estigma, una superficie
del carpelo preparada especialmente para ello. Esta caracteristica diferencia a las
Angiospermas de las Gimnospermas, donde el polen cae directamente sobre el 6vulo. Las
Angiospermas poseen caracteristicas que contribuyeron decisivamente a su dominancia, entre
éstas se encuentra una rapida madurez reproductiva, la adaptacién de los procesos de
polinizacion a condiciones anhidras, la simbiosis con agentes polinizantes y la dispersion de
las semillas mediada por factores bidticos como los animales o abidticos como el viento.
Otras caracteristicas morfoldgicas distintivas respecto a las Espermatéfitas (plantas con
semilla) son: i) un gametofito femenino reducido a s6lo unas pocas células; ii) el proceso de
doble fecundacion que forma junto con la semilla un tejido triploide nutritivo denominado
endosperma Yy iii) presencia de tejidos conductores (xilema y floema) mas recientes en la
evolucion y mas eficientes en muchos aspectos. Estas caracteristicas posibilitaron la
diversificacion sorprendente que experimentaron las Angiospermas. Los registros fosiles
muestran que este grupo de plantas aparecid a principios del Cretacico, hace
aproximadamente unos 130 millones de afios atrds. Se descubrieron grandes cantidades de
fosiles de muchas especies de ese periodo, indicando que su diversificacién ocurrié de manera
repentina. Darwin llamé a esta diversificacion rapida y masiva un “abominable misterio”
(Darwin & Seward, 1903). Aun hoy, cerca del 90% de las plantas terrestres pertenecen a este
grupo que cuenta con unas 257.000 especies (Judd et al., 2002) agrupadas en 12.500 géneros
y aproximadamente 300 familias. Las Angiospermas son las responsables de la mayor parte
de la diversidad dentro de las Espermatofitas.
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En términos ecoldgicos y nutricionales, las Angiospermas sobrepasan a todos los otros
grupos de plantas. Muchos miembros de esta division son la fuente de alimentos, materia
prima y productos naturales que consume el hombre.

En todos los sistemas bioldgicos el control de la fertilizacién es un aspecto critico. De
la misma forma que ocurre en otros organismos, la reproduccion sexual de las plantas requiere
el encuentro entre las gametas masculina y femenina. En las Angiospermas, una reproduccion
sexual exitosa esta dada por una serie importante de acontecimientos: i) la entrega de polen al
estigma, ii) la hidratacion del polen, iii) la germinacion del polen, iv) el crecimiento del tubo
polinico a través del estilo y del ovario, y finalmente v) la fertilizacion (McClure & Franklin-
Tong, 2006). La polinizacion implica la integracion de todos estos eventos. El grano de polen
tiene que adherirse, hidratarse y germinar en la superficie del estigma. El tubo polinico es una
célula que debe crecer de manera rapida a través del pistilo hacia el dvulo; este crecimiento
polar requiere de un suministro continuo y preciso de vesiculas secretorias hacia el apice,
transportando los materiales necesarios para la produccion de nueva membrana plasmatica y
pared celular (de Graaf et al., 2005). Como organismos sésiles, las plantas no pueden
desplazarse para seleccionar un compariero sexual, por lo tanto, reciben pasivamente el polen
transportado por agentes externos como el viento y los insectos. La mayoria de las especies de
Angiospermas producen flores perfectas, es decir que contienen las estructuras reproductivas
femenina (pistilo) y masculina (estambres) en estrecha cercania (Fig. 1). Por lo tanto estas
flores poseen una gran tendencia a la autopolinizacion, al depositarse el polen propio en el
pistilo de la flor. Aunque en muchas circunstancias puede ser ventajosa, la autopolinizacion
limita la variabilidad de la progenie y puede deprimir el vigor de la descendencia. Las plantas
han desarrollado diversos mecanismos para reconocer y favorecer la germinacion y el
crecimiento del polen méas apropiado para la supervivencia de la especie, evitando asi la
endocria y generando nuevas combinaciones genotipicas que contribuyen a una mayor

diversidad genética dentro de la especie.
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Figura 1. Representacion esquematica de una flor en corte longitudinal de Nicotiana alata de la familia Solanaceas.

1.1. Barreras reproductivas.

Existen varios mecanismos que operan como barreras para evitar la autofecundacion
en las flores hermafroditas. Aquellas especies con diferencias en la morfologia floral,
presentan barreras heteromorficas de autofecundacién (Rea & Nasrallah, 2008). Muchas
flores pueden tener como heteromorfismo, diferentes tiempos de maduracion de sus érganos
reproductivos. Por ejemplo, puede ocurrir que el pistilo madure antes que los estambres y
viceversa, este tipo de barrera es conocida como dicogamia. Una flor con un pistilo maduro
no puede receptar su propio polen si sus anteras estan inmaduras, pero puede recibir polen de
flores de otras plantas que tengan los estambres maduros, favoreciendo asi la reproduccion
cruzada. Cuando las anteras de esta flor maduren, su pistilo ya estard polinizado y
posiblemente su ovario fertilizado. Por otra parte, las flores pueden tener separados
espacialmente sus érganos reproductivos, esta barrera se llama hercogamia (Newbigin &
Uyenoyama, 2005). Las dos formas mas comunes de hercogamia son: i) Hercogamia de
aproximacion (pin), cuando el estigma estd por encima del nivel de las anteras. Esta
disposicion hace que los visitantes florales tengan un primer contacto con el estigma antes de
retirar polen de las anteras de mas abajo. Se la considera la mas comun y esta asociada a una
gran variedad de polinizadores. ii) Hercogamia invertida (thrum), cuando el estigma se
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encuentra por debajo del nivel de las anteras. De esta manera, los visitantes florales tienen un
primer contacto con el polen antes que con el estigma. Se cree que la hercogamia invertida
favorece mucho mas a la exportacién del polen hacia otras flores que la hercogamia de
aproximacién. Este tipo de disposicion se asocia con lepidopteros polinizadores como las
polillas y las mariposas.

Otras barreras a la autofecundacion son las denominadas homomorficas, donde las
especies no poseen diferencias en la morfologia floral. Dentro de estas barreras existen los
sistemas de autoincompatibilidad que estdn ampliamente difundidos en el Reino Plantae y se
basan en una interaccion célula-célula que posibilita el reconocimiento y rechazo del polen
propio o genéticamente relacionado (Kao & Tsukamoto, 2004). La autoincompatibilidad (Al;
en inglés Sl, Self-incompatibility) estd controlada a nivel genético por una region altamente
polimérfica denominada locus S (Sterility) (Fig. 2). Este locus codifica los factores proteicos
capaces de interaccionar entre si, para reconocer y rechazar el polen incompatible. En su
version mas sencilla, el locus S presenta las siguientes caracteristicas: i) Es un locus complejo
formado por dos genes estrechamente ligados que individualmente codifican los factores de
reconocimiento que confieren la especificidad al pistilo y al polen (Sijacic et al., 2004).
Dentro de este locus, se han caracterizado los pares génicos que codifican distintos tipos de
proteinas, en coincidencia con los distintos mecanismos de autoincompatibilidad descriptos en
diferentes familias (Rea & Nasrallah, 2008). ii) Ambos genes son multialélicos y cada
variante del par génico del locus S constituye un haplotipo, designado como Ss, Sy, Ss...Sp. iii)
En una planta Al, los factores de reconocimiento masculino y femenino tienen el mismo
haplotipo. De este modo, el rechazo del polen por parte del pistilo ocurre toda vez que el
haplotipo del polen es coincidente con cualquiera de los dos haplotipos presentes en el pistilo
diploide (McClure & Franklin-Tong, 2006).

Pistilo-S,, Polen-S,,

locus S

Figura 2. Esquema del locus S. En su version mas sencilla, el locus S posee dos genes ligados que codifican los factores del
pistilo y del polen para el reconocimiento y rechazo del polen incompatible. Los distintos pares alélicos del locus S definen
los haplotipos S;, S,, Ss...Sn. En el esquema, los colores rojo y azul hacen referencia a los dos haplotipos S, propios de un
individuo autoincompatible.
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1.2. Bases genéticas de los sistemas de autoincompatibilidad.

Estudios de genética clasica durante la década del ‘50 revelaron la existencia de dos
grandes sistemas de autoincompatibilidad: La autoincompatibilidad esporofitica (AIE; en
inglés SSI, Sporophytic Self-incompatibility) presente en las familias Brasicaceas, Asteraceas
y Cariofilaceas (Gaude & McCormick, 1999; Takayama & Isogai, 2005), Convolvulaceas,
Betulaceas, Polemoniaceas y Malvaceas (Hiscock & Mclnnis, 2003). En este sistema, el
fenotipo de Al (polen aceptado o rechazado) estd determinado por el genotipo diploide del
esporofito parental; de esta forma la interaccion célula-célula estd dada entre el tapete del
grano de polen de origen esporofitico y la célula de la papila estigmatica. El polen rechazado
(incompatible) no puede hidratarse y por ende, no puede germinar ni desarrollar el tubo
polinico en la superficie del estigma (Fig. 3A; Takayama & Isogai, 2005). La
autoincompatibilidad gametofitica (AIG; en inglés GSI, Gametophytic Self-
incompatibility), descripta en mas de 60 familias, ha sido estudiada principalmente en
Solanaceas, Rosaceas, Plantaginaceas y Papaveraceas. En este sistema, el fenotipo de Al
depende del propio genoma haploide y la interaccion célula-célula se da entre el tubo polinico
y las células del tejido de transmision del estigma-estilo. El rechazo del tubo polinico ocurre
en el estigma (Papaveraceas) o dentro del estilo (Solanaceas) toda vez que el haplotipo del
mismo coincida con cualquiera de los dos haplotipos expresados en el pistilo (Fig. 3B; de
Nettancourt, 2001).

En el sistema de AIE existen complejas relaciones de dominancia y recesividad entre
los distintos haplotipos (Fig. 3A; Takayama & Isogai, 2005; Shiba et al., 2006). Experimentos
de genética clasica han revelado cuatro tipos de dominancia: i) Co-dominancia de haplotipos,
fendbmeno que se presenta con mas frecuencia que la dominancia/recesividad; ii)
Dominancia/recesividad, observado mas en los haplotipos del polen que en los del estigma;
iii) Relaciones de dominancia que actian de manera independiente en el polen y en el
estigma; por ultimo iv) Relaciones de dominancia no lineal, que se presentan méas en el
estigma que en el polen (Watanabe et al., 2012). Dentro de la familia Brasiciceas, existen
relaciones de dominancia/recesividad entre los distintos haplotipos que determinan el fenotipo
del polen. En las plantas heterocigotas, las células del tapete de las anteras expresan el alelo S
dominante el cual es posteriormente depositado en la cubierta del polen. En contraparte, la
transcripcion del alelo recesivo es suprimida debido a la presencia de un ARN de interferencia
(ARNI) (producido por el alelo dominante) que actia en trans, uniéndose a la region del
promotor del alelo recesivo y promoviendo asi su metilacion (Tarutani et al., 2010). De esta
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manera, una planta heterocigota puede producir genotipicamente dos granos de polen, pero
fenotipicamente se expresara un Unico alelo S, el dominante.

En la siguiente relacion de dominancia S;>S,>S3>Ss, el polen S; que proviene de una
planta S;S; sera rechazado en la planta S;S, debido a la expresion exclusiva en la superficie
del polen del haplotipo dominante S;. Sin embargo, el polen de genotipo Ss proveniente de la
planta S3Ss puede fertilizar a la planta S$;S, (Fig. 3A). Esto hace a la AIE un sistema
genéticamente mas complejo, comparado con el sistema gametofitico. Por su parte, la AIG es
el sistema mas comin de autoincompatibilidad y presenta relaciones de codominancia entre
los alelos S (Fig 3B). Tiene una amplia distribucion filogenética y es considerado como una
condicién ancestral en las Angiospermas. La AIE es un sistema mas reciente en la evolucion,

estando presente en muy pocos clados de Angiospermas (Hiscock & Mcinnis, 2003).

A B

Genotipo (3‘ S1S3 S3S5 S2S3
Fenotipo S3 S3
del polen

Genotipo Q S1S2 S1So

Figura 3. Sistemas de autoincompatibilidad. (A) Autoincompatibilidad esporofitica. El polen es rechazado cuando su
haplotipo dominante coincide con el haplotipo del pistilo. En el ejemplo, la relacion de dominancia es S;>$,>S;>Ss. (B)
Autoincompatibilidad gametofitica. El polen es rechazado cuando su haplotipo coincide con cualquiera de los haplotipos
expresados en el pistilo. En este sistema hay codominancia entre los distintos alelos.

Durante las 0ltimas tres décadas se han realizado muchos progresos en la
identificacion y caracterizacién de los genes del locus S que controlan el mecanismo de
autoincompatibilidad. La comparacién de los genes expresados en el locus S de los pistilos de
flores de diferentes familias ha revelado tres mecanismos bioquimicamente distintos (Kao &
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Tsukamoto, 2004). Aln siendo mecanismos de rechazo diferentes, el estudio de la Al en
especies de Brassica y Papaver ha determinado un rasgo comun. La familia Brasicaceas
utiliza el sistema de AIE basado bioquimicamente en una interaccion ligando-receptor. La
familia Papaveraceas exhibe un sistema de AIG y también tiene un reconocimiento polen-
pistilo basado en la interaccién entre un ligando y un receptor. Esta interaccion desencadena
una transduccién de sefiales intracelulares que regulan el crecimiento del tubo polinico. Por
altimo, en Solanaceas, Rosaceas y Plantaginaceas, el sistema también es de tipo gametofitico
y el reconocimiento polen-pistilo se basa en la interaccion de dos proteinas en el interior del
tubo polinico. La distribucién filogenética de los sistemas de AIE y AlG indica que el sistema
gametofitico es anterior al esporofitico (Allen & Hiscock, 2008). Siendo el sistema de AIE
mas reciente, se postula que este mecanismo habria surgido a partir del mecanismo ancestral
de AIG. Por el momento se desconoce si ambos tipos de Al coexisten dentro de alguna
familia.

A partir del hallazgo del sistema de reconocimiento ligando-receptor, se ha
propuesto que los sistemas de Al podrian haber evolucionado a partir de mecanismos de
defensa de las plantas contra patdgenos (Elleman & Dickinson, 1999). Existen similitudes
morfoldgicas y moleculares entre una respuesta del huésped sobre una hifa invasora y el
rechazo del pistilo sobre un tubo polinico incompatible que trata de “invadir” el pistilo. En
Brassica, por ejemplo, el determinante femenino de la AIE es un receptor quinasa de serina-
treonina (SRK) que pertenece a una gran familia de receptores quinasa, muchos de cuyos
miembros estan involucrados en la respuesta de defensa huésped-patdgeno (Allen & Hiscock,
2008 y referencias alli citadas). De manera similar, las S-RNasas que median la respuesta
AIG en Solanaceas y Rosaceas estan relacionados con ribonucleasas implicadas en la defensa
contra los patdgenos (Kao & McCubbin, 1996; Galiana et al., 1997; Hillwig et al., 2010;
Hillwig et al., 2011).

1.3. Autoincompatibilidad esporofitica (AIE).

En la AIE la interaccién polen-pistilo ocurre entre el grano de polen y la célula de la
papila estigmatica. La reaccién se inicia por lo tanto en la superficie del estigma,
desencadenada por las células papilares en respuesta a proteinas presentes en la cubierta del
polen. Las especies con AIE tienen un estigma seco por lo que el grano de polen depende de

la secrecién de las células estigmaticas para su hidratacién. Precisamente, las células
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estigméticas actuan impidiendo en el polen incompatible la hidratacién necesaria para la
germinacion. Una misma célula papilar puede aceptar y rechazar un polen de haplotipo
diferente o genéticamente relacionado, respectivamente. Por lo tanto, la respuesta de rechazo
implica una inhibicién altamente localizada de la liberacién de agua y nutrientes (Kumar &
McClure, 2010).

En la AIE, los factores de reconocimiento codificados por el locus S son el receptor
quinasa (SRK, S-locus receptor kinase), expresado en la papila estigmatica y localizado en la
membrana plasmatica, y la proteina rica en cisteina del locus S (SCR, S-locus cysteine-rich
protein, también conocida como SP11), expresada en las células del tapete de las anteras y
depositada en la cubierta externa del polen (Schopfer et al., 1999; Takayama et al., 2000;
Fujimoto et al., 2006; lwano & Takayama, 2012). SRK es una proteina transmembrana, cuyo
dominio extracelular tiene la capacidad de interaccionar y unirse con la SCR del mismo
haplotipo. Esta interaccion solo inicia la reaccion de la AIE; existen ademas otros factores que
regulan positiva o negativamente el rechazo del polen incompatible.

A nivel molecular, una tioredoxina (THL1, Thioredoxin H-Likel) interacciona en el
dominio citosélico de SRK inhibiendo su fosforilacion (Cabrillac et al., 2001). La interaccién
fisica entre SRK-SCR desplaza a THL1 del dominio citosélico y desencadena la
autofosforilacion de SRK de una manera alelo-especifica (Takayama et al., 2001). La
interaccidbn SRK-SCR también regula otros factores como las ligasas E3 que contienen
repeticiones armadillo (ARC1) (Gu et al., 1998; Stone et al., 2003), las quinasas del locus M
(MLPK) (Murase et al., 2004) y la subunidad del complejo exocisto (Exo70A1) (Samuel et
al., 2009). MLPK es una serin-treonina quinasa anclada a la membrana plasmatica que
interactla de manera directa con SRK para iniciar un proceso de transduccion de sefiales
esencial para la manifestacion de la AIE (Murase et al., 2004; Kakita et al., 2007). Las plantas
mlpk son incapaces de rechazar el polen propio, indicando que esta quinasa actia como un
regulador positivo (Murase et al., 2004). A su vez, también ARC1 interactda con el dominio
quinasa de SRK (Gu et al., 1998). ElI complejo MLPK-SRK activa a ARC1 mediante
fosforilacion (Fig. 4). De esta manera, un sefialamiento mediado por fosforilacion ocurre
durante el rechazo del polen incompatible. Como ARCL1 posee actividad ubiquitin-ligasa E3,
se ha propuesto que estaria involucrada en la sefializacion y degradacion de proteinas mediada
por proteosomas (Watanabe et al., 2012). Las plantas knock-out en ARC1 no manifestaron el
rechazo del polen incompatible, indicando que ARC1 también es un regulador positivo de la
AIE (Stone et al., 1999). Por ultimo, la proteina Exo70Al es una subunidad del complejo

exocisto conocido por regular el trafico vesicular hacia la membrana plasmatica en levaduras
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y células animales (Zarsky et al., 2009). Ensayos de doble hibrido en levaduras demostraron
que ARC1 interactla y ubiquitina a Exo70A1 (Samuel et al., 2009). En este contexto, el inicio
de la respuesta de la AIE requeriria de la eliminaciéon de Exo70Al. En polinizaciones
incompatibles, Exo70Al seria degradada via ARC1, que a su vez es activada por la
interaccion haplotipo especifica de SRK-SCR (Fig. 4). Samuel et al., (2009) demostraron que
la ausencia de Exo70Al en Brassica o Arabidopsis resulté en una reducida polinizacion
compatible, mientras que su sobreexpresion resulté en una pérdida del fenotipo de Al. Esto
sugiere que Exo70ALl podria estar regulando una entrega exocitica de vesiculas que contienen
los factores que facilitan la hidratacion y germinacién del polen y el crecimiento del tubo
polinico (Ivanov et al., 2010).

A nivel subcelular, los eventos mas notables mediados por la interaccién SRK-SCR
que ocurren durante el rechazo del polen incompatible incluyen cambios en las vacuolas de la
célula papilar (Iwano et al., 2007), la redireccion de los recursos para el sitio de union del
polen, y la internalizacién de SRK-SCR dentro de endosomas de la papila estigmatica (Ivanov
& Gaude, 2009). Mediante marcacion con faloidina-rodamina, Iwano et al., (2007) mostraron
que las polinizaciones compatibles estimularon la polimerizacion de la actina en las células de
la papila estigméatica implicadas en la interaccion. En contraste, las autopolinizaciones
Ilevaron a una reorganizacion de la actina que condujo a su depolimerizacion (Fig. 4). Este
grupo de investigadores también analizd la disposicion de las vacuolas mediante experimentos
de microscopia electronica de alto voltaje (HVEM). En polinizaciones compatibles, una gran
vacuola central se situd en el apice de la papila estigmatica, adyacente a la regién de la
membrana plasmatica donde estaba adherido el grano de polen. Esta vacuola central estaba
rodeada por una gran red de vacuolas tubulares conectadas entre si. En contraste, las
polinizaciones incompatibles mostraron unas pocas vacuolas elongadas (Fig. 4), cercanas a la
membrana plasmatica que aparecian mayormente fragmentadas (lwano et al., 2007). La
vacuola almacena muchos compuestos y contiene diferentes sistemas de transporte,
incluyendo bombas H* (H'-ATPasas), transportadores (Ca**-ATPasas) y canales de agua
(acuaporinas). Estos transportadores de proteinas regulan la concentracion de iones y la
presién de turgencia en las células vegetales (Maeshima, 2001). Los experimentos sugieren
entonces que el citoesqueleto de F-actina podria estar regulando la estructura vacuolar para
controlar el transporte de iones y agua necesarios para la germinacién del polen.

La interaccion SRK-SCR que ocurre en la membrana plasmatica podria involucrar
también la endocitosis del complejo receptor-ligando hacia el interior de la célula de la papila

estigmética (Fig. 4). Experimentos de inmunolocalizacion mostraron, en polinizaciones
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incompatibles, una distribucion irregular de SRK en la membrana plasméatica. Esta
distribucién de SRK se corresponde con una region de la membrana “lista para ser activada” y
en intima comunicacién con endosomas internos. EI complejo SRK-SCR endocitado es
localizado en endosomas que estan destinados a ser degradados (lvanov & Gaude, 2009). Esta
disposicion puede prevenir que la activacion de SRK se extienda a toda la célula, permitiendo
que la respuesta de Al sea altamente localizada. De esta manera, una misma célula
estigmética puede aceptar el polen compatible y rechazar el incompatible. La figura 4 detalla
los eventos descriptos para el sistema de AlE.

(iil)

Endosom

(iv)

% Vacuola

Papila estigmatica

F-actina polimerizada
--=-=-=-==- F-actina depolimerizada

Figura 4. Eventos celulares y moleculares del sistema de AIE. Durante la polinizacion incompatible (1), el receptor SRK
reconoce a su ligando SCR cognato (circulos verdes) que atraviesa la pared celular de la papila estigmatica. Esto provoca la
autofosforilacion de SRK y el reclutamiento de MLPK y ARC1. SRK fosforila a MLPK y juntos fosforilan a ARC1. Este
complejo activado es capaz de inducir la ubiquitinacion de Exo70A1 para su posterior degradacion mediante el proteosoma.
Otros eventos destacados son: (i) la depolimerizacion del citoesqueleto de actina, (ii) la ausencia de vacuolas adyacentes a la
zona de interaccion polen-papila estigmatica y (iii) la endocitosis del complejo receptor-ligando SCR-SRK hacia el interior
de la célula de la papila estigmatica para su posterior degradacién. Durante la polinizacion compatible (C) la interaccion
inespecifica SRK-SCR (cuadrados rojos) mantiene a SRK inactivo; y la ausencia de la cascada de sefiales permite a Exo70Al
formar parte del complejo exocisto que regula el trafico vesicular hacia la membrana plasmatica permitiendo asi la
hidratacion del polen. Otros eventos destacados son: (iv) la polimerizacidn de la actina en la papila estigmatica y (v) la
relocalizacion de las vacuolas cercanas a la region de interaccion polen-papila estigmatica. Adaptado de Ivanov et al., (2010).
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1.4. Autoincompatibilidad gametofitica: dos sistemas de AIG muy diferentes.

En los sistemas de AIG el polen germina y produce el tubo polinico, pero el rechazo
del polen incompatible se produce mediante el arresto de su crecimiento. Dos mecanismos
diferentes de AIG han sido estudiados a nivel celular y molecular. Uno de ellos es el sistema
de Al senalizada por Ca?*, encontrado en la familia Papaverdceas y estudiado
particularmente en amapola (Papaver rhoeas); el otro sistema es el denominado Al
dependiente de S-RNasas que fue originalmente encontrado y extensivamente caracterizado
en Solanaceas y posteriormente reportado en Rosaceas y Plantaginaceas (McClure &
Franklin-Tong, 2006). El estigma de Papaveraceas es seco como en Brasicaceas, mientras que
en Solanéceas el estigma es himedo gracias a las secreciones estigmaticas (de Graaf et al.,
2006). En el sistema sefializado por Ca?* el rechazo del polen ocurre rapidamente, durante la
germinacion del tubo polinico en la superficie del estigma. En el sistema dependiente de S-
RNasas el rechazo del polen puede tomar horas e incluso dias y el arresto ocurre cuando el
tubo polinico esta creciendo a través de las células del tejido de transmision (de Graaf et al.,
2006).

1.4.1. AIG sefializada por Ca*".

A nivel molecular, el mecanismo de AIG mejor conocido es el de Papaver rhoeas, el
cual ha sido exitosamente reproducido en un sistema in vitro que refleja fielmente el escenario
in vivo. En Papaver, los factores expresados en el locus S comprenden a las proteinas PrsS
(Papaver rhoeas stigma S determinant) codificada en el pistilo y PrpS (Papaver rhoeas
pollen S determinant) codificada en el polen. El factor PrsS fue caracterizado a principios de
los "90 (Foote et al., 1994); es una proteina polimoérfica, de aproximadamente 15 kDa,
secretada en el estigma. Ningun otro factor adicional del pistilo es requerido para el rechazo
del polen incompatible (Franklin-Tong et al., 1988). El factor PrpS ha sido identificado como
una proteina transmembrana de aproximadamente 20 kDa presente en la membrana
plasmética del tubo polinico (Wheeler et al., 2009). Recientes trabajos han demostrado que
PrpS y PrsS interactian como ligando-receptor de manera alelo-especifica (Wheeler et al.,
2009; Wheeler et al., 2010) (Fig. 5B).

El Ca?* libre citosélico es una molécula de gran importancia como segundo mensajero

en muchos procesos de sefializacion intracelular, tanto en células animales como en vegetales.
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El Ca?* posee una localizacién especifica en el &pice del tubo polinico y es absolutamente
necesario para su crecimiento (Franklin-Tong et al., 1993, 1997). La interaccion entre PrsS-
PrpS del mismo haplotipo, dispara una afluencia masiva de Ca** hacia el interior del tubo
polinico (Fig. 5B). El gradiente de Ca®* localizado en el &pice del tubo se disipa
relocalizandose en el véastago celular (Franklin-Tong et al., 1993). Este flujo masivo de Ca®*
actla como segundo mensajero, sefializando un gran nimero de procesos fisioldégicos que

contribuyen, de esta manera, al cese del crecimiento apical del tubo polinico.

1.4.1.1 La Al induce una cascada de sefializacién dependiente de Ca®* en el polen
incompatible de Papaver.

Las sefiales de [Ca*']; frecuentemente transducen la fosforilacion de proteinas. La
marcacion de tubos polinicos incompatibles con P* en forma de ortofosfato mostré un rapido
aumento en la fosforilacién de dos proteinas citosolicas de 26 kDa que fueron identificadas
como pirofosfatasas solubles inorganicas (sPPasas) denominadas Pr-p26.1a y Pr-p26.1b (de
Graaf et al., 2006). Las pirofosfatasas son poco comunes en las células vegetales y podrian
estar involucradas en el activo metabolismo celular necesario para el rapido crecimiento del
tubo polinico. Las sPPasas hidrolizan pirofosfato inorganico (PPi), un abundante subproducto
de la biosintesis de polimeros (Cooperman et al., 1992); de esta manera, la actividad de las Pr-
p26s aparece implicada en la biosintesis de los polimeros de membrana plasmatica y pared
celular requerida para la extension del apice del tubo polinico. Las altas concentraciones de
Ca”" inhiben la actividad pirofosfatasa; por lo tanto, durante la respuesta de Al el flujo masivo
de Ca?* al interior del tubo polinico actda inhibiendo la biosintesis de polimeros,
contribuyendo asi al arresto del crecimiento del polen (Fig. 5B).

Otras proteinas involucradas en la Al en Papaver son las proteinas quinasas activadas
por mitdgenos (MAPKSs, Mitogen-activated protein kinases), las cuales se activan por
fosforilacién del motivo conservado TXY. En plantas, las MAPKs estan involucradas en
respuestas de estrés durante la interaccion planta-patdgeno (Innes, 2001; Hashimoto et al.,
2012) y en procesos de muerte celular programada (Yang et al., 2001). Ensayos de actividad
quinasa en gel mostraron la activacion de una proteina de 56 kDa (p56) en extractos de tubos
polinicos incompatibles 10 minutos después de la induccion in vitro de la Al (Rudd et al.,
2003). Inhibidores como apigenina y la inmunoprecipitacion con anticuerpos especificos
demostraron que p56 tiene actividad del tipo MAPK. Sin embargo p56-MAPK alcanzé su
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pico de actividad mucho tiempo después del cese del crecimiento del tubo polinico, lo que
sugiere que la actividad sucede aguas abajo de los eventos iniciales del rechazo del polen
incompatible (Rudd et al., 2003) (Fig. 5B).

El citoesqueleto de F-actina de los tubos polinicos juega un rol muy importante en el
crecimiento y es también uno de los principales blancos de la sefializacion frente a diversos
estimulos externos. Experimentos de marcacién empleando faloidina fluorescente, mostraron
alteraciones en la configuracion de los filamentos de actina de los tubos polinicos
incompatibles (Geitman et al., 2000). Cultivos de polen tratados con el ionéforo de calcio
A23187 y mastoparéan (drogas que artificialmente incrementan las concentraciones de Ca?*;)
mostraron alteraciones en el citoesqueleto de actina similares al fenotipo de los tubos
polinicos desafiados in vitro con la proteina recombinante PrsS (Staiger & Franklin-Tong,
2003). Estos resultados indican que la alteracién del gradiente de Ca?* producido en la
interaccidn incompatible activa una cascada de sefiales que lleva a la depolimerizacion de la

F-actina.

1.4.1.2 Dindmica del citoesqueleto de actina 'y su rol en la Al.

La apoptosis o muerte celular programada (MCP; en inglés PCD, Programmed Cell
Death) es un proceso altamente conservado en organismos eucariotas que elimina células no
deseadas (Thomas & Franklin-Tong, 2004). La MCP esta caracterizada por una fase de
iniciacion, que involucra una cascada de sefiales que preparan a la célula para la fase de
ejecucion, donde ocurre una degradacion general organizada que termina en la muerte
celular. Los procesos de MCP han sido caracterizados por la alteracién de la permeabilidad de
las mitocondrias y la posterior liberacion de citocromo C dentro del citoplasma, la activacion
de caspasas y la degradacion del ADN nuclear. Numerosos estudios en células animales y
levaduras han demostrado que los cambios en el citoesqueleto de actina pueden iniciar
procesos de apoptosis. La alteracion de la F-actina en tubos polinicos de Papaver inducida por
una version recombinante de PrsS, estimulé la liberacion de citocromo C (Thomas &
Franklin-Tong, 2004), la activacion de proteinas de tipo caspasa 3 y la fragmentacion de
ADN nuclear (Fig. 5B) (Thomas & Franklin-Tong, 2004; Thomas et al., 2006; Bosch &
Franklin-Tong, 2007). Las drogas Jasplaquinolido (Jasp) y Latrunculina B (LatB), agentes
que estabilizan y depolimerizan la F-actina respectivamente, produjeron efectos similares a la

induccion in vitro de la Al. Estos estudios demostraron que los cambios en la dinamica de los
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filamentos de actina son suficientes per se para iniciar la MCP en el polen incompatible de
Papaver. La figura 5 detalla los eventos descriptos para el sistema de AIG sefializada por

Ca?
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Figura 5. Eventos celulares y moleculares del sistema de AIG dependiente de Ca®". (A) Durante la polinizacion
compatible, PrsS1 y PrsS2 no interaccionan con PrpS3; el tubo polinico mantiene altos niveles de [Ca®']; en el pice que
mantiene la actividad normal de la pirofosfatasa (sPPasa). La actividad p26.1 permite la continuidad de la biosintesis de los
polimeros de membrana plasmatica y pared celular requeridos para la extension del apice. Los microttbulos y los filamentos
de actina permiten la migracion de vesiculas, organelas y de los ndcleos espermaticos al apice, sosteniendo de esta manera el
crecimiento polar. (B) Durante la polinizacion incompatible, PrsS1 interacciona con PrpS1. Esta interaccion resulta en una
répida disminucion de [Ca?*]; en el pice y un masivo flujo de [Ca*; hacia el interior del tubo polinico. La alteracion del
gradiente de Ca?* dispara la depolimerizacion de la F-actina y de los microtdbulos; y la fosforilacién de sPPasa, resultando en
la inhibicion de su actividad y el detenimiento de la actividad de biosintesis. Posteriormente se activa la MAPK,
desencadenando la liberacion de citocromo C y la acidificacion del citosol. Finalmente, la activacion de enzimas de tipo
caspasa 3 que resultan en la fragmentacion del ADN y el desmantelamiento celular, en un proceso caracteristico de MCP.
Adaptado de Franklin-Tong, (2008).
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1.4.2. AlIG dependiente de S-RNasas.

Las S-RNasas fueron identificadas hace unos 25 afios como glicoproteinas abundantes
del pistilo de Nicotiana alata. Anderson et al., (1986) clonaron el primer ADNc del locus S
del pistilo que cosegregaba con el genotipo S. La proteina codificada por este ADNc fue
nombrada S-RNasa por sus dominios semejantes a la ribonucleasa T2 de Aspergillus y por su
actividad ribonucleasa (McClure et al., 1989). Las S-RNasas contienen una sefial de secrecion
que las deposita en altas concentraciones en la matriz extracelular del tejido de transmisién
del pistilo, son expresadas exclusivamente en el estilo y su produccién aumenta a medida que
progresan los periodos de maduracion de la flor. A nivel molecular, las S-RNasas se han
caracterizado en los géneros Nicotiana, Petunia y Solanum (Solanéaceas), Antirrhinum
(Plantaginaceas), Prunus y Pyrus (Rosaceas) (Cruz-Garcia et al., 2003; lwano & Takayama,
2012). El analisis de las secuencias de los alelos de S-RNasas mostrd que estos poseen cinco
regiones conservadas (C1 - C5) y dos regiones altamente divergentes denominadas regiones
hipervariables (HVa y HVb) (loerger et al., 1991). Enfoques similares fueron utilizados para
identificar las cinco regiones conservadas (C1, C2, C3, RC4 y C5) y la Unica regién
hipervariable (RHV) en las S-RNasas de Roséaceas (Ishimizu et al., 1998; Ma & Oliveira,
2002). El analisis de su estructura proteica establecié que las regiones HV de las S-RNasas
residen en la superficie, donde podrian interactuar con su contraparte del polen (Ida et al.,
2001). Aunque existen diferencias estructurales entre las S-RNasas de Pyrus con respecto a la
de las otras familias, las evidencias sugieren que los genes derivan de un ancestro comun. De
hecho, la Al basada en S-RNasas pudo haber surgido muy tempranamente de un ancestro
comun al 75% de las dicotiledoneas (lgic & Kohn, 2001).

Experimentos de transgénesis mostraron que el factor S-RNasa es el Unico agente
determinante de la especificidad S en el pistilo. La transformacion en plantas hibridas del
género Nicotiana con el gen Sa,-RNasa produjo una “ganancia de funcién” que causé el
rechazo del polen de haplotipo Sa, (Murfett et al., 1994). Resultados similares han sido
obtenidos en especies de Petunia inflata (Lee et al., 1994) y Solanum chacoense (Matton et
al., 1997). Las regiones hipervariables tienen un rol importante en el reconocimiento. En
Solanum chacoense, S;3-RNasa difiere de S;;-RNasa s6lo en 10 amino&cidos, cuatro de los
cuales estan localizados en la regién hipervariable. Las plantas de Solanum S3,Si14
transformadas con el alelo quimérico S;1 (que tenia sustituido sus cuatro aminodcidos de la
region hipervariable por los de Si3) adquirieron la capacidad de rechazar al polen S;3. Este

resultado demuestra que las regiones hipervariables, al menos en algunos casos, controlan la
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especificidad de los alelos y también definen a los distintos haplotipos. Sin embargo,
experimentos de intercambio de dominios de S-RNasa demostraron que las regiones HV no
siempre son suficientes para el rechazo, sugiriendo que otras regiones de la S-RNasa estarian
involucradas en el reconocimiento (Zurek et al., 1997; Ishimizu et al., 1998). Ademés del
reconocimiento, la S-RNasa también participa en el mecanismo de rechazo degradando el
ARN del tubo polinico incompatible (McClure et al., 1990; Huang et al., 1994). Estos
resultados constituyen la base del modelo citotoxico de Al en Solanéceas, Roséaceas y
Plantagindceas. En este modelo, la S-RNasa tiene una funcion dual actuando como proteina
de reconocimiento y como inhibidor del crecimiento del polen incompatible.

El factor de especificidad del polen, la proteina SLF (S-Locus F-Box), ha sido
identificada en la especie Petunia inflata mediante el secuenciamiento de una extensa region
de ADN gendmico del locus S (Zhou et al., 2003). Muchos trabajos han reportado que las
mutaciones que afectan al polen producen un fenotipo autocompatible (AC; del inglés SC,
Self-compatible) a través del efecto del polen heteroalélico (HAP, Heteroallelic pollen). En
este fendmeno, llamado interaccidon competitiva, el polen diploide heteroalélico puede
fecundar plantas del mismo genotipo S. Por ejemplo, en plantas tetraploides, los pistilos
S$151S,S, rechazan al polen normal S; 0 S; o al polen homoalélico S;S; 0 S,S; pero aceptan al
polen heteroalélico S;S; (de Nettancourt, 1977). Experimentos de interaccién competitiva en
plantas de Petunia de genotipo S;Si, SiS; y S,S; transformadas con el alelo PiSLF,
demostraron que esta proteina es el factor determinante del polen en la Al. El factor SLF se
expresa especificamente en polen y su expresiéon aumenta con la maduracion de la antera
(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 durante
el rechazo del polen incompatible. EI gen SLF también ha sido estudiado en otras especies
como Antirrhinum hispanicum (Qiao et al., 2004) y varias especies del género Prunus
(Takayama & Isogai, 2005).

La S-RNasa secretada a la matriz extracelular del tejido de transmisién es
posteriormente internalizada dentro del tubo polinico en su trayecto hacia el ovario (Luu et
al., 2000; Goldraij et al., 2006), de esta forma la interaccion polen-pistilo sucede en el interior

del tubo polinico, aunque su localizacion subcelular ain es desconocida.
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1.4.2.1. Sistema de AIG en Rosaceas.

En la tltima década se han realizado también grandes avances en el mecanismo de Al
de la familia Rosaceas, tanto a nivel celular como molecular. A partir de un sistema de cultivo
de polen in vitro, se ha comenzado a descifrar la cascada de sefiales que ocurre durante el
rechazo del polen incompatible. En este sistema, la S-RNasa purificada de estilos de Pyrus
inhibi6 la germinacién del polen y el crecimiento del tubo polinico del mismo haplotipo
(Zhang & Hiratsuka, 1999). El sistema in vitro permitié demostrar que durante el rechazo del
polen, la S-RNasa exdgena altera la localizacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS,
reactive oxygen species) del apice del tubo polinico (Wang et al., 2010) y el gradiente de Ca®*
(Qu et al., 2007). Estas alteraciones provocadas por las S-RNasas, desencadenaron la
depolimerizacion de la F-actina de los tubos polinicos incompatibles (Liu et al., 2007) que en
ltima instancia, fue suficiente para desencadenar procesos de MCP, como la liberacion de
citocromo C en el citoplasma y la degradacion del ADN nuclear, detectado mediante ensayos
de TUNEL (Wang et al., 2009). Todos estos cambios sucedieron antes del arresto del tubo
polinico, sugiriendo que estos procesos son la causa y no la consecuencia del rechazo del
polen incompatible de Pyrus (Wang & Zhang, 2011). Estos resultados son idénticos a los
eventos descriptos en el sistema de Papaveraceas, sugiriendo que los distintos sistemas de Al

podrian compartir algunos mecanismos que producen el rechazo del polen incompatible.

1.4.3. Los factores no ligados al locus S del sistema de Al dependiente de S-RNasas.

Existen amplias evidencias de que la expresién de la S-RNasa en el pistilo y de SLF en
el polen no es suficiente para la manifestacion de la Al. Existen otros factores expresados en
el pistilo que no estdn ligados al locus S ni relacionados con la especificidad en el
reconocimiento polen-pistilo, pero que resultan indispensables para el rechazo del polen
incompatible (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.
El factor 120K es una glicoproteina de tipo arabinogalactano que se une con la S-RNasa in
vitro y que también interactta con proteinas del polen. Plantas transgénicas con un ARN de
interferencia especifico que suprimio la expresion de 120K no fueron capaces de rechazar el
polen del mismo haplotipo (Hancock et al., 2005). Este resultado demostrd que 120K tiene un

rol directo en la respuesta de Al. El factor HT-B es una pequefia proteina rica en asparragina
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expresada en los periodos tardios del desarrollo del pistilo. Las plantas con haplotipo Scio-
RNasa transformadas con una secuencia de HT-B antisentido, mostraron una expresion
reducida de HT-B y tampoco fueron capaces de rechazar polen de haplotipo Scip, aln en
presencia de la S-RNasa del mismo haplotipo (McClure et al., 1999). Por ultimo, la mutacién
natural en el factor 4936, del cual se desconoce su naturaleza quimica, produce una falla en el

sistema de Al, que determina un fenotipo AC (Goldraij et al., 2006).

1.5. Modelos de Al dependiente de S-RNasas.

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 citotéxico promovido por la S-
RNasa. Existen dos modelos que explican el control ejercido sobre las S-RNasas en las
polinizaciones compatibles. EI modelo de degradacion de S-RNasas postula que en un
cruzamiento compatible, la interaccion entre las proteinas S-RNasa y SLF de distinto
haplotipo (interaccién inespecifica) produce la ubiquitinacion de las S-RNasas y su posterior
degradacion mediada por el proteosoma 26S en el citoplasma del tubo polinico (Ushijima et
al., 2003; Hua et al., 2008). De esta manera el tubo polinico conserva estable el ARN y
progresa hasta el ovario (Fig. 6). Por el contrario, en los cruzamientos incompatibles la
interaccidn 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 tubo polinico y rechazarlo (Fig. 6). Las principales evidencias que
apoyan este modelo son ensayos de coinmunoprecipitacion y sistemas de doble hibrido en
levaduras que demostraron la interaccion in vitro entre SLF y S-RNasa de Antirrhinum (Qiao
et al., 2004) y la interacciébn entre SLF y proteinas que integran la maquinaria de
ubiquitinacion (Hua & Kao, 2006). Sin embargo, ain no se han obtenido evidencias
contundentes de la degradacién de las S-RNasas en cruzamientos compatibles, 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 Sl. La figura 6

detalla los eventos descriptos para el modelo de degradacion de S-RNasas.
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Figura 6. Eventos moleculares en el modelo de degradacion de S-RNasas. Durante la polinizacion compatible (C) las S-
RNasa; y S-RNasa, interactian de manera inespecifica con SLF;. Esta interaccion ubiquitina las S-RNasas, permitiendo su
degradacion mediada por el proteosoma 26S, manteniéndose de esta forma la integridad del ARN del tubo polinico. Durante
la polinizacion incompatible (I) la S-RNasa; interacta de manera especifica con SLF;. Esta interaccion previene la
ubiquitinacion; consecuentemente las S-RNasas permanecen estables y activas para degradar el ARN del tubo polinico y
rechazarlo. Adaptado de McClure et al., (2011).

El modelo de compartamentalizacion se basa en hallazgos recientes en Nicotiana
alata. Mediante experimentos de inmunocitoquimica, se demostrd6 que la S-RNasa
internalizada por el tubo polinico es almacenada en vacuolas (Goldraij et al., 2006). En
polinizaciones compatibles, la vacuola conserva su integridad durante todo el trayecto del
tubo polinico hacia el ovario. De esta manera, la compartamentalizacion seria un mecanismo
eficaz para proteger el ARN del tubo polinico de la accion citotoxica de la S-RNasa. Por el
contrario, en polinizaciones incompatibles la vacuola pierde su integridad, liberando la S-

RNasa al citoplasma donde se produciria la degradacion del ARN y el consecuente rechazo
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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 vacuolar el cuél permanece estable en las
polinizaciones compatibles pero no en las incompatibles. Contrariamente, HT-B permanece
estable sOlo en las polinizaciones incompatibles, y posiblemente actia mediando la
desorganizacion del tonoplasto en el polen rechazado (Goldraij et al., 2006; Goldraij et al.,
2012).

ARN estable
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. S-RNasay V SLF3

Figura 7. Eventos moleculares en el modelo de compartamentalizacion de S-RNasas. Durante la polinizacion compatible
(C) las S-RNasa; y S-RNasa, interactian de manera inespecifica con SLF3. El tubo polinico evita la accion citotdxica al
degradar a HT-B mediante una proteina hipotética de polen (PP). Las S-RNasas permanecen compartamentalizadas en la
vacuola. Durante la polinizacion incompatible (1) la S-RNasa; interactda de manera especifica con SLF;. Esta interaccion
mantiene estable a HT-B (tal vez mediante la inhibicion del factor PP). El compartimento vacuolar se desorganiza, liberando
a las S-RNasas y otros componentes de la vacuola al citoplasma. La degradacion del ARN seria un paso irreversible en el
rechazo del tubo polinico. Adaptado de Goldraij et al., (2006).
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Las funciones especificas de HT-B y 120K aun son desconocidas; estas proteinas no
serian requeridas para el ingreso de la S-RNasa al interior del tubo polinico (Goldraij et al.,
2006), y tampoco intervienen en el reconocimiento del polen (Hancock et al., 2005). 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 el mecanismo de autoincompatibilidad.

FCQ-UNC 39
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Esta tesis esta enfocada en el sistema de Al dependiente de S-RNasas, tomando como
modelo de estudio a Nicotiana alata (Link & Otto), una especie de la familia Solanaceas. Esta
especie ha sido utilizada desde hace varias décadas como planta modelo en estudios de
genética clasica del mecanismo de la AlIG (East & Yarnell, 1929). Desde hace unos 25 afios
ha servido también como modelo para el estudio a nivel molecular de dicho mecanismo
(McClure et al., 2011). En lo ultimos afos ha habido considerables progresos en la
identificacion de los factores moleculares involucrados en la maquinaria de Al de N. alata.
Sin embargo, la diversidad alélica del locus S es muy poco conocida comparada con otras
especies de Solanaceas ya que al comienzo de este trabajo no se habian explorado poblaciones
naturales de esta especie (Raspe & Kohn, 2007). Las poblaciones naturales resultan Gtiles para
investigar la variabilidad del locus S, porque contienen un gran nimero de alelos. Otra ventaja
de las poblaciones naturales es que la fuerza de la respuesta de Al puede variar, llegando a
presentarse individuos AC dentro de una especie Al (Tsukamoto et al., 1998, 2003 a y b;
Stone et al., 2006). Estos tipos de individuos resultan interesantes para estudiar “mutantes”
naturales que contribuyen a revelar la compleja maquinaria de Al dependiente de S-RNasas.
Por otra parte, a diferencia de lo que ocurre en las familias Papaveraceas y Rosaceas, y en
contraste con los progresos a nivel molecular, en Solanaceas ain no esta dilucidada la
sucesion de eventos subcelulares que conducen al rechazo del polen incompatible (McClure,
2006).

En esta tesis, se propuso abordar algunas de estas areas aun no exploradas del
fendmeno de Al. EIl objetivo general es profundizar el conocimiento a nivel subcelular y
molecular de los mecanismos que producen la respuesta de Al en N. alata. Los resultados
obtenidos contribuyen a clarificar los mecanismos que conducen al rechazo del tubo polinico
incompatible. A nivel general, es importante destacar desde un punto de vista agronémico,
que el conocimiento de las barreras que acttan en la reproduccién sexual constituye una de las
bases necesarias para el mejoramiento de especies cultivadas y para la produccion de granos y
frutos.

En este marco, se plantean los siguientes objetivos especificos e hipotesis de trabajo:

2.1. Estudiar la diversidad alélica de las S-RNasas del locus S en una poblacién natural
de Nicotiana alata. Resulta importante caracterizar la variabilidad alélica del locus S para
comprender las bases moleculares del reconocimiento y el mecanismo bioquimico del rechazo
del polen incompatible (loerger et al., 1991). La variabilidad de alelos S ha sido bien
caracterizada en los géneros Petunia, Solanum, Physalis, Witheringia y Lycium, especies que
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estan dentro de la familia Solanaceas. En el género Nicotiana hay muy pocas S-RNasas
caracterizadas debido a la falta de estudios en poblaciones naturales. De esta manera,
Nicotiana muestra una escasa variabilidad de haplotipos en el locus S comparada con otras
Solanaceas. El estudio de la genealogia del locus S resulta Gtil para inferir la historia
demografica de los linajes, analizar la transicion de los sistemas de reproduccion, comprender
los aspectos propios de la evolucién del locus Sy la historia filogenética del mecanismo de Al
(Kohn, 2008). En este objetivo se propone:

e Identificar nuevas S-RNasas de una poblacion natural de N. alata.
e Analizar la expresion y ensayar la funcionalidad de las nuevas S-RNasas identificadas.
e Establecer las relaciones filogenéticas entre las nuevas S-RNasas de N. alata y las S-

RNasas de otras especies de Solanaceas previamente identificadas.

2.2. Estudiar la dinamica del citoesqueleto de F-actina en polinizaciones compatibles e
incompatibles. El rol del citoesqueleto de actina durante la respuesta de Al ha sido
extensivamente estudiado en Papaver y Pyrus, especies con mecanismos de AIG diferentes al
que opera en N. alata. En estas especies, estudios in vitro han establecido que una de las
primeras alteraciones es la rapida y masiva depolimerizacion de la F-actina del tubo polinico
incompatible. La depolimerizacion de F-actina actla como sefial para desencadenar procesos
de MCP (Thomas et al., 2006). Estos procesos en su conjunto llevan al arresto del crecimiento
del polen y posteriormente a la muerte celular. La dindmica de la F-actina en el rechazo del
polen también ha sido investigada en Brasicdceas, una familia que presenta AIE (lwano et al.,
2007). En N. alata se desconoce del rol de la F-actina durante el rechazo del polen
incompatible y los eventos que conducen al rechazo han sido considerablemente menos

estudiados. En este objetivo se propone:

e Disefiar un sistema de marcacion de F-actina in planta y analizar la integridad de los
filamentos de actina de las polinizaciones compatibles e incompatibles.

e Estudiar los cambios subcelulares que se producen durante la respuesta de Al y
analizar la secuencia temporal de estas alteraciones, haciendo hincapié en la integridad
del citoesqueleto de F-actina y el sistema de membranas de las vacuolas.
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2.3. Diseflar un sistema experimental para el estudio in vitro de la reaccién de
autoincompatibilidad. El crecimiento del tubo polinico es un componente esencial en la
reproduccion sexual de las plantas y el estudio de su metabolismo es critico para entender la
naturaleza y la regulacion de la reproduccién (Eberle et al., 2012). Los cultivos de polen in
vitro ofrecen un sistema rapido y sencillo que facilita la investigacion de los fendmenos
celulares y moleculares involucrados en el desarrollo del tubo polinico. En Papaver y Pyrus,
los factores involucrados en el mecanismo de la Al y los eventos del rechazo del polen
incompatible han sido estudiados a partir de cultivos de polen in vitro, desafiando a los tubos
polinicos con el factor S femenino (la proteina PrsS recombinante en Papaver y la S-RNasa
purificada de estilo en Pyrus). En Nicotiana existen reportes previos de cultivos de polen in
vitro desafiados con S-RNasas purificadas (Anderson et al., 1989; Jahnen et al., 1989). Pero
estos trabajos no pudieron reproducir el rechazo del polen incompatible. En ese momento se
desconocia la existencia de los factores no ligados al locus S producidos en el pistilo que
resultan indispensables para el funcionamiento de la maquinaria de rechazo. Por el momento,
en Nicotiana no existe un sistema in vitro que refleje el rechazo del polen incompatible

mediante el mecanismo de Al. En este objetivo se propone:

e Establecer un sistema de cultivo de polen in vitro y desafiar a los tubos polinicos con
extractos de proteinas de estigma-estilo compatible e incompatible.

e Estudiar la integridad del citoesqueleto de F-actina y la dindmica del tréafico vesicular
durante el desarrollo de los tubos polinicos desafiados con los extractos de proteinas.

e Establecer un orden temporal de los eventos y las alteraciones que suceden durante el

rechazo del polen cultivado in vitro.
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3. OBJETIVO 1. Estudiar la diversidad alélica de las S-RNasas del locus S en una

poblacién natural de Nicotiana alata.
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Dentro de las Angiospermas, mas de la mitad de las aproximadamente 250.000
especies muestran algun tipo de sistema de Al (de Nettancourt, 2001). Esto quiere decir que
existe en la naturaleza una presion considerable para evitar la endocria y mantener la
diversidad genética. En Solanaceas, el sistema de Al es gametofitico (AIG) (McClure et al.,
2011); esto significa que el fenotipo del tubo polinico (compatible/incompatible) que crece a
través del estilo esta determinado por su propio genotipo haploide. Como ya se indic6 en la
Introduccion General, el rechazo de polen se produce cuando el haplotipo S expresado en el
tubo polinico haploide coincide con cualquiera de los dos haplotipos S expresados en el pistilo
diploide. EIl sistema de Al esta genéticamente determinado por el locus S que controla la
especificidad del reconocimiento polen-pistilo. El locus S tiene al menos dos genes bien
estudiados que codifican los factores de especificidad que son selectivamente expresados en
polen y pistilo. Una de las caracteristicas mas sobresalientes del sistema de Al es que el locus
S es altamente polimérfico. Ambos genes (S-RNasa y SLF) son multialélicos y se heredan
como una Unica unidad de segregacion. De esta forma, cada par de alelos define un haplotipo
para el locus S.

La investigacién fundamental sobre las bases moleculares del sistema de Al en
Solanaceas se llevo a cabo principalmente en plantas de Nicotiana, Petunia y Solanum como
modelos experimentales. Los primeros reportes demostraron que la S-RNasa es el factor que
confiere la especificidad para el reconocimiento polen-pistilo (McClure et al., 1989; Lee et
al., 1994; Murfett et al., 1994) y también el agente citotdxico en el proceso de rechazo del
polen, mediante la degradacion del ARNm del tubo polinico incompatible (McClure et al.,
1990; Huang et al., 1994). Por otro lado, el factor de especificidad del polen es codificado por
el gen SLF, que ha sido identificado y clonado en Petunia (Sijacic et al., 2004).
Recientemente, se ha informado de varios candidatos ortélogos de SLF en Nicotiana
(Wheeler & Newbigin, 2007). Para poder interactuar con SLF, la S-RNasa es internalizada
tanto en tubos polinicos incompatibles como en compatibles (Luu et al., 2000; Goldraij et al.,
2006), aunque la naturaleza y la localizacion de la interaccion S-RNasa-SLF aun es
desconocida.

Un tema que adquirid6 mucha importancia en biologia evolutiva es el polimorfismo que
se presenta en algunos loci. La diversificacion alélica subyace en muchos fendémenos
biolégicos importantes tales como la resistencia a enfermedades y las reacciones
inmunologicas (Lu, 2006). Los sistemas de Al han atraido la atencion de los genetistas de
poblaciones desde el descubrimiento del polimorfismo del locus S descripto por Emerson
(1939) en poblaciones naturales de Oenothera organensis. El polimorfismo extremo que
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presenta el locus S es originado y mantenido por distintos procesos de seleccion (Richman,
2000). La seleccion balanceada es un tipo de seleccion natural que contribuye activamente a
mantener el polimorfismo del locus S. Los alelos del locus S estdn sometidos a un tipo de
seleccién balanceada conocida como seleccién dependiente de frecuencia negativa (Igic et
al., 2007). En este tipo de seleccion, la tasa de reproduccion de un fenotipo es grande cuando
el mismo se presenta en menor frecuencia y decrece cuando el fenotipo es mas comun. En los
sistemas de Al, la seleccidon dependiente de frecuencia negativa incrementa enormemente la
persistencia del polimorfismo en el locus S (lgic et al., 2007); esto se debe a que las plantas
que producen polen de un genotipo S poco frecuente tienen mas posibilidades de fertilizar que
aquellas plantas de genotipos mas frecuentes. Con el paso de las generaciones, el alelo
originalmente raro aumenta su frecuencia y se alcanza un estado de isopletia, en el cual los
alelos tienen la misma frecuencia dentro de la poblacién. En los ultimos afios se realizaron
grandes avances en el campo de la biologia evolutiva, estudiando el polimorfismo del locus S
en distintas poblaciones naturales. Los estudios de genealogia realizados fueron utilizados
para inferir la historia demografica de los linajes del locus S (Takahata, 1990), las transiciones
desde sistemas de Al a sistemas de AC durante la divergencia de las especies y para deducir
aspectos particulares de la evolucion del locus S observado en algunas familias (Richman &
Kohn, 2000). En todas las especies examinadas, los linajes de alelos S preceden al origen de
las especies que los contienen. Este fendmeno conforma un patrén de polimorfismo trans-
especifico, consecuencia de la seleccion dependiente de frecuencia negativa (loerger et al.,
1990) que aumenta en gran medida la persistencia de polimorfismo del locus S, la cual se
extiende mas alla del tiempo esperado para la divergencia de las especies.

Los notables progresos realizados en los Gltimos 25 afios a nivel celular, molecular y
bioquimico del mecanismo de Al en el género Nicotiana fueron llevados a cabo en
poblaciones de laboratorio. La Al es un cardcter constitutivo de cada especie, pero a su vez es
bastante plastica, dependiendo de manera importante de factores ambientales y fisiologicos
(Mena-Ali & Stephenson, 2007). Por ello, no resulta extrafio que la Al difiera
considerablemente en las poblaciones naturales respecto a las poblaciones de laboratorio. En
Nicotiana, no existen estudios del polimorfismo del locus S vy, consecuentemente, la
diversidad de alelos hallados en la base de datos es mucho menor, comparada con otras
especies de Solanaceas que han sido objeto de esos estudios. Por este motivo, resulta muy
apropiado investigar la diversidad alélica de Nicotiana alata a partir de poblaciones naturales,

que suelen contener un nimero importante de alelos S.
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Las técnicas de PCR con primers basados en los dominios conservados de las S-
RNasas ofrecen un método sencillo y eficaz para examinar sus variantes alélicas. Una
investigacion pionera siguiendo este enfoque fue descripta en Solanum carolinense (Richman
et al., 1995). También a partir de este andlisis, nuevos alelos de S-RNasa han sido
identificados y caracterizados en poblaciones naturales de Petunia y en otras especies de
Solanum. Por ejemplo, 21 alelos S-RNasa fueron encontrados en Petunia inflata (Wang et al.,
2001), mientras que en Solanum chilense fueron identificados 34 alelos (lgic et al., 2007). Las
poblaciones naturales de otros géneros de Solanaceas como Physalis (Richman et al., 1996;
Lu, 2006), Witheringia (Stone & Pierce, 2005) y Lycium (Savage & Miller, 2006; Miller et
al., 2008) también fueron examinados y el nimero de alelos S identificados oscil6 entre 21 y
36.

Ademas de la gran diversidad de alelos, las poblaciones naturales muestran grandes
diferencias en la robustez de la respuesta de Al entre sus individuos. En Petunia y Solanum se
han descripto individuos Al y AC mezclados en la misma poblacion natural (Tsukamoto et
al., 1999; 2003a; Kokubun et al., 2006; Mena-Ali & Stephenson, 2007). Como se menciona
mas arriba, la respuesta de Al puede ser influenciada por condiciones ambientales como la
temperatura, por la condicidn fisioldgica de las flores (por ejemplo, la edad de maduracion del
estilo), por mutaciones que afectan directamente a la S-RNasa o por mutaciones en factores
genéticos no ligados al locus S que pueden afectar la “fuerza” del rechazo del polen (Mena-
Ali & Stephenson, 2007). Diversos mecanismos involucrados en el sistema de Al pueden
comprometer el rechazo y volver a los individuos autocompatibles, estableciendo asi un
nuevo destino evolutivo en las especies. De esta manera, los individuos AC exhiben
“mutaciones” que constituyen una herramienta valiosa para ayudar a descifrar la compleja
maquinaria molecular que participa del rechazo del polen incompatible en el mecanismo de
Al dependiente de S-RNasas (McClure, 2008).

El sistema de reproduccién, la biologia de la polinizacion y los mecanismos de
rechazo del polen han sido estudiados en Nicotiana alata y sus parientes de la sect. alatae
(Pandey, 1979; Murfett et al., 1996; McClure et al., 2000; Ippolito et al., 2004; Lee et al.,
2008). Sin embargo, debido a la falta de estudios de diversidad alélica de las S-RNasas en
poblaciones naturales, en N. alata se conocen pocos alelos de S-RNasa en comparacion con
otras Solanaceas. Ademas, algunos alelos de S-RNasa de esta especie han sido anotados con
diferentes cddigos en la base de datos (ej, Sr- Yy Scio-RNasa) a pesar de tener iguales
secuencias de amino&cidos. Otros nimeros de acceso corresponden a S-RNasas, que no tienen

un papel funcional claro como alelos S, como MS1 y MS2 (Kuroda et al., 1994). No se puede
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descartar que estas ribonucleasas puedan ser genes parecidos a las S-RNasas o relictos de S-
RNasas no implicados en el funcionamiento de la Al, aunque a nivel de estructura primaria
presentan una similitud muy alta con las S-RNasas funcionales (Green, 1994; Golz et al.,
1998). Estos genes han sido reportados en los pistilos de especies AC y Al de muchas familias
de plantas (Green, 1994; Kao & Tsukamoto, 2004), incluyendo N. alata (Dodds et al., 1996).
Por lo tanto, la secuencia de ADN no es suficiente per se para confirmar de manera
concluyente la funcionalidad de las S-RNasas en la Al. Los ensayos de funcionalidad son,
entonces, importantes para identificar con claridad las S-RNasas funcionales (lgic et al.,
2007).

Como parte del analisis de la variacion natural en el locus S de Solanéceas, el objetivo
de esta seccion del trabajo de tesis fue identificar y caracterizar nuevos alelos S-RNasa de la
especie Al N. alata en una poblacién natural localizada en el noreste de Argentina. Usando la
estrategia de RT-PCR, se identificaron siete nuevas secuencias de S-RNasa. Mediante
amplificaciones especificas para cada alelo se examino el perfil de expresion de las nuevas S-
RNasas en diferentes individuos de la poblacion natural, en diferentes tejidos y en diferentes
etapas del desarrollo estilar. Se efectuaron cruzamientos semicompatibles para establecer si
las nuevas S-RNasas identificadas eran alelos S funcionales. Finalmente, se realizo un anélisis
filogenético para determinar la extension del polimorfismo de las S-RNasas en N. alata y la
distribucién de las nuevas S-RNasas a través de los diferentes linajes S en Solanaceas.
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3.2.1. Identificacion de las S-RNasas de una poblacion natural de Nicotiana alata.

Para realizar el estudio de la diversidad alélica de la S-RNasa se disefiaron dos primers
degenerados basados en las regiones conservadas C1 y C2 (primers foward) y dos primers
degenerados basados en las regiones conservadas C4 y C5 (primers reverse) a partir de un
apilamiento de aminoacidos de diferentes S-RNasas de distintas especies de Solanaceas. Los
ensayos de RT-PCR utilizando distintas combinaciones de los primers mencionados
amplificaron un Gnico fragmento del tamafio esperado (Fig. 8). Los ensayos de PCR a partir
de ADN gendmico como templado amplificaron fragmentos aproximadamente 100 pb mas
grandes que los fragmentos de RT-PCR, sugiriendo la amplificacién de genes de S-RNasas,
los cuales poseen un Unico intron de este tamafio (Fig. 8A y 8B). Estos resultados sugieren
que los primers disefiados fueron capaces de reconocer y amplificar fragmentos de S-RNasa.
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Figura 8. Amplificaciones de secuencias de S-RNasas mediante PCR. (A) La amplificacion se llevé a cabo a partir de
ADNCc de estilo y ADN genémico, mediante RT-PCR y PCR gen6mica respectivamente. Los primers degenerados C1f-C5r o
Claf-C5r (Tabla 6) fueron usados para amplificar los fragmentos C1-C5. El tamafio esperado para el ADNc fue de
aproximadamente 500 pb (loerger et al., 1991). El fragmento de ADN fue de aproximadamente 600 pb, consistente con la
presencia de un intrén con un tamafio promedio de 100 pb en las S-RNasas de Solanaceas. (B) Usando el ADNc C1-C5
mostrado en A como templado, los fragmentos de PCR fueron amplificados con diferentes combinaciones de primers
degenerados C1f, C2f, C4r y C5r (Tabla 1). El tamafio promedio esperado por fragmento fue 350 pb (C1-C4), 280 pb (C2-
C4) y 420 PB (C2-C5). M, marcador molecular estandar.

Utilizando la combinacién de primers C1-C5, los fragmentos de ADNc amplificados
de los estilos de 12 individuos de la poblacion natural de N. alata (Tabla 6 en Materiales y
métodos, Fig. 8A) fueron clonados, clasificados mediante ensayos de digestion con enzimas
de restriccién y finalmente secuenciados. Para facilitar la lectura, llamaremos a estas

secuencias candidatas a ser S-RNasas simplemente como "S-RNasas", alun cuando su
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condicién de tales solo puede ser confirmada de manera concluyente mediante ensayos de
funcionalidad que se detallardn mas adelante.

Tres de estas secuencias obtenidas fueron mas de 99% idénticas a los alelos Scio, Sz, Y
Se-RNasa, que fueron previamente caracterizados como alelos funcionales del sistema de Al
(Anderson et al., 1989; Murfett et al., 1996). Una cuarta secuencia designada aqui S63, fue
casi idéntica a una ribonucleasa conocida con el nombre MS1 descripta por Kuroda et al.,
(1994). Adicionalmente, seis nuevas secuencias de S-RNasas fueron denominadas Ss, S7, Svo,
S7s, S107 Y S210-RNasa. En algunos individuos se identificod sélo una secuencia de las dos
esperadas para el locus S. En otras plantas, tres o incluso cuatro secuencias fueron
identificadas (Tabla 1).

Tabla 1. S-RNasas identificadas en los estilos de la poblacion NaM.

a,b
Individuos S-RNasa
NaM (Fragmento C1-C5)
1 S5 S63
2 Sc1o
3 S5 S63
4 Ss, S75, Se, S63
5 S75 S70, S63
6 Ss, S63
7 Sc10, S63
8 Ss, S63
9 S»
10 So7
11 S107
12 S210, S107

# Los fragmentos C1-C5 fueron amplificados usando los pares de primers C1f-C5r (Individuos NaM 1-8) y Claf-C5r
(individuos NaM 9-12) (ver Tabla 6 en Materiales y métodos). Los fragmentos amplificados de cada planta fueron clonados,
secuenciados y comparados por BLASTn.

® Scioms Spr, y Se-RNasas fueron previamente caracterizados como alelos S funcionales en N. alata.

Como se espera que todos los individuos analizados sean heterocigotas para el locus S,
la identificacion de una sola secuencia en algunas plantas indicé que los primers conservados
utilizados poseian una afinidad diferencial para cada una de las secuencias esperadas de las

ribonucleasas.
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Con las secuencias obtenidas se realiz6 un alineamiento de los fragmentos C1-C5
amplificados, empleando al alelo funcional Scio-RNasa como referencia (Fig. 9). En
Solanéceas, el fragmento C1-C5 (sin incluir la region de los primers C1f, Claf y C5r)
representa aproximadamente el 70% del tamafio completo de las S-RNasas (loerger et al.,
1991). Todas las secuencias exhibieron la estructura primaria tipica de una S-RNasa,
mostrando los dominios conservados C2, C3, C4 vy las regiones hipervariables HVa y HVb,
situadas entre los dominios C2 y C3. También exhibieron otros rasgos tipicos de las S-
RNasas, tales como el sitio de glicosilacion en el dominio C2, las cinco cisteinas conservadas
incluidas entre los dominios C1 y C5, y los residuos de histidina, incluidos en los dominios
C2 y C3, indispensables para la actividad catalitica de las ribonucleasas tipo T2 (Maclntosh,
2011). La identidad de aminodcidos entre las secuencias de las S-RNasas varié de un 40% a
un 58%, con excepcion de dos pares de secuencias que mostraron la identidad mas alta de
aminodcidos. El par S70/S63 tenia una identidad del 81% y el par Ss/S;s tenia una identidad del
83%. En general, el grado de diversidad en las secuencias de S-RNasas de la poblacion NaM
fue similar a los valores previamente descriptos por otros autores para distintas poblaciones de
S-RNasas, la cual oscilé entre 38-92% de identidad (Tsai et al., 1992; Matton et al., 1997,
Kao & Tsukamoto, 2004).
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Figura 9. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de las S-RNasas identificadas en la poblacion natural NaM. Los
fragmentos alineados fueron amplificados con el par de primers C1f-C5r o Claf-C5r detallados en la Tabla 6. Se utilizé la
secuencia de Sci-RNasa como referencia. Los aminoacidos fueron marcados en distintos tonos de grises de acuerdo al
porcentaje de similitud. Los tres dominios conservados (C2, C3 y C4) y las dos regiones hipervariables (HVa y HVb) de las
S-RNasas de Solanaceas estan indicadas con lineas sélidas. Otras caracteristicas de las S-RNasas son las cisteinas
conservadas (estrellas), los residuos de histidina que participan en la actividad catalitica (puntos negros) y el sitio de
glicosilacién (triangulo).
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Un alineamiento particular fue realizado entre los pares S70/S63 y Ss/S7s (Fig. 10).
Mientras que el par S70/S63 tuvo la mayor variabilidad de aminoacidos en las regiones HVa y
HVb, el par Ss/S7s mostr6 una distribucion uniforme de la variabilidad de aminoacidos en toda
la secuencia comprendida entre los dominios C1-C5, aunque con una pequefia concentracion
en la region HVa (Fig. 10). La Tabla 2 muestra el porcentaje de identidad de aminoacidos de

las siete S-RNasas obtenidas.

C2 HVa HVb

S70 SESE IPKNFTHGLWPDHGMLNDCFTKL KELDDRWPDL -KKI\E’ER 81
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S75 EREEELR QIPNNFT | HGLWPDBONT[JLINIMCES[MEK Y TD | KDPRIEZKQL E[FgWPDL T AK VGDBKKINQGFWE Y E FNESTH
Sg PTTFCHTHNCPRYQIPNNFT | HGLWP D¥Q INCESIBIK YTD | KDPRI(®KQL ENAWPDL TAK VGDIIKKZIQGFWHYE FNICES

Cc3 Cc4

S70 GEIEEEE Ny~ Y FORAKNLKDIIFDL LRLISNOG |1 PGSIIT VORI SE AGRAVTIIAYPNLNCVGDPOKILELS 15
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S75 MQDAYFDL AlMK L KNK FD[g LT L[giNGg TVKNVEDA IEAVTTKVPNLNG | GDS| 15
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Figura 10. Alineamiento de aminoacidos de los pares de S-RNasas S;o/S63 y S7s/Ss. Los aminoécidos idénticos son

mostrados en gris. Tres dominios conservados (C2, C3 y C4) y dos regiones hipervariables (HVa y HVb) de las S-RNasas de
Solanéceas estan indicadas por lineas solidas.

oo NN

Tabla 2. Porcentaje de identidad entre las distintas S-RNasas.

S-RNasas

(Fragmentos C1-C5) S5 Sz7 S63 S70 S75 S1o7 S210

S5 52.0 52.6 57.2 83.2 41.9 49.0
So7 46.0 50.0 50.0 44.0 46.0
S63 80.9 55.3 42.8 441
S70 57.9 43.4 48.7
S7s 40.4 43.5
S1o07 - 42.2
S210 ---

Aunqgue las secuencias mostraron caracteristicas similares a las S-RNasas a nivel
estructural, la identificacion de mas de una secuencia en algunas plantas sugirioé que algunas
de estas ribonucleasas podrian no ser funcionales para el sistema de Al. Para determinar de
manera preliminar si las nuevas S-RNasas eran funcionales, se realizaron ensayos de

expresion mediante RT-PCR de diferentes plantas de la poblacion NaM. También se evalué la
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expresion relativa de todas las S-RNasas en diferentes tejidos y periodos de la maduracién del
estilo. Por Gltimo, para establecer la funcionalidad de manera concluyente, se llevaron a cabo
cruzamientos semicompatibles controlados para asociar la segregacion de los nuevos alelos
junto con el fenotipo de Al. En todos estos experimentos, las S-RNasas fueron evaluadas en
paralelo con la Scip-RNasa, un alelo S caracterizado previamente, con un fenotipo robusto de
rechazo del polen incompatible (Murfett et al., 1994).

3.2.2. Especificidad de la expresion de las S-RNasas.

A partir de las secuencias obtenidas utilizando los primers degenerados, se disefiaron
primers especificos para cada alelo, basados en las regiones hipervariables HVa y HVb (Tabla
6 y Fig. 18 en Materiales y métodos). Con los distintos pares de primers especificos para cada
alelo se realizaron ensayos de RT-PCR en los 12 individuos de la poblacion NaM. Cada par
de primers amplifico un fragmento de ADNc del tamafo previsto (Fig. 11). Como se
esperaba, los primers para Scio-RNasa revelaron una amplificacion especifica en las plantas
NaM-2 y NaM-7, en consistencia con los resultados obtenidos mediante secuenciamiento de
los fragmentos amplificados con los primers degenerados. De manera similar, las
amplificaciones con los primers para S; y Se-RNasa presentaron una Unica banda en las
plantas NaM-9 y NaM-4 respectivamente. Lo mismo ocurrié con los primers especificos para
S70, S75, S27, S107, S210, Y Ss-RNasa, que amplificaron los productos correspondientes en las
plantas secuenciadas (Fig. 11, Tabla 1).

Los ensayos de PCR gendmica mostraron el mismo patron de especificidad que
presentaron las amplificaciones de RT-PCR (Fig. 12). Estos resultados refuerzan la idea de
que los distintos candidatos a S-RNasas son especificos de cada individuo de la poblacion
NaM. Los ensayos de PCR también revelaron la presencia de algunas S-RNasas en otras
plantas de la poblacién NaM, que no fueron identificados mediante secuenciamiento. Por
ejemplo, en el individuo NaM-1 se amplific6 Sys, un alelo que no pudo ser identificado en esta
planta mediante secuenciamiento de los fragmentos amplificados con primers degenerados.
Estos resultados sugieren que las secuencias analizadas son especificas del locus S. En
contraste, S63 mostré una amplificacion ubicua, estando presente en las 12 plantas NaM
examinadas. Esto indica que S63 no es una S-RNasa funcional y, por lo tanto, no pertenece al
locus S (Fig. 11 y Fig. 12), aunque conserva los rasgos de estructura primaria tipicos de una
S-RNasa.
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S-RNasas Individuos NaM
P9 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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scro oo [
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Figura 11. Ensayos de expresion de S-RNasas de la poblacion NaM. RT-PCR de los transcriptos de S-RNasa en los
individuos de la poblacion NaM utilizando los primers especificos para cada alelo detallados en la Tabla 6. Las S-RNasas
ensayadas son indicadas a la izquierda de cada panel.

S-RNasas Individuos NaM
4%%’I23456789101112
Sc10 300_ P -
S2 300 —
S 300_
6 200_ -—
200_
S70 100_ - -
300
Sy7 200 — - -
200_
S107  100_ - -— - o — - -
400
Sz210 300 — -—
400_
Sg 300_ S S S S -— -
300

S63 DO w— — e D S QU S G G e - —

Figura 12. Ensayos de genotipificacion de las S-RNasas de la poblacién NaM. Las reacciones de PCR gendmica se
llevaron a cabo utilizando los primers especificos para cada alelo detallados en la Tabla 6. Las S-RNasas ensayadas son
indicadas a la izquierda de cada panel. La amplificacion de S63 en todos los individuos analizados demuestra que esta
secuencia no pertenece a una S-RNasa funcional y por tanto no es alelo del locus S.
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Como control adicional de la naturaleza de las secuencias de las S-RNasas, se
realizaron ensayos de PCR gendmica en una poblacion de laboratorio de Nicotiana alata
cuyos individuos tienen el locus S bien caracterizado y en las especies Nicotiana longiflora y
Nicotiana alata BT (BT, cultivar Breakthrough), dos individuos AC (Fig. 13). Como se
esperaba, el alelo Scio-RNasa fue detectado en las plantas de la poblacion de laboratorio de
genotipo Sc10S10s Y Sci10Sa2 pero no en la planta Sa»Si0s. La secuencia S63 fue detectada en las
tres plantas de la poblacion de laboratorio de N. alata (Fig. 13A), consistente con su presencia
en todos los individuos de la poblaciébn NaM. Ademas, S63 fue amplificada en la especie AC
Nicotiana longiflora y en la version AC de N. alata, plantas que no expresan S-RNasas
funcionales (Fig. 13B) (McClure et al., 1999).

1 )
A et et
- b N T N
S-RNasas p o0 oW &0
400
Sc10 S00_ s —
200_
S70 100_ _—
400_
S75 300_ —
300_
S27 200_ —
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St07 100 -
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3210 300_ —
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S5 300~ —
S63 388 ——— —
?
B \’b\' ,{‘\0
» ,’b (\g
%\’b 0\\ \©
O X
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Figura 13. Amplificacion de S-RNasas en una poblacidn de laboratorio de N. alata. Las reacciones de PCR genomica se
llevaron a cabo utilizando primers especificos para cada alelo, detallados en la Tabla 6. Las S-RNasas ensayadas son
indicadas a la izquierda de cada panel. (A) PCR gendmica en plantas de una poblacién de laboratorio de N. alata de
diferentes genotipos S. (B) PCR genémico en la especie AC Nicotiana longiflora y en un cultivar AC de N. alata (cv
Breakthrough). Controles, plasmidos portadores (+) o no portadores (-) de la secuencia de las S-RNasas ensayadas.
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Ninguna de las otras S-RNasas de NaM fueron detectadas en la poblacion de
laboratorio de N. alata (Fig. 13A). Ademas, de acuerdo a lo esperado, el alelo Scio y los
candidatos Ss y S7s-RNasa no fueron detectados en ninguno de los dos individuos AC
ensayados en la figura 13B (resultados no mostrados).

Para una mejor caracterizacion de las S-RNasas se realizaron ensayos de expresion en
diferentes tejidos de la planta y en diferentes periodos de maduracion floral, donde la
expresion de las S-RNasas aumenta con la maduracion del pistilo (McClure et al., 1999). El
patrén de expresion relativa de Ss, Sio7, S70, S75 ¥ S210-RNasa en los diferentes tejidos fue
idéntico al patron de Scio-RNasa, amplificando en el estilo un producto del tamafio esperado.
Este producto no fue amplificado en otros tejidos florales o en hoja (Fig. 14A). Por el
contrario, los transcriptos de S63 fueron detectados en todos los 6rganos analizados. La mayor
expresion de S63 fue en el estilo, los pétalos y los sépalos de la flor comparado con la escasa
expresion en el polen y en las hojas (Fig. 14A).

Las S-RNasas también mostraron un aumento de transcriptos durante la maduracion
del estilo. La expresion de Ss, Si07, S70 Y Srs-RNasa fue similar al patron especifico exhibido
por Scio-RNasa (Fig. 14B). En la primera etapa del desarrollo estilar no se detectaron
transcriptos (0 - 2cm). En la siguiente etapa se observo un aumento gradual de la expresion
hasta alcanzar su nivel maximo cercano a la madurez (6cm - antesis), cuando los estilos
estaban totalmente aptos para la polinizacién. Inmediatamente después de la apertura floral, la
expresion se mantuvo constante o disminuyé ligeramente. En contraste, S63 mostrd
nuevamente una amplificacion general desde la primera etapa de maduracion, aunque su
mayor expresion se detectd en las etapas finales del desarrollo del estilo (Fig. 14B). Estos
resultados confirman que S63 es una ribonucleasa constitutiva y ubicua que no pertenece al

locus S y cuya funcidn no parece estar restringida a la reproduccion.
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Figura 14. Ensayos de la expresion espacial y temporal de las S-RNasas de la poblacién NaM. Las reacciones de RT-
PCR se llevaron a cabo utilizando primers especificos para cada alelo (detallados en la Tabla 6) en distintos érganos (A) y en
distintas etapas del desarrollo del estilo (B). La RT-PCR fue disefiada para 33 ciclos en todas las muestras ensayadas. El
panel debajo de los ensayos de expresion de cada alelo corresponde a la expresion de la actina que se utiliz6 como control de
carga. No se obtuvieron muestras apropiadas para analizar las diferentes etapas de maduracidn del estilo para S;10-RNasa.

3.2.3. La funcionalidad de las nuevas S-RNasas.

Aunque las secuencias obtenidas mostraron muchas coincidencias (a nivel estructural
y de expresion) con las S-RNasas del locus S, existen ribonucleasas que son muy similares
estructuralmente a las S-RNasas pero que no tienen funciones en el sistema de Al. Por lo

tanto, resulta estrictamente necesario estudiar si las nuevas S-RNasas son realmente
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funcionales en la Al. Para ello se llevaron a cabo ensayos de segregacion y funcionalidad para
todas las secuencias obtenidas. Primero se analizaron Ss y Sio7 que fueron los alelos mas
frecuentes dentro de la poblacion NaM y mostraron la tipica expresion especifica que tiene
una S-RNasa, tanto en diferentes tejidos como en las distintas etapas de la maduracion de la
flor (Fig. 14A y 14B). Para analizar la segregacion de Ss y Sig7 Se realizaron ensayos de PCR
con los primers especificos para cada alelo en la progenie obtenida del cruzamiento
semicompatible NaM-3 x NaM-6 (Tabla 3). La planta NaM-3 mostr6 como candidatos a
alelos del locus S a las secuencias Ss, Sy7 ¥ S107, mientras que NaM-6 mostrd a Ss, Sio7 Y S»
(Fig. 11 y Fig. 12). Mediante un test 5* se propuso como hipdtesis nula que si el candidato
evaluado fuera funcional en la Al, entonces en un cruzamiento semicompatible, su proporcién
en la progenie serd de un 50%. La segregacion de la progenie de S;p7-RNasa mostré la
proporcion esperada 1:1 (Tabla 3); esto indica que la presencia de esta S-RNasa en la
progenie es debido Unicamente a la contribucion materna. La segregacion de la progenie
confirmd que Sio7 €s un alelo funcional para la Al. Por el contrario, la segregacion de Ss
rechazé la hipétesis nula porque no respondio a la proporcion 1:1, lo que indica que Ss no es
un alelo S funcional en la poblacion NaM (Tabla 3). Como era de esperar para un alelo no
funcional, toda la progenie derivada del cruzamiento NaM-7 x NaM-5 exhibié a la
ribonucleasa S63. En consecuencia, las ribonucleasas no funcionales en la Al, S63 y Ss,
fueron redenominadas NnSR1 y NnSR2 (Nicotiana non S-RNase).

Tabla 3. Segregacion de los candidatos Ss y Sig7-RNasa para probar funcionalidad en la Al

Proporcion b Propaorcion

@ Parental NaM Progenie Alelo
o X 3 analizada  ensayado observada esperada X% (Valor P)
(+:-) (+:-)
34
3 (S5, S107, S27) S5 340 11 (<0.0001)
5 3 0,12
6 (S5 S107, S?) Si07 16:18 1:1 0.73)
7(Sc10. S107) 33
X 33 S63 33:0 1:1 (<0.0001)

5 (S70, S75)

& Las S-RNasas candidatas del parental NaM estan basadas en la figura 11.
® Proporcién esperada si la S-RNasa evaluada es funcional para el sistema de Al.
+:- Significa presencia o ausencia del alelo paternal ensayado para funcionalidad.

Un andlisis de segregacion similar fue aplicado a las otras S-RNasas identificadas,
pero en este caso se evalué el Unico alelo paterno compatible que segregaria en la progenie de
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los cruzamientos semicompatibles. En el test »* se propuso como hipétesis nula que si el
candidato evaluado no es funcional para el sistema de Al, entonces en un cruzamiento
semicompatible, su distribucién en la progenie sera de un 50%. Por el contrario, si el
candidato evaluado es funcional, deberia estar presente en el 100% de la progenie, como
Unico aporte paterno. La segregacion de las progenies de los cruzamientos realizados para
evaluar S7s, S70 Y Sz7-RNasa no mostraron la proporcién esperada 1:1 (Tabla 4) confirmando
que estos candidatos son alelos funcionales para la Al. Como controles de la segregacion de
alelos funcionales se realizaron los cruzamientos NaM-3 x NaM-7 y NaM-t1 x NaM-t2, para
evaluar la segregacion de Sio7 Y Scio respectivamente, dos alelos de funcionalidad conocida
(Murfett et al, 1996; Tabla 4 de este trabajo). Ademas, se realiz6 el cruzamiento entre las
plantas NaM-3 (S107S27) X NaM-5 (S70S7s) que no comparten un alelo en comin, como un

control adicional de una polinizacién compatible.

Tabla 4. Segregacion de los alelos S en cruzamientos semicompatibles para probar funcionalidad en la Al.

TR e e Mool P s |
o X & analizada ensayado por PCR (+: ) (1)
t15 (fgg:;j)s) 28 S75 Scio 28:0 1:1 ((0_%?)01)
tj ((::gg:;i;) 20 S70 Sci1o 20:0 1:1 ((0_{2)%0 1)
73(;‘11;)’5;2;;) 20 S107 Sc1o 20:0 1:1 ((0_{2)%0 "
122 S;?g;:g)) 20 S210 Sc1o 17:3 1:1 ((0%31 7
;(28(180;78\:;) 18 Sz7 S107 18:0 1:1 ((0_;%01)
:; Ezg’:‘g:g 20 Sc1o S70 20:0 1:1 ((0_3301)
B(SgrS2n) S75 8:9 1:1 0.059
5 (S70S75) (0.812)

& El genotipos S de los parentales NaM propuestos esta basado en los resultados mostrados en la figura 11 y en la Tabla 3.
b t1y t; son plantas portadoras del alelo Scio-RNasa.

¢ Proporcion esperada si la S-RNasa evaluada no es funcional y el cruzamiento es completamente compatible.

¢ Cruzamiento compatible (control).

+:- Significa presencia o ausencia del alelo paterno ensayado por PCR.
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Como se esperaba, la segregacion de la progenie NaM-3 x NaM-5 se ajustd a la
relacion 1:1, indicando que la contribucion del polen en este caso no se limita a un tnico alelo
S.

En el caso de S;io, se observd un “derrame” del alelo en el cruzamiento
semicompatible, indicando que la reaccion de rechazo de S;;0 podria ser mas débil que en el
resto de la poblacion ensayada. Los tres individuos que no llevaban el alelo paterno Scio
tuvieron un genotipo Si07S210, donde el alelo Sio7 fue heredado de la planta madre (Tabla 4,
cruzamiento NaM-12 x NaM-2). Esto confirma que el 15% de la progenie evaluada heredé el
alelo Sz10 de los tubos polinicos incompatibles que escaparon del rechazo (Fig. 15, plantas r, s
y t de la progenie obtenida del cruzamiento NaM-12 x NaM-2). La figura 15 muestra la
segregacion completa de los genotipos S de tres cruzamientos seleccionados de la Tabla 6.
Cada cruzamiento demostro claramente que las S-RNasas segregaron entre si, como es de

esperar para los dos alelos funcionales de S-RNasas que residen en el locus S.

S-RNasas
NaM-3 Scio
(8107527
X 27
NaM-7

(Sc10S107) Sror

NaM-12 5.,
(S1075210
X S210
NaM-2

(Sc10S210) S107

NaM-3 57
(327;? 107 Sz

NaM-5 So7
(570575

107

Figura 15. Segregacion de las S-RNasas. La progenie de tres cruzamientos seleccionados, detallados en la Tabla 4, fueron
genotipificados mediante PCR con primers especificos para la deteccion de los alelos Scig, S70, S7s, S107, Sa7 Y Szi0- LOS
individuos de la progenie son indicados mediante letras.
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3.2.4. Andlisis filogenético de las S-RNasas.

Para determinar las relaciones evolutivas y el grado de polimorfismo del locus S de la
poblacion NaM respecto a otras especies de Solanaceas Al, se realiz6 un extensivo analisis
filogenético de las nuevas S-RNasas caracterizadas. En un &rbol filogenético realizado
previamente, las S-RNasas de N. alata parecian estar distribuidas en unos pocos linajes S en
comparacion con otras especies de Solanaceas con mayor cantidad de alelos S conocidos
(Richman & Kohn, 2000). Los métodos estadisticos de probabilidades posteriores y los
valores de bootstrap derivados de los analisis mediante inferencia bayesiana (Bl, Bayesian
inference) y maxima verosimilitud (ML, Maximum-likelihood) proporcionaron un sustento
solido para casi todos los nodos no basales del arbol filogenético mostrado en la figura 16.
Las secuencias de N. alata fueron agrupadas en 8 linajes S transgenéricos (TG) denominados
I-VIIIl. Una linea TG se consider6 como el nodo mas reciente que incluyeran S-RNasas de
mas de una especie (Fig. 16). Los linajes TG 11 y Ill concentran cuatro y tres S-RNasas
respectivamente, mientras que las nuevas S-RNasas identificadas en este trabajo se
distribuyeron en cinco de los ocho linajes TG. El nodo que contiene a la S;7-RNasa fue
considerado un linaje TG independiente, sustentado con un alto valor de bootstrap. Su
aislamiento puede ser debido a un muestreo todavia incompleto del polimorfismo total de las
S-RNasas 0 a una rapida divergencia de otro linaje ancestral. En el arbol también se
identificaron diez clados (denominados 1-10), derivados de nodos ancestrales con valores de
bootstrap y de probabilidades posteriores s6lidos. Con unas pocas excepciones, las S-RNasas
de Nicotiana alata, Petunia inflata, Lycium parishii y Solanum chilense estan agrupadas entre
si y ampliamente distribuidas en los clados 1-10.

En contraste, Witheringia solanacea y Physalis longifolia estan claramente
restringidas en los clados 3, 8 y 10. El pequefio nimero de linajes S antiguos contemplado por
alelos de estas especies coincidié con varios trabajos previos (Richman & Kohn, 2000; Stone
& Pierce, 2005; Savage & Miller, 2006; Lu, 2006). En general, las secuencias obtenidas de N.
alata se distribuyeron en varios linajes de alelos S ancestrales, lo que indica que el
polimorfismo existente en el locus S de Nicotiana alata, al igual que en otras Solanaceas
precede a la aparicién de la especie.
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Figura 16. Andlisis filogenético de las S-RNasas de Solanaceas. El arbol representa las relaciones filogenéticas de las S-
RNasas de Nicotiana alata (Nical, naranja), Petunia inflata (Petinf, violeta), Solanum chilense (Solchi, rojo), Lycium parishii
(Lycpar, verde), Physalis longifolia (Phylon, azul) y Witheringia solanacea (Witsol, negro). Se muestran 8 linajes TG de
Nicotiana alata (lineas I-V1I1) y diez linajes S (lineas 1-10). Los alelos de N. alata estan subrayados y las nuevas S-RNasas
reportadas en este trabajo se destacan con un punto negro. Las probabilidades posteriores y los valores de bootstrap
(porcentaje de 1000 réplicas de bootstrap) son mostradas en los nodos correspondientes cuando su valor supera el 50%. Ss-
RNasa de Antirrhinum hispanicum (Anthis) se usd6 como outgroup. Los nimeros de acceso de las 154 S-RNasas analizadas
estan detallados en la seccion Materiales y Métodos.
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En este trabajo se identificaron y caracterizaron nuevos alelos S de una poblacion
natural de N. alata ubicada en el noreste de Argentina, contribuyendo al analisis de la
variacion natural del locus S de Solanaceas. Utilizando la técnica de RT-PCR a partir de
primers basados en regiones conservadas de las S-RNasas (loerger et al., 1991) se obtuvieron
siete nuevas secuencias de potenciales S-RNasas. Mediante PCR a partir de primers
especificos para cada alelo (basados en las regiones HVs de las secuencias obtenidas) se
analizé el perfil de expresion de las S-RNasas en diferentes tejidos y distintas etapas del
desarrollo estilar en una muestra de 12 plantas de la poblacion NaM. Para determinar si las
potenciales S-RNasas eran funcionales como alelos S, se realizaron cruzamientos controlados
y se analizo la segregacion de las nuevas secuencias en las respectivas progenies. Finalmente
se realiz6 un andlisis filogenético para determinar la extension del polimorfismo de las S-
RNasas en N. alata y su distribucién entre los diferentes linajes S de Solanaceas. Se
reportaron cinco nuevas S-RNasas funcionales y se caracterizaron ademds dos ribonucleasas
no funcionales para la Al, que exhibieron un patron de expresion diferente a las de las S-
RNasas funcionales.

3.3.1. Identificacién de las secuencias que codifican las S-RNasas de una poblacion
natural de N. alata.

En la familia Solanaceas, varias poblaciones naturales de distintas especies han sido
objeto de estudio para el reconocimiento de los distintos alelos de S-RNasa, utilizando
técnicas de RT-PCR (Tsukamoto et al., 1999; Igic et al., 2007 y otras referencias contenidas
en este trabajo; Mena-Ali & Stephenson, 2007). Aunque N. alata fue utilizada desde hace
muchos afios para explorar la diversidad genética de la Al (East & Yarnell, 1929) y las bases
bioguimicas y moleculares del sistema de Al dependiente de S-RNasas (McClure, 2008),
hasta el momento no existian reportes sobre la diversidad alélica de las S-RNasas a nivel
molecular. Tampoco se habian realizado estudios en poblaciones naturales de esta especie. En
consecuencia, se conocian muy pocos alelos de S-RNasa de N. alata en comparacion con
otras especies de Solanaceas.

Los primers degenerados basados en los dominios conservados Cl1 y C5 fueron
efectivos para amplificar distintas S-RNasas. En total, diez secuencias diferentes de
aproximadamente 500 pb fueron identificadas (Tabla 1). Tres de estas secuencias (S, Ss, Y
Sci10) son S-RNasas que habian sido previamente caracterizadas como alelos funcionales del
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locus S (Anderson et al., 1989; Murfett et al., 1996). Otra secuencia candidata a S-RNasa,
designada NnSR1 (Rojas et al., en consideracion), fue muy similar a la ribonucleasa MS1 de
pistilo de N. alata (Kuroda et al., 1994). Las otras seis secuencias putativas (NnSR2, S,7, Sy,
S75, S107 Y S210) Son descriptas en este trabajo por primera vez. El alineamiento deducido de
aminodcidos de las secuencias identificadas confirmd que tienen la estructura primaria tipica
de S-RNasas de Solanaceas (Fig. 9).

Aungue se esperaba encontrar dos S-RNasas diferentes en cada planta, en algunos
individuos solo se identificd una sola S-RNasa, mientras que en otras plantas se encontraron
mas de dos secuencias (Tabla 1). En el primer caso, la afinidad diferencial de los primers de
los dominios conservados podria favorecer la amplificacion de una Unica secuencia. Podria
ocurrir también que los niveles de transcriptos o la estabilidad de los mismos sea
significativamente diferente entre los dos alelos S-RNasa. Aunque esta posibilidad atin no ha
sido investigada, podria ser uno de los motivos que contribuyen a la diferente "fuerza" de los
distintos alelos de S-RNasa en el rechazo del polen incompatible. Por otro lado, el pistilo
también expresa otras ribonucleasas ajenas a la funcion de Al que se asemejan
estructuralmente a las S-RNasas funcionales. Esto explicaria porqué se amplificaron mas de
dos secuencias en algunos individuos de la poblacion NaM.

3.3.2. La expresion y la funcionalidad de las S-RNasas del estilo de N. alata.

Aprovechando la alta divergencia que poseen las distintas S-RNasas en las regiones
HV, se disefiaron primers especificos para cada alelo, basados en las regiones HVa o HVb
para determinar el genotipo del locus S de la poblacion NaM (ver Tabla 6, en materiales y
métodos de este capitulo). Excepto para NnSR1 que mostré una expresién general en toda la
poblacion, los ensayos de RT-PCR realizados con los primers especificos mostraron la
expresion de todas las S-RNasas en distintos individuos de la poblacién NaM. Este patron de
expresion sugirié de manera preliminar que las secuencias obtenidas provenian del locus S y
que estarian implicadas en el sistema de Al (Fig. 11). En contraste, NnSR1 fue la Unica
secuencia detectada en todas las plantas examinadas, un rasgo que indicO que esta
ribonucleasa no proviene del locus S y por lo tanto no era funcional en la Al. La especificidad
de las S-RNasas fue también ensayada en diferentes 6rganos y en las etapas del desarrollo de
estilo durante la maduracion floral, utilizando Scio-RNasa como un control interno (Fig. 14).
Todas las secuencias analizadas reprodujeron los patrones de expresion espacial y temporal de
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Scio-RNasa, excepto en el caso de NnSR1. El anélisis obtenido por RT-PCR de los
transcriptos de Scio-RNasa del estilo en desarrollo fue idéntico a la expresion evaluada
previamente en un gel-blot de ARN para el mismo alelo S (McClure et al., 1999). Los
resultados de la estructura primaria, la expresion especifica de cada individuo y los patrones
de expresion espacial y temporal de cada secuencia obtenida fueron los esperados para S-
RNasas funcionales implicadas en el sistema de Al. Por el contrario, la expresion ubicua de la
ribonucleasa NnSR1 entre los diferentes individuos, como asi también entre distintos tejidos y
distintas etapas de maduracion floral, descarta su especificidad como alelo S, sugiriendo que
su funcion no esté exclusivamente involucrada en el proceso reproductivo.

Para demostrar de manera concluyente si las secuencias identificadas estaban
asociadas con fenotipos de Al, se analiz6 mediante ensayos de PCR gendmica, con primers
especificos para cada alelo, la segregacién de las nuevas S-RNasas en las progenies obtenidas
en cruzamientos semicompatibles. En este tipo de cruzamiento, los parentales comparten un
alelo en comun (Tablas 3 y 4). Todas las secuencias ensayadas, excepto NnSR1 y NnSR2,
segregaron en la progenie como era esperado para las S-RNasas funcionales. Estos resultados
confirman que S7o, S7s, Sz7, S107, Sz210-RNasa son alelos de Al funcionales en N. alata. El
pequefio “derrame” de Sy10-RNasa observada en la progenie del cruzamiento NaM-12 x NaM-
2, reveld que en esta poblacion natural existen plantas que pueden tener diferentes grados de
respuesta a la Al, comparada con la robustez para rechazar el polen que generalmente exhiben
las poblaciones de laboratorio (McClure et al., 2011). Basado en la genotipificacién obtenida
por RT-PCR que se muestra en la figura 11 y las pruebas de funcionalidad de las Tablas 3 y 4,

se puede deducir el genotipo S-RNasa para cada individuo NaM analizado (Tabla 5).

Tabla 5. Genotipos S propuestos para los individuos de la poblacion NaM.

Individuos NaM “Genotipo S
1 S75S?
2 Sc10 S210
3 S27 S107
4 S75 S6
5 S75 S70
6 S107 S?
7 Sc10 S107
8 S27 S107
9 S2 S107
10 So7 S?
11 S70 S107
12 S210 S107

# El genotipo S fue deducido de los resultados de la figura 11 y de las Tablas 3 y 4.
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AUn falta por reconocer el alelo S restante de las plantas NaM-1, NaM-6 y NaM-10.

3.3.3. Ribonucleasas no funcionales en el sistema de Al.

La ubicuidad o la alta frecuencia de las secuencias NNnSR1 y NnSR2 entre los
individuos NaM examinados, sugirié que estos alelos no son funcionales en el mecanismo de
Al. Esto significa que los primers basados en las regiones conservadas también fueron
capaces de reconocer y amplificar otros tipos de ribonucleasas. Efectivamente, existen otras
ribonucleasas conocidas como ribonucleasas parecidas a las S-RNasas (rpS-RNasas; en
inglés, S-like RNases) o relictos de S-RNasas (rS-RNasas; en inglés, relic S-RNases) que
presentan muchas similitudes con las S-RNasas a nivel de estructura primaria. Las proteinas
codificadas por estos genes son miembros de la superfamilia de S-RNasas T2 (Green, 1994;
Kao & Tsukamoto, 2004; Maclntosh, 2011). Las rpS-RNasas y rS-RNasas han sido
reportadas en especies AC y Al de muchas familias de plantas. Como el gen rpS-RNasa no
esta vinculado al locus S, su expresion no se limita sélo al pistilo. Con frecuencia, su funcién
estd relacionada con los escenarios de estrés, como la escasez de fosfato o el ataque de
patdgenos (Dodds et al., 1996; Hugot et al., 2002). EI gen rS-RNasa es un tipo particular de
rpS-RNasas que tampoco esté vinculado al locus S, aunque su expresion esta restringida sélo
al pistilo. Originalmente los rS-RNasas fueron descritos en especies AC (Golz et al., 1998),
aungue también han sido reportados en especies Al (Lee et al., 1992; Liang et al., 2003). Por
el momento se desconoce el rol que cumplen los rS-RNasas. Probablemente se originaron
como copias paralogas de S-RNasas funcionales (Kao & Tsukamoto, 2004). Ninguna de las
secuencias de amino4cidos de NnSR1 o NnSR2 fueron significativamente diferentes del resto
de los alelos S alineados (Fig. 9). Mas aun, las identidades mas altas fueron encontradas entre
NnSR1 (S63) y Sz, y entre NnSR2 (Ss) y Szs (Fig. 9 y Fig. 10, Tabla 2). En contraste con la
alta frecuencia que presentaron NnSR1 y NnSR2 dentro la poblacién NaM, los alelos S7o y S5
fueron expresados en solo dos y tres individuos de la poblacion respectivamente (Fig. 11 y
Fig. 12). El parecido estructural entre las S-RNasas funcionales, las rpS-RNasas, y los rS-
RNasas demando realizar ensayos de expresion y funcionalidad para determinar de manera
concluyente cuéles de las secuencias de potenciales S-RNasas eran funcionales en el sistema
de Al.

El analisis filogenético ha demostrado que los rS-RNasas y las S-RNasas funcionales
tienen el mismo origen, mientras que las rpS-RNasas de distintas especies son mas distantes y
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estan relacionadas en un clado independiente (Golz et al., 1998; Liang et al., 2003) (Fig. 17).
En cuanto a su secuencia de aminodacidos, las ribonucleasas NnSR1 y NnSR2 son similares a
los rS-RNasas y son indistinguibles de las S-RNasas funcionales. Aunque estas ribonucleasas
no participan en el sistema de rechazo del polen incompatible, presentaron el mismo origen
filogenético de las S-RNasas, compartiendo un clado diferente al de las rpS-RNasas (Tabla 2;
Fig. 17). Este resultado indica que NnSR1 y NnSR2 son rS-RNasas. Una diferencia
contrastante entre estos dos rS-RNasas esta en el patron de expresion espacial y temporal.
Mientras que NnSR2 demostrd una expresién drgano-especifica como un rS-RNasa (expresion
limitada al estilo), NnSR1 fue expresada en varios tejidos, como una rpS-RNasa. NnSR1 y
NnSR2 son muy parecidas a dos S-RNasas funcionales (S;o y S5 respectivamente),
exhibiendo los valores de identidad mas altos a nivel de secuencia entre los alelos de S-RNasa
(Fig. 9, Tabla 2), Esto refuerza la presuncion de que constituyen paralogos de los alelos
funcionales Sy y S7s. El analisis filogenético de los tres tipos de ribonucleasas (Fig. 17) y la
ubicuidad de NnSR1 en individuos Al y AC de Nicotiana sugieren que NnSR1 se duplicé de
S70 antes de que NNnSR2 lo hiciera de S5 y posiblemente antes de la especiacion en el género
Nicotiana (Fig. 13).
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Figura 17. Analisis filogenético de las S-RNasas, rS-RNasas y rpS-RNasas en familias con sistema de Al dependiente
de S-RNasa. El arbol de genes fue construido incluyendo las secuencias de los ADNc de las S-RNasas obtenidas en este
trabajo y usando el método de inferencia Bayesiana. Los rS-RNasas identificados en este trabajo estan sefialados con un
punto negro. Nicotiana alata (Nicala, naranja), Antirrhinum hispanicum (Anthis, azul), Prunus dulcis (Prudul, verde),
Arabidopsis thaliana (Aratha, rojo). S63-Nicala y S5-Nicala son NnSR1 y NnSR2 respectivamente.
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Resulta interesante conocer si NnSR1 o NnSR2 estan relacionados con el metabolismo
nutricional de las plantas o con las respuestas de defensa al ataque de patdgenos, como se
establecié anteriormente para las rpS-RNasas (Dodds et al., 1996; Hugot et al., 2002; Liang et
al., 2002). Varios trabajos indican que la carencia de fosfato inorganico (Pi) puede inducir la
expresion de determinadas RNasas (Maclntosh, 2001; Ivanov & Anderson, 2011).
Actualmente se estd estudiando el rol de NnSR1 en plantas crecidas en ausencia de Pi.
Ensayos de RT-PCR mostraron que las plantas NaM con deficiencia de Pi incrementaron los
niveles de transcriptos de NnSR1. El aumento de expresion fue confirmado mediante ensayos
de western blot que mostraron un aumento en la concentracion de proteinas de NnSR1. Por
altimo, el agregado de Pi exdgeno disminuyd los niveles de transcriptos y de proteina de
NnSR1 en plantas carentes de fosfato. Estos resultados sugieren que NnSR1 posee un rol
importante en el reciclado de ARN cuando la planta se encuentra ante una deficiencia de Pi
(Rojas et al., en revision). Por el momento, la funcionalidad de NnSR2 no ha sido establecida.
El gen NnSR2 pudo haber derivado de Sz por duplicacion génica seguido de una
translocacion a otro locus. Los resultados comentados para NNnSR1 demuestran que estos
genes, que derivan del mecanismo de Al, pueden ganar otras funcionalidades necesarias para

la adaptacion de las plantas a situaciones de estrés.

3.3.4. Genealogia de las S-RNasas.

El extremo polimorfismo genético del locus S mantenido mediante seleccion por
frecuencia negativa estad intimamente relacionado con los mecanismos de reconocimiento,
como el existente en los sistemas de Al. Un tipo de evidencia que explica la persistencia del
polimorfismo del locus S es el patron denominado evolucion transespecifica (TSE, Trans-
specific evolution), en el que un alelo estd mas estrechamente relacionado con el alelo de otra
especie, que con su alelo conespecifico (Richman, 2000). Este patron explica el origen de los
linajes de alelos S que preceden a la especie en la que se encuentran. Los patrones TSE fueron
observados en los loci MHC de histocompatibilidad en el hombre (Klein, 1986) y en el
sistema de Al de diversas especies de plantas (Richman, 2000).

Para evaluar el nivel de TSE en las S-RNasas de N. alata, se eligieron cinco especies
Al de Solanaceas que representaban una muestra amplia de linajes S. Se emplearon S-RNasas
de Solanum chilense, Lycium parishii y Petunia inflata (Igic et al., 2007; Savage & Miller
2006; Wang et al., 2001), Physalis longifolia, y Witheringia solanacea (Lu, 2006; Stone &
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Pierce, 2005). El arbol filogenético reconstruido en este trabajo confirmé la agrupacion de
todas las S-RNasas en lineas TG y transespecificas. Las S-RNasas de Solanum, Lycium,
Petunia, y Nicotiana formaron grupos distribuidos en varios clados. De cualquier manera, la
distribucion de Petunia y Nicotiana no abarcd todos los clados. EI muestreo aun incompleto
en estos dos géneros podria explicar la ausencia de S-RNasas de Petunia en los clados 3, 5, 7
y de Nicotiana en los clados 1, 2, 6 y 7. Aunque N. alata no estuvo representada en todos los
clados, mostré un polimorfismo mas amplio que el de las especies restringidas Physalis y
Witheringia que se presentaron tnicamente en tres clados. La restriccion en estas dos especies
no fue debida a la falta de muestreo, siendo bien representadas con 36 alelos analizados para
Physalis y 21 para Witheringia. Una posible explicacion de la restriccion a solo tres clados es
el “cuello de botella”, fenémeno por el cual una poblacion o especie sufrié un drastico
descenso en el nimero de sus miembros en algin momento del pasado, presentando como
consecuencia, muy poca variabilidad entre los individuos restantes. En este caso, el cuello de
botella redujo el polimorfismo del locus S en Witheringia y Physalis. Esta restriccion tuvo
que haber ocurrido después del origen del ancestro en comuin de todas las Solanaceas, pero
antes del origen del ancestro en comun de Physalis y Witheringia. La agrupacion de distintas
S-RNasas de diferentes especies de Solanaceas en distintos clados, confirma que la diversidad
de S-RNasas representa un antiguo polimorfismo que precede a la divergencia de las especies
(loerger et al., 1990; Richman & Kohn, 2000), explicando porqué los alelos S son mas
parecidos entre especies diferentes que dentro de una misma especie.

Otro enfoque de mucho interés en el area evolutiva es como se generan nuevos alelos
de autoincompatibilidad. La seleccion de frecuencias negativas mantiene el polimorfismo del
locus S y mantiene las frecuencias de los alelos en un equilibrio armonico, pero no explica
cémo surgen nuevos alelos. Las mutaciones en los alelos S parecen ser la explicacion mas
razonable, aunque todos los intentos de generar nuevos alelos especificos mediante
mutagénesis clasica han fallado y resultaron solo en la produccion de alelos no funcionales
(de Nettancourt, 2001). Una mutacion que cambie la especificidad del polen Unicamente,
daria lugar a un haplotipo AC que seria eliminado de la poblacion de alelos de Al. Se requiere
que las mutaciones sucedan al mismo tiempo entre los componentes S-RNasa y SLF, para
formar un nuevo haplotipo especifico (Charlesworth, 2010, Uyenoyama et al., 2001). Muchos
reportes han sugerido a las regiones HV como sitios de posible mutacion para la generacion
de nuevos alelos (loerger et al., 1991), aunque es posible que muchos aminoacidos tengan que
ser sustituidos a la vez para formar un nuevo haplotipo. En Solanum chacoense, los alelos Si;

y Si3 son fenotipicamente distintos, aunque presentan tan solo 10 aminoacidos diferentes, de
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los cuales 4 se encuentran en las regiones HV. La proteina quimérica S;1-RNasa (la cual tenia
modificada los 4 aminodacidos de las regiones HV por los de S;3) fue capaz de reconocer y
rechazar el polen de haplotipo S;3 (Matton et al., 1997). Mé&s aun, las modificaciones de tan
solo tres aminoécidos en las regiones HV de S;; por los de S;3, crearon una S-RNasa dual,
capaz de reconocer y rechazar el polen de haplotipos Si; y Si13 (Matton et al., 1999). Este
resultado sugiere que las mutaciones puntuales en la S-RNasa pueden generar nuevos alelos,
como la S-RNasa de especificidad dual que puede ser el intermediario de un nuevo alelo S. Al
parecer, existen otros mecanismos de formacion de nuevos alelos S. Un analisis filogenético
establecido a partir de diferentes regiones de las S-RNasas de Petunia inflata revelé que el
alelo S;9 heredd su regién 5’ de un ancestro en comun con S, y su region 3’ de un ancestro en
comun con Sg. Este resultado sugiere que la recombinacion intragénica también contribuye a
la diversidad de alelos del locus S (Wang et al., 2001). Una relacion evolutiva similar fue
deducida en el mismo estudio para los alelos S, S12 y S15 (Wang et al., 2001).

Sin embargo, una premisa de los estudios geneal6gicos es que si las especies tuvieran
a los alelos S en clados monofiléticos especificos, entonces se podria plantear que los nuevos
alelos surgen dentro del tiempo de vida de las especies. El caso contrario es que si el pariente
mas proximo de cada alelo estd en otra especie, entonces la formacién de un nuevo alelo
parece un evento raro dentro del tiempo de vida de las especies. Los clados monofiléticos de
alelos S, tomados de una sola especie, son poco frecuentes y son representados por sélo un par
de alelos hermanos intraespecificos. Ninguno de estos clados son respaldados por un
bootstrap solido (Raspe & Kohn, 2007). Esto implica que los alelos S rara vez han
diversificado desde el origen de cada una de las especies, 0 que cada vez que un nuevo alelo
surge, se desplaza su alelo progenitor sin dejar una diversificacion aparente (Uyenoyama et
al., 2001). El é&rbol filogenético reportado para las S-RNasas de N. alata mostrd una
distribucién amplia del polimorfismo S, sugiriendo que posiblemente no aparecieron nuevos
alelos una vez formada la especie N. alata. El hallazgo de Sci0-RNasa en la poblacion NaM,
un alelo de Al previamente caracterizado en otras poblaciones geograficamente distantes,
puede ser indicativo de la conservacion del pool original de S-RNasas ancestrales al origen de
las diferentes especies. Resultd interesante encontrar este alelo en dos poblaciones de N. alata
totalmente diferentes y distanciadas por miles de kildmetros. No obstante el arbol filogenético
también presenta un pequefio clado que abarca justamente a NnSR2 (Ss)/S7s. Esto sugiere que
NnSR2 (que hasta el momento no ha sido caracterizado funcionalmente) puede ser un nuevo
alelo S en formacién, que estaria en transicion y reemplazaria posteriormente a S7s, 0

viceversa; el alelo funcional Sys estaria reemplazando a NnSR2 que perdié su funcién de Al.
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3.3.5. La importancia de las poblaciones naturales.

Con la excepcion del alelo Sz, el anélisis funcional de las nuevas S-RNasas
descriptas reveld, en general, una respuesta de Al robusta para la poblacion NaM. Este
comportamiento ha sido encontrado en otras poblaciones naturales como la del tomate
silvestre Solanum chilense, donde una muestra de diez nuevas S-RNasas identificadas exhibio
para todas ellas un mecanismo de rechazo del polen de gran robustez (lgic et al., 2007). Sin
embargo, las poblaciones naturales de Solandceas han mostrado una marcada variacion
fenotipica en la fuerza del rechazo del polen incompatible. Mas aln, existen especies que
presentan en la misma poblacion natural una mezcla de individuos Al y AC e inclusive
plantas con comportamientos intermedios con que exhiben diversos grados de
autofecundacién (Tsukamoto et al., 1999; Stone et al., 2006). En la poblacién NaM estudiada,
las plantas NaM-1 y NaM-8 generaron frutos propios a partir de autopolinizaciones
(resultados no mostrados). Curiosamente NaM-3 y NaM-8 presentan el mismo genotipo, pero
en contraste a NaM-8, la planta NaM-3 se present0 fuertemente autoincompatible. En estas
poblaciones resultaria importante conocer el indice de autocompatibilidad, una medicién del
grado de variedad de la respuesta de Al que puede llegar a exhibir cada individuo. La
variacion natural de las respuestas de Al puede ser causada por diferentes mecanismos, tales
como la deficiencia de expresion o la pérdida de funciéon de las S-RNasas (Tsukamoto et al.,
2003a; Mena-Ali & Stephenson, 2007), o la pérdida de funcion del polen (Tsukamoto et al.,
2003b). Otra posibilidad radica en las mutaciones de las regiones flanqueantes alrededor de
los diferentes alelos S (Good-Avila et al., 2008), regiones que posiblemente sean necesarias
para la transcripcion de estos alelos. La falla en el rechazo del polen puede también estar
motivada por una mutacion en factores no ligados al locus S (Cruz Garcia et al., 2005;
Hancock et al., 2005). El escape V la fertilizacion del polen de haplotipo Sz10 pudo ocurrir por
un bajo nimero de copias de S;10-RNasa en el pistilo. Por razones técnicas, en este trabajo no
se pudo medir los niveles de transcripcion de este alelo durante la maduracion estilar.

Los individuos AC poseen algunas ventajas importantes para la especie. En primer
lugar, la autofecundacion permite heredar de manera directa todo un genoma parental a la
siguiente generacion y el polen a su vez estaria dispuesto para la reproduccién cruzada con
sus congéneres. En segundo lugar, la autofecundacion puede ser ventajosa si no estan dadas
las condiciones de reproduccién cruzada que comprometen la formacion de semillas para la
proxima generacion. Esto puede ocurrir por la presencia de polinizadores poco fiables o por

falta de los mismos. En tercer lugar, la autofecundacion ofrece menos costos en términos de
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energia y de recursos para la produccion de semillas (Good-Avila et al., 2008). Por ejemplo,
se requiere de un mayor costo energético para producir la recompensa floral que buscan los
polinizadores (Good-Avila et al, 2008 y referencias de ese trabajo) y la planta podria utilizar
estos recursos para otras necesidades. La autofecundacion es una estrategia reproductiva
importante para las malezas y especies colonizadoras, que normalmente se someten a
repetidas colonizaciones y eventos de extincion local y cuyo tamafio poblacional suele ser
pequefio (Kohn, 2008).

El rechazo del polen en Solanaceas es un mecanismo bastante complejo. Al menos en
el sistema de Al dependiente de S-RNasas de N. alata y de otras especies de Solanaceas, estan
implicados varios factores independientes del locus S y que son necesarios para el rechazo del
polen incompatible (McClure et al., 1999; O'Brien et al., 2002; Hancock et al., 2005; Puerta
et al., 2009). Otros factores hipotéticos han sido propuestos como parte de la maquinaria
molecular que conduce al rechazo del polen (Goldraij et al., 2006; Hua & Kao, 2006;
McClure, 2008). Actualmente se estan seleccionando los individuos de la poblacion NaM que
muestran una tendencia a la autofecundacion. El analisis de estos individuos, posiblemente
deficientes en alguno de los factores implicados en el rechazo de polen, contribuira a clarificar
una parte del complejo mecanismo molecular del sistema Sl basado en S-RNasas.

En conclusion, esta parte del trabajo de tesis contribuyo principalmente a: 1) Examinar
por primera vez el locus S de una poblacion natural de Nicotiana alata lo que permiti6
conocer con mayor profundidad la diversidad alélica de las S-RNasas. Mediante analisis
filogenético se confirmé que las S-RNasas de esta especie se distribuyen en un espectro
amplio de lineas transgenéricas. 2) Identificar dos nuevas ribonucleasas no funcionales en Al,
pero, al menos en el caso de NnSR1, con otras funciones vinculadas a la adaptacion de la
planta a situaciones de estrés.
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3.4.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento.

La poblacion natural de Nicotiana alata estudiada en esta tesis fue designada NaM
(Nicotiana alata de Misiones) y fue recolectada el 26 de noviembre de 2006 en la provincia
de Misiones, Argentina. Las plantas fueron localizadas en la costa del rio Parang, a unos 300
m de la confluencia los rios del Parana e Iguazi (25° 35 50°" S, 54° 35’ 34”" O). La poblacion
ocupaba un &area de aproximadamente 5.000 m? donde se encontraron unas 15 plantas
aisladas, establecidas en un suelo pedregoso con poca cobertura vegetal. Se recolectaron
semillas al azar en microtubos de 1,5 ml, se mezclaron y se almacenaron a 4°C hasta su uso.
Las semillas fueron germinadas y crecidas en un invernaculo a 28°C con un periodo de 16/8 h
de luz/oscuridad. Los individuos NaM-1 a NaM-8 fueron seleccionados al azar de las semillas
recolectadas. Los individuos Nam-9 y NaM-10 derivaron de un screening de la poblacion
NaM mediante ensayos de PCR con primers especificos para cada alelo, para seleccionar
plantas que no llevaran la secuencia S5 (designada NnSR2, con posterioridad a los estudios de
funcionalidad). Los individuos NaM-11 y NaM-12 derivaron de cruzamientos NaM-5 x NaM-
7 y NaM-2 x NaM-7, respectivamente. Los individuos NaM-t1 y NaM-t2 fueron utilizados
como plantas control, derivadas del cruzamiento de NaM-5 X Sci10Scio (esta Gltima planta fue
obtenida de la autofecundacion de NaM-7 lograda mediante la polinizacion de pistilos
inmaduros). Ninguna de las plantas produjo frutos por autofecundacién, con excepcion de
NaM-1 y NaM-8 que, ocasionalmente, produjeron pequefias capsulas.

Las semillas de N. longiflora, un miembro AC de la seccion Alatae (Goodspeed,
1954), fueron colectadas de una poblacion natural de Ciudad Universitaria, Cdrdoba,
Argentina (31° 26’ 18" S, 64° 11’ 23’” W). Las plantas de la poblacién de laboratorio de N.
alata de genotipos Sci10S10s Y Sci0Sa2 Y S10sSa2 fueron obtenidos mediante el cruce de lineas
homocigotas Sci0Scio, S1055105 ¥ Sa2Sa2 (Murfett et al., 1996; McClure et al., 1999). La planta
AC N. alata cv Breakthrough (BT) fue cedida por el Dr. Bruce McClure, University of
Missouri, EE.UU. Estas plantas fueron cultivadas en las mismas condiciones descriptas para
la poblacibn NaM. Por lo menos, dos individuos de cada especie o genotipo fueron
seleccionados para los experimentos de caracterizacion del genotipo S.
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3.4.2. Extraccion de acidos nucleicos.

Para los ensayos de PCR gendmica, el ADN fue purificado siguiendo el protocolo de
Dellaporta et al., (1983). Aproximadamente 150 mg de hoja de cada planta fueron molidas en
aire liquido hasta obtener un polvo fino. Se agregd un buffer de extraccion (100 mM Tris-CIH
pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 50 mM NaCl, 10 mM B-mercaptoetanol) y se mezclé por
inversién. Se adiciond 10% SDS y se incubd en bafio de agua a 65°C durante 20 min,
mezclando por inversion cada 5 min. Posteriormente se agregd solucion Il (5 M AcK/AcH
glacial/H,0O en relaciéon 60/11,5/28,5), se mezcld por inversion y se incubd durante 20 min en
hielo. La solucion fue centrifugada a maxima velocidad en frio para recuperar el
sobrenadante, se agregaron 2 volimenes de etanol frio y se dejo precipitando a -20°C durante
2 hs. Luego de una centrifugacion a maxima velocidad durante 10 min se descarto el
sobrenadante y el pellet fue lavado con etanol al 70%, secado y resuspendido en 50 pL de
agua estéril o buffer TE. En el ADN resuspendido se agregé RNasa A hasta 20 pg/mL y se
incubd en bafio de agua a 42°C durante 30 min. Posteriormente se agregd agua estéril hasta
500 pL y se realizaron una serie de lavados sucesivos con 1 volumen de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico en proporcion 25/24/1; fenol cloroformo 1/1 y
cloroformo, recuperando siempre la fase superior (acuosa). Para la precipitacién del ADN se
agreg0 solucion 11 hasta el 10% del volumen recuperado, 2 volimenes de etanol absoluto y
se incubd a -20°C durante 2 hs para precipitar el ADN. El pellet fue lavado con etanol 70%,
secado y resuspendido en agua estéril o buffer TE en un volumen final de 50 pL.
Ocasionalmente el ADN también fue purificado mediante el kit GenElute™ Plant Genomic
DNA Miniprep kit (Sigma, St Louis, MO), siguiendo las especificaciones del fabricante.

El ARN total se extrajo de estilos (incluyendo el estigma) de acuerdo a McClure et al.,
(1990). Seis estigma-estilos (de aproximadamente 20-25 mg cada uno) fueron colectados,
inmediatamente congelados en aire liquido y procesados en el momento o guardados a -80°C.
Los pistilos fueron macerados en mortero con aire liquido hasta alcanzar un polvo bien fino;
el tejido pulverizado se sumergié en aire liquido en un tubo Falcon de 15 mL e
inmediatamente luego de la evaporacion del aire liquido se agregé 1 mL de partes iguales de
buffer de extraccién (100 mM Tris-CIH pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 7 M Urea, 1% SDS, 1%
B-Mercaptoetanol) y fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25/24/1. Inmediatamente se mezclo
con vortex por 5 min para facilitar una extraccion masiva. El contenido fue volcado en un
microtubo de 1,5 mL y centrifugado por 5 min a maxima velocidad. La fase superior

recuperada fue lavada dos veces con un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico

FCQ-UNC 78



Objetivo 1: Materiales y métodos

25/24/1 y un volumen de cloroformo, agitando vigorosamente y centrifugando por 5 min a
maxima velocidad. Para precipitar los acidos nucleicos, la fase superior recuperada fue tratada
con 10 M acetato de amonio y se agreg6 un volumen de isopropanol bien frio, se mezclé por
inversion y se dejo precipitando a -20°C por 30 min 0 mé&s. Posteriormente se realiz6 una
centrifugacién en frio a maxima velocidad por 15 min, se descartd el sobrenadante y el pellet
fue secado con una corriente suave de nitrogeno gaseoso. El pellet fue resuspendido en 300
ML con agua DEPC en frio, se agreg6 un volumen de 8 M LiCl, se mezcl6 por inversion y se
dejé precipitando selectivamente el ARN a 4°C toda la noche. Posteriormente se centrifugoé a
méaxima velocidad por 15 min a 4°C, se descarto6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido
nuevamente en agua DEPC. Tras agregar 100 puL de 10 M acetato de amonio se llené el tubo
con etanol absoluto frio y se dejo precipitando a -20°C por 30 min o mas. Por Gltimo se
realizé una centrifugacion en frio para colectar el ARN, se descart6 el sobrenadante y se lavo
con 70% etanol bien frio. El pellet fue secado con nitr6geno gaseoso Yy resuspendido en 100
pL de agua DEPC.

El ADN y ARN fueron cuantificados mediante espectrofotometria y la calidad del
material se evalud cualitativamente mediante geles de agarosa al 0,8% tefiidos con bromuro
de etidio.

Para determinar los genotipos de la progenie en los ensayos de funcionalidad, se
extrajo ADN de pequefios trozos de hojas de plantulas mediante una homogeneizacién ligera
con un mortero de plastico en 0,2 mL de 0,2 M Tris-CIH pH 8 que contenia 0,25 M NaCl,
0,02 M EDTA, y 0,5% w/v SDS. Después de calentar a 65°C durante 5 min, el sobrenadante
fue precipitado sucesivamente con isopropanol y 70% etanol. El pellet final fue resuspendido
en agua estéril. Se utiliz6 0,4-2 uL del extracto de la hoja como templado en una reaccion de
PCR de 20 pL, como se indica mas abajo.

3.4.3. PCR, clonado y secuenciamiento de las potenciales S-RNasas. Analisis de la
expresion espacial y temporal de los transcriptos de S-RNasa.

Las S-RNasas de los estilos de la poblacion NaM fueron amplificadas utilizando pares
de primers degenerados basados en los dominios conservados C1-C5 y C2-C4 (Fig. 18;
loerger et al., 1991). Todas las secuencias de los primers degenerados y primers especificos
para cada alelo se detallan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Pares de primers, condiciones de PCR y tamafios de productos de amplificacion.

Par ag . . Temperatura Producto
Transcripto de ecuencia del primer de de
primers 5'—3 apareamiento (°C) RT-PCR (pb)
S-RNasas C1f  TGCAACTBGTBTTRMMAT
b(Fragmento C1-C5)  c5r RAAACATATRCCWAYCTC 47,4 ~500
S-RNasas Claf TGCAACTBGTBTTRMMATGGCCAA
(Fragmento C1-C5)  C5r ver arriba 44 ~500
S-RNasas Ccaf AACTTTACRATYCAYGRCTTTG
(Fragmento C2-C4) C4r  AACTTTACRATYCAYGRCTTTG 47,4 ~280
S-RNasas C1f ver arriba
(Fragmento C1-C4) Car ver arriba 47,4 ~350
S-RNasas C2f ver arriba
(Fragmento C2-C5) C5r ver arriba 474 ~420
Sern-RNasa Sc10f GACCTAACCACCGCAGAAAC
c1o So10r CATCGAGTCGAAACATATGCC 63 312
S,.RNasa S2f  TTACTGCGATCGCTCCAAACC
“ S2r  ACAACACGTGCCATGCTTT 62 157
Se.RNasa S6f  GGTAAAGAAGATGACTATAACAT
6 Ser  TTCATACAATCAGCTTTCTCTC 58,3 101
Se.RNasa S5f  TCCCCGTAAGTGCAAACAA
S S5r  GTCCAGCGAGAATCACCAATG 62,5 312
Son-RNasa S70f TTAAACCGCAGCCCAAA
70 S70r GATCGAAATATGCGTCCTGATTA 60 112
Soe-RNasa S75f GACTGCGAGTCTGATGACAAG
& S75r TTCCATGATTTCTCAGAGTTG 59,4 247
S107-RNasa S107f TTACGCCAAGCAGAAACAACTCC
107 S107r GCGCATGGCTAATCTAAAATA 60,5 106
o -RNasa S27f CAGGCTTATGGTTTGAA
27 So7r  TAGGAGCCTTATTATTAGTA 51 232
S, RNasa S210f TCAAGGACGACCAGAAATG
210 S210r TCGACGFCACTTGACCTTAG 62 304
S63.RN S63f GCCGATCTGATGCACAAGAA
hasa S63r ACGCAATTGAGGTTAGGATACG 65 244
Acti Actf  CCCTCCCACATGCTATTCT
cina Actr  AGAGCCTCCAATCCAGACA 54 ~520

2 Las secuencias de los pares de primers para S,. y Se.RNasas fueron tomados de Li et al., 2000.
P |os fragmentos C1-C5 fueron amplificados usando C1f o Claf como primer forward.
B)=G+T+C;(M)=A+C;(R) =A+G, (W)=A+T;(Y)=C+T.
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Figura 18. Disefios de oligonucleétidos basados en la estructura primaria de las S-RNasas. Los primers degenerados
fueron disefiados a partir de un alineamiento de las regiones conservadas (C) (flechas sélidas). Los primers especificos fueron
disefiados a partir de un alineamiento de las regiones hipervariables (HVa o HVb) (flechas punteadas).

Los ensayos de PCR gendmica fueron realizados en reacciones de 20 pL que
contenfan 0,4 unidades de GoTagq® Flexi DNA polimerasa (Promega, Madison WN),
GreenGoTaq Flexi buffer®, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, y 12,5 a 33 pg de ADN. Los
primers especificos y primers degenerados fueron utilizados entre 0,4 y 1,2 uM
respectivamente. Las reacciones se incubaron a 95°C durante 5 min, para continuar luego con
los ciclos de desnaturalizacion de 1 min a 94°C, apareamiento de 45 s a la temperatura
indicada en la Tabla 6, y extension de 1 min a 72°C. Estos tres ciclos fueron repetidos 40
veces, seguidos por un paso de extension final de 5 min a 72°C.

Para las amplificaciones mediante RT-PCR, se incubé 1 pg de ARN total y 5,5 uM
oligo (dT)1s durante 5 min a 70°C, se enfrié en agua con hielo durante 5 min, y se mezclé con
6 mM MgCly, 0,5 mM dNTPs, 1 pL de ImProm-11™ transcriptasa inversa e ImProm-11™
buffer (Promega, Madison WN) en un volumen final de 20 pL. La sintesis de la cadena
simple de ADNc se realizd durante 1 h a 42°C, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Para la amplificacion por PCR se utilizd como molde una alicuota de 2 pL de la
reaccion de sintesis de ADNCc, siguiendo el procedimiento indicado anteriormente para la PCR
gendmica. Los fragmentos amplificados fueron analizados en geles de agarosa, purificados y
clonados en vector pGEM-Teasy (Promega, Madison WN). Se analizaron veinte a treinta
plasmidos recombinantes por digestion con enzimas de restricciéon o por PCR con primers
especificos para cada alelo. Todos los tipos de plasmidos identificados fueron secuenciados
con los primers universales correspondientes a los promotores SP6 o T7 (Macrogen Inc, MD,
EE.UU.). Para cada tipo de clon identificado, ambas hebras de ADN de dos 0 mas plasmidos
fueron secuenciados.

Debido a la alta frecuencia que presentaron S63 y Ss durante el clonado, se emplearon
diversas estrategias para “eludir” la amplificacion de estas dos secuencias. Para eludir la
amplificacién de S63 se disefid un nuevo primer (Claf, ver Tabla 6) que tenia 6 bases
adicionales 5> GGCCAA 3’. La nueva combinacién Claf-C5r no amplificd a S63 en ensayos
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de PCR ni de RT-PCR, lo cual fue confirmado mediante PCR de colonias con primers
especificos para cada alelo y mediante ensayos de digestion con la enzima Hind Il que cliva
especificamente la secuencia S63. La misma estrategia no funcion6é en las plantas que
presentaban Ss 0 Scip porque ambas secuencias presentaban el extremo 5> GGCCAA 3’. Para
eludir la secuencia Ss se realiz6 un segundo screening en 20 individuos mas de la poblacion
NaM, donde se seleccionaron las plantas NaM-9 y NaM-10 que carecian de esta secuencia.
En el caso del alelo Scio, para identificar el otro alelo de S-RNasa en las plantas NaM-2 y
NaM-7, se realizaron los cruzamientos NaM-2 x NaM-7 y NaM-5 x NaM-7 y una seleccién
posterior de las plantas F1 que no tenian Scio, de esta forma se seleccionaron las plantas NaM-
11 y NaM-12.

Para el analisis de la expresion espacial y temporal de los transcriptos, el ARN total
fue aislado de diferentes tejidos (estigma/estilo, hojas, polen, sépalos y pétalos) y de los
estilos en diferentes etapas del desarrollo floral. Se evalué la linealidad de amplificacion de
los alelos por PCR mediante densitometria (Gel-Pro™ Analyzer 3.0). Se utilizd la actina
como control positivo de carga y como referencia para estimar la abundancia relativa de cada
transcripto. Los datos de las nuevas secuencias que se describen aqui, han sido depositados en
las bibliotecas de datos del GenBank con los nimeros de acceso GQ375150 (S70), GQ375151
(Ss), GQ375152 (S7s), GQ375153 (Sy7), GQ375154 (S107), GQ375155 (Sa10) Y GQ850520
(S63).

3.4.4. Ensayos de funcionalidad de las secuencias obtenidas.

La funcionalidad de las secuencias obtenidas fue establecida mediante cruzamientos
entre plantas que comparten un candidato a alelo S (cruzamiento semicompatible) y el
subsecuente andlisis de segregacion del genotipo S de la progenie por PCR en extractos de
ADN con primers especificos para cada alelo. Las flores fueron emasculadas 2 dias antes de
la floracion y polinizadas abundantemente 24 hs despues de la antesis. En los cruzamientos
semicompatibles, si los alelos ensayados son funcionales en el sistema de Al, se espera que
estén presente en el 50% de la progenie, debido a la exclusiva contribucion materna
(suponiendo viabilidad completa de las gametas e igual probabilidad de segregacion). Si los
alelos compartidos no son funcionales en la Al, su proporcion en la progenie seria mayor, lo
que reflejaria la contribucién paterna. Del mismo modo, se espera que todos los individuos de

la progenie de un cruzamiento semicompatible reciban el Unico alelo paterno compatible. Por
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ejemplo, en el cruzamiento hipotético YBC x JAB donde A, B y C son alelos S, si B es un
alelo de Al completamente funcional tanto en el polen como en el estilo, entonces el
cruzamiento sera semicompatible y el alelo A es la Gnica contribucion del polen a la progenie
(la F1 sera AB y AC). Con esta estrategia, los haplotipos funcionales y no funcionales fueron
identificados en muchas especies con el sistema de Al dependiente de S-RNasas (Hauck et
al., 2006; Igic et al., 2007; Tsukamoto et al., 2008).

3.4.5. Alineacion de proteinas y analisis filogenético.

El analisis filogenético fue llevado a cabo junto al bioguimico Rodrigo Quiroga,
especialista en Bioinformatica. Las secuencias de nucledtidos de los candidatos a S-RNasas
de la region comprendida entre los dominios conservados de C2-C5 (loerger et al., 1991)
fueron traducidas en secuencias de aminoacidos, alineadas con ClustalX (Thompson et al.,
1997), retraducidas a una alineacién de nucleétidos y ajustadas manualmente para asegurar
una alineacion adecuada de los sitios conservados de las S-RNasas de Solanaceas. El
porcentaje de identidad de aminoécidos en las secuencias alineadas se determiné utilizando
Megalign™ 5.00 (DNASTAR). Los arboles de secuencias S-RNasa fueron reconstruidos
usando los métodos de Inferencia Bayesiana (Bl) y Maxima Verosimilitud (ML) empleando
los programas MrBayes v3.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) y RaxML 7.04 (Stamatakis,
2006) respectivamente. Para la determinacion de la filogenia por inferencia bayesiana, cuatro
cadenas paralelas de Monte-Carlo Markov (MCMC) fueron corridas por 10 millones de
generaciones para buscar el espacio en el arbol, con una frecuencia de muestreo de 100
generaciones. Se utilizd el modelo de sustitucién de tiempo general reversible (GTR),
aproximando la tasa de variacion entre sitios mediante el uso de cuatro categorias gamma
discretas. Un &rbol consenso fue construido con el subprograma de MrBayes “SUMT”,
descartando el 25% inicial de los arboles que se generan en cada corrida como burn-in. El
estado estacionario fue sugerido por el promedio de desviaciones estandar de las frecuencias
por debajo de 0,01 después de 6,5 millones de generaciones y los valores de factor de
reduccién de escala (PSRF) para todos los parametros oscilando entre 1.000 y 1.003. La
filogenia ML fue calculada utilizando la aproximacion GTR+CAT (Stamatakis et al., 2008)
para modelar la variacion de la tasa de sitio, utilizando un arbol inicial de maxima parsimonia
para llevar a cabo 1.000 bootstrap rapidos y el modelo GTR con 4 categorias gamma discretas

para llevar a cabo una busqueda exhaustiva del arbol ML de mejor puntaje (un bootstrapping
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tradicional no paramétrico se llevo a cabo con resultados muy similares). La topologia del
arbol de ML con mejor puntuacion y el arbol consenso de Bl demostraron ser muy similares.
Las probabilidades posteriores para los clados del arbol consenso Bl fueron asignadas en el
arbol ML de mejor puntaje. Ademas de N. alata, se incluyeron cinco especies en el analisis
filogenético que representaban una distribucién amplia (Solanum chilense, Lycium parishii,
Petunia inflata) o restringida (Physalis longifolia, Witheringia solanacea) de los alelos S-
RNasa en los distintos linajes S (Richman & Kohn, 1999; Stone & Pierce, 2005; Kohn, 2008).
Para establecer el nimero de linajes transgenéricos (TG) que ocupaban las S-RNasas de N.
alata en el arbol filogenético, se definié a un linaje TG como el nodo mas reciente incluyendo
S-RNasas de mas de una especie (Savage & Miller, 2006). Se utilizd el alelo S3-RNasa de
Antirrhinum hispanicum como outgroup de un conjunto total de 154 secuencias individuales
para generar el arbol filogenético. En la Tabla 7 se detallan los nimeros de acceso de las
secuencias incluidas en el arbol.

También se realizd6 un arbol filogenético por Bl comparando las S-RNasas de
Solanéceas, Plantagindceas y Rosaceas con los relictos de S-RNasas (rS-RNasas), y las
ribonucleasas parecidas a S-RNasas (rpS-RNasas). El arbol fue generado como se ha
descripto anteriormente, a excepcién de la longitud de corrida para MCMC, que fue de 3
millones de generaciones. La ribonucleasa T2 de Aspergillus oryzae fue asignada como
outgroup.
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Tabla 7. Secuencias utilizadas para el analisis filogenético de las S-RNasas.

Secuencia Acceso Secuencia Acceso Secuencia Acceso Secuencia Acceso
Anthis_S1 AJ440730 Nicala-S210 GQ375155 Phylon_S26 AF281199 Solchi_S31 EF680091
Anthis_S2 X96465 Nicala-S63 GQB850520 Phylon_S27 AF281200 Solchi_S16 EF680092
Anthis_S3 AJ315593 Nicala_S6 U08s61 Phylon_S28 AF281201 Solchi_S9  EF680093
Anthis_S3 AJ315593 Nicala_Sa2 U45957 Phylon_S29 AY706473 Solchi_S4 EF680094
Anthis_S4 X96466 Nicala_Sc10 U45959 Phylon_S3 AF281182 Solchi_S32 EF680095
Anthis_S5 X96464 Nicala_S3 ue6427 Phylon_S30 AF374425 Solchi_S34 EF680096

Anthis_SL15  AJ440731 Nicala_S2 X03803 Phylon_S32 AF374426 Solchi_S19 EF680097

Anthis_SL28 AJ489249 Nicala_Ne U13256 Phylon_S33 AF374427 Solchi_S20 EF680098

Anthis_SL29 AJ315592 Petinf_S02 AY136628 Phylon_S34 AF374428 Solchi_S21 EF680099

Aratha_RNS1 uU05206 Petinf_S1 M67990 Phylon_S35 AF374429 Solchi_S30 EF680100

Aratha_RNS2 M98336 Petinf_S10 AF301171 Phylon_S36 AY706472 Solchi_S§22 EF680101

Aratha_RNS3 uo05207 Petinf_S11 AF301172 Phylon_S37 AF374420 Solchi_S17 EF680102

Aspory RNT2  X61086 Petinf_ S12  AF301173  Phylon_S4  AF281183 Solchi_S3  EF680103
Lycpar_S1 DQ367853 Petinf_S13 AF301174 Phylon_S5 AF374430 Solchi_S14 EF680105
Lycpar_S2 DQ367854 Petinf_S15 AF301175 Phylon_S6 AF281184 Solchi_S1 EF680106
Lycpar_S3 DQ367855 Petinf_S16 AF301176 Phylon_S7 AF281185 Solchi_S13  EF680107
Lycpar_S4 DQ367856 Petinf_S17 AF301177 Phylon_S8 AF281186 Solchi_S18 EF680108
Lycpar_S5 DQ367857 Petinf_S19 AF301178 Phylon_S9 AF281187 Solchi_S7 EF680109
Lycpar_S6 DQ367858 Petinf_S2 AY136628 Prudul_S10 AM231658 Solchi_S11 EF680110
Lycpar_S7 DQ367859 Petinf_S20 AF301179 Prudul_S2 AF510416 Solchi_S11 226581
Lycpar_S8 DQ367860 Petinf_S21 AF301180 Prudul_S25 EF690372 Solchi_S33 226582
Lycpar_S9 DQ367861 Petinf_S3 M67991 Prudul_S2b  EF690369 Witsol_S1 AY454099
Lycpar_ S10 DQ367862 Petinf S3L M67991 Prudul_S33 EF690375 Witsol _S2 AY454100
Lycpar_S11 DQ367863 Petinf_S6 AF301167 Prudul_S4 AF490506 Witsol_S4 AY454102
Lycpar_S12 DQ367864 Petinf_S7 AF301168  Prudul_S63 AY613919 Witsol_S5 AY454103
Lycpar_S13 AF105343 Petinf_S8 AF301169 Prudul_Sk AF267511 Witsol_S6 AY454104
Lycpar_S14 DQ367866 Petinf_S9 AF301170 Prudul_Sn DQ093825 Witsol_S7 AY454105
Lycpar_S15 DQ367867 Phylon_S1 AF281180 Prudul_Pd2  AF202030 Witsol_S8 AY454106
Lycpar_S17 DQ367868 Phylon _S10 AF374421 Solchi_S5 ABO72466 Witsol_S9 AY454107
Lycpar_S18 DQ367869 Phylon_S11 AF374422 Solchi_S28 AB072467  Witsol_S11 AY454109
Lycpar_S19 DQ367870 Phylon_S12 AF281188 Solchi_S70 AB072470  Witsol_S12 AY454110
Lycpar_S21 DQ367871 Phylon_S13 AF281189 Solchi_S71 AB072471 Witsol_S13  AY454111
Lycpar_S22 DQ367872 Phylon_S14 AF281190 Solchi_S72 AB072472  Witsol_S14 AY454112
Lycpar_S23 DQ367873 Phylon_S15 AF281191 Solchi_S15 EF680077 Witsol_S15 AY454113
Lycpar_S24 DQ367874 Phylon_S16 AF281192 Solchi_S26 EF680078  Witsol_S16  AY454114
Lycpar_S25 DQ367875 Phylon_S17 AF281193 Solchi_S27 EF680079 Witsol_S3 AY454115
Lycpar_S26 DQ367876 Phylon_S18 AF281194 Solchi_S24 EFG680081 Witsol_S18 AY454116

Lycpar_S24b EU074799 Phylon_S19 AF374423 Solchi_S12 EF680082 Witsol_S19 AY454117
Nicala_MS1 D63887 Phylon_S2 AF281181 Solchi_S29 EF680084 Witsol_S20 AY454118
Nicala_MS2 D63888 Phylon_S20 AF281195 Solchi_S8 EF680085 Witsol _S21 AY454119
Nicala-S70 GQ375150 Phylon_S21 AY706474 Solchi_S6 EF680086 Witsol_S22 AY454120
Nicala-S5 GQ375151 Phylon_S22 AF281196  Solchi_S23 EF680087 Witsol_S23  AY454121
Nicala-S75 GQ375152 Phylon_S23 AF281197 Solchi_S10 EF680088
Nicala-S27 GQ375153 Phylon_S24  AF374424 Solchi_S2 EFG680089
Nicala-S107 GQ375154 Phylon_S25 AF281198 Solchi_S25 EF680090

FCQ-UNC 85



4. OBJETIVO 2. Estudiar la dindmica del citoesqueleto de F-actina en polinizaciones

compatibles e incompatibles.
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El citoesqueleto de actina es un componente esencial de la maquinaria del crecimiento
polar en los tubos polinicos (Cheung & Wu, 2008). En estas células, los filamentos de actina
(F-actina) polimerizada exhiben una organizacion muy definida y particular, presentandose
dispuestos en paralelo al eje principal del tubo polinico. Estos haces de F-actina se extienden
desde la region subapical a lo largo del vastago citoplasmatico del tubo polinico. En la region
subapical, se encuentran fragmentos de F-actina mas cortos y dispuestos azarosamente
formando lo que se conoce como franja de actina, una red densa de actina ubicada
inmediatamente detras de la regidn apical (Geitmann et al., 2000; Vidali et al., 2001). En la
region apical propiamente dicha, la actina se presenta en filamentos finos e individuales
dificiles de observar, sobre todo por debajo del limite de la resolucion de las técnicas de
microscopia de fluorescencia (Staiger et al., 2010). Esta organizacion altamente estructurada
de F-actina no s6lo proporciona el sostén celular, sino que también es un escenario adecuado
para el movimiento de las vesiculas y de las organelas, incluyendo el transporte de las
vesiculas secretoras desde la region subapical hacia el apice. Este transporte resulta necesario
para sostener el crecimiento del tip celular (Staiger et al., 1994; Cai & Cresti, 2009). El
crecimiento polar también es propio de los pelos radicales de las plantas, las hifas de los
hongos y en las neuritas de los animales. Debido a la facilidad que tienen los tubos polinicos
de germinar y crecer facilmente en medios de cultivo, la mayoria de los estudios de la
organizacion y la dindmica de la F-actina fueron realizados en sistemas in vitro. Los escasos
estudios realizados in vivo, de tubos polinicos que crecen a través del estilo, confirmaron la
misma disposicion general de F-actina observada in vitro (Geitmann et al., 2000; Chen et al.,
2002).

Dentro de las Angiospermas, la Al ha evolucionado varias veces en forma de
diferentes mecanismos independientes (Kao & Tsukamoto, 2004). Diferentes familias de
plantas presentan una variedad de estrategias para detener la germinacion y el crecimiento del
polen incompatible. A nivel molecular, el mecanismo de Al mejor conocido es el de Papaver
rhoeas que ha sido exitosamente reproducido en un sistema in vitro. La adicion de
glicoproteinas S purificadas del estigma (Franklin-Tong et al., 1993) o proteinas
recombinantes S (Franklin-Tong et al., 1997) provocd la inhibicion del crecimiento in vitro
del tubo polinico incompatible, simulando de esta manera las condiciones del rechazo in vivo
(Franklin-Tong, 2008; Poulter et al., 2011). Estos trabajos pusieron de manifiesto el papel
crucial del citoesqueleto de F-actina en el rechazo del polen incompatible en el sistema de Al
de Papaver. Luego de agregar la proteina estigmética S recombinante al medio de cultivo de
polen, una afluencia masiva de Ca?* libre es disparado en el vastago citoplasmatico del tubo
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polinico incompatible, desencadenando una rapida y masiva depolimerizacion de los cables
de F-actina y la posterior formacion de actina polimerizada en forma puntiforme (Geitmann et
al., 2000; Snowman et al., 2002; Poulter et al., 2010). Esta simple depolimerizacion de F-
actina (inducida por la respuesta de Al) desencadena un proceso de muerte celular
programada (MCP) durante el rechazo del polen incompatible (Thomas et al., 2006; Bosch &
Franklin Tong, 2007; Wilkins et al., 2011). De esta manera, la F-actina actla tanto como
blanco y efector de la transduccion de sefiales del sistema de Al. Los cambios en la
organizacion de la F-actina y induccion de la MCP han sido reportados también en diversos
procesos biolégicos en células animales y en levaduras, (revisado recientemente por Franklin-
Tong & Gourlay, 2008; Smertenko & Franklin-Tong, 2011).

El papel de la F-actina ha sido considerablemente menos estudiado en el sistema de Al
dependiente de S-RNasas, mecanismo que comparten las familias de Solanaceas,
Plantaginaceas y Rosaceas (Hua et al., 2008; Chen et al., 2010; McClure et al., 2011). En
Pyrus pyrifolia, la germinacion in vitro y el crecimiento del tubo polinico fueron inhibidos de
manera selectiva por una S-RNasa incompatible afiadida al medio de cultivo (Hiratsuka et al.,
2001). Esta S-RNasa causO la disrupcion y la redistribucién de las especies reactivas de
oxigeno (ROS, Reactive oxygen species) localizadas en la region apical. La disrupcion de
ROS desencadeno la depolimerizacion del citoesqueleto de F-actina, pasando del patron de
cables al patrén de actina puntiforme (Liu et al., 2007; Wang et al., 2010). Estos cambios se
producen en paralelo junto con alteraciones en la membrana mitocondrial y la degradacion del
ADN nuclear (Wang et al., 2009). Estos resultados sugieren que en Rosaceas, los cambios de
la configuracion de F-actina también darian lugar a un proceso de MCP durante el rechazo del
polen incompatible (Wang & Zhang, 2011).

En Solanéceas, los cambios subcelulares producidos en el polen incompatible fueron
estudiados a nivel ultraestructural. En un estadio temprano de rechazo del polen en Solanum
peruvianum (sub nom. Lycopersicum peruvianum, de Nettancourt et al., 1973) y Brugmansia
suaveolens (Geitmann et al., 1995), las primeras manifestaciones reportadas fueron las
alteraciones morfoldgicas en el reticulo endoplasmatico rugoso, la agregacién de las vesiculas
citoplasmaticas en el apice y un aumento en la deposicion de calosa en la pared celular. En
experimentos de inmunocitoquimica se mostré que las S-RNasas estaban localizadas en
vacuolas (Goldraij et al., 2006; Meng et al., 2009), las cuales parecen colapsar selectivamente
después del rechazo. La ruptura de la integridad vacuolar produce la liberacién de las S-
RNasas al citoplasma de los tubos polinicos incompatibles, donde ejercerian su actividad

citotoxica. Aunque en Solanaceas se caracterizaron algunos eventos subcelulares en el tubo
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polinico rechazado, ningun estudio ha focalizado en las alteraciones de la F-actina y su
posible rol durante la respuesta de Al dependiente de S-RNasas. Ademas, con la excepcion de
un unico experimento en Papaver (Geitmann et al., 2000), los estudios de los cambios
configuracionales de la F-actina durante la reaccién de Al se han llevado a cabo casi

exclusivamente, en sistemas in vitro.

En esta tesis se estudiaron las alteraciones in vivo del citoesqueleto de F-actina de
tubos polinicos creciendo a través de estilos polinizados durante la reaccion de Al en
Nicotiana alata. A medida que los tubos polinicos incompatibles progresaban en el tejido de
transmision del estilo, aumentd gradualmente la fragmentacion de los cables de la F-actina en
segmentos mas cortos, alcanzando casi al 80% de los tubos polinicos, cuando el crecimiento
de los mismos se detuvo completamente. Sin embargo, en este punto, mas del 80% de los
tubos mantuvieron integro el sistema vacuolar. Este resultado indica que la desorganizacion
de la F-actina precede a la ruptura vacuolar durante el proceso de rechazo del polen
incompatible en Nicotiana. De esta manera, los tubos polinicos incompatibles presentaron una
desorganizacion secuencial y organizada de sus estructuras subcelulares, en lugar de una
degeneracion citoplasmica generalizada, como habia sido sugerido previamente (de
Nettancourt et al., 1973; Geitmann et al., 1995). En consecuencia, la liberacion de la S-RNasa
almacenada en vacuolas ocurre en una fase tardia del rechazo una vez que una importante
desorganizacion subcelular se haya producido en el polen incompatible. Los cambios
subcelulares ocurridos en el polen de Nicotiana alata durante la respuesta de Al in vivo se
discutiran respecto a los cambios subcelulares ocurridos en los tubos polinicos incompatibles

de Papaver y Pyrus durante la respuesta de Al in vitro.
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4.2.1. Crecimiento de los tubos polinicos en polinizaciones compatibles e incompatibles.

En primer lugar, resulté necesario conocer la velocidad de crecimiento de los tubos
polinicos dentro del pistilo en polinizaciones compatibles (Sci0Sci0 X S70) € incompatibles
(Sc10Sc10 X Scio). Esta velocidad puede variar ampliamente dentro de una misma especie, por
causas genéticas, fisiologicas o ambientales, entre otras (Mena-Ali & Stephenson, 2007 y
referencias de ese trabajo). Los tubos polinicos compatibles e incompatibles mostraron la
misma velocidad de crecimiento durante las primeras 12 hs pospolinizacion, cuando el apice
del tubo penetrd el estigma y unos 5 mm en el interior del estilo (etapa de polinizacién
temprana) (Fig. 19). El crecimiento del polen aument6 luego y se mantuvo en un nivel
constante en el cruzamiento compatible, donde los tubos polinicos alcanzaron el ovario dentro
de las 72 hs pospolinizacién. En las autopolinizaciones también hubo un crecimiento lineal
luego de las 12 hs iniciales, aunque a una velocidad notablemente mas lenta que en las
polinizaciones cruzadas. Al quinto dia pospolinizacion el crecimiento fue totalmente detenido,
localizandose el “frente” de los tubos polinicos ligeramente por debajo de la mitad del estilo.
Como los estilos tenian una longitud promedio de 69 mm, la velocidad de crecimiento
promedio fue de 1,0 mm.h™ para los tubos polinicos compatibles y de 0,4 mm.h™ para los
tubos polinicos incompatibles.
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Figura 19. Crecimiento de los tubos polinicos en polinizaciones compatible e incompatible. Pistilos Sc10Scio fueron
polinizados con polen compatible S, (circulos verdes) y polen incompatible Scig, (circulos rojos). La posicion del frente de
avance de los tubos polinicos fue determinada en muestras tefiidas con azul de anilina por microscopia de epifluorescencia, a
diferentes tiempos después de la polinizacion. Cada punto representa la media + el desvio estandar de tres o mas
experimentos independientes.
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4.2.2. Organizacion de la F-actina en polinizaciones compatibles e incompatibles.

Para analizar la integridad del citoesqueleto de F-actina, se control6 en primer lugar la
eficacia del método de fijacién para preservar la disposicion de los filamentos de actina de los
tubos polinicos crecidos in vivo. Las secciones fijadas de pistilos polinizados con polen
compatible fueron tratadas con faloidina Alexa 488 para marcar la F-actina. Los tubos
polinicos mostraron el patron tipico de marcacion de filamentos de actina paralelos al eje
longitudinal del tubo polinico, distinguidos en la zona subapical del vastago de la célula (Fig.
20A). Las regiones mas proximas al apice del tubo mostraron filamentos de actina mas cortos
dispuestos sin organizacion aparente, evidenciando la franja de actina, una zona de transicion
entre las regiones subapical y apical que usualmente posee fluorescencia mas intensa. En el
apice del tubo polinico, donde se sitla la zona de alargamiento, la marcacion de F-actina fue
mas débil y dispersa. Este patron de disposicion de F-actina fue similar a configuraciones
presentadas en trabajos anteriores, donde los tubos polinicos fueron marcados por diferentes
métodos (Geitmann et al., 2000; Wilsen et al., 2006; Cheung et al., 2008). Este resultado
confirma que el procedimiento de fijacion y marcacion fue el apropiado para preservar la

organizacion de la F-actina en los tubos polinicos crecidos in vivo.

Figura 20. Organizacién del citoesqueleto de F-actina de un tubo polinico en una polinizacion compatible. (A) Patron
de marcacion de la F-actina, mediante faloidina (proyeccion confocal). Se distinguen tres regiones caracteristicas, desde la
punta hacia el vastago: (i) El dpice con una marca de actina débil y fragmentos cortos, (ii) La franja de actina, mostrando una
brillante y densa malla de F-actina, (iii) El vastago celular que comprende la regién subapical y la regién distal, mostrando
los filamentos de actina orientados en paralelo al eje axial de la célula. (B) Campo brillante de la imagen que se muestra en
A. Barra, 10 pm.
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Una vez comprobada entonces la eficacia de la marcacion y tomando como referencia
las velocidades de crecimiento de los tubos polinicos (Fig. 19), los pistilos Sci0Scio
polinizados de manera compatible (polen S7g) o incompatible (polen Scio) fueron colectados a
distintos tiempos pospolinizacion. Las secciones fueron tratadas con faloidina Alexa 488
(verde) para marcar la F-actina y con un anticuerpo anti calosa, para demarcar la pared celular
del tubo polinico (rojo). Con esta estrategia se podria distinguir con claridad la marca de F-
actina del polen y de las células del tejido de transmisién. La figura 21 muestra imagenes
representativas de los tubos polinicos compatibles e incompatibles localizados en la misma
posicion en el estilo. Coincidentemente con las similares velocidades de crecimiento (Fig. 19),
luego de transitar una distancia de 5 mm en 12 horas, los tubos polinicos compatibles e
incompatibles mostraron el mismo patrdn de organizacion de F-actina (Fig. 21A y 21B). En
contraste, una diferencia notable fue observada luego de que los tubos polinicos recorrieran
una distancia de 50 mm. Dos dias después de la polinizacion los tubos polinicos compatibles
se localizaban cerca del ovario y mostraron la organizacion de la F-actina similar a la etapa
temprana de polinizacion de 12 hs (Fig. 21C). Por el contrario, 5 dias después de la
autopolinizacion, cuando el crecimiento de los tubos polinicos incompatibles estaba
totalmente detenido (Fig. 19), los filamentos de F-actina estaban fragmentados en segmentos
cortos de distintos tamafios, extendidos a lo largo de toda la region subapical del tubo polinico
incompatible (Fig. 21D). Las dos configuraciones de F-actina descriptas fueron cuantificadas
a distintos tiempos pospolinizacion (Fig. 21E). En ambos tipos de polinizaciones, el 30% de
los tubos polinicos exhibieron la F-actina desorganizada 12 horas después de la polinizacion.
Mientras que en las polinizaciones compatibles este porcentaje se mantuvo constante durante
toda la trayectoria de los tubos polinicos hacia el ovario, hubo un incremento progresivo del
namero de tubos polinicos incompatibles con la F-actina desorganizada, llegando a un 70% en
el momento del arresto del crecimiento de los tubos polinicos (5 dias después de la
polinizacion) y casi a un 80%, 8 dias después de la polinizacion. El patron de la
desorganizacion de la F-actina del polen incompatible mostrado en la figura 21D fue
predominante en todos los tiempos posteriores a las 12 horas de polinizacion.

Los experimentos de marcacién de F-actina también mostraron un patron de tipo
puntiforme (Fig. 22A), una de las alteraciones caracteristicas de la F-actina observadas en
tubos polinicos incompatibles cultivados in vitro en Papaver y en Pyrus (Poulter et al., 2010;
Wang et al., 2010). Sin embargo, este patrén fue observado solo ocasionalmente. Después de
8 dias de polinizacion, la actina puntiforme constituyé menos del 13% de los tubos polinicos
incompatibles con la F-actina alterada (Fig. 22B).
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Figura 21. Cambios en el citoesqueleto de F-actina de tubos polinicos durante la respuesta de Al. Colocalizacion de F-
actina (verde) y calosa (rojo) en pistilos (Sc10Sc10) polinizados de manera compatible (polen S;o) e incompatible (polen Scyg).
(A-D) Imagen de la proyeccion confocal de los tubos polinicos marcados con faloidina superpuesta con la seccion 6ptica
media de la serie marcada con calosa (panel superior). Los respectivos campos brillantes se muestran en el panel inferior. Las
distancias desde el estigma y los tiempos posteriores a la polinizacion estan indicados debajo de las imagenes. Barra, 10 pum.
(E) Cuantificacion de la morfologia de la F-actina de los tubos polinicos compatibles e incompatibles. Blanco, F-actina
organizada en cables; gris, actina desorganizada. Al menos setenta y cinco tubos polinicos fueron examinados en cada
experimento. Los valores de las barras son la media + el desvio estandar para dos 0 mas experimentos independientes.
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Figura 22. Patrén de F-actina puntiforme en tubos polinicos incompatibles. Seccion de un estilo (Sc10Sc10) polinizado
con polen incompatible (Sci0), colectado 8 dias después de la polinizacidon y marcado con faloidina Alexa 488. (A) Seccién
Optica media mostrando la acumulacion de actina en la region cortical del tubo polinico (panel superior); proyeccion
completa (14 secciones opticas) (panel central); campo brillante (panel inferior). Barra, 10 um. (B) Cuantificacion del patron
de las alteraciones de F-actina. Blanco, F-actina organizada en filamentos; gris oscuro, actina desorganizada; gris claro,
actina puntiforme. Setenta y cinco tubos polinicos fueron examinados en cada experimento. Los valores son la media * el
desvio estandar de dos 0 mas experimentos independientes.

4.2.3. La interrupcion de los cables de F-actina y la desorganizacion del compartimento

vacuolar.

La progresion de los cambios subcelulares llevados a cabo durante el rechazo del
polen incompatible en sistemas de Al dependiente de S-RNasas es conocida solo
parcialmente. A partir de los primeros trabajos sobre las alteraciones subcelulares mas
notables tales como el exceso de deposicion de calosa, la disposicién del reticulo
endoplasmatico en circulos concéntricos, y la acumulacién de vesiculas en el apice, se ha
propuesto que durante el rechazo del polen incompatible se produce una degeneracion
generalizada del citoplasma del tubo polinico, sin establecer una progresion especifica para
estos cambios (Geitmann, 1999; de Graaf et al., 2006). Por otro lado, el hallazgo de la
desorganizacion de los compartimentos vacuolares, donde las S-RNasas estan confinadas
(Goldraij et al., 2006; Meng et al., 2009), ha sido descripto como un evento relativamente
tardio del rechazo del polen incompatible de Nicotiana alata (Goldraij et al., 2006).

A partir de estos antecedentes, se evalud si en el sistema de Al dependiente de S-
RNasas hay una desorganizacién masiva y simultanea de los filamentos de F-actina y el
sistema vacuolar, o bien, si la desorganizacién de estas estructuras subcelulares se lleva a

cabo de una manera progresiva y secuencial. Para ello, se realizaron experimentos de
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colocalizacién del citoesqueleto de F-actina y del sistema de membranas vacuolar de los tubos
polinicos incompatibles. Un anticuerpo contra la pirofosfatasa vacuolar (vPPasa) fue utilizado
para visualizar el tonoplasto de los compartimentos vacuolares del tubo polinico. En la zona
subapical, los compartimentos vacuolares fueron definidos de una manera clara mostrando

una gran diversidad en tamafio y morfologia (Hicks et al., 2004) (Fig. 23).

A

Figura 23. Diversidad en el tamafio y la morfologia de las vacuolas de tubos polinicos. Secciones de pistilos (Sc10Sc10)
polinizados con polen compatible (S) colectados 2 dias después de la polinizacion y marcados con anticuerpos anti calosa
(verde) y anti vPPasa (rojo). (A), (B), y (C) muestran diferentes patrones de marcacion de vacuolas en la region subapical de
los tubos polinicos. Los correspondientes campos brillantes son mostrados debajo de las imagenes de fluorescencia. Barra, 10

pm.
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Los experimentos de marcacion de F-actina y compartimentos vacuolares en diferentes
dias pospolinizacion mostraron tres patrones representativos (Fig. 24). En una etapa de
polinizacion temprana, 1 dia después de la polinizacion, los tubos polinicos incompatibles
mostraron los filamentos de actina y los compartimentos vacuolares bien organizados (Fig.
24A). Después de 3 dias de polinizacion, la mayoria de los tubos polinicos incompatibles
perdieron los cables de actina, presentando fragmentos mucho mas pequefios, mientras que la
integridad del sistema vacuolar se mantuvo sin cambios (Fig. 24B). Luego de transcurridos 8
dias de polinizacion, la pérdida de la integridad de la F-actina en los tubos polinicos fue
similar al observado a los 3 dias pospolinizacion. Aunque la mayoria de los tubos polinicos
mantuvieron las vacuolas organizadas, hubo un incremento en la frecuencia de tubos con el
sistema vacuolar desorganizado en los cuales se detectd baja o nula sefial de vPPasa (Fig.
24C). Las vacuolas de las células del tejido de transmision aparecian marcadas normalmente
en cualquier etapa, constituyendo un control interno de la técnica de marcacion. A partir de
estos tres patrones bien caracterizados, se realizd una cuantificacién simultanea de la
organizacion de F-actina y de la integridad del compartimento vacuolar en tubos polinicos
incompatibles (Fig. 24D). Entre 1 a 3 dias después de la polinizacion, los tubos polinicos con
F-actina desorganizada aumentaron de un 48% a 67%, aunque menos del 8% de los tubos que
presentaron los filamentos desorganizados, mostraron la pérdida de integridad de la
membrana vacuolar. Después de 8 dias de polinizacion, cerca del 40% de los tubos polinicos
mostraron ruptura vacuolar, pero mas del 84% mostraron la F-actina desorganizada. En
ningln caso se encontraron tubos polinicos con la F-actina organizada y los compartimentos
vacuolares perturbados. Estos resultados indican que durante el proceso de rechazo del polen
incompatible en Nicotiana alata la desorganizacion de la F-actina se produce con anterioridad

a la disrupcion vacuolar.
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Figura 24. La desorganizacion del citoesqueleto de F-actina precede a la disrupcién de las vacuolas en tubos polinicos
incompatibles durante la respuesta de Al in vivo. Colocalizacion de F-actina (verde) y vPPasa (rojo) en pistilos (Sc10Scio)
polinizados con polen incompatible (Scyo). Las imagenes son representativas de los tres patrones observados: (A) Filamentos
de actina y sistema de membranas vacuolares organizado. (B) Actina desorganizada y sistema de membranas vacuolares
organizado. (C) Actina y sistema de membranas vacuolares desorganizados. La imagen muestra la colocalizacién de las
secciones Opticas medias (panel superior), proyeccion de F-actina marcada con faloidina (panel central) y los campos
brillantes correspondientes (panel inferior). Los dias posteriores a la polinizacidn se indican debajo de las imagenes. Barra,
10 pm. (D) Cuantificacion de la morfologia de la F-actina y el sistema de membranas vacuolares. Blanco, F-actina y vacuolas
integras; gris oscuro, actina desorganizada y vacuolas integras; gris claro, actina y vacuolas desorganizadas. Setenta y cinco
tubos polinicos fueron examinados en cada experimento. Los valores son la media * el desvio estandar para dos o mas
experimentos independientes.
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En esta parte de la tesis se estudiaron los cambios subcelulares que se producen en los
tubos polinicos de N. alata luego de polinizaciones compatibles e incompatibles. Los estudios
se focalizaron en la organizacion del citoesqueleto de F-actina y la integridad del sistema de
membranas vacuolares. Se analiz6 la secuencia temporal de las alteraciones en los tubos
polinicos incompatibles y se establecid que la desorganizacion de la F-actina sigue una
secuencia temporal progresiva que precede a la disrupcién de la membrana vacuolar. Esta
altima tiene lugar después de haberse inhibido completamente el crecimiento del tubo
polinico rechazado.

4.3.1. El rol del citoesqueleto de F-actina en el crecimiento polar.

La dinamica del citoesqueleto de F-actina es uno de los fendmenos mas notables del
crecimiento polar en células como el tubo polinico, los pelos radicales de las plantas, las hifas
de los hongos y las neuritas de los animales (Cheung & Wu, 2008). Los filamentos de actina
proporcionan un andamiaje adecuado para el movimiento de vesiculas y de organelas a lo
largo de todo el citoplasma del tubo polinico. En la regién subapical, los filamentos de actina
se presentan como filamentos finos y cortos, formando la “franja de actina” presumiblemente
implicada en el transporte de vesiculas hacia el apice. La regidn apical no esta desprovista de
actina, pero contiene menos filamentos y estan dispuestos de una forma mas azarosa, siendo
dificiles de detectar en el microscopio éptico. Los pocos filamentos cortos de actina en el tip
podrian desempefiar un papel importante en procesos de exocitosis-endocitosis, coordinando
el transporte de vesiculas secretorias y la fusion de las mismas en la membrana plasmatica
cerca del pice del tubo polinico (Staiger et al., 2010).

La interrupcion de la organizacion del citoesqueleto de F-actina provoca una severa
reduccidn o inhibicién del crecimiento del tubo polinico (Gibbon et al., 1999). Considerando
que el citoesqueleto de F-actina juega un rol importante en el crecimiento polar, se han
realizado numerosos estudios sobre la integridad de la F-actina de los tubos polinicos durante
la respuesta de Al, proceso por el cual se inhibe el crecimiento del polen incompatible. Sin
embargo, todos estos estudios fueron llevados a cabo principalmente en Papaver, una especie
que tiene un sistema de Al diferente al de Solanaceas (Geitmann et al., 2000; Snowman et al.,
2002; Poulter et al., 2011) y Pyrus, una especie con Al dependiente de S-RNasas (Liu et al.,
2007; Wang et al., 2010) pero con algunas diferencias importantes respecto al sistema de Al
de Solanaceas (McClure, 2006). Ademas, la mayoria de los estudios de la dindmica de F-
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actina fueron realizados en polen cultivado in vitro. A excepcidn de un Unico reporte aislado
realizado en Papaver (Geitmann et al.,, 2000), los ensayos presentados en esta tesis
comprenden el primer estudio sobre las alteraciones del citoesqueleto de F-actina durante el
rechazo del polen incompatible in vivo, y también el primero para el sistema de Al
dependiente de S-RNasas de Solanaceas.

Como una caracteristica general dentro de Solanaceas, el arresto del crecimiento del
tubo polinico sucede en el tercio superior del estilo (Rea & Nasrallah, 2008), aunque existen
reportes de poblaciones en Nicotiana con variantes en rapidez de la respuesta de Al (Pandey,
1979). Mediante experimentos de injertos de estilos compatibles en estilos incompatibles,
Lush y Clarke (1997) mostraron que el tubo polinico puede también detenerse en la parte
inferior del estilo. Lo mismo sucedid en las polinizaciones incompatibles en la poblacién
NaM, donde el arresto del crecimiento del tubo polinico ocurri6 apenas abajo de la mitad del
estilo (Fig. 19). El prolongado crecimiento que tuvieron los tubos polinicos incompatibles se
produjo, probablemente, porque los individuos pertenecen a una poblacion natural, donde la
intensidad de la respuesta de Al es muy variable (Good-Avila et al., 2008; Roldan et al.,
2010).

Para evaluar la integridad del citoesqueleto de F-actina del polen durante la reaccion
de Al, se utilizé faloidina conjugada al fluorescente Alexa 488 para visualizar la F-actina en
pistilos polinizados. Las muestras fueron previamente fijadas en condiciones que permitieron
resguardar la configuracién de los filamentos de actina (Doris & Steer, 1996) (Fig. 20). En
estas condiciones, los tubos polinicos exhibieron el mismo el patron de F-actina que los tubos
polinicos cultivados in vitro, marcados con faloidina o con anticuerpos (Wilsen et al., 2006) o
marcados con varias proteinas de union a actina fusionadas a GFP (green fluorescent protein)
(Cheung et al., 2008). Las imagenes obtenidas también fueron similares a la de reportes
previos en lirio (Jauh & Lord, 1995), tabaco (Chen et al., 2002) y amapola (Geitmann et al.,
2000). La coincidencia de marcacion de la F-actina visualizada mediante diferentes técnicas y
las imagenes mostradas en este trabajo, confirmaron que el procedimiento de fijacion
utilizado en pistilos polinizados de Nicotiana fue el apropiado para preservar la organizacion
de la F-actina de los tubos polinicos.

El citoesqueleto de actina también juega un papel importante en otros organismos con
crecimiento polar. Por ejemplo, en las hifas del oomycete Phytophthora infestans el
tratamiento con el farmaco LatB causo diferentes tipos de defectos en el apice, que van desde
pequefias y grandes hinchazones, ramificaciones de las hifas y hasta aumento en el didmetro
de los tubos (Ketelaar et al., 2012). En todas estas alteraciones morfoldgicas, la actina
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presentd el mismo patron puntiforme observada en Pyrus y Papaver. La alteracion de la
disposicién de F-actina no solamente inhibié el crecimiento polar, también afect6 la posicion
de organelas como los nicleos que se relocalizaron en el apice celular (Ketelaar et al., 2012).

4.3.2. La integridad del citoesqueleto de F-actina y del sistema de membranas vacuolares
en polinizaciones compatibles e incompatibles.

La desorganizacion de la F-actina del tubo polinico incompatible fue gradual y
progresiva (Fig. 19 y Fig. 21), lo cual fue consistente con el rechazo tipicamente lento en este
mecanismo de Al. La interrupcién de la configuracion normal de los cables de F-actina
probablemente impidié el trafico apropiado de las vesiculas y el transporte de organelas al
apice de la célula, causando asi la detencion del crecimiento del tubo polinico (Gibbon et al.,
1999; Chen et al., 2007; Zhang et al., 2010). La alteracién de la F-actina no es un fendmeno
suficiente para matar a las células (Snowman et al., 2002), pero puede actuar como efector de
cascadas de sefializacion (Staiger, 2000; Thomas et al., 2006). En Nicotiana, la
desorganizacion de la F-actina de los tubos polinicos incompatibles podria ser una
manifestacién temprana a nivel celular de un proceso mas complejo que conduce al rechazo
del polen incompatible, como ocurre en Papaver (Franklin-Tong, 2008; Goldraij et al., 2012).
Para establecer si hay una secuencia de eventos organizados durante el rechazo del polen
incompatible, las estructuras de actina fueron colocalizadas con vPPasa, una proteina
especifica del tonoplasto de las vacuolas. La disrupcion vacuolar fue caracterizada como un
evento tardio en la reaccion de Al en Nicotiana. Este fendmeno es especialmente relevante, ya
que las vacuolas demarcadas por vPPasa son las mismas que mantienen compartamentalizada
la S-RNasa (Goldraij et al., 2006), el agente citotdxico responsable, en Gltima instancia, del
rechazo del polen incompatible en el sistema de Al dependiente de S-RNasas (McClure et al.,
1990; Murfett et al., 1994; Huang et al., 1994). La visualizacion simultanea del citoesqueleto
de F-actina y de las membranas vacuolares permitié establecer una secuencia de eventos
celulares que se manifiestan durante el rechazo del polen incompatible (Fig. 24). Después de
los 6 dias posteriores a una polinizacion incompatible, cuando el crecimiento de los tubos
polinicos estaba totalmente inhibido, alrededor del 80% de los tubos polinicos mostraron la F-
actina fragmentada, mientras que las vacuolas se mantuvieron basicamente intactas. Por lo

tanto, en Nicotiana alata, la pérdida de la integridad del sistema de membranas vacuolares se
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produce después de una extensiva desorganizacion de la F-actina, durante el rechazo del polen
incompatible.

Los estudios a nivel de ultraestructura celular en el sistema de Al dependiente de S-
RNasas revelaron que no se pueden distinguir cambios entre los tubos polinicos compatibles e
incompatibles en las etapas tempranas de polinizacion. Los primeros cambios morfologicos
en el polen incompatible de Brugamansia y Solanum (sub nom. Lycopersicum), fueron
visualizados entre 4 y 8 hs después de la polinizacion. Estos cambios consistian en la
disposicion del reticulo endoplasmético en estructuras concéntricas, la acumulacion de
vesiculas en el &pice del tubo y el engrosamiento de la pared celular por una mayor
deposicion de calosa (de Nettancourt et al., 1973; Geitmann et al., 1995) que precedian a una
degeneracion citoplasmatica generalizada (Geitmann, 1999). En base a estos cambios
morfoldgicos y a la relativa lentitud del rechazo del tubo polinico, se ha sugerido que el polen
incompatible sufre un proceso necrdtico durante la respuesta de Al (Geitmann, 1999;
Geitmann et al., 2004; De Graaf et al., 2006). Por otra parte, los fendmenos de
desorganizacion de la F-actina y la pérdida de integridad del tonoplasto de las vacuolas han
sido descriptos como alteraciones tipicas de muchos procesos de MCP en células vegetales,
inclusive en el sistema de Al (Thomas et al., 2006; Smertenko & Franklin-Tong, 2011; Hara-
Nishimura & Hatsugai, 2011). La depolimerizacién de la F-actina desencadend un proceso de
MCP durante el rechazo del polen incompatible de Papaver (Thomas et al., 2006) a través de
una cascada de sefiales bien caracterizada (Franklin-Tong, 2008) que lleva a la activacion de
caspasas, la fragmentacién del ADN vy la acidificacion pronunciada del citosol (Jordan et al.,
1999; Bosch & Franklin-Tong, 2007). Esto sugiere que en Papaver, las alteraciones del
citoesqueleto de F-actina iniciarian una cascada de sefiales que produce, a nivel subcelular, la
ruptura del tonoplasto de las vacuolas liticas del tubo polinico. Algo semejante ocurre en el
sistema de Pyrus, donde el polen es rechazado por la accion de S-RNasas. En Pyrus, la
depolimerizacion de la F-actina ocurrié 30 minutos después de agregar S-RNasa incompatible
a tubos polinicos cultivados in vitro (Liu et al., 2007; Wang et al., 2010). También se
pusieron de manifiesto otras respuestas como la alteracion de los niveles de ROS localizados
en el apice, la alteracion de la permeabilidad de la mitocondria y la degradacion del ADN
(Wang et al., 2009; Wang et al., 2010). Dado que todos estos cambios se produjeron antes del
arresto del crecimiento del tubo polinico incompatible, los autores sugirieren que los mismos
serian la causa y no la consecuencia de la inhibicién del polen (Liu et al., 2007; Wang &
Zhang, 2011). Basandose en estos resultados se propuso la existencia de una cascada de
sefales que desencadena la MCP en el polen incompatible de Pyrus. Este modelo propone que
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la degradacion del ARN debido a la actividad citotoxica de la S-RNasa, podria ser sélo el
comienzo de la respuesta de Al (Wang & Zhang, 2011). Por el contrario, los resultados
obtenidos en este trabajo en experimentos in vivo, demuestran que la inhibicion del
crecimiento del tubo polinico y la desorganizacion de la F-actina son eventos que ocurren en
paralelo y que preceden a la ruptura vacuolar. Dado que las S-RNasas estén
compartamentalizadas en las vacuolas del tubo polinico (Goldraij et al., 2006; Meng et al.,
2009), los resultados in vivo sugieren que la degradacion masiva del ARN del polen seria un
evento tardio que se produce después de que se haya llevado a cabo profundos cambios
subcelulares en los tubos polinicos rechazados. Es posible que la liberacion masiva de S-
RNasa sea un evento necesario para garantizar la irreversibilidad del proceso de rechazo. Aln
asi, no se puede descartar la existencia de un pool diferente de S-RNasas que puedan ejercer
alguna accidn citotoxica en una etapa temprana del rechazo. Por otro lado, se ha especulado
recientemente sobre posibles diferencias en el mecanismo de rechazo entre los experimentos
realizados in vivo e in vitro (Zhang et al., 2009; Chen et al., 2010). En cualquier caso, la
naturaleza del rechazo del polen incompatible es bastante compleja, siendo todavia un tema
crucial de debate el papel exacto de las S-RNasas (Zhang et al., 2009).

4.3.3. El posible rol del citoesqueleto de F-actina y la citotoxicidad de las S-RNasas.

Los primeros experimentos de injertos de pistilos polinizados con polen incompatible
sobre pistilos compatibles (Lush & Clarke, 1997) mostraron que la inhibicion del crecimiento
de algunos tubos polinicos fue revertido, sugiriendo que el efecto citotoxico de las S-RNasas
no era permanente y que su funcion podria no estar relacionada exclusivamente con la
degradacion del ARN. De estos experimentos surge la idea de que las S-RNasas podrian tener
funciones adicionales a las ya conocidas (ver pagina 33) durante el rechazo. Varias
ribonucleasas del tipo T2 poseen funciones muy diversas, algunas de las cuales son
independientes de la actividad nucleasa, sugiriendo que estas proteinas tienen funciones
adicionales a la degradacion de ARN (Luhtala & Parker, 2010). Thompson y Parker (2009),
demostraron que el ARNt y el ARNr de levadura fueron clivados, durante la induccion de
estrés oxidativo, por la liberacion de la ribonucleasa Rnylp desde la vacuola, hacia el citosol.
A su vez, esta proteina modula la supervivencia celular durante el estrés oxidativo, efecto que
es independiente de su actividad catalitica y que ha sido demostrado mediante cepas mutantes

que contenian la ribonucleasa rnyl-pci cataliticamente inactiva. La sobreexpresion de rnyl-
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pci no mostrd actividad catalitica, pero si redujo la viabilidad celular en respuesta al estrés
oxidativo. Estos resultados demuestran que la liberacién de Rnylp de la vacuola promueve la
degradacion del ARN y activa downstream la sefializacion que lleva a la MCP de manera
independiente (Thompson & Parker, 2009). La proteina ACTIBIND (una RNasa T2
extracelular del hongo Aspergillus niger) ejerce su actividad citotoxica uniéndose a la F-
actina y alterando, de esta manera, la red de actina en lineas celulares de cancer de colon (HT-
29, Caco-2 y RSB), de mama (ZR-75-1) y de ovario (2780), convirtiéndose en un efectivo
factor que inhibe la carcinogénesis y la angiogénesis (Roiz et al., 2006). Es posible que las S-
RNasas también posean funciones adicionales al reconocimiento y la degradacion del ARN
del polen incompatible, tal como sugieren Wang y Zhang (2011) que vinculan a la S-RNasa
con el inicio de una cascada de sefiales que desencadena la MCP.

Es importante mencionar que los resultados presentados en este trabajo se ajustan bien
a los dos modelos que actualmente explican el rechazo del polen en el sistema de Al
dependiente de S-RNasas. Los modelos de la degradacion de la S-RNasa (Hua et al., 2008) y
la compartamentalizacion de la S-RNasa (Goldraij et al., 2006) pueden ser conciliados,
considerando que ambos asumen que el reconocimiento y la citotoxicidad son llevados a cabo
en el citoplasma del tubo polinico, donde se localiza SLF, el factor de reconocimiento del
polen (Wang & Xue, 2005; Meng et al., 2010). Una fraccion menor de S-RNasas podrian
tener acceso al citoplasma del tubo polinico por transporte retrogrado y llevar a cabo el
reconocimiento del polen mediante la interaccién S-RNasa-SLF (Goldraij et al., 2006). En las
polinizaciones incompatibles, las mismas S-RNasas y/o algun otro factor ain desconocido
podrian iniciar un efecto citotoxico que altere la organizacion del citoesqueleto de F-actina
(Wang & Zhang, 2011). Esto a su vez, podria desencadenar una cascada de sefiales, que
afectaria posteriormente la integridad de la membrana de la vacuola y, de esta manera,
producir la liberacién del pool mayor de S-RNasas de los compartimentos dando lugar a la
etapa final del rechazo. Por el contrario, en las polinizaciones compatibles, la degradacion de
las S-RNasas ubiquitinadas mediante la maquinaria del proteosoma 26S (Hua et al., 2008)
preservaria la integridad de la F-actina y de los compartimentos vacuolares, permitiendo el
crecimiento normal del tubo polinico hacia el ovario. En Solanaceas, se espera que los
factores no especificos del locus S también contribuyan a la regulacion tanto del escenario
compatible como incompatible, aunque sigue siendo desconocida la funcion exacta de los
mismos (Cruz-Garcia et al., 2005; Hancock et al., 2005).
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En conclusion, durante la respuesta de Al en Nicotiana alata se observaron cambios
subcelulares notables en los tubos polinicos incompatibles, los cuales ocurrieron de manera
secuencial y ordenada en el tiempo. Los filamentos de actina fueron gradualmente
desorganizados en paralelo con la reduccion de la velocidad de crecimiento del tubo polinico.
El colapso de las vacuolas se produjo posteriormente, solo después de una extensiva
desorganizacion de la F-actina. Los resultados indicaron que durante el rechazo del polen
incompatible hubo una serie de alteraciones ordenada de las estructuras celulares en vez de
una degeneracion celular masiva como se especulaba previamente (Geitmann et al., 2004). La
actividad catalitica de las S-RNasas, que ha demostrado ser esencial para la respuesta de Al
(Huang et al., 1994), se manifestaria en una etapa tardia del rechazo del polen, después del

desmantelamiento de las principales estructuras subcelulares.
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4.4.1. Material vegetal, condiciones de crecimiento y cruzamientos.

Los individuos NaM-5 (S70S75) Y NaM-7 (Sc10S107) de la poblacion natural descripta
anteriormente (Roldan et al., 2010) fueron autopolinizados en etapas inmaduras del desarrollo
floral, cuando la maquinaria de Al ain no estd completamente expresada. De esta manera se
pueden obtener individuos homocigotas en el locus S. A partir de un screening realizado en la
generacion F2, se seleccionaron individuos con genotipos homocigota Sc10Scio Y S70S70 que se
utilizaron para los estudios de microscopia de fluorescencia de esta tesis. Las plantas fueron
cultivadas en un invernaculo a 28°C con un periodo de 16/8 hs de luz/oscuridad.

Las flores de genotipo Sci0Scio fueron emasculadas 2 dias antes de la antesis floral y
polinizadas un dia después de la apertura de los pétalos con polen de genotipo S70S7o

(compatible) 0 Sc10Sci0 (incompatible).

4.4.2. Tincion del frente de avance de los tubos polinicos mediante la técnica de style
squash.

Para determinar la posicién del frente de avance de los tubos polinicos en el estilo, se
tifd la pared celular de los mismos mediante la técnica de style squash de Kho & Baer
(1968), con algunas modificaciones. Las flores fueron emasculadas 2 dias previos a la antesis
y polinizadas en horario vespertino. Se recogieron pistilos a diferentes tiempos después de la
polinizacion que fueron fijados en etanol-acético 3:1 durante 1 h, lavados con agua y
ablandados mediante incubacién con 4M NaOH durante 1 h. Después de un lavado con agua,
los pistilos fueron decolorados con 50% hipoclorito de sodio durante 30 min. Posteriormente
fueron lavados tres veces con agua y sumergidos durante toda la noche en 0,1% azul de
anilina preparada en 0,1 M K;HPO,, pH 9,5. Todas estas incubaciones se realizaron a
temperatura ambiente. El style squash se llevd a cabo en un portaobjetos con 0,1% azul de
anilina en 50% glicerol. Los preparados fueron observados en un microscopio de
epifluorescencia Axioplan con un objetivo 10Xy utilizando un filtro de 405 nm.
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4.4.3. Preparacion de las muestras para marcacion con fluorescentes.

Para la colocalizacion de la F-actina con calosa o pirofosfatasa vacuolar (vPPasa), los
estilos recogidos en diferentes tiempos pospolinizacion fueron fijados en dos etapas: primero
se realizd un vacio suave en presencia de un buffer estabilizante de actina (en inglés ASB,
actin-stabilizing buffer; Geitmann et al.,, 2000) pH 6,8 que contenia 250 pM m-
maleimidobenzoil N-hydroxisuccinimida éster (MBS) preparada en el momento. Tras 45 min
de incubacion los estilos fueron nuevamente fijados durante una hora en buffer ASB que
contenia 4% paraformaldehido preparado en el momento. Despues de tres lavados en ASB, se
selecciond un segmento de estilo de 15 mm que incluyera el frente de avance de los tubos
polinicos (localizado mediante la técnica de style squash). Las porciones seleccionadas de
estilo fueron embebidas en Cryoplast (Biopack, Argentina) a -20°C, y se realizaron cortes de
10 pum de espesor en criostato (Leica Microsystems, Alemania), los cuales fueron montados
en portaobjetos tratados con 1 mM polilisina. Después de tres lavados con PBS, las secciones
fueron incubadas durante 10 min con PBS conteniendo 1% (p/v) Macerozyma R-10 (Yakult
Honsha Co., Japon), 1% (p/v) Celulasa "Onozuca™ RS (Yakult Honsha Co., Japon) y 1% (p/v)
BSA. Luego, las muestras fueron lavadas tres veces con PBS, bloqueadas durante 30 min con
PBS conteniendo 5% BSA y 0,1% Triton X-100, lavadas nuevamente con PBS e incubadas
toda la noche con anticuerpo primario anti-calosa (Biosupplies, Australia), o anticuerpo
primario anti-vPPasa (Goldraij et al., 2006), diluidos en solucion de blogueo con 1% BSA.
Posteriormente las muestras fueron lavadas tres veces con PBS, e incubadas con anticuerpos
secundarios goat anti-mouse Alexa 546 (Molecular Probes, Inc) para marcar calosa o donkey
anti-rabbit DyLight 549 (Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.) para marcar vPPasa
durante 7 hs. Después de dos lavados con PBS y uno con ASB, las secciones fueron
incubadas toda la noche con 700 nM faloidina Alexa 488 (Molecular Probes) preparado en
ASB y conteniendo 5 mM DTT y 0,1% Tween 20. Finalmente, las muestras fueron lavadas en
ASB y montadas en Fluorsave (Calbiochem, Schwalbach, Alemania). Cuando se marco la F-
actina Unicamente, las secciones fueron incubadas directamente con 500 nM faloidina Alexa

488 en las condiciones descriptas anteriormente.

FCQ-UNC 110



Objetivo 2: Materiales y métodos

4.4.4. Microscopia de fluorescencia.

Las imégenes de fluorescencia fueron obtenidas mediante el uso del microscopio
confocal Carl Zeiss LSM 5 Pascal (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania). La fluorescencia de
Alexa 488 (rojo) fue detectada mediante laser de argon (488 nm de excitacion, filtro BandPass
de 505-530 nm). La fluorescencia de Alexa 546 y DyL.ight 549 fue detectada mediante el uso
de laser helio-nedn (excitacion 543 nm, filtro long pass de 560 nm). Las muestras fueron
visualizadas con un objetivo Plan-Apochromat 100x/1.4 NA Qil DIC con un zoom digital 2x.
Se tomaron iméagenes de 12-14 secciones dpticas de aproximadamente 0,5 pum de espesor. Las
imagenes fueron deconvolucionadas utilizando el software cell * R y empleando el algoritmo
“advanced maximum likelihood estimation algorithm” AMLE, version 3.3, realizado con 20
iteraciones y una subcapa de volumen de 10 pixeles (Olympus Soft Imaging Solutions,
Munchen, Germany). Una funcién de dispersion teérica (PSF) fue utilizada durante la
deconvolucién. La F-actina y las membranas vacuolares de la region subapical fueron
visualizadas en los primeros 50-100 pm del tubo polinico. Para la cuantificacion de las
diferentes morfologias observadas en los tubos polinicos, la F-actina y las membranas
vacuolares fueron clasificadas como "organizadas™ o "desorganizadas” en al menos 75 tubos

polinicos por cada experimento independiente.
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de autoincompatibilidad.
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La seleccion del polen mas apropiado en el tracto del tejido de transmisién es un
aspecto critico en la reproduccién sexual de las plantas. El polen seleccionado debe garantizar
el fitness de la progenie y contribuir a mantener la variabilidad genética de la especie. La
reproduccion sexual en plantas requiere de maltiples interacciones célula-célula entre el polen
y el pistilo, desde el estigma, el transito a través del tejido de transmisién y la llegada al
ovario para la fertilizacion. Resulta interesante estudiar la biologia del desarrollo del tubo
polinico para entender la naturaleza y la regulacion del proceso reproductivo.

Los ensayos de polinizacion comprenden una herramienta ideal para evaluar la
actividad de los genes del pistilo durante el crecimiento de los tubos polinicos. Sin embargo,
una limitacion significativa de los ensayos in vivo es la imposibilidad de manipular
directamente el medio de crecimiento primario (el estigma, el estilo, y el tejido de
transmisién) para evaluar los factores u otros tratamientos exdgenos que regulan el
crecimiento del tubo polinico (Eberle et al., 2012).

Muchos de los estudios para esclarecer los factores que regulan el desarrollo del tubo
polinico fueron realizados en cultivos de polen in vitro. La ventaja de este sistema radica en
la facilidad para seguir de manera rapida y directa el crecimiento de la misma célula. Los
cultivos de polen son un excelente material para estudios de microscopia de células in vivo
porque, entre otras ventajas, son claramente visibles (tienen un didmetro celular de 10-20 um)
y son transparentes. Los ensayos in vitro han sido ampliamente utilizados para medir la
viabilidad y la germinacion del polen, la morfologia y la tasa de crecimiento del tubo polinico
y para estudiar los efectos a nivel subcelular que tienen muchos agentes que inhiben o
promueven el crecimiento. De cualquier manera, es importante precisar que aunque la
germinacion y el crecimiento in vitro del tubo polinico es completamente normal, la velocidad
y la longitud alcanzada por las células son considerablemente menores a las registradas en el
tracto estilar (Eberle et al., 2012). Es importante destacar que el tubo polinico tiene una de las
velocidades de crecimiento celular mas altas de la naturaleza. Por ejemplo, los tubos polinicos
de Nicotiana tabacum pueden crecer in vivo con una velocidad de hasta 0,65 mm.h™ (Read et
al., 1993; Higashiyama & Inatsugi, 2006). En polinizaciones compatibles en la poblacién
natural NaM de Nicotiana alata, el tubo polinico lleg6 a tener una velocidad de crecimiento
de 1 mm.h™ (Roldan et al., 2012).

Dos componentes claves de la maquinaria del crecimiento polar, el citoesqueleto de
actina y el trafico vesicular, han sido ampliamente estudiados en tubos polinicos cultivados en
sistemas in vitro (Samaj et al., 2006; Cheung & Wu, 2008). Como se describe en el capitulo

anterior, el citoesqueleto de actina muestra un arreglo caracteristico formando filamentos
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longitudinales mas o menos paralelos entre si que se extienden hacia la zona apical del tubo
(Cheung et al., 2008; Roldan et al., 2012). Esta estructura de F-actina junto a las proteinas
asociadas al citoesqueleto, como la miosina, constituyen el andamiaje necesario para el
trafico vesicular. En la zona subapical cercana al apice se presenta la franja de actina (Lovy-
Wheller et al., 2005), mientras que la zona clara se presenta libre de actina. La inhibicion
quimica o genética de la polimerizacion de actina interrumpe el trafico vesicular y, por ende,
el crecimiento. De esta manera se pone de manifiesto la interdependencia entre el
citoesqueleto y el sistema de endomembranas para el funcionamiento de la maquinaria de
crecimiento polar del tubo polinico. (Cheung & Wu, 2007; Zhang et al., 2010).

La tincién con el fluorescente FM 4-64 (Bolte et al., 2004) ha revelado un patrdn
caracteristico del trafico vesicular en tubos polinicos cultivados in vitro. En la zona subapical
y a través de un activo proceso endocitico, el tubo polinico incorpora todos los materiales
necesarios para su crecimiento. Estas vesiculas se fusionan a endosomas y posteriormente al
aparato de Golgi y vacuolas (Parton et al., 2001). A su vez, desde el trans Golgi se origina un
flujo vesicular impulsado por una corriente citoplasmatica extraordinariamente activa en
forma de fuente invertida, que moviliza las organelas y las vesiculas hasta la zona apical del
tubo polinico. En la zona préxima a la region apical, el movimiento se revierte y la corriente
se aleja del apice por el centro del tubo. La zona estrictamente apical o zona clara tiene una
forma de “V” invertida y consiste en vesiculas endociticas y exociticas muy pequefias que
transportan material de pared y membrana. Estas vesiculas se fusionan a la membrana
plasmética para sostener el continuo alargamiento del apice del tubo. En paralelo, hay un
activo y continuo reciclado de vesiculas desde el apice hacia el interior del tubo (Lancelle &
Hepler, 1992; Zonia & Munnik, 2008).

Los distintos mecanismos de rechazo del polen propio también han sido objeto de
estudios in vitro. El polen cultivado ha sido desafiado con extractos incompatibles (Qiao et
al., 2004) o proteinas de reconocimiento del polen apropiadamente purificadas (Franklin-
Tong et al., 1993; Hiratsuka et al., 2001) o producidas de manera recombinante (Franklin-
Tong et al., 1997). En al menos dos especies, Papaver roheas y Pyrus piryfolia, la estrategia
del rechazo del polen incompatible durante la respuesta de Al converge en procesos de MCP
(Thomas & Franklin-Tong, 2004; Wang et al., 2009). En Papaveraceas, donde la respuesta de
Al no depende de S-RNasas, una de las primeras alteraciones que se producen durante el
rechazo del polen incompatible es la rapida y masiva depolimerizacion del citoesqueleto de
actina, lo que conduce al arresto del crecimiento del tubo polinico (Geitmann et al., 2000;
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Thomas et al., 2006). Un fendmeno similar ocurre en Rosaceas, una familia que tiene un
sistema de Al dependiente de S-RNasas, aunque con notables diferencias estructurales y
funcionales con el mecanismo observado en Solanéceas (Liu et al., 2007; McClure, 2006). En
ambos casos el rechazo del polen ocurre en un escenario de MCP. Aungue los sistemas de Al
evolucionaron varias veces de manera independiente y mediante mecanismos diferentes (Kao
& Tsukamoto, 2004), la finalidad en todos ellos es la misma: mantener la variabilidad
genética evitando la autofecundacién. Por lo tanto es razonable pensar que los distintos
sistemas de Al puedan compartir algunos mecanismos que contribuyen al rechazo del polen
propio.

En Nicotiana alata (y en Solanaceas en general), en contraste con los importantes
avances alcanzados en el conocimiento del nivel molecular del mecanismo de Al (McClure et
al., 2011; Meng et al., 2010), no existen estudios a nivel celular de una profundidad
equivalente. Las alteraciones a nivel subcelular recientemente descriptas en el polen
incompatible de Nicotiana alata coinciden con algunos patrones caracteristicos de la
desorganizacion celular observada en procesos de MCP (Goldraij et al., 2006; Reape et al.,
2008; Roldan et al., 2012).

Por todos los motivos mencionados anteriormente, los cultivos de polen in vitro
constituyen un sistema practico y eficaz para estudiar los fenémenos que ocurren en el
mecanismo de Al. El disefio de un buen sistema in vitro permitird profundizar el
conocimiento de los eventos que conducen al rechazo del polen incompatible, durante la
respuesta de Al en la familia Solanaceas. Existen reportes previos de cultivos de polen in vitro
de Nicotiana desafiados con S-RNasas purificadas del mismo haplotipo (Anderson et al.,
1989; Jahnen et al., 1989). Sin embargo, este sistema no reproducia fielmente el rechazo del
polen incompatible, posiblemente porque en esa época no se conocian los factores no ligados
al locus S, indispensables para que se lleve a cabo la respuesta de Al.

En esta tesis, se estudio la integridad del citoesqueleto de F-actina y del trafico de
vesiculas de los tubos polinicos compatibles e incompatibles. La estrategia que se empled fue
la de cultivar polen in vitro de Nicotiana alata y desafiarlo con extractos de estigma-estilo,
donde estan presentes las S-RNasas y el resto de los factores necesarios para el rechazo del
polen incompatible.
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5.2.1. Efecto de los extractos de estilos en el crecimiento de los tubos polinicos cultivados

in vitro.

Para averiguar si el mecanismo de rechazo del polen en Nicotiana alata se manifiesta
en tubos polinicos cultivados in vitro, polen proveniente de plantas con genotipo ScioScio,
S70S70 Y S75575 de la poblacion NaM fueron cultivados en presencia de extractos de diferentes
estilos. En las primeras 2 hs de cultivo, los tubos polinicos no mostraron diferencias de
crecimiento (Fig. 25A y 25B). Dentro de los cultivos con polen Scio, €l menor crecimiento se
registrd en presencia de extractos de estilo de la misma planta, siendo evidente a las cuatro
horas, donde el crecimiento del tubo polinico incompatible fue entre un 25% (I Sc10XScio Vs C
S70XSc10) Y un 51% (I Sc10XScio VS C Sci10XS7s) menor respecto de las distintas combinaciones
de cultivos compatibles (Fig. 25B). El polen Scio también registré el menor crecimiento a las
4 hs después de haber sido desafiado con un extracto de estilo de una planta diferente pero de
genotipo ScioScio en el locus S (Fig. 25B, ¢). Estos resultados indican que los extractos de
estilo Sc10Sci0 pueden inhibir el crecimiento del polen propio y del polen del mismo haplotipo.

A B

2 hs 4 hs

6 w ek
£ 8 400!
= 2F 400
O 3 3 300 ek i

m *kk

0

e
) R
2 22200/
3 >
g S <100 ‘
o —
@)
o) & Scto Scro S7o S7s Scio Scio pglen
s = X X X x X Vs
54 S70 S75 Scto Scio Scio Scio  extracto
§ C C C C | |¢ deestilo
j =

Figura 25. Efecto de los extractos de estilo en el crecimiento de tubos polinicos de Nicotiana alata. (A) Imagenes
representativas a las 2 y 4 hs de cultivos de polen Sc;o en medio de germinacion (Control), en extracto de estilo S75S7s
(Compatible) o en extracto de estilo propio (Incompatible). Barra, 200 um. (B) Polen de las plantas Sc10Scio, S70S70 Y S75575
fueron cultivados in vitro durante 2 hs (barras blancas) o 4 hs (barras grises), en medio de germinacién (control) o en medio
de germinacion con el agregado de extracto de estilo de plantas compatibles “C”, extracto de estilo propio “I” o extracto de
estilo del mismo haplotipo “I¢”. Las barras representan las medias *+ la desviacion estandar de 100 tubos polinicos. El
extracto de estilo (5 mg/uL) se realiz6 en medio MG. Las diferencias significativas fueron establecidas con una ANOVA de
una variable y un test de Tukey como post test de analisis: p < 0.001; (***) I Sc19XSc10 4 hs vs C 4 hs.
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A partir de los resultados obtenidos en la figura 25, se opt6 por continuar los estudios
en los cultivos de polen compatible e incompatible que mostraron las maximas diferencias en
crecimiento. Por lo tanto, los siguientes experimentos fueron realizados en cultivos de polen
de haplotipo Scio en extractos de estilo propio (cultivo incompatible) o de estilo S75S75 (cultivo
compatible). Debido a que el polen germina a distintos tiempos, se cultivd inicialmente en
medio de germinacion (MG) durante 2 hs con el objetivo de tener todo el polen germinado y
poder realizar un estudio enfocado en el crecimiento de los tubos polinicos en presencia de los
extractos de estilo. Después de dos horas de cultivo en MG, el polen germin6 y desarrollé un
tubo polinico de aproximadamente 160 pm de longitud (resultado no mostrado).
Posteriormente, en los cultivos se agregd un extracto de estilo propio (ScioScio, cultivo
incompatible) o un extracto de estilo de plantas con haplotipo S75S75 (cultivo compatible) a
una concentracion final de proteina de 0,35 pg/uL. La figura 26 muestra el crecimiento de los
tubos polinicos a diferentes tiempos de incubacién. Los tubos polinicos del cultivo compatible
y del control crecieron a una velocidad constante, hasta 4 hs después de haber agregado los
extractos de estilo. En cambio, la velocidad de crecimiento de los tubos polinicos
incompatibles fue similar a la de los tubos polinicos compatibles hasta después de 1 h de
haberse agregado el extracto de estilo, luego de lo cual el crecimiento se detuvo (Fig. 26).
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Figura 26. Crecimiento de tubos polinicos de Nicotiana alata cultivados in vitro. Tubos polinicos (Sc10) fueron cultivados
en medio de germinacidn (e) y desafiados 2 hs después (flecha) con extractos de estilo compatible (S;5S75, m) e incompatible
(Sc10Sc10, ¥). Cada punto representa el promedio + desvio estdndar de tres 0 mas experimentos independientes. Las
diferencias significativas fueron establecidas con una ANOVA de una variable y un test de Tukey como post test de andlisis:
p < 0.001; (***) cultivo incompatible vs cultivo compatible y/o control.
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Después de 4 hs de cultivo en presencia de extractos de estilo, los tubos polinicos
incompatibles crecieron un 55% menos que los compatibles. Este resultado indica claramente
que el crecimiento del tubo polinico es inhibido en presencia de extractos de estilo de la

misma planta.

5.2.2. Efecto de los extractos de estilos en la dindmica del trafico vesicular de los tubos

polinicos cultivados in vitro.

Los tubos polinicos son células de rapido crecimiento que exhiben de manera
caracteristica un activo trafico vesicular. En trabajos previos se ha demostrado la
compartamentalizacion de las S-RNasas en vacuolas (Goldraij et al., 2006) sugiriendo que la
ruta endocitica cumple un papel critico en el sistema de Al en Nicotiana alata. Como ensayo
previo a estudios de colocalizacion entre la integridad del citoesqueleto de F-actina y el
sistema de endomembranas, se utilizo el marcador de endocitosis fluorescente FM para
estudiar la dindmica de marcacion de membranas en tubos polinicos cultivados in vitro (Bolte
et al., 2004). El fluorescente agregado al medio de cultivo se asocié rapidamente con la
membrana plasmatica del tubo polinico, primeramente en la region subapical (Fig. 27A) y
luego en la regién apical (Fig. 27B), delimitando los bordes del tubo polinico. Entre los 6 y 10
min comenzd la internalizacion del fluorescente al interior del citoplasma, manifestandose
como pequefios puntos discretos en la regién subapical (Fig. 27C). A partir de los 15 min el
fluorescente comenz6 a acumularse en el citoplasma de la regién apical, siendo evidente a los
30 min una marcacion muy intensa en forma de “V” invertida en el apice del tubo polinico
(Fig. 27D). Esta marca es coincidente con la region denominada “zona clara”, enriquecida en
vesiculas menores de 0,2 um, cuya funcion 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 (Fig. 27E). EIl patron de marcacion se estudid también a tiempos largos de
cultivo. Entre las 18 y 45 hs después de agregar FM, el fluorescente se acumuld en zonas méas
alejadas de la region subapical en estructuras discretas de mayor tamafio (Fig. 27F). La
localizacion, 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).
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Figura 27. Dinamica de marcacion de membranas en tubos polinicos de N. alata cultivados in vitro. Los tubos polinicos
fueron cultivados durante 2 hs antes del agregado de 12 uM del fluorescente FM4-64 FX. La dindmica de marcacion se
estudid a partir de la deteccion de la fluorescencia (A) durante los tiempos indicados (B-F). Barra, 10 pm.

Posteriormente, se utilizd el marcador FM para estudiar el patron de marcacion de
membranas en tubos polinicos cultivados con diferentes extractos de estilos. En presencia de
extractos compatibles, los tubos polinicos conservaron en todo momento la “V” invertida
caracteristica de la zona apical, en donde estan presentes una gran cantidad de pequefias
vesiculas endociticas-exociticas para el crecimiento (Fig. 28A y 28C, patron “i”). En
contraste, luego de 90 minutos del agregado del extracto, los tubos polinicos del cultivo
incompatible mostraron escaso movimiento vesicular y carecieron de la marcacién de la “V”
invertida, mostrando una creciente acumulacion de vesiculas en la regidn subapical adyacente
a la membrana (Fig. 28B y 28C, patrdon “ii”). Otro patron observado, aunque con menor
frecuencia, fue la acumulacion masiva de fluorescencia en todo el citoplasma del tubo
polinico, que en este caso exhibieron ausencia total de trafico vesicular (Fig. 28C, patrén
“111”). Las tres configuraciones de FM descritas y que se muestran en la figura 28, fueron
cuantificadas en los distintos tiempos de incubacion (los patrones “ii” y “iii” fueron agrupados
como un mismo patrén de tubos alterados con escasa o nula movilidad vesicular) (Fig. 23D).
En ambos tipos de cultivos, los tubos polinicos exhibieron un tréfico normal de vesiculas y
marcacién de la zona de la “V” invertida hasta 1 h después de ser desafiados con los distintos
tipos de extractos. Mientras que este patron se mantuvo predominante en los tubos polinicos
de los cultivos compatibles, en los cultivos incompatibles hubo un incremento progresivo del
namero de células exhibiendo un trafico vesicular lento y una creciente acumulacion de
vesiculas en el citoplasma, dispersas como manchas aisladas. Este patron estuvo presente en

el 55% de los tubos polinicos 90 minutos luego de agregarse el extracto incompatible,
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alcanzando una frecuencia del 90% a los 180 minutos (Fig. 28D). Después de 4 hs de cultivo,
el patron “iii” representd tan solo el 5% de los tubos polinicos alterados. Estos cambios
respecto del patron normal de marcacion de vesiculas con FM, sugieren que los tubos
polinicos en presencia de extractos incompatibles sufren una alteracion del trafico vesicular

que afecta el crecimiento celular.

5.2.3. Efecto de los extractos de estilo en la integridad de la F-actina de los tubos
polinicos.

A fin de estudiar la dinamica del citoesqueleto de F-actina, los tubos polinicos
desafiados con extractos de estilo fueron fijados y marcados posteriormente con faloidina
conjugada a Alexa 488. En presencia de extractos compatibles, los tubos polinicos
conservaron en todo momento el patron caracteristico de F-actina (Roldan et al., 2012),
exhibiendo los filamentos largos de actina en el vastago del tubo polinico y la marcacién de la
franja de actina cercana al &pice. La franja de actina se caracterizé por la fuerte marcacion de
cables mas cortos que forman una malla (Fig. 29A y 29C, patron “i”). En contraste, 90
minutos después del agregado del extracto incompatible, los tubos polinicos no mostraron la
presencia de la franja de actina y los filamentos de actina del vastago se presentaron
mayormente distorsionados (Fig. 29B y 29C, patron “ii”). Otro patron encontrado, aunque en
menor proporcion, fue la actina desorganizada en pequefios fragmentos o actina puntiforme
(Fig. 29C, patrdn “iii”). Las tres configuraciones de actina mostradas en la figura 24 fueron
cuantificadas en los distintos tiempos de incubacion (Fig. 29D). Tal como en la marcacién
con FM, los patrones de actina “ii” y “iii” fueron agrupados como patrones alterados de F-
actina en los tubos polinicos. En ambos tipos de cultivos, los tubos polinicos exhibieron la
configuracion normal de F-actina hasta 1 h después de ser desafiados con los distintos tipos de
extractos. Mientras que este patrén se mantuvo predominante en los tubos polinicos
compatibles, hubo un incremento progresivo del nimero de tubos polinicos incompatibles,
principalmente con ausencia de la franja de actina y con los filamentos de actina
desorganizados, llegando al 50% a los 90 minutos de iniciado el cultivo y alcanzando casi un
85% a los 180 minutos (Fig. 29D). Después de 4 hs de cultivo, el patron “iii” represento el
15% de los tubos polinicos alterados.
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Figura 28. Tréfico vesicular en tubos polinicos compatibles e incompatibles. Los tubos polinicos fueron incubados con el
marcador de membranas FM 4-64FX. (A y B) Imagenes representativas del trafico vesicular a distintos tiempos de cultivo
con extracto compatible (A) o incompatible (B). (C) Patrones de marcacion de vesiculas y sus respectivos campos brillantes;
trafico normal y marcacion de vesiculas en la region subapical y apical “i”’; vesiculas agregadas en la region subapical y
ausentes en la region apical “ii”; trafico inhibido y acumulacion vesicular en todo el citoplasma “iii”. Barra, 10 um. (D)
Cuantificacion del patron de endomembranas en los tubos polinicos. Gris, trafico normal y marcacion de la “V” invertida “i”.
Blanco, tréfico restringido, con acimulos vesiculares aislados “ii” o trafico nulo con acimulos vesiculares convergentes “iii”.
Los valores son la media + el desvio estdndar de tres 0 mas experimentos independientes.
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Figura 29. Integridad del citoesqueleto de F-actina en tubos polinicos compatibles e incompatibles. Los tubos polinicos
cultivados con extractos de estilo fueron marcados con faloidina Alexa 488. (A 'y B) Imagenes representativas de la dinamica
de la F-actina a distintos tiempos de cultivo con extracto compatible (A) o incompatible (B). (C) Patrones de marcacion de la
F-actina; filamentos de actina en la region subapical y “franja de actina” cercana al apice “i”’; filamentos de actina alterados y
ausencia de la franja de actina “ii”’; Actina fragmentada “iii”. Barra, 10 um. (D) Cuantificacion de la configuracion de actina
de los tubos polinicos. Gris, filamentos de actina y franja de actina visible “i”. Blanco, filamentos de actina distorsionados y
sin franja de actina “ii” o actina fragmentada y sin franja de actina “iii”. Los valores son la media * el desvio estandar de tres
experimentos independientes.
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Estos cambios respecto del patron normal de marcacion de la F-actina, indican que los
tubos polinicos en presencia de extractos incompatibles, sufren una alteracion en la
conformacion del citoesqueleto de F-actina que, junto con los cambios en el trafico vesicular

mostrados mas arriba, afectan el crecimiento de los tubos polinicos incompatibles.

5.2.4. Colocalizacién de F-actina y el sistema de endomembranas en tubos polinicos

cultivados in vitro.

Aunqgue existen algunos trabajos de colocalizacion de F-actina y FM en levaduras
(Gachet & Hyams, 2005) y en células BY-2 de tabaco (Higaki et al., 2006), no se conocen
trabajos previos donde se muestren colocalizaciones de estas estructuras en tubos polinicos.
Con el objetivo de visualizar los filamentos de actina y el trafico vesicular de manera
simultanea, se realizaron colocalizaciones de ambas estructuras empleando los marcadores de
faloidina y FM. Los tubos polinicos compatibles mostraron la caracteristica zona “V”
invertida y la franja de actina (Fig. 30A y 30B, columna izquierda) asociadas en el &pice del
tubo polinico (Fig. 30C, columna izquierda). En contraste y tal como se esperaba a partir de
los experimentos previos, las marcaciones fueron alteradas en presencia de extracto
incompatible. Los tubos polinicos incompatibles no mostraron la zona “V” invertida; en su
lugar presentaron acumulaciones de vesiculas en todo el vastago del tubo (Fig. 30A, columna
derecha). Esta alteracion estuvo asociada con la ausencia de la franja de actina del apice y los
filamentos de actina distorsionados en el vastago del tubo polinico (Fig. 30B y 30C, columna
derecha). La superposicion de las imagenes de ambas fluorescencias indic6 una fuerte
colocalizacién en el &pice del tubo polinico, entre las marcaciones de las vesiculas de la “V”
invertida y de la franja de actina (Fig. 30C, columna izquierda). En contraste, no se observo
colocalizacién en el apice del tubo polinico incompatible, carente de ambas estructuras (30C,
columna derecha). La reconstruccion tridimensional de ambos tubos polinicos mostrd

claramente la diferencia entre los dos tipos de patrones de marcacién (Fig. 30E).
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Compatible Incompatible

Figura 30. Doble marcacidon de citoesqueleto de F-actina (verde) y sistema de endomembranas (rojo) en tubos
polinicos. Tubos polinicos cultivados con extractos de estigma-estilo compatible e incompatible fueron marcados con
faloidina Alexa 488 y FM 4-64. Las imagenes fueron tomadas a 90 minutos de cultivo. (A) Seccion éptica media. (B)
Proyeccion de F-actina. (C) Proyeccion de F-actina y sistema de endomembranas. (D) Campo brillante. (E) Reconstruccion
tridimensional, panel superior tubo polinico compatible, panel inferior tubo polinico incompatible. Barra, 10 pum.
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Para confirmar la interaccién entre la F-actina y las vesiculas, se analizd la
colocalizacién de las sefiales de fluorescencia de faloidina y FM en 10 y 11 tubos polinicos
compatibles e incompatibles respectivamente. Todos los tubos polinicos mostraron una fuerte
colocalizacién faloidina-FM, indicando que hay una interaccion entre el sistema de
endomembranas y el citoesqueleto de actina (Fig. 31). En todos los tubos polinicos
compatibles, la colocalizacion estuvo asociada a los filamentos de actina del vastago y a la
franja de actina del &pice (Fig. 31B y 31E, columna izquierda), coincidente con las
marcaciones de faloidina y FM descriptas anteriormente. Los tubos polinicos incompatibles,
en contraste, nunca mostraron una fuerte colocalizacién en el apice, esto fue coincidente con
la ausencia en el pice de la franja de actina y la zona “V” invertida de vesiculas. En los tubos
polinicos incompatibles, la colocalizacién fue observada sélo en los filamentos de actina (Fig.
31B y 31E, columna derecha). Ninguno de los agregados vesiculares marcados con FM
muestra colocalizacién con los cables de F-actina (Fig. 31B-F, columna derecha).

Compatible Incompatible

Figura 31. Colocalizacion de citoesqueleto de F-actina (verde) y sistema de endomembranas (rojo) en tubos polinicos.
Tubos polinicos cultivados con extractos de estilo compatible e incompatible fueron marcados con faloidina Alexa 488 y FM
4-64FX. Las imagenes fueron tomadas a los 90 minutos de cultivo. Seccion optica media (A-C) y proyeccion de 28 secciones
oOpticas (D-E) de un tubo polinico. (A) F-actina y sistema de endomembranas; (B) perfil de colocalizacidn; (C) superposicion
de Ay B. (D) F-actina (E) Perfil de la colocalizacion (F) Campo brillante. La flecha indica la region de agregados vesiculares
adyacentes a la membrana plasmatica. La linea de puntos destaca la region apical. Barra, 10 um.
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Se estudiaron los cambios subcelulares que se producen en los tubos polinicos de N.
alata cultivados in vitro en presencia de extractos de estilo. Los estudios se focalizaron en la
organizacion del citoesqueleto de F-actina y el sistema de endomembranas en una region de
aproximadamente 100 pm desde el apice del tubo. Se analizé la secuencia temporal de las
alteraciones en los tubos polinicos incompatibles, donde se estableci6 que la desorganizaciéon
de la F-actina y la alteracion del trafico de vesiculas hacia el apice son progresivas y que estas

alteraciones morfoldgicas son coincidentes con el arresto del crecimiento del tubo polinico.

5.3.1. Dinamica del crecimiento de los tubos polinicos en extractos de estilos compatibles
e incompatibles.

El arresto del crecimiento del polen en presencia de extractos de estilo del mismo
haplotipo (cultivo incompatible), permitié un estudio detallado a nivel subcelular de los
fendmenos que ocurren durante el rechazo de los tubos polinicos incompatibles. Existen
antecedentes de sistemas in vitro capaces de reflejar el fendmeno de Al que ocurre in vivo.
Por ejemplo en Papaverdceas, el cultivo in vitro de polen en presencia del factor de
reconocimiento femenino del locus S (PrsS) reveldé que el mecanismo de Al desencadena
procesos de MCP (Thomas & Franklin-Tong, 2004). En Antirrhinum, un miembro de la
familia Plantagindceas donde el mecanismo de rechazo del polen depende de las S-RNasas, el
cultivo de polen en presencia de un extracto de estilo incompatible produjo una disminucién
notable del tamafo del tubo polinico. El secuestro de la S-RNasa presente en el extracto
mediado por un anticuerpo, alivié el efecto de arresto del crecimiento (Qiao et al., 2004). En
Nicotiana alata los primeros intentos de poner a punto un sistema de Al in vitro no reflejaron
de manera consistente el rechazo del polen (Jahnen et al., 1989). Sin embargo estos
experimentos fueron llevados a cabo con S-RNasas purificadas y no con extractos totales de
estilo, por lo que los factores no ligados al locus S, indispensables para la manifestacion del
rechazo (McClure & 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 fendmeno de Al.

En experimentos llevados a cabo con polen de la planta Sci0Scio Y pistilos de genotipo
Sc10Sci0 Y S75S7s, fue evidente la disminucion del crecimiento del polen en presencia de
extractos incompatibles. Este “rechazo” del polen se manifesto en la menor longitud (Fig. 25
y Fig.26) y la detencion del trafico vesicular (Fig. 28) del tubo polinico en el cultivo
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incompatible. La diferencia en el crecimiento del tubo polinico sugiere que las S-RNasas del
extracto de estilo fueron capaces de reconocer el polen propio y del mismo haplotipo. Aunque
estos resultados no afirman concluyentemente que el efecto de rechazo del polen cultivado en
extracto de estilos incompatibles sea producido por el sistema de Al, la diferencia entre los
cultivos de polen compatible e incompatible es evidente y reproducible. Un experimento
futuro importante consistiré en tratar de inhibir la S-RNasa de los extractos para determinar si

esta proteina esta involucrada en la respuesta de rechazo in vitro.

5.3.2. La dindmica del trafico de vesiculas de los tubos polinicos en presencia de
extractos de estilos.

La ruta de acceso al tubo polinico de la S-RNasa y de los factores no ligados al locus S
es probablemente la via endocitica (McClure, 2006; Chen et al., 2010). La 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 fue localizada en la vacuola del tubo polinico al menos hasta las 16
hs posteriores a la polinizacién. Transcurridas 36 hs luego de la polinizacion, la vacuola
conservo su integridad en los cruzamientos compatibles con la S-RNasa en su interior. En
contraste, la vacuola de los tubos polinicos incompatibles aparecié desorganizada, con la S-
RNasa dispersa ocupando todo el citoplasma del tubo polinico (Goldraij et al., 2006). En base
a estos antecedentes, se realiz6 una serie de ensayos in vitro para estudiar la marcacion de
membranas en tubos polinicos de Nicotiana alata con el marcador fluorescente de la via
endocitica FM (Bolte et al., 2004).

El marcador FM fue utilizado para observar el trafico de membranas de tubos
polinicos creciendo en extractos de estilos (Fig. 28). Los tubos con movimiento restringido de
vesiculas mostraron cambios en el patrén normal de marcacion del fluorescente. Después de
90 minutos de haber desafiado a los tubos polinicos con extracto incompatible, los cambios
mas notables fueron la acumulacién de la fluorescencia en “sacos” adyacentes a la membrana
en la region subapical y la ausencia de la zona en forma de “V” invertida en la regidn apical.
Este resultado sugiere una alteracion de los procesos endocitico y exocitico que parece ser
paralelo o precede al arresto del crecimiento del tubo polinico. Posiblemente las zonas de
acumulacion del fluorescente FM representan agregados vesiculares, fendémeno

frecuentemente observado en los cultivos de tubos polinicos con alteraciones morfoldgicas o
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muertos. La ausencia de la zona de “V” invertida es consistente con la disminucion del
crecimiento; esta region del &pice esté enriquecida en vesiculas que transportan y reciclan el
material de membrana y pared celular para soportar el activo crecimiento del tubo polinico
(Cheung & Wu, 2007; Zonia & Munnik, 2008).

5.3.3. La integridad del citoesqueleto de actina en tubos polinicos creciendo en extractos
de estilos.

La alteracion morfoldgica en el citoesqueleto de actina en los tubos polinicos de
Nicotiana alata fue estudiada en presencia de extractos de estilo incompatible. En Papaver
rhoeas, una de las primeras alteraciones es la rapida y masiva depolimerizacion de la F-actina,
estimulado por la induccion de la Al (Geitmann et al., 2000). Aungue se establecié que la
autoincompatibilidad en Papaver dispara la depolimerizacién de la F-actina como respuesta
del rechazo, en Nicotiana alata no se ha establecido aun si los tubos polinicos incompatibles
manifiestan una depolimerizacion de la actina, mas bien hablamos de una desorganizacion de
la arquitectura del citoesqueleto. Las alteraciones de la F-actina en cultivos in vitro parecen no
ser estrictamente coincidentes con las observadas en tubos polinicos incompatibles in planta,
donde los tubos polinicos mostraron una mayor frecuencia del patron de F-actina fragmentada
(Roldéan et al., 2012). Sin embargo, existio una clara diferencia entre los cultivos compatibles
e incompatibles en cuanto a la organizacion del citoesqueleto de F-actina. La diferencia
principal radico en que el 85% de los tubos polinicos del cultivo incompatible no presentaron
la franja de actina (Fig. 29D), una zona que estaria involucrada en la promocién de vesiculas
hacia el &pice como parte del proceso de exocitosis. Las diferencias mas destacables se
produjeron entre los 90 y los 120 minutos de iniciado el cultivo, cuando comenz6 a
manifestarse la pérdida de la integridad de la F-actina, la restriccion del trafico vesicular, y la

detencion del crecimiento del tubo polinico.

5.3.4. La relacion de la dindmica de la F-actina y el trafico vesicular.

Muchas actividades celulares contribuyen al crecimiento polar de los tubos polinicos,
pero los aportes mas significativos lo realizan la dindmica del citoesqueleto de actina y los
procesos de endocitosis-exocitosis (Hepler et al., 2001). La dinamica de la F-actina y el
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trafico vesicular dependen uno del otro. Mediante el empleo de drogas inhibitorias de una u
otra funcion, Zhang et al (2010) demostraron que estas dos actividades celulares son
interdependientes en tubos polinicos de Arabidopsis thaliana. La colocalizacion de la F-actina
y del sistema de endomembranas presentada en esta tesis fue confirmada mediante la
marcacion simultanea de ambas estructuras empleando faloidina y FM, respectivamente (Fig.
30 y Fig. 31), lo que manifiesta la estrecha relacion entre ambos componentes claves del
crecimiento polar. La principal diferencia en la doble marcacion F-actina-FM, entre los tubos
polinicos compatibles e incompatibles, radica en la colocalizacion que se presenta en el tip del
tubo polinico, asociada a la presencia de la franja de actina y de la regién de vesiculas
denominada “V” invertida. Todos los tubos polinicos compatibles analizados mostraron una
fuerte colocalizacion en el tip (Fig. 31A-E, columna izquierda), mientras que todos los tubos
polinicos incompatibles con los patrones de marcacion alterados, presentaron una
colocalizacién notablemente mas débil en esta region. (Fig. 31A-E, columna derecha). Los
efectos de las drogas LatB y Jasp en la distribucion espacial de las vesiculas (Zhang et al.,
2010) demuestran que la franja de actina es critica para el transporte direccional de las
vesiculas hacia el tip. Un experimento futuro consistird en demostrar la interdependencia de la
integridad de la franja de actina y el trafico vesicular en presencia de extractos de estilo
incompatible.

Por otra parte, el citoesqueleto de actina funciona como target para la sucesiva
transduccién de sefiales en muchos procesos celulares (Staiger, 2000). Como se mencionara
en las paginas 89 y 115, en Papaver y en Pyrus la reaccion de Al en tubos polinicos cultivado
in vitro motivé la rapida depolimerizacion de actina y el inicio posterior de procesos de MCP.,
La coincidencia de algunos patrones subcelulares que hemos observado en el sistema de
cultivo de polen in vitro en Nicotiana alata expuesto a extractos incompatibles abre el
interrogante de si la desorganizacion de los filamentos de actina y/o la ausencia de la franja de
actina, pueden desencadenar procesos similares en el sistema de Al dependiente de S-RNasas
de Solaniceas.
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5.4.1. Material vegetal, condiciones de crecimiento y cruzamientos.

Los genotipos homocigotas utilizados en este estudio, Sci0Sci0, S75575 Y S70S70, fueron
obtenidos como se describe en la pagina 109. Las plantas fueron cultivadas en un invernaculo
a 28°C con un periodo de 16/8 hs de luz/oscuridad. Las flores fueron emasculadas 2 dias antes
de la antesis floral y recolectadas un dia después de la apertura de los pétalos para colectar el
polen y preparar extractos de proteina estilar.

5.4.2. Preparacion de extractos de estigma-estilo.

Los estigma-estilos de Nicotiana alata de los genotipos Sci0Scio, S75S75 Y S70S70,
fueron molidos en nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino. Para extraer las proteinas de
la matriz extracelular del tejido de transmision (de ahora en adelante el extracto sera
denominado extracto de estilo). El polvo fue embebido en un medio de cultivo mineral (1,6
mM H3BOj3; 1 mM KCI; 1mM CaCly; 1 mM NH,CI; 0,8 mM MgCl,; 15 mM MES pH: 59 y
7,5% PEG 4000) que contenia 5% sacarosa en base a la relaciéon 5 mg peso fresco/pL. Luego
de incubar 30 min en hielo con agitacidn por vortex cada 5 min la suspension fue centrifugada
dos veces (13.000 rpm, 4°C, 10 min) y se recuper0 el sobrenadante. La proteina extraida se
cuantificd con reactivo de Bradford (Biorad). Este extracto fue utilizado como medio de
cultivo de polen a una concentracion de proteinas final de 0,35 pg/uL.

5.4.3. Cultivos de polen y/o de tubos polinicos en extractos de estilo.

Dos tipos de cultivos con extractos de estilo fueron llevados a cabo para desafiar al
grano de polen o al tubo polinico. Para los cultivos de polen en extractos de estilo, el polen
Sci10, S75 Y S7o0 (50 células/pL) fue cultivado directamente con extractos de estilo de diferente
haplotipo (cultivos compatibles). El polen Scio también fue cultivado en extractos de estilo
propio o de igual haplotipo (cultivos incompatibles), en este Gltimo caso, el extracto de estilo
proviene de una “planta hermana” con el mismo genotipo Sci10Scio. El polen fue incubado en
microtubos eppendorf de 1,5 ml de capacidad a 24°C en agitacion (120 rpm). Para desafiar a
los tubos polinicos en presencia de extractos de estilo, el polen Scip (50 células/uL) fue
incubado en microtubos eppendorf de 1,5 ml de capacidad a 24°C en agitacién (120 rpm) para
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estimular la germinacion y el crecimiento de los tubos polinicos. Después de 2 hs de cultivo,
los tubos polinicos Scio fueron incubados en extractos de estilo ScipScio (cultivo
incompatible) o en extracto Sz5S7s (cultivo compatible).

Los tubos polinicos Sz, S75Y Scio también fueron incubados en medio de germinacion

(MG), como control del crecimiento.

5.4.4. Analisis del crecimiento de los tubos polinicos.

Los tubos polinicos fueron observados en microscopio invertido de epifluorescencia
Axiovert 135, con un objetivo 4X y se tomaron fotografias con camara Axiovision tomando
una alicuota de 10 pL. Para los cultivos de polen se tomaron fotos a las 2 hs y 4 hs de iniciado
el cultivo. Para los cultivos de tubos polinicos se tomaron fotos cada 30 min. La adquisicién
de fotos fue sistematica, tomando 4 fotos de cada region del pocillo que contenia el cultivo y
una foto central. La medicion de la longitud del tubo polinico se llevo a cabo con el programa
Image J midiéndose un total de 100 tubos por tiempo y tratamiento. La medicion fue
sistematica; se dividio la foto en cuatro cuadrantes y se midié del primer cuadrante hasta el
cuarto todos los tubos polinicos a excepcién de aquellos cuya longitud era menor de 60 pm.
La medicion en cada serie de fotos se hizo de manera alternada (foto de por medio) hasta
completar la medicién de 100 tubos por tratamiento. Cada tratamiento fue repetido tres 0 mas
veces de manera independiente.

Para el analisis estadistico de los cultivos de polen con extracto se realizé un test de
ANOVA y un test de Tukey en cada experimento independiente .Para el analisis estadistico de
los cultivos de tubos polinicos con extractos de pistilo se sacaron 10 valores promedio de las
100 mediciones iniciales por tratamiento de cada experimento independiente, y se promedio6
los valores para cada tiempo. De esta manera, se obtuvieron tamafios muestrales que oscilaron
entre n=30 (mediciones de 3 experimentos independientes) a n=50 (mediciones de 5
experimentos independientes). Por ultimo, con estos valores se realizé un test ANOVA de una
variable y un test de Tukey para evaluar las diferencias significativas por tratamiento. Por otra
parte se realiz6 un test de ANOVA vy un test de Tukey para cada experimento independiente
donde se observaron diferencias significativas entre los 90 y 120 min después de agregar el
extracto de estilo.

Las diferencias significativas fueron establecidas como: * (p < 0.05), ** (p < 0.01) y
**% (0 < 0.001).
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5.4.5. Cultivos de polen en presencia del marcador de membranas fluorescente FM 4-
64FX.

Para analizar la dindmica del trafico vesicular, el polen fue cultivado en extracto
compatible o incompatible como se detalld6 méas arriba. Después de una hora de cultivo, se
agregé en el medio 12 pM FM® 4-64FX (Molecular Probes, Inc). Para facilitar la lectura, este
marcador sera denominado sencillamente FM. Los tubos polinicos fueron observados en el
microscopio confocal Carl Zeiss LSM 5 Pascal (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) con un
objetivo de inmersion 100X o en el microscopio Olympus 300 con un objetivo de inmersion
60X, tomando una alicuota de 10 pL de cada tratamiento cada 30 min y contando durante 5

min tres patrones de marcacién que se detallan mas abajo.

5.4.6. Cultivos de polen en presencia de Faloidina Alexa 488.

Para analizar la organizacion del citoesqueleto de F-actina in vitro, el polen fue
cultivado en medio de germinacion como se detalld6 més arriba. Después de 2 hs de cultivo,
los tubos polinicos fueron desafiados con extractos de estilo compatible o incompatible y
fijados a distintos tiempos. Los medios de cultivo fueron centrifugados a 700 rpm durante 2
min para descartar el sobrenadante y los tubos polinicos fueron resuspendidos y fijados
durante 5 min con buffer ASB (Geitmann et al., 2000) pH 6,8 que contenia 4% de
paraformaldehido preparado en el momento. Los tubos polinicos fijados fueron lavados por
centrifugacién con ASB tres veces y luego fueron permeabilizados durante 15 min con una
solucioén de ASB que contenia 5 mM DTT y 0,1% Tween 20. Luego de un lavado con ASB,
las celulas se incubaron con 400 nM faloidina Alexa 488 (Molecular Probes, Inc) durante 2
hs. A continuacion los tubos polinicos fueron lavados tres veces con ASB y montados en
Fluorsave (Calbiochem, Schwalbach, Alemania).

Para la colocalizacion del citoesqueleto de F-actina con el sistema de endomembranas,
el tubo polinico fue cultivado en 20 uM de FM, 1 h después del inicio del cultivo. Después de
2 hs de cultivo se agreg6 extracto de estilo compatible o incompatible como se detall6 mas
arriba y se incubd durante 90 min. Los tubos polinicos fueron posteriormente centrifugados a
700 rpm durante 2 min) y fijados durante 30 minutos con ASB pH 6,8 conteniendo 4% de
formaldehido preparado en el momento. El resto del tratamiento fue idéntico al especificado

para la marcacién con faloidina excepto que la incubacion de la misma se prolongé por 3 hs.
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Finalmente los tubos polinicos fueron lavados tres veces con ASB y montados en Fluorsave

(Calbiochem, Schwalbach, Alemania).

5.4.7. Microscopia de fluorescencia.

Las imégenes de fluorescencia fueron obtenidas mediante el uso del microscopio
confocal Carl Zeiss LSM 5 Pascal (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania). Para el citoesqueleto
de F-actina, la fluorescencia de faloidina Alexa 488 (verde) fue detectada mediante laser de
argén (488 nm de excitacion, filtro BandPass de 505-530 nm). Para las vesiculas de
membrana, la fluorescencia de FM (rojo) fue detectada mediante laser helio-nedn (excitacion
543 nm, filtro long pass de 560 nm). Las muestras fueron visualizadas con un objetivo Plan-
Apochromat 100x/1.4 NA Oil DIC con un zoom digital 2x. Para los videos de la dinamica del
trafico vesicular, se realizaron time series de 60 imagenes tomadas a intervalos de 1 segundo.

Para la colocalizacion de F-actina-FM, las imagenes de 25-35 secciones épticas de 0,3
pm de espesor fueron deconvolucionadas utilizando el software cell ® R, empleando el
algoritmo “advanced maximum likelihood estimation algorithm” AMLE (Olympus Soft
Imaging Solutions, Munchen, Germany), version 3.3, realizado con 20 iteraciones y una
subcapa de volumen de 10 pixeles, utilizando una funcién de dispersién teorica (PSF). La F-
actina y las vesiculas de membrana fueron visualizadas desde el apice hacia el vastago del
tubo polinico abarcando una distancia de 100 pm.

Tres patrones basicos de movilidad vesicular fueron observados en la marcacion con
FM y en campo brillante: i) Movimiento normal, donde el trafico de vesiculas es continuo y
activo, y el &pice celular muestra la zona “V” invertida, rica en vesiculas endociticas y
exociticas. ii) Movimiento lento y desordenado de vesiculas junto con la acumulacion de
manchas de FM adyacentes a la membrana plasmatica. iii) Movimiento nulo de vesiculas con
todo el citoplasma marcado de rojo con FM. Se establecié La frecuencia de los tres patrones
contando més de 50 tubos polinicos por cada experimento independiente.

Igualmente, se definieron tres patrones de F-actina basados en la marcacion con
Faloidina Alexa 488: i) cables de F-actina en el vastago y marcacion de la “franja de actina”
en la region subapical del tubo polinico, patron normal mostrado por un tubo polinico en
crecimiento. ii) Cables de F-actina en el vastago, pero sin marcacién de la franja de actina en
la region subapical del tubo polinico. iii) Actina desorganizada en el vastago, mostrando
fragmentos mas cortos y dispuestos al azar y ausencia de la franja de actina. Se establecio la
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frecuencia de los tres patrones contando mas de 75 tubos polinicos por cada experimento

independiente.
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6. DISCUSION GENERAL DEL MODELO PROPUESTO PARA EL MECANISMO
DE Al EN NICOTIANA ALATA.
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La Al es un mecanismo ancestral en las Angiospermas que previene la
autofertilizacion. El funcionamiento de este sistema evita las consecuencias detrimentales de
la endocria y contribuye a mantener la diversidad genética de la especie. Los diferentes
mecanismos de Al se originaron de manera independiente a lo largo de la evolucion de las
Angiospermas, lo que refleja la importancia que tiene para la especie el control y la seleccion
del polen para la reproduccion sexual (Allen & Hiscock, 2008). Tres sistemas de Al han sido
particularmente bien estudiados a nivel molecular: el sistema de AIE en Brassica, el sistema
de AIG dependiente de S-RNasas en Solanaceas, Roséaceas y Plantaginaceas, y el sistema de
AIG sefializado por Ca** en Papaver.

Varios sistemas de Al estan controlados por el locus polimdrfico S que codifica los
factores de reconocimiento del polen y el pistilo. Uno de los mecanismos de Al mas
estudiados es el de la familia Solanaceas, el cual es controlado principalmente por las S-
RNasas. Esta glicoproteina estilar cumple una doble funcién: i) reconoce el polen propio o
genéticamente relacionado V ii) ejerce una accién citotdxica, degradando el ARN del polen
incompatible. El factor del reconocimiento del polen es la proteina SLF producida en el
citoplasma del tubo polinico, sitio donde se presume que interacciona de manera directa con
la S-RNasa (Kao & Tsukamoto, 2004; McClure et al., 2011).

La S-RNasa ingresa indistintamente al tubo polinico compatible o incompatible,
posiblemente por endocitosis, y su destino final son los compartimentos vacuolares. Durante
el rechazo del polen, estas vacuolas son selectivamente desorganizadas en los tubos polinicos
incompatibles, mientras que en los tubos polinicos compatibles mantienen su integridad
(Goldraij et al., 2006). Este mecanismo de compartamentalizacion resulta efectivo para
controlar la citotoxicidad de las S-RNasas. Por el momento, sigue siendo un enigma cuél es la
cascada de sefiales implicadas en la disrupcion de las vacuolas del polen incompatible. La
estabilizacién del factor HT-B, un factor no ligado al locus S implicado en la respuesta de Al,
podria estar mediando el proceso de desorganizacion vacuolar selectiva (McClure et al, 1999;
Goldraij et al., 2006; 2012). Un modelo alternativo al de compartamentalizacion surge a partir
del hallazgo de los dominios conservados F-box en la proteina SLF, (dominios que
interacttan con el complejo de ubiquitin ligasa E3). A partir de esto, se ha propuesto que las
S-RNasas de haplotipo diferente a SLF, podrian ser ubiquitinadas y posteriormente
degradadas mediante el proteosoma 26S, manteniéndose de esta forma la integridad del tubo
polinico (Qiao et al., 2004; Hua et al., 2008). Este mecanismo de degradacion propuesto,
funcionaria como un sistema detoxificante que elimina selectivamente las S-RNasas (Kubo et
al., 2010).
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Resulta de sumo interés conocer donde se produce la interaccién S-RNasa-SLF. El
factor SLF es una proteina que se encuentra en el citoplasma del tubo polinico (Ushijima et
al., 2003; Wang & Xue, 2005; Chen et al., 2010) y por lo tanto varios autores sugieren que la
interaccién ocurriria en el citoplasma. Esta hipotesis genera un interrogante respecto al
mecanismo de compartamentalizacion, porque las S-RNasas estan almacenadas en vacuolas.
En este contexto, no se descarta la posibilidad de que un pequefio pool de S-RNasas escape a
la compartamentalizacion y quede libre en el citoplasma, disponible para la interaccion con
SLF (Goldraij et al., 2006). En principio, resulta poco probable que esta pequefia cantidad de
S-RNasa liberada en el citoplasma pueda ser la responsable de llevar a cabo la masiva
degradacion del ARN del tubo polinico (McClure et al, 1990); por el contrario, el pool
mayoritario de S-RNasas secuestrada en las vacuolas deberia jugar un rol mas activo en el
rechazo del polen.

Las respuestas tempranas en el rechazo del polen pueden contribuir a sefalizar la
desorganizacion del tonoplasto vacuolar en los tubos polinicos incompatibles. La integridad
de los filamentos de actina es totalmente necesaria para el normal crecimiento del tubo
polinico durante su migracion hacia el ovario. Recientemente hemos demostrado que la
desorganizacion del citoesqueleto de F-actina precede como evento de rechazo a la
desorganizacion vacuolar de los tubos polinicos incompatibles de N. alata (Roldan et al.,
2012) (Fig. 24D). Este resultado indica que el desmantelamiento celular del tubo polinico
incompatible ocurrié de manera organizada, siguiendo una secuencia especifica de eventos
que culmina en la disrupcién de la vacuola y la consecuente liberacion del pool mayoritario de
S-RNasa en el citoplasma celular. De esta manera, la S-RNasa libre degradaria el ARN del
polen incompatible confiriendo al proceso un caracter irreversible. La relevancia de estos
estudios surge a partir del conocimiento actual de la dindmica del citoesqueleto de F-actina y
su rol en la transduccion de sefiales en muchos procesos dentro de células animales y
vegetales (Smertenko & Franklin-Tong, 2011). La F-actina estd bien caracterizada como
blanco y efector de los mecanismos de rechazo en el sistema de Al de Papaveraceas (Poulter
et al., 2011) y de Rosaceas (Wang & Zhang, 2011).

La disrupcién del tonoplasto y la consecuente liberacion de S-RNasas al citoplasma
del polen generan una serie de interrogantes respecto a la accién citotoxica que causa el
rechazo del polen incompatible. La degradacion del ARN por la accion de la S-RNasa ha sido
considerada indispensable para la manifestacion de la Al (Huang et al., 1994; Royo et al.,
1994). Sin embargo, el lumen vacuolar usualmente contiene enzimas liticas las cuales podrian

ser liberadas al citoplasma conjuntamente con la S-RNasa, participando junto a ésta del efecto
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citotoxico. De hecho, la cistein proteasa aleuraina se encuentra almacenada en el mismo
compartimento que la S-RNasa (Goldraij et al., 2006). Esto sugiere que el dafio celular sobre
el polen incompatible en la fase tardia del rechazo no seria causado exclusivamente por la S-
RNasa. ¢Por qué entonces la actividad catalitica ribonucleasa es considerada indispensable
para el rechazo del polen? Mas allad de la accion degradativa general causada por enzimas
vacuolares liberadas al citoplasma, es posible que la altisima cantidad de S-RNasa
almacenada en la vacuola del polen garantice la rapida y masiva degradacion del ARN
causando un dafio irreversible en la maquinaria celular del polen. Este aspecto particular del
mecanismo de rechazo es objeto actualmente de un activo debate (Chen et al., 2010; Roldén
etal., 2012).

A partir de los resultados obtenidos y de reportes previos realizados en N. alata y en
los sistemas de Papaver y Pyrus, en esta tesis se postula el siguiente modelo de rechazo en el
sistema Al de Solanaceas. El rechazo se manifestaria en dos fases (Fig. 32): en una fase
temprana, el citoesqueleto de F-actina se desorganiza, mientras que el sistema de membranas
de las vacuolas permanece intacto con la S-RNasa compartamentalizada en su interior
(Roldan et al., 2012). Posiblemente esta desorganizacion de la F-actina sea a través de las
alteraciones de la concentracion de Ca** intracelular y/o de la localizacion y concentracion de
ROS, como se ha encontrado en Papaver y Pyrus (Bosch & Franklin-Tong, 2008; Wang &
Zhang, 2011). La desorganizacion de la F-actina ocurriria en paralelo con la alteracion del
tréfico vesicular y llevarian progresivamente al arresto del crecimiento de los tubos polinicos
incompatibles. A su vez, la desorganizacion de la F-actina actuaria como segundo mensajero
para sefializar la disrupcién de las vacuolas, posiblemente a través de un proceso mediado por
la estabilidad de HT-B y otros factores (Goldraij et al., 2006). Varios trabajos consideran a la
pérdida de integridad de las vacuolas como un evento caracteristico de la MCP (Higaki et al.,
2008; Hatsugai & Hara-Nishimura, 2010; Hara-Nishimura & Hatsugai, 2011).

En una fase tardia, el tonoplasto vacuolar pierde su integridad, liberando las S-
RNasas al citoplasma donde se produce la degradacién del ARN y el consecuente rechazo del
polen incompatible, lo que garantizaria la irreversibilidad del rechazo (Goldraij et al., 2012).
Todos estos cambios no ocurren en las polinizaciones compatibles, donde el citoesqueleto y la
vacuola conservan su integridad durante todo el trayecto del tubo polinico hacia el ovario. De
esta manera, la compartamentalizacion es un mecanismo esencial que protege al ARN del

tubo polinico de la accidn citotdxica de las S-RNasas.
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Figura 32. Modelo propuesto de los eventos que se producen durante el rechazo del polen incompatible en el sistema
de Al dependiente de S-RNasas. EI modelo propone que la alteracién del gradiente de [Ca*']; y de ROS, iniciarian la
desorganizacion de la F-actina (Roldan et al., 2012) que produce a su vez la detencidn del trafico vesicular y el arresto del
crecimiento. La F-actina desorganizada desencadenaria eventos de MCP que llevarian a la ruptura vacuolar y a la liberacion
de S-RNasas que degradan el ARN del tubo polinico incompatible (Goldraij et al., 2006), confiriendo al proceso un caracter
irreversible que destruye la maquinaria celular (Goldraij et al., 2012). Las flechas y recuadros rojos indican eventos ain no
comprobados en Solanéceas pero si en sistemas de Al inmediatamente relacionados (por ejemplo en Roséceas; Wang et al.,
2009; 2010). Las flechas y recuadros verdes designan eventos caracterizados en este trabajo de tesis. Las flechas y recuadros
celestes indican eventos previamente reportados en Nicotiana alata (McClure et al., 1990; Goldraij et al., 2006; Roldan et al.,
2012).
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El rol de los filamentos de actina como efector de la cascada de sefiales ha sido bien
documentado en Papaver rhoeas, especie que posee un sistema de Al diferente al de
Nicotiana alata. También ha sido caracterizado en Pyrus pirifolia, especie que comparte el
mismo sistema con N. alata pero exhibiendo mecanismos genéticos y moleculares diferentes
(Hauck et al., 2006; McClure, 2008). Sin embargo los eventos celulares y moleculares que
conforman la respuesta de rechazo en ambas especies han sido conciliadas (Goldraij et al.,
2012). En ambas especies, los estudios fueron llevados a cabo en ensayos de polen in vitro.
Inmediatamente después de la induccion de Al, el tubo polinico incompatible experimenta un
masivo ingreso y redistribucién de Ca®* en la region subapical (Franklin-Tong et al., 1993;
Qu et al., 2007). El influjo de Ca?* dispara una réapida y extensiva depolimerizacion del
citoesqueleto de actina (Geitman et al., 2000; Liu et al., 2007) que a su vez inicia una red de
eventos que confluyen en un proceso de MCP (Thomas & Franklin-Tong, 2004; Wang et al.,
2009). Pyrus posee un sistema Al dependiente de S-RNasas pero a partir de los resultados
obtenidos los autores postulan un modelo de rechazo diferente al propuesto en la figura 32,
sugiriendo que la degradacién del ARN ocurre en una etapa temprana del rechazo, que
conduce finalmente a la MCP. Este modelo propuesto resulta dificil de extender al sistema de
Al de N. alata por varios motivos. Dentro de Solanéceas, la S-RNasa no es un factor
suficiente para rechazar el polen incompatible, existen otros factores no ligados al locus S
como HT-B y 120K que son indispensables para la respuesta de Al (McClure et al., 1999;
Hancock et al., 2005). Por otro lado, la accion citotoxica de las S-RNasas en N. alata ocurriria
después de la ruptura vacuolar y su consecuente liberacion al citoplasma, evento que fue
claramente caracterizado como posterior a la desorganizacion de la F-actina.

Las futuras investigaciones pueden revelar qué tan divergente son los sistemas de estas
dos familias, como para considerar mecanismos de rechazo de Al dependiente de S-RNasas

evolutivamente diferentes.
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	you just gotta go with the flow…
	You have to take it as it comes,
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	right?
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