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De los distintos tipos de polen que recibe una planta,
dcomo elige esta el mas apropiado para reproducirse?

Ariel Goldraiy

AS PLANTAS CARECEN DE LA CAPACIDAD DE DESPLAZARSE. SON ORGANISMOS SESILES.
Debido a ello, existe un componente importante de azar en la polinizacion,
sobre la que ejercen un escaso control. Reciben de modo pasivo, y con
pocas posibilidades de seleccion, el polen transportado hasta las flores
por agentes externos, principalmente el viento y los insectos. Sin embar-
g0, el arribo del polen viable no es garantia de éxito. Los diminutos granos deben
recorrer un largo camino y superar varias barreras para lograr la fecundacion.

En las Angiospermas, las plantas que forman flores y semi-
1las, la reproduccion sexual es un proceso complejo. Se inicia
con la polinizacion, la llegada del grano de polen procedente
de las anteras masculinas a los tejidos femeninos organizados
en el pistilo. Este Gltimo consta de tres estructuras basicas: el
estigma en la parte superior, el ovario en la inferior (donde se
ubican los 6vulos) y el estilo, una estructura tubular que une
el estigma con el ovario. Al llegar al estigma, el grano de polen
se hidrata y germina emitiendo el tubo polinico, el cual crece a

Las plantas con flores han desarrollado estrategias complejas para
controlar la fecundacion. De todos los granos de polen que llegan
al pistilo, la planta favorece la germinacién y el crecimiento de los
més apropiados para la supervivencia de la especie.

Uno de los mecanismos més extendidos en la reproduccion
vegetal es la autoincompatibilidad, un sistema que acttia
como una eficaz barrera para reconocer y rechazar el polen
propio o el genéticamente relacionado.

través del estilo hasta llegar al ovario. Alli, el tubo penetra en el
o6vulo y alcanza el saco embrionario, una estructura multicelular
que contiene el gameto femenino. En el interior del saco, el
tubo descarga dos células espermaticas. Una de ellas, el gameto
masculino, se fusiona con la célula huevo, o gameto femenino,
para formar el zigoto; a partir de este surge, mediante divisio-
nes celulares sucesivas, el embrion que dara lugar a una nueva
planta. La otra célula espermatica se une con los dos nicleos
de la célula central del saco y origina el endosperma, el tejido

De este modo, los vege-
tales evitan la endogamia
y promueven la diversidad
genética.
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nutricio que alimentara al embrién en sus primeros estadios
de crecimiento. El embrién y el endosperma estan protegidos
dentro de la semilla, que en las Angiospermas se desarrolla, a
su vez, en el interior del fruto. Este evento de doble fusion de
células y ntacleos masculinos y femeninos fue descubierto hace
mas de cien aflos y se conoce como fecundacién doble.

Las plantas han desarrollado diversas estrategias para el
reconocimiento y control del polen una vez que este establece
contacto con el estigma. Tal control esta destinado a favorecer
la germinacién y el crecimiento del polen méas apropiado y que
mejor garantiza la supervivencia de la especie ante los cambios
del entorno.

En el presente articulo se presentaran y desarrollaran los
conceptos mas importantes de uno de los mecanismos de repro-
duccién mas difundidos en el reino vegetal: la autoincompati-
bilidad. Se trata de un sistema eficaz que permite identificar y
rechazar el polen procedente de la misma planta o de cualquier
otra con la que comparta rasgos genéticos comunes.

RECONOCER EL POLEN PROPIO Y EL AJENO
Cuando el polen germinay el tubo polinico crece hasta el ovario,
se considera que hay una relaciéon compatible entre el polen y
el pistilo. Por el contrario, existe incompatibilidad entre ambos
cuando el pistilo impide que el polen germine o crezca con
normalidad tras la germinacion.

La incompatibilidad interespecifica ocurre cuando el polen
pertenece a una especie diferente de la del pistilo que lo re-
cibe y tiende a evitar, entre otros problemas, la formacion de
hibridos, que con frecuencia origina plantas estériles. Cuando
el polen y el pistilo pertenecen a la misma especie, se habla de
incompatibilidad intraespecifica o autoincompatibilidad. Este
mecanismo esta controlado a nivel genético y permite a una
planta reconocer y rechazar su propio polen o el genéticamente
relacionado. Se evita, de este modo, la endocria (o endogamia) y
se favorece la variabilidad genética, 1o que redunda en un mejor
rendimiento de la progenie.

Existen varias formas de autoincompatibilidad en la na-
turaleza, presentes en distintas familias de plantas. Aquellas
donde el fendémeno ha sido mas estudiado son las Solanaceas,
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las Rosaceas, las Plantaginaceas, las Papaveraceas y las Brasica-
ceas. En las cuatro primeras familias, la autoincompatibilidad
es de tipo gametofitica; en ellas el rechazo o aceptacion del
polen por el pistilo depende de la carga genética presente en
el grano de polen o el tubo polinico. Por el contrario, en las
Brasicaceas la autoincompatibilidad es de tipo esporofitica,
esto es, viene determinada por la carga genética del progenitor
del cual deriva el polen. Debido a la diversidad y complejidad
de los diferentes mecanismos de autoincompatibilidad, en este
trabajo me centraré solo en los progresos alcanzados en la de
tipo gametofitica; haré especial énfasis en la familia de las
Solanaceas, cuyos géneros mas estudiados han sido Nicotiana,
Petunia y Solanum.

En este grupo de plantas, la autoincompatibilidad se basa so-
bre todo en la accién de una enzima, la ribonucleasa S (RNasa-S),
producida en abundancia en el pistilo. En este sistema, el polen
germina en el estigma y el tubo polinico comienza a crecer a
través del estilo. Si el polen resulta compatible, el crecimiento
hacia el ovario continuara sin detenerse. Pero si es incompatible,
el desarrollo del tubo se interrumpira en la parte superior del
estilo y el polen sera rechazado.

CONTROL GENETICO
El reconocimiento entre el polen y el pistilo esta controlado ge-
néticamente por el locus S. (Un locus corresponde a una regién
de ADN que alberga un gen o un grupo de genes mas o menos
cercanos entre si.) En su version mas sencilla, el locus S contie-
ne dos genes estrechamente ligados, de modo que la progenie
siempre hereda ambos juntos.

Uno de estos genes determina la especificidad del polen y
el otro la del pistilo. La especificidad constituye el rasgo que
permite al pistilo reconocer y discriminar el origen del tubo
polinico que crece en su interior. Ambos genes son polimorficos,
es decir, cada uno de ellos presenta distintas variantes, ligera-
mente diferentes entre si, llamadas alelos. Existe una serie de
alelos para el gen que determina la especificidad del polen (S

1po’

Sopor Sapos++ Supo) ¥ OLIA para el de la especificidad del pistilo (S,

2po’ npo- 1pi?

Sopis Sapir+ Sppp)- AMbos alelos, al heredarse juntos, constituyen

un haplotipo, designado, de forma simplificada, por el nimero

N7 ' ELPOLEN producido en las anteras

es transportado por el viento o por in-
sectos hasta el pistilo, la parte femeni-
na de la flor, formada por el estigma,
el estilo y el ovario. En el estigma, el
grano de polen se hidrata y germina
emitiendo un tubo polinico que crece
através del estilo. Cuando el polen de
la planta a llega al pistilo de la planta
b (o viceversa), el tubo resulta compa-
tible y se alarga hasta llegar al ovario,
donde fecunda a un 6vulo. Por el con-
trario, cuando el polen proviene de la
propia planta, el crecimiento del tubo
se detiene en el estigma o en la parte
superior del estilo, con lo que se evita
la fecundacion.

SALVO INDICACION CONTRARIA, TODAS LAS ILUSTRACIONES SON CORTESIA DEL AUTOR



GENES RESPONSABLES

Reconocimiento genético entre polen y pistilo

El sistema de autoincompatibilidad, que permite
a la planta seleccionar el polen més adecuado,
estd controlado genéticamente por el locus S.
Este constituye una porcién del ADN que alber-
ga dos genes. Uno de ellos determina la espe-
cificidad del pistilo y el otro la del polen. El par
génico del locus S presenta variantes (S,, S,, S,,
...S,) llamadas haplotipos. Los productos de estos
genes son las proteinas RNasa-S y SLF, sinteti-
zadas en el pistilo y el polen, respectivamente.
Estas moléculas se encargan del reconocimiento
entre la parte femenina y masculina de la flor, lo
que en Ultima instancia determinara si se pro-
duce o no la fecundacién.
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La mayoria de los tejidos de las plantas, al presentar una dotacion cromosémica doble, poseen dos haplotipos para

el locus S. Pero en los gametos la informacion genética esta reducida a la mitad, por lo que el polen produce una sola
variante de SLF. El pistilo, al formar parte del cuerpo vegetativo, expresa dos variantes de RNasa-S. El rechazo o acepta-
cién del polen dependera de si coincide o no el haplotipo de este con cualquiera de los dos del pistilo.
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Una planta que posea los \

haplotipos S, S, expre- \ I
sara en el pistilo RNasa-S,

y RNasa-S,. A su vez, su

polen seré de dos tipos:

la mitad producira la pro-

tefna SLF-S,, y la otra mitad,
SLF-S,. En cualquier flor de

esta planta, al interaccio-

nar la SLF-S, del polen con la
RNasa-S, del pistilo (o SLF-S,
con RNasa-S,), se reconocera

el polen como propio y se dispa-
rara el mecanismo de rechazo.

RNasa-S,
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que sigue a la letra S (S, S,, S,,... S,). De esta manera, mientras
que los alelos son las variantes de un mismo gen, los haplotipos
representan las variantes de los pares alélicos que ocupan el
locus S. El haplotipo es la sefal de especificidad que permite
identificar a la vez la procedencia del polen y la del pistilo. Al
transmitirse a la progenie de forma conjunta, queda garantizado
el rasgo de autoincompatibilidad en toda ella.

Los genes del locus S contienen la informacién necesaria para
sintetizar las proteinas que llevan a cabo el reconocimiento entre

strs,  StFSs

SLF-S,

\

| RNasa-S, . .
‘ Sila planta recibe el polen

I de otra genéticamente
relacionada con ella, tam-
bién lo rechaza. Aqui, el
polen SLF-S, procedente
de la planta con haplotipos
S,S, resulta incompatible
enel pistilo de la planta §,
S, por la presencia en este
de RNasa-S,. En cambio, el
tubo del polen SLF-S, cre-
cera normalmente.

Sz 52 53 53 v /

Planta, S,

el polen y el pistilo. La proteina que establece la especificidad
del pistilo fue descubierta a finales de los afios ochenta del
siglo xx por el equipo de Adrienne Clarke, de la Universidad de
Melbourne, mientras trabajaba con Nicotiana alata, una especie
autoincompatible emparentada con la planta del tabaco. Se trata
de la molécula RNasa-S, antes mencionada, que se sintetiza
solo en el pistilo. Por otro lado, la proteina que determina la
especificidad del polen fue descrita hace unos diez afos por el
laboratorio de Teh-hui Kao, de la Universidad del Estado de

Abril 2014, InvestigacionyCiencia.es 35



Pensilvania; se denomina SLF (abreviatura de S Locus F-Box
protein) y pertenece a un grupo de proteinas con una secuencia
de aminoacidos conocida como caja F. La expresion de SLF se
halla limitada al polen y a los tubos polinicos.

La planta reconoce el polen propio a través de la seial de
especificidad que proporciona el haplotipo. Recordemos que,
como sucede en todos los organismos superiores, los tejidos de
las plantas presentan la informacion genética duplicada en dos
cadenas de ADN. En cambio, en los gametos o células repro-
ductoras, la informacién genética se limita a una sola cadena.
En consecuencia, el polen expresa una sola variante de SLF,
mientras que el pistilo, al formar parte del cuerpo vegetativo o
esporofito de la planta, expresa dos variantes de RNasa-S.

En la polinizacion, el tubo polinico atraviesa el estilo y ex-
presa la proteina SLF, la cual se piensa que establece algtn tipo
de interaccién molecular con las RNasa-S del pistilo. Cuando el
haplotipo de SLF coincide con cualquiera de los dos haplotipos
de la RNasa-S del pistilo, el polen es reconocido como propio y
es rechazado, es decir, se considera incompatible. Si el haploti-
po de SLF difiere del de las RNasa-S, el polen es compatible y
continda su crecimiento.

MECANISMO BIOQUIMICO

En 1990, Clarke y sus colaboradores descubrieron que el aci-
do ribonucleico (ARN) del polen era degradado en los cruza-
mientos incompatibles pero no en los compatibles. La RNasa-S
aparecia como responsable de dicha degradacion. Mas tarde,
Teh-hui Kao y sus colaboradores demostraron que las plantas
de Petunia inflata en las que se habia modificado el gen de
la RNasa-S, de modo que se suprimia su actividad enzimati-
ca, no rechazaban el polen propio. Tales resultados llevaron
a formular un modelo de autoincompatibilidad. Segtn este,
la RNasa-S ejerce un efecto citotoxico sobre el tubo polinico
incompatible mediante la degradaciéon de su ARN, con lo que
se evita la fecundacion.
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En general, este modelo es aceptado para explicar el meca-
nismo de rechazo del polen incompatible. Sin embargo, subsiste
un interesante debate para responder a la pregunta de como
evitan los tubos polinicos compatibles la accion citotoxica de la
RNasa-S. Dicho de otro modo, en una polinizacién compatible,
una vez que SLF y RNasa-S «se reconocen» como de distinto
haplotipo, ¢como se impide que la RNasa-S degrade el ARN del
polen? Antes del descubrimiento de SLF, se pens6 que una protei-
na del polen responsable del reconocimiento podria alojarse en la
membrana plasmatica del tubo polinico, desde donde controlaria
el ingreso en él de las RNasas-S del pistilo: permitiria asi el paso
de aquellas con haplotipo idéntico al del polen, pero rechazaria
las que lo tuvieran distinto. De esta manera se garantizaba la
integridad de los tubos polinicos compatibles.

En el afio 2000, el grupo de Mario Capadoccia, de la Universi-
dad de Montreal, demostrd que en la especie Solanum chacoense,
las RNasas-S penetraban en los tubos polinicos con independen-
cia del haplotipo que presentaran, es decir, coincidieran o no los
haplotipos de estas con los del polen. Este hallazgo acentud el
interrogante acerca del mecanismo de control de las RNasas-S
en las polinizaciones compatibles. Segtin una idea planteada
hacia varios afios y que cobr6 fuerza después de los hallazgos
del grupo de Capadoccia, la actividad catalitica de 1a RNasa-S en
los tubos polinicos compatibles seria inhibida por algtn factor
propio del polen.

Un interesante modelo para explicar el control de la citotoxi-
cidad de la RNasa-S surgi6 cuando se descubri6 la naturaleza de
la proteina SLF. En su extremo amina presenta una secuencia
de aminoacidos caracteristica, la caja F antes mencionada. Las
proteinas con caja F forman parte de una maquinaria encargada
de sefalizar aquellas proteinas que la célula necesita eliminar.
La sefnalizacion consiste en anadir a la proteina que sera degra-
dada una cadena lineal de varias moléculas de un compuesto
de bajo peso molecular llamado ubiquitina. De esta manera, la
molécula ubiquitinada puede ser identificada por el proteosoma
26 S, un complejo macromolecular que
realiza tareas de limpieza en la célula,
destruyendo aquellas proteinas que re-
sultan innecesarias.

La SLF podria entonces dirigir la
ubiquitinacion de la RNasa-S toda vez
que la reconociera como no propia o
de distinto haplotipo (en las poliniza-
ciones compatibles). La RNasa-S asi
seflalizada seria degradada por el pro-
teosoma, con lo que se despejaria el
camino para que el tubo polinico con-

NICOTIANA ALATA es una de las
especies utilizadas como modelo para
el estudio de la autoincompatibilidad,
estrategia que le permite rechazar el
polen propio o genéticamente relacio-
nado. Esta planta, conocida como taba-
co ornamental, pertenece a la familia
Solanéceas y es nativa del noreste de
Argentina, este de Paraguay y sur de
Brasil. Sus flores, completamente abier-
tas por la noche, emanan una suave fra-
gancia a jazmin que atrae a los insectos
polinizadores.

CARL E. LEWIS/WIKIMEDIA COMMONS/CC BY SA 2.0



Incompatible

TREINTA Y SEIS HORAS DESPUES DE LA POLINIZACION de una planta de Nicotiana alata, la RNasa-S (rgjo) permanece
confinada en el interior de la vacuola de tubos polinicos compatibles, delimitados en blanco. La molécula 120k (verde) se asocia a
la membrana de la vacuola y resalta el contorno de esta (izquierda). En los tubos polinicos incompatibles, la RNasa-S no aparece
confinada y tiende a ocupar todo el espacio del tubo, mientras que la sefial de 120k es escasa o nula, lo que indica que la vacuola ha
perdido su organizacién (derecha). Fuera del tubo, en el tejido de transmision del pistilo, las sefiales de RNasa-S y 120k son abundantes
y semejantes en ambos tipos de polinizaciones. (Imagen obtenida mediante técnicas de inmunocitoquimica, con anticuerpos contra
120k, RNasa-S y calosa, el componente mayoritario de la pared celular del tubo polinico.)

tinuara creciendo hacia el ovario. Por lo tanto, en los cruza-
mientos compatibles las RNasas-S no serian inactivadas por
un inhibidor, sino que serian degradadas después de ingresar
en el tubo polinico.

CONFINAMIENTO DE LA RNASA-S

En tiempo reciente, gracias a una estrategia que permite co-
nocer el lugar que ocupa la RNasa-S en el tubo polinico, se ha
planteado un modelo alternativo para explicar el mecanismo
de control sobre la RNasa-S en las polinizaciones compatibles.
Mediante técnicas de inmunocitoquimica y microscopia, con el
empleo de anticuerpos unidos a reactivos fluorescentes, es posi-
ble establecer la localizacién de las moléculas a las que se unen
los anticuerpos de forma selectiva. La estrategia fue aplicada
por el laboratorio de Bruce McClure y sus colaboradores, de la
Universidad de Missouri, en secciones de pistilos polinizados de
Nicotiana alata. De esta manera, al utilizar anticuerpos contra
la RNasa-S y contra la calosa, un carbohidrato constituyente de
la pared celular del polen, pudo determinarse la localizacién
de las RNasas-S en el interior del tubo polinico.

Estos experimentos, ademas de confirmar los resultados ob-
tenidos por el laboratorio de Mario Capadoccia, demostraron
que los niveles de RNasa-S en tubos polinicos compatibles se
asemejaban a los observados en tubos incompatibles. Es decir,
la RNasa-S no parecia ser degradada, al menos de forma gene-
ralizada, en los cruzamientos compatibles.

En este contexto, otra manera de explicar la compatibilidad
consistia en suponer que la RNasa-S estuviera presente pero
sin actividad enzimatica, debido al efecto de un posible inhi-
bidor. O bien, que la RNasa-S se hallara aislada del citoplasma

donde reside su sustrato, el ARN del polen en este caso. Para
estudiar esta ultima hipotesis, se utilizoé un tercer anticuerpo
dirigido contra la pirofosfatasa vacuolar, una enzima que en las
plantas se localiza en el tonoplasto, la membrana de la vacuola.
La vacuola es un organulo de la célula vegetal con miltiples
funciones, entre ellas la de servir como reservorio de enzimas
liticas o degradativas, como las nucleasas y las proteasas. El
confinamiento de estas enzimas resulta indispensable para pre-
servar la integridad de las proteinas y los dcidos nucleicos de la
célula; garantiza la destruccion del material celular de manera
controlada y en el momento oportuno. El empleo simultaneo de
anticuerpos para detectar la RNasa-S, la pared celular del tubo
polinico y el tonoplasto (ensayo de triple marcado), permitio
detectar la RNasa-S confinada en el interior de la vacuola en
los tubos compatibles.

Tal confinamiento se observo durante todo el tiempo que los
tubos polinicos empleaban en llegar hasta el ovario. El mismo
ensayo de inmunocitoquimica se repiti6 en pistilos polinizados
con polen incompatible. En este caso, la RNasa-S permanecia
dentro de la vacuola en la mayoria de los tubos examinados.
Sin embargo, transcurrido cierto tiempo, se produjo un cam-
bio drastico en la localizacién de la enzima. Ya no se hallaba
confinada, sino que estaba dispersa y llenaba todo el espacio
del tubo polinico. En concordancia con este resultado, casi no
se detectaba la pirofosfatasa del tonoplasto, lo que sugeria un
colapso o ruptura de dicha membrana.

Este resultado se considerd de gran relevancia, puesto que
brindaba una explicaciéon acerca de otro mecanismo posible
que empleaban los tubos polinicos compatibles para eludir la
toxicidad de la RNasa-S y continuar su crecimiento a través del
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INTEGRACION DE LOS HALLAZGOS

Hipdtesis global de la autoincompatibilidad

Las pruebas experimentales reunidas hasta el
momento en Nicotiana alata permiten propo-
ner un modelo global sobre el sistema de autoin-
compatibilidad basado en la proteina RNasa-S,
que determina si la polinizacién es compatible
(arriba) o incompatible (abajo). A continuacion
se describen las etapas del proceso.

Las moléculas RNasa-S, 120k y HT-B, que se
hallan en el pistilo, acceden al tubo polinico por
endocitosis 1 : sumembrana las rodea
y forma vesiculas que mantienen su contenido
separado del citoplasma del tubo polinico. Una
cantidad minoritaria de RNasa-S accede al cito-
plasma del polen para interaccionar con la pro-
teina SLF en una reaccién de reconocimiento
entre el polen y el pistilo. Si SLF (rojo) posee
un haplotipo distinto al de la RNasa-S, el resul-
tado de la interaccién da lugar a una poliniza-
cion compatible 2a; si ambos coinciden (verde),
resultard incompatible 2b . Por otro lado, las

COMPATIBLE

4a
»

Tubo polinico

@ Vacuola g
HT-B degradado |
120k estable [ 2a
Reconocimiento
B B RNasa-S-SIF
- |
< S @
) %
5a

ARN del polen estable

Endocitosis

INCOMPATIBLE

6b

vesiculas van fusionandose hasta formar una ) HT-B estable 3 [ |
. @ (] 2b
vacuola '3 . La RNasa-S permanece en el in- () 120k degradado | L
terior de esta y el factor 120k se asocia a su ® ) Reconocimiento
) N
embrana, 5° B B RNasas-SIF
Si en el reconocimiento se detecta com- o ® .. .. ® - —
patibildad, la RNasa-S se mantiene en el inte- ® 9 o : ° ®
rior de la vacuola organizada 4a y no se des- .. ® e e®
truye el ARN del polen 5a ; HT-B se degrada o® ® %0 5b

y 120k permanece estable 6a . Si se detecta
incompatibilidad, la vacuola se desorganiza 4b
y la RNasa-S es liberada al citoplasma, donde
destruye el ARN del polen 5b; HT-B permane-
ce estable y 120k se degrada 6b.

estilo. Al estar incluida en la vacuola, sin acceso al citoplasma, la
RNasa-S no puede degradar el ARN del polen, con lo que se ga-
rantiza la compatibilidad. En los tubos polinicos incompatibles,
la alteracion o ruptura de la membrana de la vacuola liberaria
la RNasa-S que, de esta forma, accederia al citoplasma y al ARN
del polen para su destruccion.

Es posible que los dos modelos que intentan explicar el meca-
nismo de evasion de la citotoxicidad de las RNasas-S en el polen
compatible sean correctos. Ambos modelos, el que sostiene la
degradacion de las RNasas-S no propias en el tubo polinico y el
que propone el confinamiento de las RNasas-S en la vacuola del
tubo, retinen importantes evidencias experimentales.

Si bien hasta el momento no se ha podido demostrar la degra-
daciéon masiva de las RNasas-S en tubos compatibles, no puede
descartarse que una pequeiia parte de estas sean degradadas.
En este sentido, es importante volver a considerar el doble rol
de la RNasa-S en los sistemas de autoincompatibilidad: por un
lado, reconoce el polen por interacciéon con la proteina SLF y, por
otro, ejerce una accion citotoxica sobre el polen incompatible,
imprescindible para el rechazo de este.

La funcién de reconocimiento del polen supone una inte-
raccion estrecha entre RNasa-S y SLF. {Doénde ocurre esta in-
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teraccion? Al menos en el género Antirrhinum, los datos obte-
nidos por el laboratorio de Yongbiao Xue, del Instituto de Gené-
tica y Biologia Evolutiva, en Pekin, indican que la proteina SLF
reside en el citoplasma y en el reticulo endoplasmico del tubo
polinico; se halla por tanto separada de la RNasa-S que se aloja
en el interior de la vacuola. Si bien atin no se ha demostrado de
modo definitivo, puede que cierta cantidad de RNasa-S, tal vez
pequena respecto del total de la enzima en la vacuola, acceda al
citoplasma para poder interaccionar con SLF. Tras lo cual, en las
polinizaciones compatibles, seria degradada por el proteosoma
y se evitaria la destruccion del ARN del polen.

EL PAPEL DE OTRAS PROTEINAS
Ademés de RNasa-S y SLF, otras proteinas producidas en el
pistilo resultan indispensables en el mecanismo de autoincom-
patibilidad. El laboratorio de McClure ha caracterizado dos
de estas moléculas en Nicotiana alata, denominadas HT-B y
120Kk; también ha hallado plantas mutantes respecto a un tercer
factor atin no caracterizado, el 4936. En tiempo reciente, Felipe
Cruz Garcia y sus colaboradores, de la Universidad Nacional
Auténoma de México, han identificado un nuevo factor, deno-
minado NaStEP (Nicotiana alata stigma expressed protein).




Las plantas transgénicas a las que se suprimio6 la expresion de
los genes responsables de la sintesis de HT-B, 120k y NaStEP
perdieron la capacidad de rechazar el polen propio, aun cuando
seguian presentando niveles de RNasa-S normales. A diferencia
del gen de la RNasa-S, los genes de HT-B 120k y NaStEP no
son polimorficos. En plantas que expresan RNasa-S de distintos
haplotipos, las moléculas HT-B, 120k y NaStEP son idénticas,
lo que significa que estas no contribuyen a la especificidad del
reconocimiento entre polen y pistilo.

Aunque no se conoce ain la funciéon especifica de HT-B,
120k y NaStEP en la maquinaria de rechazo del polen, hace
poco se han revelado algunos detalles de la interaccion que
establecen estas proteinas del pistilo con el tubo polinico. Las
moléculas RNasa-S, HT-B, 120k y NaStEP son producidas por
las células del tejido central, o de transmision, del pistilo y son
segregadas al espacio extracelular, desde donde son asimiladas
por el tubo polinico en crecimiento. Experimentos de inmuno-
citoquimica han revelado que 120Kk se aloja en el tonoplasto del
tubo polinico y demarca los limites del compartimento donde
es almacenada la RNasa-S, igual que lo hace la pirofosfatasa
antes mencionada. Por otro lado, los estudios bioquimicos que
revelan el comportamiento de las moléculas en solucién han
demostrado que, en ciertas condiciones, el factor 120k tiende
a «pegarse» a la RNasa-S. Se especula entonces con la posibili-
dad de que 120k, probablemente junto con otras proteinas del
pistilo, faciliten el alojamiento de RNasa-S en el interior de la
vacuola del tubo polinico.

La funcién de HT-B también ha comenzado a ser estudiada
en ensayos bioquimicos y de inmunocitoquimica. Se ha com-
probado que en las polinizaciones compatibles la estabilidad de
HT-B es mucho menor que en las incompatibles. Este hallazgo
concuerda con el hecho de que, en las plantas transgénicas con
una expresion de HT-B muy reducida o nula, las polinizaciones
resultan siempre compatibles, independientemente del haplotipo
del polen utilizado en el ensayo. Ello sugiere que la degradacion
de HT-B es un requisito indispensable para la compatibilidad.

MODELO GLOBAL
Si bien el papel de 120k y de HT-B necesita ser precisado con
mas detalle, existen algunas relaciones interesantes entre los
fendmenos observados que permiten hacer especulaciones sobre
la forma en que opera el mecanismo de autoincompatibilidad
dependiente de la RNasa-S.

Es probable que el tubo polinico, en su viaje por el estilo,
incorpore por endocitosis las proteinas que estin en la matriz
extracelular del tejido de transmision del pistilo. Mediante este
mecanismo, porciones de la membrana celular del tubo polini-
co se invaginan y se adentran en el tubo, formando vesiculas.
Estas contienen las moléculas endocitadas que, de esta manera,
ingresan al tubo polinico aisladas del citoplasma. Las vesiculas
siguen lo que se conoce como ruta o trafico de endomembra-
nas: tienden a fusionarse con compartimentos mayores que, a
su vez, también se unen y forman vacuolas. A través de esta ruta
la RNasa-S llegaria al interior de la vacuola y la molécula 120k
a la membrana de esta. Puede que el factor HT-B también esta-
blezca alguna clase de interaccién que lo mantenga localizado
en el sistema de membranas internas del tubo polinico.

Una parte minoritaria de RNasa-S accederia al citoplasma
(posiblemente a partir del reticulo endoplasmico, un organulo
celular que constituye un sistema de membranas), donde inte-
raccionaria con SLF para llevar a cabo el reconocimiento entre
el polen y el pistilo. Tal interaccién marcara el destino del tubo

polinico. Si la RNasa-S y la SLF poseen el mismo haplotipo, HT-B
se mantendra estable y puede que ello desencadene la desorga-
nizaciéon de la membrana vacuolar (y la degradacion de 120Kk),
con la consiguiente liberacion de la RNasa-S al citoplasma del
tubo polinico. El ARN del polen queda asi expuesto a la accion
degradativa de la RNasa-S. Otras enzimas hidroliticas habitual-
mente almacenadas en la vacuola también podrian contribuir
a la detencion del crecimiento y rechazo del tubo. Si, por el
contrario, la RNasa-S y la SLF poseen haplotipos distintos, la
molécula HT-B es degradada por un mecanismo aiin no conoci-
do. La membrana de la vacuola se mantiene intacta, delimitada
por 120Kk, con la RNasa-S confinada en su interior. En este caso,
el tubo polinico mantiene su integridad y continta alargandose
hasta el ovario, donde fecundara al 6évulo.

En los tltimos afos, el progreso en el conocimiento del sis-
tema de autoincompatibilidad dependiente de RNasa-S ha sido
sustancial. Después de describir la RNasa-S como el factor de
especificidad y reconocimiento del pistilo, pasaron casi quince
anos hasta que se logroé identificar SLF, el factor que determina
la especificidad del polen. Igualmente, el hallazgo del confi-
namiento de la RNasa-S y la interaccion de SLF con proteinas
de la maquinaria de ubiquitinacion han aportado elementos
clave para entender la compatibilidad.

Como cabria esperar, estos avances han hecho plantear a su
vez nuevos interrogantes. Por lo que se refiere a los factores del
locus S, atin no se conoce exactamente como, cuando y dénde
interaccionan RNasa-S y SLF en la reacciéon de reconocimiento
entre el polen y el pistilo. Respecto a los factores no ligados
al locus S, ademas de HT-B, 120k y NaStEP, éexisten otras
moléculas indispensables para el rechazo del polen? é¢Cémo
se integran espacial y temporalmente estas en las distintas
situaciones que conllevan las polinizaciones compatibles y las
incompatibles?

Las respuestas a estas preguntas contribuiran a entender
no solo los sistemas de autoincompatibilidad basados en la
RNasa-S, sino también otros sistemas presentes en especies
menos estudiadas. La importancia de resolver tales cuestio-
nes se hace evidente si se tiene en cuenta que méas del 50 por
ciento de las plantas con flores muestran algin tipo de autoin-
compatibilidad. El conocimiento de este fen6meno resulta por
tanto fundamental para entender la reproducciéon en el mundo
vegetal.
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