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RESUMEN

La proximidad de los 6rganos sexuales en las flores hermafroditas
incrementa  considerablemente la  probabilidad de la
autofecundacion. Para evitarla, varias especies desarrollaron el
sistema de incompatibilidad sexual (SI), mecanismo presente en
varias familias de angiospermas que permite al pistilo rechazar el
polen propio y aceptar el de plantas genéticamente diferentes. Esto
evita la endogamia y favorece la polinizacion cruzada. La SI esta
controlada por un locus muy polimoérfico llamado locus S que
incluye dos unidades transcripcionales estrechamente ligadas. Una
de ellas codifica la determinante masculina y la otra a la
determinante femenina. En esta revisiéon se discuten los avances en
el control molecular del SI gametofitico presente en las familias
Solanaceae, Rosaceae y Plantaginaceae, en las que la especificidad
del rechazo del polen lo ejerce la interaccién S-especifica de la  S-
RNasa (determinante femenina) en el pistilo y la proteina SLF
(determinante masculina) en el polen. Ademas, se revisan los
posibles mecanismos bioquimicos que conducen al rechazo del polen
propio en sistemas basados en S-RNasa, y se propone un modelo
combinado.

Palabras clave: Sistemas de incompatibilidad, rechazo del polen,
locus S, S-RNasa, SLF.

SUMMARY

Proximity between sexual organs in hermaphrodite flowers highly
increases the likelihood of self-fertilization. To avoid it, several
species evolved the sexual incompatibility (SI) system, a mechanism
present in several angiosperm families which allows the pistil to
reject self-pollen and to accept non-self-pollen, thus encouraging
outcrossing to prevent inbreeding. The SI is genetically controlled
by male and female determinants, both encoded in the highly
polymorphic S-locus. In this paper we review and discuss the
current advances in the molecular control of the gametophytic SI,
present in the Solanaceae, Rosaceae and Plantaginaceae families, in
which the specificity of pollen rejection is determined by the S-
specific interaction between the S-RNase (female determinant) and
SLF (S locus F-box protein; male determinant). In addition, we
discuss the potential biochemical leading to pollen rejection in S-
RNase based systems, and we propose a combined model.
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INTRODUCCION

Las angiospermas representan el grupo mas importante
de las plantas vasculares. Su gran diversidad, amplia
masculino (estambres) en la misma flor. La cercania de
estas estructuras aumenta la probabilidad de autopolini-
zacion y, por ende, de autofecundacion. Para regularla, el
pistilo juega un papel esencial, ya que ademas de recibir
al polen en la superficie de su estigma, permitir su
hidratacién, su germinacién y la nutricién y conduccién
de los tubos polinicos al ovario, también sintetiza factores
que ayudan a reconocer y discriminar el polen producido
por la misma planta de aquel que proviene de individuos
genéticamente relacionados y de otras especies (McClure
y Frankling-Tong, 2006).

Para promover la polinizacién cruzada, varias especies
hermafroditas desarrollaron adaptaciones morfoldgicas
como la separacion espacial del pistilo y los estambres
(hercogamia), y fisiolégicas, como la maduracién
diferencial de los 6rganos reproductivos (dicogamia). Si
bien estas modificaciones evitan en gran medida la
autofecundacién y promueven la polinizacién cruzada,
aun existe la posibilidad de flujo génico a través del polen
con los padres o con otros individuos de la progenie. Para
contender con esto, un gran nuimero de especies
desarrollaron un mecanismo genético-bioquimico de
reconocimiento del polen, conocido como sistema de
incompatibilidad sexual (AI), el cual se define como la
incapacidad de una planta hermafrodita fértil para
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producir cigotos después de la autopolinizacién (de
Nettancourt, 1977; 2001).

El fuerte control genético que ejercen los sistemas de
Al restringe grandemente la introgresion con los padres y
las cruzas con otros miembros de la progenie. De esta
manera la polinizacién cruzada aumenta la capacidad de
sobrevivencia y reproduccidon, y contribuye asi a la
diversidad genética de la siguiente generaciéon. En varias
familias la Al estd controlada genéticamente por un solo
locus multialélico conocido como locus S, el cual incluye
dos genes estrechamente ligados. Una unidad
transcripcional codifica la determinante masculina con
expresion especifica en el polen, y la otra codifica a la
femenina con expresiéon exclusiva en el pistilo. Esta
revision se enfoca al sistema de incompatibilidad
gametofitico, para describir el avance logrado en la
identificacién de los genes que controlan la via del
rechazo del polen, asi como de los mecanismos
propuestos que la regulan.

Los datos derivados del estudio del mecanismo que
controla el rechazo del polen, podrian ser utilizados en
programas de mejoramiento genético de especies de
importancia agricola en las familias Solanaceae, Rosaceae
y Poaceae, las cuales incluyen especies incompatibles.
Por ejemplo, servirfa para caracterizar las vias de flujo de
polen entre especies silvestres y cultivables, y asi
determinar si existen barreras reproductivas que eviten la
incorporacion de alelos de resistencia a enfermedades o a
condiciones ambientales adversas. Este conocimiento
permitiria establecer esquemas de cruzas dirigidas que
impacten positivamente a la agricultura.

Sistemas genéticos que controlan el rechazo del polen

Los sistemas de Al se distribuyen ampliamente en las
angiospermas y estin presentes en 91 de las 271 familias
descritas (Dickinson et al., 1992). El nimero de alelos S
presentes en una poblacién puede ser muy grande y variar
de especie a especie; en algunas especies de Brassica
existen més de 60 alelos, de 60 a 80 en Papaver y de 150
a 250 en Trifolium (Dickinson et al., 1992). La Al es un
ejemplo clasico de un sistema genético que se encuentra
bajo seleccion balanceadora, para mantener los
polimorfismos genéticos dentro de una poblacién
(Charlesworth er al., 2005; Newbigin y Uyenoyama,
2005).

En especies de la familia Solanaceae, como Solanum
lycopersicum (Lycopersicum esculentum L.) y Solanum
tuberosum L., el locus S se localiza cerca del centrémero
del cromosoma I (Tanksley y Loaiza-Figueroa, 1985),
mientras que en Petunia hybrida estd en la regién
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pericentromérica del cromosoma III (Entani et al., 1999).
La ubicacion del locus S cerca del centrémero y la
proximidad de las dos determinantes provoca que no haya
recombinacion entre ambos genes, lo que promueve su
herencia como una sola unidad mendeliana llamada
haplotipo (Cruz-Garcia y McClure, 2001).

En funcion del tiempo de expresion de la determinante
masculina en el polen, los tipos de SI se clasifican en
gametofitico (SIG) y esporofitico (SIS) (Newbigin et al.,
1993). En los sistemas SIG los componentes que
determinan la incompatibilidad son expresados por el
genotipo haploide del grano de polen (gametofito
masculino; por eso el nombre de incompatibilidad
gametofitica; Figura 1A). En este caso el rechazo del
polen ocurre cuando el haplotipo S del polen coincide con
uno de los dos haplotipos S presentes en el pistilo diploide
de una planta heterocigota receptora, lo que provoca que
el crecimiento del tubo polinico (TP) se inhiba
generalmente a nivel del estilo. Por ejemplo, una planta
diploide S152 producird granos de polen genética y
fenotipicamente Si: o S2. Cuando los granos de polen con
el haplotipo S1 o0 52 lleguen a un pistilo S152, germinardn y
producirdin un TP. Sin embargo, como la cruza es
incompatible su crecimiento serd inhibido a nivel del
estilo. Pero si el haplotipo del polen es S3, el polen serad
aceptado y el TP alcanzard el saco embrionario para
llevar a cabo la fecundacion, lo que resultari en una
progenie con individuos Si183 y 5253 (Cruz-Garcia y
McClure, 2001) como se ilustra en la Figura 1A).

En los sistemas SIS la incompatibilidad esti
determinada por los productos de los alelos S que son
expresados y sintetizados por los tejidos diploides de la
planta madre, como el tapete, los cuales son incorporados
a la cubierta del grano de polen durante su maduracién en
la antera. En una planta madre heterocigota los dos
productos de los alelos S estaran presentes en la cubierta
del polen (Figura 1B); en este caso una planta Si52
producird granos de polen con genotipos Si1 o S2, pero
todo el polen producido tendra el fenotipo S1S:. Si los
granos de polen cubiertos en su superficie con proteinas
Si1y 2 caen sobre el estigma de una planta S1.5: el polen
serd rechazado, en cuyo caso la respuesta de
incompatibilidad se manifiesta con inhibicion de la
germinacion del polen en la superficie del estigma. Pero
si el polen lleva el producto de los alelos $3Ss+ en su
superficie (pero con un genotipo S3 o Ss), el polen
germinard y el TP crecera hasta el évulo donde ocurrira
la fecundacién, para  producir una progenie con
individuos $153, 8184, 5283 y S2854; en este caso toda la
progenie producira polen con las proteinas S153, S1.5s, $253
y 828+ en su superficie, lo que evitara la introgresién con
los padres cuyos genotipos son S1$2 y $3Ss, o0 con sus
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hermanos, ya que siempre habra coincidencia con uno de
los haplotipos S. Lo anterior no ocurre en especies SIG,
ya que la progenie puede introgresar parcialmente con los
padres y con algunos individuos de la progenie (Cruz-
arcia y McClure, 2001).

Sistemas de autoincompatibilidad

Pistilo S:S2 Pistilo S:S2
Os @@= As Os
Progenie Progenie
8183 8183 $283
S283 8184 8284

Figura 1. Control genético en los sistemas de incompatibilidad
homomorficos. A) Control gametofitico. Los granos de polen
contienen en su citoplasma el producto del alelo Si o S2. Al llegar al
estigma del pistilo S1S2, germinan y crecen a través del estigma, pero
su crecimiento es inhibido en la parte superior del estilo. Sin
embargo, un grano de polen con el alelo S3 es capaz de germinar y
crecer a través del tejido de transmision del estilo hasta alcanzar el
ovario y fecundar los ovulos, lo que producira una progenie S153 y
$283. B) Control esporofitico. El producto del alelo S1 y Sz se expresa
en el tejido diploide del tapete, que al degenerar vierte su contenido
al interior del 16culo de la antera y cubre la pared de los granos de
polen. De esta forma cada grano de polen presenta los productos de
los dos alelos S en su cubierta. Los granos de polen al llegar al
estigma de un pistilo S1S2 son reconocidos como propios y su
germinaciéon se inhibe. Si, por el contrario, llega polen
fenotipicamente S3Ss, estos granos de polen germinan y crecen por el
tejido de transmisiéon del estilo hasta alcanzar los oOvulos y
fecundarlos, para producir una progenie S153, S1S4, S283 y S284.
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Sistemas de autoincompatibilidad gametofiticos
dependientes de S-RNasa

El sistema AIG es de los mas representados en las
angiospermas y se ha estudiado fundamentalmente en las
familias Solanaceae (Nicotiana, Solanum, Petunia),
Plantaginaceae (Antirrhinum) y Rosaceae (Prunus, Pyrus
y Malus) (de Nettancourt, 2001; Yamame y Tao, 2009).

S-RNasa es la determinante femenina. El producto
génico de la determinante femenina en las familias
Rosaceae, Plantaginaceae y Solanaceae, es una proteina
con actividad de ribonucleasa conocida como S-RNasa
(McClure et al., 1989; Kao y McCubbin, 1996). Las S-
RNasas son glicoproteinas de aproximadamente 30 kD
que se expresan en estigma, y ovario, y se localizan en la
matriz extracelular del tejido de transmision del estilo
(Anderson et al., 1986; Cornish et al., 1988; McClure et
al., 1989; Sassa et al., 1996; Xue et al., 1996).

Experimentos de ganancia o pérdida de funcién con
plantas transgénicas en Solanum, Petunia y Nicotiana,
demuestran que la expresion de diferentes S-RNasas,
causa cambios en el fenotipo de polinizacion, para pasar
de compatible a incompatible o viceversa. Por ejemplo, la
transformacion de los hibridos de Nicotiana langsdorffii x
N. alata SwsSws que expresan los transgenes que
codifican a la S2-RNasa o a la Scio-RNasa, rechazan el
polen Sa2 o Scio, fenotipo que las plantas sin transformar
no presentan (Murfett ef al., 1994; 1996). En las especies
Prunus, Pyrus y Malus de la familia Rosaceae, la
identificacion de la S-RNasa como la determinante
femenina, se hizo en mutantes naturales autocompatibles
(AC) con mutaciones en el gen S-RNasa que inactivaban
su producto (Yamame y Tao, 2009).

Al respecto, se ha propuesto que las S-RNasas actian
como agentes citotoxicos S-especificos (McClure et al.,
1989). Estas ribonucleasas se incorporan a los TP durante
su crecimiento por la matriz extracelular del tejido de
transmision del estilo, independientemente de si éstos son
compatibles o incompatibles (Goldraij er al., 2006). Un
dato importante que apoya que las S-RNasas se
comportan como citotoxinas fue brindado por Huang er
al. (1994), quienes por mutagénesis dirigida
reemplazaron una de las dos histidinas conservadas en el
sitio activo de la S3-RNasa de Petunia inflata; el resultado
fue que los pistilos de las plantas transgénicas fueron
incapaces de rechazar el polen S5 debido a la incapacidad
de la S3-RNasa para degradar el ARN del TP.
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SFB/SLF es la determinante masculina. El producto
del alelo S del polen se identific6 recientemente en
Petunia inflata (Sijacic et al., 2004). Este gen se conoce
como SLF (S-locus F-box gene) en solaniceas o SFB (S-
hapolotype-specific F-box protein) en Rosaceae, y es
miembro de una familia de proteinas que contiene una
caja F hacia su extremo amino terminal. En general, esta
proteina presenta dos dominios variables (Va 'y Vb) y dos
dominios hipervariables (HVa y HVb) hacia el extremo
carboxilo terminal (Ikeda et al., 2004; Yamame y Tao,
2009). De aqui en adelante la determinante masculina
seré referida como SLF.

Los miembros de la familia de proteinas con caja F se
asocian con la via de degradacion de proteinas por el
proteosoma 26S (Sullivan ez al., 2003). La expresion de
SLF es haplotipo S-especifica, y se restringe al polen
(Sijacic et al., 2004). Para demostrar que SLF es la
determinante masculina, Sijacic ef al. (2004) ofrecieron
una prueba contundente basada en el modelo de la
interaccién competitiva (Golz er al., 2001), el cual
predice que el polen heteroalélico es aceptado por un
estilo incompatible. En esta investigacion  se
transformaron plantas incompatibles de P. inflata S\Si,
S152, 'y $5283, con el transgen SLF-> fusionado a un
promotor especifico de polen. Las plantas transgénicas
resultantes produjeron polen homoalélico (SLF2 + S2) o
heteroalélico (SLF> + S1 o, SLF> + $3). Cuando las
plantas transgénicas de P. inflata S1S1 + SLF-2 0 $:83 +
SLF-> fueron polinizadas con polen homoalélico o
heteroalélico, s6lo aceptaron el polen heteroalélico; esto
demostré que hubo interaccién competitiva (Figura 2) y
que por, tanto SLF es la determinante masculina.

La proteina SLF podria funcionar como una enzima
ligasa tipo E3 (Sijacic et al., 2004). La degradacién de
proteinas via el proteosoma 26S involucra el marcaje por
poliubiquitinacion de las proteinas que se van a degradar.
En este proceso las enzimas ligasas E3 representan un
paso crucial en el control de la poliubiquitilacién de la
proteina blanco (target), ya que reconocen la sefial de
ubiquitilacién en la proteina seleccionada y coordinan la
transferencia de la ubiquitina (proteina de 76 kD) desde la
ligasa E2 a un residuo de lisina de la proteina blanco
(Sullivan et al., 2003). El reconocimiento de la proteina
blanco y la transferencia de ubiquitina por las ligasas E3,
puede ocurrir por la formacién de un complejo proteico
conocido como SCF-E3, el cual se conforma de cuatro
proteinas: SKP1, culina, una proteina con caja F y RBX1
(Cardozo y Pagano 2004; Smalle y Vierstra, 2004).
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Figura 2. Interaccién competitiva. Plantas heterdcigas S253
que al ser polinizadas con polen homoalélico S:S: inhiben el
crecimiento de los tubos polinicos. Sin embargo, el polen
heteroalélico S:S3 es capaz de crecer por el estilo hasta
alcanzar el ovario, al igual que polen Si.

Factores no ligados al locus S involucrados en el
rechazo del polen

A pesar de que las S-RNasas y SLF determinan la
especificidad de la incompatibilidad, evidencias genéticas
indican que los productos de genes modificadores (GM)
no ligados al locus S, son esenciales en la via bioquimica
del rechazo del polen (Ai et al., 1991; Murfett et al.,
1996; Tsukamoto et al., 1999).

Los GM se clasifican en tres grupos (McClure et al.,
2000). El Grupo I incluye genes cuyos productos regulan
la expresion de las determinantes de la especificidad (SLF
y S-RNasa). Un ejemplo de este grupo de genes lo
describieron Tsukamoto et al. (1999; 2003) en una
poblacién silvestre de Petunia axillaries que segrega
plantas autocompatibles y autoincompatibles; estos
autores encontraron que la expresion de la Sis-RNasa esta
suprimida en las plantas AC por una mutacién en el locus
MDF.

El Grupo II comprende GM que regulan la actividad
bioldgica de las determinantes de especificidad y, por
tanto, su funcion se restringe a la incompatibilidad. De
este grupo s6lo dos GM han sido identificados con
funcién confirmada en el rechazo del polen. Estos GM
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codifican a las proteinas HT-B y 120K (McClure et al.,
1999; Hancock et al., 2005).

En el Grupo III se encuentran los genes que funcionan
en el rechazo del polen y en otros procesos de la
interaccion polen-pistilo. En este grupo podrian estar
TTS, PELP IIl, Napll, NaTrxh, NaStEP 'y SBP
(O’Brien et al., 2004; Juarez-Diaz et al., 2006; Busot et
al., 2008).

Por obvias razones, los GM mas estudiados son HT-B'y
120K. Sus productos génicos ingresan a los TP cuando
crecen por el estilo en N. alata (Goldraij et al., 2006).
HT-B es una proteina de 8.6 kD, con un dominio
constituido por 20 residuos de asparagina y 4cido
aspartico (dominio ND) hacia el extremo carboxilo
(Kondo y McClure, 2008). El dominio ND esta
flanqueado por dos motivos de cisteinas, CAACKC y
CQTVCC en N. alata (Kondo y McClure, 2008). HT-B
se expresa sOlo en estilos maduros de plantas Al
(McClure et al., 1999). El gen HT-B esté presente en tres
géneros de la familia Solanaceae, Nicotiana, Petunia y
Solanum (McClure et al., 1999; Kondo et al., 2002a, b;
O’ Brien et al., 2002; Sassa y Hirano, 2006). Su papel
en la Al se confirm6 mediante experimentos de pérdida
de funcion en plantas transgénicas, las cuales perdieron la
capacidad de rechazar su propio polen cuando HT-B fue
silenciado (McClure et al., 1999; O’ Brien et al., 2002;
Puerta et al., 2009).

La proteina 120K es una arabinogalactoproteina con un
motivo de extensina, que se localiza en las células del
tejido de transmision del estilo y es secretada a la matriz
extracelular de este tejido tanto de especies
autocompatibles como en autoincompatibles de Nicotiana
(Hancock er al., 2005). El silenciamiento del gen 120K
por RNA interferente (RNAi) en hibridos de N.
plumbaginifolia x N. alata, abate la capacidad de
reconocimiento del polen con el mismo haplotipo S que el
pistilo en N. alata (Hancock et al., 2005). En esta
especie, 120K forma complejos con las S-RNasas (Cruz-
Garcia et al., 2005) e ingresa a los TP
independientemente de su haplotipo S (Lind et al., 1996;
Goldraij et al., 2006). En cruzas compatibles y en etapas
tempranas de la polinizacién de cruzas incompatibles,
120K delimita el interior de las vacuolas del TP donde se
encuentran contenidas las S-RNasas. No obstante, en
etapas tardias (36 h) de una polinizacién incompatible,
120K ya no se detecta en los TP (Goldraij et al., 2006).
Estas evidencias sugieren que 120K podria estar asociada
con los sistemas membranosos en el TP y que su
participacién en el rechazo del polen seria en la liberacién
de las S-RNasas de la vacuola al citoplasma del TP, en
coordinacion con HT-B. Dado que en las plantas
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transgénicas con el gen /20K silenciado no se afecta el
transporte de las S-RNasas al TP, se ha sugerido que esta
proteina funciona hasta que ha ingresado al TP (Hancock
et al., 2005).

Modelos para el rechazo del polen en sistemas de
incompatibilidad basados en S-RNasa

En la actualidad existen dos modelos que tratan de
explicar cémo las S-RNasas pueden llevar acabo la
inhibicién del TP en cruzas incompatibles. Uno de ellos
involucra la degradacién de estas ribonucleasas (Hua et
al., 2008) y el segundo su compartamentalizacién en
vacuolas del TP (Goldraij ef al., 2006; McClure, 2006).

Modelo de la degradacion de las S-RNasas. Este
modelo se basa fundamentalmente en la potencialidad que
tiene SLF por su caja F, para participar en la via de
degradacion de proteinas via el proteosoma 26S. Muchas
proteinas con caja F se caracterizan por ser componentes
del complejo E3 de ligasa de ubiquitina, llamado SCF
(Skp1, Cullin-F box), constituido por Skpl, cullin-1 una
proteina con caja f y Rbxl. El complejo SCF estd
involucrado en la ubiquitinacion especifica y en la
degradacion de proteinas blanco mediante el proteosoma
26S, de forma que SLF podria ser parte de un complejo
SCF (Moon et al., 2004).

Con base en lo anterior, Hua y Kao (2008) propusieron
el modelo de la degradacion de la S-RNasas. Para
describir este modelo supondremos que un estilo Si$2 es
polinizado con polen Si, ejemplo en el que tanto la S:
como la S»-RNasa producidas por el estilo son
transportadas al interior del TP. En este caso la
determinante masculina en el TP es SLF1, la cual mediara
especificamente la ubiquitinacion y la degradacion de la
S2-RNasa por el proteosoma 26S, pero no de la Si-
RNasa, por lo que esta ribonucleasa ejercerd su efecto
citotoxico e inhibird el crecimiento del TP Si. En este
modelo se sugiere que la interaccién S-no especifica entre
SLF y la S-RNasa es mas fuerte que la interaccion SLF
con la S-RNasa S-especifica. Lo anterior se cumple muy
bien en una cruza compatible; por ejemplo, si la
polinizacién ocurre entre un estilo S152 y polen Sz, en el
interior del TP se formaran complejos estables Si-RNasa-
SLF3 y S2-RNasa-SLF3, que provocarian la degradacion
de ambas S-RNasas y la estabilidad del ARN del TP no
se vera afectada, de modo que TP alcanzaria el ovario
(Figura 3).
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Figura 3. Modelo de la degradacion de las S-RNasas. SLF
forma parte del complejo SCF encargado de
poliubiquitinar proteinas destinas a su degradacién via el
proteosoma 26S. SLF posee un sitio de reconocimiento para
todas las S-RNasas y un sitio alelo especifico. En una cruza
incompatible en un tubo polinico S1 la interaccion entre
SLF1 y la S:-RNasa conlleva a la degradacion de la S:-
RNasa. Sin embargo, la interaccion alelo especifica entre
SLF1 y la Si-RNasa no es estable, por lo que la S:-RNasa
queda libre en el citoplasma para promover la degradacién
del ARN. En una cruza compatible la interaccién no
especifica entre SLF3 y las Si-RNasas y S2-RNasas ocasiona
la degradacion de las dos S-RNasas, lo que permite el
crecimiento del tubo polinico.

Modelo de la compartamentalizacion de las S-RNasas

Un modelo alternativo para explicar el rechazo del
polen en sistemas basados en S-RNasa fue el propuesto
por Goldraij er al. (2006), el cual sugiere que las S-
RNasas ingresan a los TP por endocitosis sin importar su
haplotipo S, y se almacenan en una vacuola. Este modelo,
ademés de la S-RNasa y SLF, incluye a los factores
estilares 120K y HT-B como componentes de un sistema
selectivo del rechazo del polen secretado a la matriz
extracelular del estilo. En esta situacién, en una cruza
compatible en donde un TP S3 crece en un pistilo
heterocigoto S15:, el rechazo se evita debido a que tanto
las Si-RNasas como la S2-RNasa permanecen secuestradas
en la vacuola del TP, como consecuencia de la
degradaciéon de HT-B en el TP.

Por otro lado, en el caso de un polen S1 o Sz cuyos TP
se desarrollen en un estilo S$1$, las vacuolas que
contienen a las S-RNasas en el TP se romperan entre las
16 y 36 h de polinizacién, como respuesta a la interacciéon
haplotipo S-especifica entre SLF y la S-RNasa. La
proteina HT-B, que ha ingresado al TP también y que
probablemente se aloja en la misma vacuola donde estan
almacenadas las S-RNasas, permanecerd estable y
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mediard directa o indirectamente en que la vacuola se
degrade y libere a las ribonucleasas al citoplasma del TP
(Figura 4), en donde ejerceran su efecto citotdxico e
inhibir4 el crecimiento del TP (Goldraij ef al., 2006).

PROPUESTA DE UN MODELO MIXTO

Cruza incompatible
Polen S,
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Figura 4. Modelo de la compartamentalizacion de las S-
RNasas. Las S-RNasas ingresan al tubo polinico por
endocitosis sin importar su haplotipo S. En una cruza
incompatible con un pistilo S1S2 las S-RNasas son
almacenadas en una vacuola junto con 120K y HT-B. La
interaccion alelo especifica entre SLF1 o SLF: y las Si-
RNasas y S2-RNasas, conllevan a la estabilizaciéon de HT-B
y al rompimiento de la vacuola del tubo polinico, y dejan
libres a las S-RNasas en su citosol para que lleven a cabo
su efecto citotoxico. En una cruza compatible la interaccion
no especifica entre SLF3, Si-RNasas y S2-RNasas, produce
la degradacion de HT-B y la estabilizacién de la vacuola,
por lo que las S-RNasas permanecen almacenadas en la
vacuola y el tubo polinico puede crecer hasta alcanzar el
ovario.

Los dos modelos anteriores reflejan en gran medida los
logros alcanzados en el entendimiento del mecanismo
molecular del rechazo del polen en sistemas basados en S-
RNasa. Sin embargo, la informacién molecular vertida en
ambos casos deja muchas incognitas por resolver, lo que
es resultado del desconocimiento de otros genes fuera del
locus S, tanto del pistilo como del polen que completan la
via.

Otro aspecto que se deriva de los modelos es la
aparente controversia que existe entre ambos, ya que
mientras el modelo de la degradacion de las S-RNasas
establece que SLF es una proteina esencial que protege al
tubo polinico de la accion citotdxica de las S-RNasas, y
como no se han podido recuperar mutantes nulas para
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este gen en algunas solaniceas (Golz er al., 2001;
McClure, 2009), el modelo de la compartamentalizacion
propone que SLF causa el rechazo del polen, lo cual es
consistente con las mutantes nulas para SLF en Prunus
(Sonneveld et al., 2005).

Si bien en apariencia estos modelos podrian ser
irreconciliables, aqui se considera que podrian ser
complementarios. Una mezcla de ambos modelos podria
ser la siguiente: el proceso podria empezar con la
formacién de complejos entre SLF y la S-RNasa en el
citoplasma del TP. En el ejemplo que se ilustra en la
Figura 5, se presenta un pistilo homocigoto S:S: que es
polinizado con el polen S: (cruza incompatible) o Sz
(cruza compatible).

En la cruza incompatible (Figura 5A) se formarian
complejos especificos Si-RNasa-SLFi1, que permitirian
que la proteina HT-B permaneciera estable y activa en el
TP para desencadenar la desestabilizacion y ruptura de la
membrana de la vacuola que contiene las S-RNasas en el
TP. Si esto ocurre, las S-RNasas se liberarian de forma
masiva al citoplasma donde degradarian el ARN. Por otra
parte, en una cruza compatible (Figura 5B) con polen S:
se formarian los complejos S-noespecificos Si-RNasa-
SLF2, los cuales serian re-ensamblados en el complejo
SCF-SLF: para permitir la poliubiquitinacién de la
Si-RNasa citoplasmatica y que ésta sea degradada por el

Cruza auto-incompatible
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proteosoma 26S. Notablemente, este nuevo modelo
propone también que la proteina HT-B podria ser un
blanco del complejo SCF-SLF2, que la ubiquitinaria para
ser degradada por el proteosoma 26S. Alternativamente,
la proteina HT-B podria ser degradada por una proteasa
de sintesis de novo en el tubo polinico, ya que su
programa de sintesis de proteinas sigue activo.
Cualquiera que sea la via de degradaciéon de HT-B, lo
importante es que esta proteina no estaria disponible para
mediar la ruptura de la vacuola con las S-RNasas en el
tubo polinico, la cual permaneceria intacta y bloquearia
asi la actividad citotoxica de las S-RNasas para permitir
el crecimiento del TP al ovario.

En este modelo unificado la actividad de la S-RNasa
que no se degrada por el proteosoma 26S no seria
suficiente para provocar la muerte de los tubos polinicos,
y soOlo funcionaria para darle especificidad a la respuesta
de incompatibilidad.

Sin embargo, para disponer de un modelo que describa
con mas detalle el mecanismo molecular del rechazo del
polen en sistemas basados en S-RNasas, la investigacion
futura deberd estar dirigida a responder algunas
preguntas, como: ;Cudles son las proteinas estilares y del
polen que integran la via bioquimica del rechazo del
polen? ;Cémo se degrada la proteina HT-B en el tubo
polinico y si depende de la interaccion S-especifica entre

A

Pistilo $,5,
Vacuola
ﬂ o \I Degradacion
HT-B ! ——— ,f‘ﬂ del ARN
ry estable 7 Ruptura vacuolar N gf
~h | viiberacionde )
| N SRN¢
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Cruza auto-compatible B
Pistilo .S,
Degradacic'ln
Complejo SCFy en el proteosoma
ublqultma:lon 26S
A‘ Via alterna d / Vacuola con
-~ ia alterna e
N degradaclon SRN1
E Crecimiento H]IUUESLH ASRN1
E' SLF; " HT.B

Figura 5. Modelo unificado del rechazo del polen en sistemas basados en S-RNasas. En este modelo se integran los mecanismos propuestos por
Hua y Kao (2008; degradacion de la S-RNasa) y por Goldraij ef al. (2006; compartamentalizaciéon de la S-RNasa). Aqui se propone que la
interaccion especifica permitiria que la proteina HT-B permaneciera estable y activa en el TP de una cruza incompatible (A), para desencadenar
la ruptura de la vacuola que contiene a las S-RNasas (SRN), y que su liberacion masiva inhibiera el crecimiento del TP. En una cruza compatible
(B) el escenario seria diferente, ya que la interaccion especifica propiciaria el ensamblaje de un complejo SCF-SLF que poliubiquitinara a la
RNasa y probablemente a HT-B, para ser degradadas por el proteosoma 26S. Alternativamente, HT-B podria ser degradada por una proteasa de
sintesis de novo. En cualquier caso, la degradacion de HT-B inhibiria la ruptura de la vacuola con las RNasas, lo que evitaria su actividad
citotéxica y permitiria el crecimiento del TP.
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SLF y la S-RNasa? ;Cudles son las sefiales que
promueven la liberacién de las S-RNasas de las vacuolas
de TP en cruzas incompatibles? y ;Cual es el mecanismo
molecular mediante el cual HT-B propicia la
desestabilizacion de la vacuola que contiene a las S-
RNasas en el TP en cruzas incompatibles?
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