UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ

Colegio de Ciencias Bioldgicas y Ambientales

Estudio preliminar fenotipico de la incompatibilidad

gametofitica en Capuli (Prunus serotina subsp.capuli)
Proyecto de investigacién

Verdnica Yolanda Baquero Méndez

Licenciatura en Biologia

Trabajo de titulacion presentado como requisito
para la obtencion del titulo de
Licenciada en Biologia

Quito, 5 de diciembre de 2018



UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ
COLEGIO CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES

HOJA DE CALIFICACION
DE TRABAJO DE TITULACION

Estudio preliminar fenotipico de la incompatibilidad gametofitica en Capuli
(Prunus serotina subsp.capuli)

Verdnica Yolanda Baquero Méndez

Calificacion:

Nombre del profesor, Titulo académico Andrés Torres, Ph.D.

Firma del profesor

Quito, 5 de diciembre de 2018



Derechos de Autor

Por medio del presente documento certifico que he leido todas las Politicas y Manuales
de la Universidad San Francisco de Quito USFQ, incluyendo la Politica de Propiedad
Intelectual USFQ, y estoy de acuerdo con su contenido, por lo que los derechos de propiedad

intelectual del presente trabajo quedan sujetos a lo dispuesto en esas Politicas.

Asimismo, autorizo a la USFQ para que realice la digitalizacion y publicacion de este
trabajo en el repositorio virtual, de conformidad a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Orgénica

de Educacion Superior.

Firma del estudiante:

Nombres y apellidos: Verodnica Yolanda Baquero Méndez
Codigo: 00106948
Cédula de Identidad: 1716132400

Lugar y fecha: Quito, 5 de diciembre de 2018



DEDICATORIA

A mi madre, por su incansable motivacidon y apoyo para que culmine esta etapa.

A Maria José, luz en mi vida.



AGRADECIMIENTOS

A mi familia, especialmente a Daniel, Xavier y Ana Isabel.

A Maria de Lourdes Torres por la oportunidad de participar en este proyecto.

A Andrés Torres por la ayuda, paciencia y comprension.

A la Universidad San Francisco de Quito y la IFS por financiar este proyecto.

A José Tobar por facilitarme el acceso a los arboles ubicados en la Hacienda “San Felipe”.
A Carlos Vintimilla y Lisa Correa, por su ayuda y consejos durante todo el proceso.

A Liseth Salazar por el inmenso apoyo en esta ultima etapa.

A todos los integrantes del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ.

A Pieter Van 't Hof 'y Milton Gordillo por el apoyo al inicio del proyecto.

A Hilsea Investments Limited en especial a Jennifer Fiallos y Diandra Jurado por su ayuda y
guia.
Al Instituto de Microbiologia de la USFQ por facilitarme el microscopio de fluorescencia.



RESUMEN

Algunas especies del género Prunus presentan incompatibilidad gametofitica, un mecanismo
genético controlado por un solo locus altamente polimérfico (denominado Locus-S) que
disminuye la productividad en arboles frutales. Este locus comprende de dos genes fuertemente
ligados: el gen SFB que controla el determinante masculino (polen) y el gen de la S-RNasa que
controla la determinante femenina (pistilo). En el pistilo, la interaccion de las proteinas SFB y
S-RNasa permite el reconocimiento de polen genéticamente emparentado, es decir procedente
del mismo Locus-S e inhibe el desarrollo del tubo polinico, frustrando la fecundacion del 6vulo.
El objetivo de este estudio fue investigar si el Locus-S controla la incompatibilidad
gametofitica en el capuli (Prunus serotina subsp. capuli). Con este fin, se evalué6 como la
diversidad alélica del Locus-S influye en el desarrollo del tubo polinico en cruzas controladas.
La diversidad alélica del gen de la S-RNasa de 8 arboles de capuli fue analizada con un
marcador molecular tipo CAPS disefiado para caracterizar polimorfismos en la region C2-C3
de este gen. Los arboles analizados presentaron un total de 10 alelos. Con esta informacion se
establecieron cruzas compatibles (entre genotipos con alelos diferentes para la S-RNasa),
incompatibles (entre genotipos con alelos idénticos para la S-RNasa) y se realizaron
polinizaciones controladas en laboratorio para analizar el desarrollo de tubos polinicos en el
pistilo mediante microscopia de fluorescencia. Para las cruzas incompatibles, se observd dos
caracteristicas fenotipicas inhibicion del crecimiento de tubos polinicos en el estilo (antes de
llegar a la zona del ovario) y la punta del tubo hinchada, mientras que para cruzas compatibles
se observo que los tubos polinicos logran entrar a la zona del ovario y la punta de los tubos
normales. Un ANOVA de una via demostré que estas diferencias fueron significativas
(p<0.05). Estos resultados son un fuerte indicio de que el Locus-S influye la incompatibilidad
gametofitica en el capuli. Entender el funcionamiento de este mecanismo en la especie podria
resultar util para establecer programas de mejoramiento eficientes y aumentar la productividad
en las cosechas mediante cruzas que sean compatibles.

Palabras Clave: Prunus serotina subsp. capuli, incompatibilidad gametofitica, S-RNasa,
CAPS, tubo polinico



ABSTRACT

Various species of Prunus present gametophytic incompatibility, a genetic mechanism
controlled by a single highly polymorphic locus (Locus-S) that decreases productivity in fruit
trees. This locus encodes pollen and pistil determinants, SFB and S-RNase genes that are
strongly linked. The interaction of SFB and S-RNase proteins within pistil allows the
recognition of genetically related pollen and inhibits the development of the pollen tube,
interfering with fertilization. To understand the action of Locus-S on the control of
gametophytic incompatibility on capuli (Prunus serotina subsp. capuli), controlled crosses
were held in order to determine if the locus S allelic diversity influences the development of
the pollen tube. The allelic diversity of the S-RNase gene of eight capuli trees were analyzed
through CAPS molecular marker. The marker was exclusively designed to characterize
polymorphisms in the C2-C3 region. The analyzed trees presented a total of ten alleles. Based
on this information, compatible crosses were established (between genotypes with different
alleles for S-RNase) and incompatible crosses (between genotypes with identical alleles for S-
RNase). Hand pollinizations were carried out at the laboratory and the development of pollen
tubes were observed in the pistil using a fluorescent microscopy. Pollen tube growth along the
style on incompatible crosses revealed two morphological expressions of incompatibility such
as inhibition of growth in the upper half of the style and swollen tips. Compatible crosses,
meanwhile, revealed that pollen tubes managed to enter the base of the style. Using the number
of pollen tubes in the base of the style, a one-way ANOVA showed significant differences
between crosses (p<0.05). Therefore, this evidence suggests that the Locus-S influences the
gametophytic incompatibility in capuli. Understanding how this mechanism works on capuli
could be useful to establish efficient breeding programs that might also increase productivity
in crops.

Key words: Prunus serotina subsp. capuli, gametophytic incompatibility, S-RNase, CAPS,
pollen tube
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1. Introduccion

1.1 Prunus serotina subsp. capuli

1.1.1 Distribucion geografica

El capuli (Prunus serotina subsp. capuli) es una especie arbérea de la familia
Rosaceae. La especie tiene su origen en Norte América y presenta una amplia distribucion
geografica, desde el Sur de Canadé hasta el norte de Guatemala. La especie también
prevalece en Ecuador, Pert y Bolivia (McVaugh, 1951; Fresnedo et al, 2011). Estudios
botanicos proponen que los espafioles de la época colonial introdujeron el arbol de capuli
en la zona Andina desde México o América Central (Chucuri, 2014). En el Ecuador,
Prunus serotina se encuentra dispersa a lo largo del Callejon Interandino, desde la
provincia del Carchi hasta Loja, con una distribucion altitudinal que varia entre los 1800
a 3400 m.s.n.m (Mille, 1942).

1.1.2 Caracteristicas botanicas y agronomicas

El capuli es un arbol tetraploide (2n=32) que puede alcanzar hasta mas de 10
metros de altura. Presenta hojas estipuladas, simples y alternas, de margen aserrado,
cortamente pecioladas y lanceoladas. Su haz es de color verde oscuro y brillante. Las
flores del capuli son pequefias, hermafroditas y blancas; estas se agrupan en racimos
axilares colgantes. Su fruto es una drupa globosa, de color negro rojizo cuando alcanza
la madurez, y tiene un didmetro de 12 a 20 mm con una sola semilla. El capuli se propaga
principalmente por semillas (Conabio, 2012; Downey & lezzoni, 2000; Pairon &
Jacquemart, 2008).

El arbol de capuli es extremadamente vigoroso y puede producir flores y frutos a
partir del segundo o tercer afio de crecimiento (National Research Council, 1989). No
requiere muchos nutrientes para crecer por lo que se encuentra en una gran variedad de

tipos de suelos: arenosos, arcillosos, acidos y relativamente infértiles. Es resistente a la
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erosion y a varias enfermedades, sin embargo es susceptible al hongo que provoca nudos
negros y a la humedad. Se ha descrito que en el Ecuador se encuentran las mejores zonas
para que crezca adecuadamente ya que existe una precipitacion anual entre 300-1800mm,
en ciertas zonas de la sierra (National Research Council, 1989). Los individuos en la etapa
adulta son intolerantes a la sombra por lo que se desarrollan bien en lugares claros. Tienen
la capacidad de convertirse en entes dominantes durante la sucesion secundaria y se
establecen bien después de perturbaciones o desastres naturales (Conabio, 2012; Fresnedo

etal, 2011).

1.1.3 Importancia social y econémica en el Ecuador

El capuli es una fuente natural importante de compuestos bioactivos como
flavonoides, antocianinas, vitamina C y beta carotenos. En un estudio donde se
recolectaron frutos de capuli en mercados populares de las provincias de Pichincha,
Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo se encontrd que los valores de vitamina C son
mayores que los reportados en la frutilla, mora y frambuesas. Este estudio constituye el
primer informe sobre las propiedades de los frutos de capuli proveniente de las regiones
andinas de Ecuador. Los hallazgos permiten confirmar que este fruto, al igual que otras
frutas del grupo de bayas, demuestra ser una fuente importante de compuestos bioactivos
asociados con importantes propiedades bioldgicas como capacidades antiinflamatorias y
antioxidantes, lo que sugiere que las frutas de Capuli podrian ser utilizados como fuente
natural de este tipo de compuestos. Ademas se destaca por ser una fuente nutritiva de
proteina, vitaminas y minerales (Chucuri, 2014; Ruales, 2007;Alvarez et al, 2017).

El capuli se volvido popular desde un extremo de los Andes hasta el otro,
especialmente alrededor de los asentamientos indigenas. En las tierras altas andinas la
seleccion de los pueblos nativos sobre esta especie ha permitido que los frutos sean
comestibles y mas grandes ( National Research Council, 1989). En el Ecuador el fruto

del capuli es apreciado por su sabor y se utiliza principalmente para la elaboracion de
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conservas, mermeladas, bebidas refrescantes y bebidas embriagantes luego de un proceso
de fermentacion. En las provincias de Tungurahua y Chimborazo se prepara un dulce
tradicional llamado “Jucho” que tiene como ingrediente principal el capuli y es servido
como postre después de la fanesca (Chucuri, 2014; Ruales, 2007).

Por otro lado, los frutos de tipo norteamericano son pequenos y astringentes por
lo que no tienen valor comercial (Downey & Iezzoni, 2000). En Norte America, el capuli
tiene mayor importancia en la industria maderera. Al ser una especie de rapido
crecimiento; después de 6-8 afios produce madera rojiza de excelente calidad que puede
ser utilizada para la construccion rural, decoracion de interiores y carpinteria en general.

La madera se caracteriza por tener facilidad de labrado y adquiere un fino
pulimento por lo que se puede realizar esculturas y decoraciones de gran valor estético.
La madera es dura, resistente al dafio por insectos y hongos (National Research Council,
1989; Conabio, 2012; Chucuri, 2014). A pesar de este gran potencial en la industria
alimenticia, maderera y su valor social, el capuli no ha sido domesticado en el Ecuador
como cultivo industrial. El aprovechamiento de las cualidades comerciales de esta especie
requiere de intervenciones cientificas que permitan incrementar la productividad del

cultivo en extensiones amplias.

1.2 Incompatibilidad gametofitica

1.2.1 Incompatibilidad gametofitica en Prunus
Las angiospermas que producen flores hermafroditas tienen una fuerte tendencia a
autopolinizarse por la cercania de sus 6érganos reproductivos (pistilo y anteras) (Jiménez
& Cruz, 2011; Oukabli et al, 2000). Dado que la autopolinizacién reduce la eficacia
biologica en la progenie y disminuye la diversidad genética, las angiospermas han
adoptado estrategias para prevenirla y promover la reproduccion entre individuos

genéticamente distantes (Nettancourt, 1997). Una de estas estrategias comprende la
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incompatibilidad gametofitica (Kao & Tsukamoto, 2004; Hua et al, 2007). De hecho, la
mayoria de especies de arboles frutales de la familia Rosaceae y del género Prunus

presentan este mecanismo (Kubo et al., 2010).

1.2.2 Estructura molecular del Locus-S

En el género Prunus se ha reportado que la incompatibilidad gametofitica esta
determinada por el Locus-S. Este locus es altamente polimoérfico y esta comprendido por
varios genes, dependiendo de la especie. En Prunus se entiende que la determinante
femenina esta codificada por el gen de la S-RNasa, mientras que la determinante
masculina es codificada por el gen SF'B (S-locus F-box protein) (Lewis, 1949; Matsumoto
et al, 2012). La distancia fisica entre estos dos genes varia entre 380 bp hasta 30kb,
dependiendo del haplotipo S (Entani et al. 2003; Ushijima et al. 2003; Yamane et al.
2003). Actualmente, el término alelo S se usa para referirse a las diferentes formas alélicas
de los genes (S-RNasa o SFB) (Kao & Tsukamoto, 2004; Cruz & Diaz, 2007; Cachi et
al, 2017; Zhang et al, 2009).

En la Figura 1 se encuentra una representacion esquematica del locus S. La S-
RNasa en Prunus contiene cinco dominios altamente conservados(C1, C2, C3, RC4, and
C5) es decir secuencias que son altamente similares entre las especies de este género, y
una region hipervariable (denominada RHV) localizada entre la regiéon C2 y C3. En
Prunus, el gen de la S-RNasa también presenta dos intrones, mientras que en otro géneros
de la familia Rosaceae, como Malus o Pyrus, solo se puede encontrar un intrén (Tao &
Iezzoni, 2010; Sassa et al, 1997). La presencia de regiones altamente conservadas ha
permitido clonar (mediante PCR) fragmentos de cDNA del gen de la S-RNasa de distintas
especies de Prunus usando primers universales. Esto ha resultado 1til para elucidar la
funcién del Locus-S den la incompatibilidad sexual de las distintas especies del género
(Tao et al, 1999). Por otro lado, el gen SFB presenta cuatro regiones variables (HVDb,

HVa, V2y V1), un intrén y una caja F (Ushjima et al, 2004; Wu et al, 2013).
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1.2.3 Mecanismo molecular y genético del proceso de reconocimiento de las

proteinas del Locus-S durante el proceso de fecundacion del capuli

La incompatibilidad gametofitica es un mecanismo genético que permite al pistilo
rechazar el polen de individuos genéticamente emparentados. Los productos proteicos del
gen de la S-RNasa y el gen SFB son secretados respectivamente en el pistilo y el polen,
e interactuan entre si durante el proceso de fecundacion (Kao & Tsukamoto, 2004; Hua
& Kao, 2006; Hauck et al, 2002; McClure et al., 1990). Hoy se entiende que la interaccion
de estas proteinas genera el reconocimiento de polen emparentado, lo que provoca que el
crecimiento del tubo polinico se inhiba en el estigma (o en el estilo) evitando que éste
llegue al saco embrionario y fecunde al 6vulo (Yamane et al, 2003; Sonneveld, 2005).

Por lo tanto, en este sistema, la compatibilidad de la cruza estd determinada por
el genoma haploide del polen y el genoma diploide del pistilo (Zhang et al, 2009;
McCubbin & Kao 2000). Por ejemplo, una planta diploide SiS> producira granos de polen
con haplotipo S10 S. Si los granos de la misma planta llegan al pistilo, habra germinacion
y se producird un tubo polinico, pero al ser polen genéticamente emparentado (cruza
incompatible), el crecimiento de los tubos seré inhibido en el estilo. Por otro lado, en el
caso de que los granos de polen de una planta diploide S>S3 que llegan a un pistilo S;S»,
unicamente los granos con haplotipo S3 producirian tubos polinicos que alcancen el saco
embrionario para concretar asi el proceso de fecundacion (Figura 2).

Hoy se sostiene que el gen de la S-RNasa codifica RNasas; glicoproteinas con
actividad ribonucleasa que actian como agentes citotoxicos S-especificos y que se
expresan en el estigma, estilo y ovario. Por otro lado, el gen SFB es parte de la familia de
enzimas tipo ligasa-E3 que contienen una caja F. Estas enzimas estdn involucradas
principalmente en la degradacion de proteinas via el proteosoma 26S que implica el

marcaje por poliubiquitilacion de las S-RNasas que seran degradadas. El complejo SCF
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estd compuesto por Skpl, Cullin-1, proteina F-box y Rbx1. La proteina F-box regula la
degradacion de la proteina mediada por la ubiqutina del proteosoma 26S (Ushijima et al,
2003; Ushijima et al, 2004; Cruz & Diaz, 2007; Zhang et al, 2009; Wu et al, 2013).

La compatibilidad sexual se da por la ubiquitilaciéon de la S-RNasa de un
haplotipo-S distinto al del polen, y su posterior degradaciéon mediada por el proteosoma
26S. En una reaccion incompatible (i.e. polen y pistilo con haplotipos-S emparentados)
el complejo SCF y su S-RNasa relacionada interactuian a través del dominio de
interaccion especifico del haplotipo que consiste en la region hipervariable. Esta region
codifica el complejo proteico de la membrana en el pistilo. Esta interaccion evita que la
S-RNasa sea poliubiquitinada. Como resultado, la S-RNasa emparentada permanece
activa y degrada el ARN del polen que resulta en la detencion del crecimiento del tubo
polinico (Figura 3) (Ushijima et al, 2004; Hua et al, 2007; Hua & Kao, 2006; Wu et al,
2013).

Finalmente, se han planteado tres modelos para explicar como se trunca el
crecimiento del tubo polinico: el de inhibicion, el de receptor y el de
compartimentalizacion. En el primero se asume que el producto del polen S es un
inhibidor de RNasa que inactiva todas las S-RNasas, excepto las analogas, que son
absorbidas por el tubo polinico. De esta manera las S-RNasas afines quedan activas y se
detiene el crecimiento del tubo polinico. El segundo supone que el producto del polen S
es un receptor de membrana y permite aceptar el haplotipo de la S-RNasa afin, una vez
dentro del tubo polinico ejerce sus efectos citotdxicos y detiene el crecimiento del tubo.

En este modelo solo las S-RNasas afines entran en el tubo polinico para ejercer su
actividad RNasa. En el tercero la S-RNasa es tomada de manera inespecifica en los
compartimentos luminales del sistema de la endomembrana del polen, se mantiene
establemente secuestrado en una vacuola en un polen compatible y por lo tanto no ejerce

su citotoxicidad en el citosol. En tubos incompatibles, la vacuola se rompe y la S-RNasa
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citotoxica sale al citosol (Luu et al 2000; McCubbin & Kao, 2000; Zisovich et al, 2004
Hua et al, 2008; Zhang et al, 2009; Tao & lezzoni, 2010). En los tres modelos se establece
claramente que el efecto citotoxico, manifestado por la degradacion del ARN del polen y
la inhibicion del crecimiento del tubo, solo ocurre en aquellos que son incompatibles
(Mau et al, 1982; Williams et al, 1982; Cruz & Diaz, 2007; Cachi et al, 2014; Sonneveld,
2005). McClure et al. (1990) obtuvo resultados consistentes con la degradaciéon de RNA
por parte de las S-RNasas. En su estudio mostraron que el ARNr del tubo polinico era

degradado después de la autopolinizacion.

1.3 Estudios preliminares del Locus-S en capuli

1.3.1 Estructura molecular del Locus-S en el capuli

En una investigacion previa donde se secuenci6 el gen completo de la S-RNasa
del capuli, se determind que este posee la misma estructura molecular tipica de las S-
RNasas de otras especies Prunus. Es decir, cinco regiones conservadas, una region
hipervariable entre las regiones conservadas C2-C3, y dos intrones. Por otro lado,
mediante BLAST se encontrd que existe un alto porcentaje de similitud entre el gen de la
S-RNasa del capuli, con S-RNasas exclusivas del género Prunus ya que posiblemente
comparten el mismo origen evolutivo (Correa, 2018; Gordillo, 2014).

En cuanto a la diversidad alélica de la S-RNasa, Gordillo (2014) encontro 11
alelos mediante la amplificacion del intrén 1. Mientras que Correa (2018) encontrd 15
alelos mediante la secuenciacion del gen completo de la S-RNasa. Ademaés, Correa (2018)
disefi6 un marcador molecular CAPS especifico para la S-RNasa en capuli, con el que se
identificaron 13 alelos en el intron [ y 15 alelos en la region C2-C3. Con estos resultados
se determind que CAPS para esta Gltima region es un marcador molecular eficiente para

identificar la diversidad alélica de la S-RNasa.
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1.3.2 Importancia de la incompatibilidad gametofitica en el cultivo de

capuli

El mecanismo de incompatibilidad gametofitica cumple un rol vital en la
produccion de frutos en especies del género Prunus (Ortega et al, 2006). Este mecanismo
no ha sido estudiado en Prunus serotina subsp capuli. En el Ecuador no existe un cultivo
formal de la especie por lo que es importante conocer como funciona este mecanismo
para establecer cruzas que garanticen alta eficiencia en las cosechas y desarrollar
programas de mejoramiento genético, con variedades de capuli que tengan un gran valor
comercial. A pesar de que no hay genotipos de cultivares, Borja (2017) establecid 11
morfotipos en base a caracteristicas cualitativas y cuantitativas de la coleccion del INIAP
de la region andina del Ecuador. Con esta informacion, la caracterizacion alélica de la S-
RNasa y su influencia en el mecanismo de la incompatibilidad gametofitica se puede
aportar a que se formalice el cultivo de esta especie para que se aprovechen todos sus
usos a nivel nacional (Gordillo, 2014; Intriago, 2013).

En la literatura se reporta ampliamente que el Locus-S estd directamente
relacionado con el rechazo de polen genéticamente emparentado en diferentes especies
del género Prunus. Con la informacion previamente reportada por Correa (2018) y
Gordillo (2014) acerca de la S-RNasa se establece que la estructura de este gen en el
capuli es similar a otras especies Prunus. En teoria, el estudio de la diversidad alélica de
la determinante femenina (S-RNasa) mediante CAPS podria resultar 1til para establecer
cruzas compatibles e incompatibles en el capuli en base a haplotipos-S. De esta forma se
puede conocer la influencia de este locus en la incompatibilidad gametofitica, al estudiar

como la influencia de esta diversidad alélica afecta el desarrollo del tubo polinico.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

El objetivo principal de esta investigacion fue el de investigar si el Locus-S determina
la incompatibilidad sexual en el capuli. Con este fin, este trabajo cientifico se enfoco en
estudiar como la diversidad alélica del Locus-S determina la incompatibilidad

gametofitica de Prunus serotina subsp capuli.

2.2 Objetivos especificos

e Adaptar y optimizar un protocolo para analizar el desarrollo fenotipico del

desarrollo de tubos polinicos para el capuli.

e Evaluar genotipicamente la diversidad alélica del gen de la S-RNasa mediante

el marcador molecular CAPS.

e Analizar la influencia de la diversidad alélica en el desarrollo de tubos

polinicos en capuli en cruzas compatibles e incompatibles.

3. Area de estudio

El material vegetal utilizado en este estudio se obtuvo a partir de arboles de capuli
de la Hacienda “San Felipe,” ubicada en Cayambe (N 00.04049 W 078.15900). La
optimizacion de protocolos, cruzas in-vitro, andlisis moleculares y andlisis estadisticos se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San
Francisco de Quito. El analisis con microscopia de fluorescencia se realizé en el Instituto

de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito.
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4. Justificacion

El arbol de capuli tiene varios usos agrondmicos, medicinales y alimenticios
(Chucuri, 2014; Ruales, 2007; Jimenez et al, 2011; Conabio, 2012; Fresnedo et al, 2011;
National Academies, 1989). Tiene un gran potencial comercial, sin embargo actualmente
en el Ecuador esta especie no ha sido domesticada por lo que es vital motivar su
produccion a nivel nacional ya que podria representar un aporte econdémico importante.
De esta manera, es importante domesticar la especie, a través de programas de
mejoramiento y el aumento de la productividad en las cosechas.

En la literatura se reporta ampliamente que el mecanismo de incompatibilidad
gametofitica mediado por el Locus-S, compuesto por el gen de la S-RNasa (determinate
femenina) y SFB (determinante masculina), estd directamente relacionado con la
disminucién en la productividad de varias especies del género Prunus (Tao & lezzoni,
2010; Ortega & Dicenta, 2003). En este mecanismo la interaccion de los productos
codificados por estos dos genes provocan que el polen de individuos genéticamente
emparentados sea rechazado a través de la inhibicion del crecimiento de los tubos
polinicos, evitando asi la fecundacion. El entender si la incompatibilidad gametofitica
limita la eficiencia de fecundacion en el capuli es un primer paso esencial en la
domesticacion del capuli; ya sea para establecer eficientemente programas de
mejoramiento convencional, o para garantizar la produccion eficiente de frutos.

En el Ecuador, no existen estudios acerca de la incompatibilidad en capuli. Sin
embargo, se ha estudiado el gen de la S-RNasa y su diversidad alélica, determinando que
la estructura de este gen es similar al de otras especies Prunus (Gordillo, 2014; Correa,
2018). En la literatura se ha estudiado ampliamente este gen en otras especies y se ha
comprobado que conocer su diversidad alélica es util para establecer cruzas compatibles
e incompatibles. En base a esto Correa (2018) establecié un marcador molecular CAPS

para caracterizar los alelos de la S-RNasa presentes en el capuli. Mediante la aplicacion



22

de este marcador molecular CAPS se establecieron diferentes cruzas con el objetivo de
comprender como funciona el mecanismo de incompatibilidad gametofitica en el capuli
y comprobar la eficiencia y sencillez de la aplicacion de este marcador para determinar

cruzas que garanticen un mayor rendimiento en las cosechas.

5. Materiales

5.1 Optimizacion de protocolo para el analisis fenotipico del desarrollo
de tubos polinicos en capuli

5.1.1 Determinacion del tiempo optimo de receptividad en el estigma y
viabilidad del polen

Bolsas de papel

Pinzas

Tijeras

Tubos Eppendorf 0.6ml
Acetocarmin

Microscopio optico (Olympus)
Ramas en estadio floral

Floreros

Conservante para flores (Biogranp)

Pincel delgado
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5.1.2 Determinacion del tiempo y concentracion Optimos para teiir tubos
polinicos en capuli

Etanol al 70% (QUIMFAS)

Acido acético glacial (MERCK)
Etanol al 90% (QUIMFAS)

NaOH 10M (EMSURE)

Agua destilada

Azul de Anilina al 0.1% en Ko;HPO4
Glicerol (SIGMA-ALDRICH)
Portaobjetos

Cubreobjetos

Microscopio de fluorescencia BX50 (Olympus)
Cémara digital MU633-FL (AmScope)

5.2 Evaluacion de la diversidad alélica del gen de la S-RNasa mediante

CAPS

5.2.1 Extraccion de ADN y restriccion enzimatica

Hojas jovenes de arboles de capuli de la Hacienda San Felipe ubicada en Cayambe
Etanol al 70%

CTAB

2B-mercaptoetanol (ALDRICH)

Cloroformo : Alcohol Isoamilico en proporcion 24:1



Isopropanol

Etanol al 76%

TE estéril

Morteros esterilizados

Tubos Eppendorf

Centrifuga 5414 (Eppendorf)

3mM MgCI2 (Invitrogen)

1X Buffer de PCR (Invitrogen)

0.2 mM dNTPs (Invitrogen)

0.5M Primer Forward

0.5M Primer Reverse

1U Taq polimerasa platinum (Invitrogen)

20ng/ul de ADN de capuli

Termociclador T-Personal (Biometra)

Kit de extraccion de banda (Promega)

Bisturi

Pinzas

Enzimas de restriccion Rsal, Mbol y Hinfl (Thermo Fisher Scientific)

Buffer 10x

Agua libre de nucleasas
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5.3 Analisis de la influencia de diversidad alélica del Locus-S en el
desarrollo del tubo polinico del capuli

5.3.1 Analisis del desarrollo del tubo polinico en cruzas compatibles e
incompatibles mediante microscopia de fluorescencia

- Software de andlisis de imagen (AmScope)

5.3.2 Analisis estadistico de los tubos polinicos que llegaron a la zona del
ovario en cruzas compatibles e incompatibles

- Software Minitab 17 (2010)

6. Métodos

6.1 Optimizacion de protocolo para el analisis fenotipico del desarrollo
de tubos polinicos en capuli

6.1.1 Determinacion del tiempo optimo de receptividad en el estigma y

viabilidad del polen

El primer paso fue determinar el protocolo 6ptimo de polinizacion. Con el objetivo
de reducir el nimero de variables que influyen en este proceso se realizaron ensayos de
viabilidad de polen y receptividad del estigma usando arboles ubicados en la Hacienda
“San Felipe” en Cayambe. Para obtener polen para el ensayo de receptividad del estigma
se recolectaron 50 flores de diferentes arboles de capuli en estado de botén tardio (i.e.
uno o dos dias antes de la antesis (apertura de la flor) como se muestra en la Figura 4.
Para determinar el estado de desarrollo de la flor se siguid el esquema fenoldgico
propuesto por Ramirez & Davenport (2016). A cada flor colectada se le removieron las
anteras con ayuda de pinzas, estas ultimas se colocaron en una bolsa de papel y se las

dejo reposar por 48 horas a temperatura ambiente para que liberen su polen (Radicevic et
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al, 2016; Raduni¢ et al, 2017). Posteriormente el polen se almacen6 en un tubo Eppendorf
a4°C.

Para determinar la viabilidad del polen antes de cada polinizacidn, se realizo una
tinciébn con acetocarmin en un portaobjetos y luego se analizé en un microscopio
compuesto con una resolucion de 10X. Los granos de polen tefiidos de color rojo fuerte
y con forma redonda fueron considerados como viables mientras que los no tefiidos y con
forma alargada fueron considerados como no viables (Murat, 2008). Para obtener el
porcentaje de viabilidad, se realizd un conteo de granos de polen en 5 campos 6pticos
diferentes. Seguido de esto el porcentaje se calculd como la relacion entre el nimero de
granos viables y el nimero de granos de polen total, multiplicado por 100 (Cali¢ et al,
2013).

Un porcentaje alto de viabilidad en el polen es importante, ya que tienen el
potencial de desarrollar tubo polinico. Una vez que se determind que el polen extraido se
encuentra viable, se lo utilizé para el ensayo de receptividad del estigma. Para esto, se
recolectaron ramas que tenian flores en estado de boton tardio (a partir de 6 diferentes
arboles) y se realizaron 4 eventos de cruzas entre estos individuos sin importar el genotipo
ya que solo se esperaba observar la germinacion del tubo polinico que indica que el
estigma esta receptivo. Las ramas colectadas fueron trasladadas de Cayambe al
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ en esponjas de florista previamente
hidratadas. A continuacion, en el laboratorio se colocaron las ramas en floreros con agua
y conservante para flores. Luego se realizo la polinizacion, que consiste en tomar el polen
extraido previamente con la ayuda de un pincel fino y colocar sobre el estigma de cada
pistilo, todo esto a temperatura ambiente (Ortega & Dicenta, 2004;0Oukabli et al, 2000).
Esto se realiz6 a 40 pistilos a las 0 y 24 horas después de la emasculacion (la emasculacion
consistio en eliminar los estambres con ayuda de pinzas sin dafiar el carpelo) como se

indica en la Figura 5. Como control se tomaron pistilos emasculados sin polinizar para
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asegurar que el polen observado es el colocado por el pincel (Figura 6). Los pistilos

fueron fijados a las 48 horas de haber sido polinizados en etanol al 70% por 2 dias.

Por otro lado, el estigma ofrece los nutrientes necesarios para el desarrollo de los
tubos polinicos por lo que es de suma importancia que se encuentre receptivo al momento
de realizar polinizaciones. El tiempo en que se encuentra receptivo varia segln la especie,
en el género Prunus se ha reportado que varia entre el dia de la antesis y hasta 24 horas
después. De esta manera es esencial determinar el tiempo Optimo de receptividad del
estigma en el capuli realizando polinizaciones en diferentes tiempos y contando la
cantidad de granos de polen germinado. Para determinar que el polen observado es el
deseado y no el propio de la flor, se us6 como control, pistilos solamente emasculados.

A continuacién se realizo la tincion de los pistilos con NaOH 8M y con azul de
anilina por 1 hora (Hedhly, 2003). Se los analiz6 con un microscopio de fluorescencia
Olympus BX50, una cdmara digital para microscopio MU633-FL marca AmScope y el
software de analisis de imagen Amscope. Para cada pistilo se cont6 el nimero de granos
de polen adheridos y el nimero de granos germinados, es decir aquellos que presentaban
un tubo polinico con un tamafio superior al diametro del grano de polen, para determinar

el porcentaje de germinacion (Dicenta, 2002;Cachi et al, 2014).

6.1.2 Determinacion del tiempo y concentracion Optimos para teiir tubos

polinicos en capuli

Para este ensayo se utilizaron pistilos de flores que se encontraban abiertas para
garantizar que estaban polinizadas y poder observar tubos polinicos y se usd 40 pistilos
para cada tratamiento. El primer paso para la tincion es la fijacion, para esto es necesario
usar métodos de fijacion quimicos para que se mantengan los componentes celulares y
los tubos polinicos se tifian adecuadamente ya que es fundamental para la distincion de

los mismos en las distintas secciones del pistilo (Huang & Yeung, 2015). El tiempo de
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fijacion y el método varia entre especies del género Prunus, sin embargo se tomd como
base lo reportado por Hedhly (2003) para el cerezo. Con el fin de determinar qué método
es el mas adecuado para preparar los pistilos antes de la tincion. Se realizaron pruebas
con etanol al 70% y con etanol al 70% mas 4cido acético glacial (3:1) y se prob¢ diferentes
tiempos de fijacion ( 2 dias y 7 dias). Los pistilos previamente fijados, se lavaron con
etanol al 90% y después con etanol al 70%. El siguiente paso es suavizar el tejido y
transparentarlos para intensificar la tincion con azul de anilina. Para lograr esto en varios
protocolos se utiliza NaOH y temperaturas de aproximadamente 60°C (Cachi et al, 2014;
Cali¢ et al, 2013; Ludwig et al, 2014). Por consiguiente se realizaron ensayos con
concentraciones de 8M y 10M NaOH. Para ambas concentraciones se incub6 a 60°C por
30 minutos y se lavaron los pistilos con agua destilada.

El siguiente paso fue realizar la tincion con azul de anilina que tifie la calosa que
rodea con un revestimiento a los tubos polinicos, ademés se encuentra como tapones
espaciados irregularmente. Las observaciones se hacen en una habitacion oscura, bajo
estas condiciones la calosa fluoresce y contrasta con la fluorescencia azulada o grisacea
del tejido del estilo (Martin, 1959; Jefferies & Belcher, 1974). Los pistilos tefiidos se
colocaron entre el portaobjetos y el cubreobjetos con unas gotas de glicerol y se aplastaron
ligeramente. Finalmente a partir del numero de pistilos polinizados se determiné el
porcentaje de pistilos analizables, aquellos donde se distingue claramente el desarrollo de
los tubos polinicos a lo largo del pistilo (Figura 7).

Al ser un proceso que depende de varios factores simultineamente, se probaron
distintos tiempos y concentraciones de los reactivos en base a los previamente reportados
para la tincion de tubos polinicos en el género Prunus. Hasta obtener la mayor cantidad
de pistilos analizables, aquellos donde se observa claramente el desarrollo de tubos

polinicos a lo largo del pistilo. Se tomo en cuenta cada pistilo como una réplica.
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6.2 Evaluacion de la diversidad alélica del gen de la S-RNasa mediante
marcadores moleculares tipo CAPS

6.2.1 Extraccion de ADN Yy restriccion enzimatica

Para analizar la diversidad alélica de la S-RNasa, primero se colectaron muestras
de hojas jovenes de 8 arboles de capuli presentes en la Hacienda “San Felipe” ubicada
en Cayambe (Anexo 1) para extraer su ADN genomico. Para esto se utilizé el protocolo
de extraccion con CTAB, estandarizado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de
la USFQ y descrito por Guadalupe (2012).

A continuacion se determind la concentracion y calidad del ADN a través del
espectrofotometro NANODROP 2000 (Thermo Scientific). A partir de la concentracion
se realizaron los cdlculos correspondientes para obtener alicuotas de ADN con una
concentracion final de 20 ng/pl en un volumen total de 100 pl.

Posteriormente, se realizd la amplificacion de la region C2-C3 del gen de la S-
RNasa en los 22 arboles del estudio. La amplificacion se realizé en un volumen final de
reaccion de 25 puL, con 1x de Buffer, 3mM de MgClz, 0.2mM dNTPs, 0.5mM de primer
forward y reverse y 1U de Taq DNA polimerasa platinum de Invitrogen. El programa de
ciclado consistid de una denaturacion inicial del ADN a 94°C durante 2 minutos, seguido
de una denaturacion a 94°C durante 1 minuto. Una temperatura de annealing de 58°C
durante 2 minutos y una extension a 68°C durante 4 minutos, seguido por 34 ciclos de
denaturacion a 94°C durante 1 minuto. Y una extension final a 68°C durante 10 minutos
(Ortega et al, 2006). A continuacion se cargaron las muestras en un gel de agarosa al 1.5%
y se corrid a 80 voltios por 1 hora.

El capuli es una especie tetraploide por lo que en la electroforesis se observan
varios alelos, por este motivo es importante extraer cada banda para separar cada alelo y
realizar la restriccidon enzimatica y analizar los patrones para cada alelo de acuerdo al

protocolo CAPS desarrollado por Correa (2018). Para esto se utilizé el kit de extraccion
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de banda de Promega, con la ayuda de un bisturi se separ6 cada banda del resto del gel
para colocarla en un tubo Eppendorf respectivamente rotulado. Para cada banda se utilizo
una hoja de bisturi nueva.

Separada cada banda se procedio a utilizar el marcador molecular CAPS que se
baso en tres enzimas de restriccion: Rsal, Mbol y Hinfl (Correa, 2018). La reaccion se
realiz6 con 8ul de ADN, 1ul de enzima, 2ul de Buffer y 9 ul de agua libre de nucleasas
en un volumen final de 20ul para cada una. Se centrifugd por 10 segundos y a
continuacion se incubd a 37°C por 15 minutos. A continuacion se cargaron las muestras
en un gel de agarosa al 1.5% y se corrid a 80 voltios por 1 hora. Se tom6 fotografias de
los geles con el fotodocumentador Gel Doc XR (BIORAD). Como resultado se
obtuvieron diferentes fragmentos (Tabla 1), los cuales se compararon con los reportados
por Correa (2018) para determinar a qué patron corresponde segtin la enzima para después
realizar la identificacion alélica (Tabla 2). Una vez identificados los alelos presentes en
cada individuo segin reporta Correa (2018), se establecieron cruzas compatibles,

incompatibles y semicompatibles, que se muestran en la Tabla 3.

6.3 Analisis de la influencia de diversidad alélica del Locus-S en el
desarrollo del tubo polinico del capuli

6.3.1 Analisis del desarrollo del tubo polinico en cruzas compatibles e

incompatibles mediante microscopia de fluorescencia

Establecidas las cruzas con los 8 individuos, se recolectaron flores de estos para
extraer polen y para la polinizacion. En la Tabla 3 se resume qué individuos fueron
seleccionados como donadores y receptores. Para la extraccion de polen y las
polinizaciones se sigui6 el protocolo descrito en la seccion 6.1.1. De aquellos
seleccionados como donadores, se extrajo polen de aproximadamente 50 flores para cada

arbol. Las polinizaciones se realizaron en 25 pistilos (por receptor) y se usaron 10 pistilos
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como control para cada cruza. El proceso de polinizacion se realiz6 en 3 distintos eventos;
es decir, se obtuvo 3 replicas independientes para cada cruza. Se realizaron dos tipos de
cruzas incompatibles: autocruzas (polinizaciones a pistilos con polen extraido de las
anteras de la misma flor) en individuos usados como receptores en las otras cruzas y entre
individuos distintos pero con el mismo genotipo. Para comparar el crecimiento del tubo
polinico en cruzas con polen de distinto genotipo y polen con el mismo genotipo y
observar si existe incompatibilidad entre estos. La cruza semicompatible consitidé en
realizar una polinizaciéon entre individuos que compartian un solo alelo. Las cruzas
compatibles fueron entre individuos con genotipos completamente distintos.

Las polinizaciones y analisis de desarrollo de tubo polinico también se llevaron
acabo respectivamente de acuerdo a los protocolos descritos en la 6.1.1 y 6.2.1. Se
analizaron los pistilos bajo luz UV en el microscopio de fluorescencia Olympus BX50.
Se tomo fotografias de los pistilos con la camara digital para microscopio MU633-FL
marca AmScope. Para el andlisis de imagenes se utilizo el software Amscope y se dividid
el pistilo en tres tercios como se muestra en la Figura 8. De cada pistilo se contaron la

cantidad de tubos polinicos presentes en cada tercio.

6.3.2 Analisis estadistico de los tubos polinicos que llegaron a la zona del

ovario en cruzas compatibles e incompatibles

Con el objetivo de analizar la influencia de la diversidad alélica en el desarrollo
de tubos polinicos en capuli en cruzas compatibles, incompatibles y semicompatibles.
Los datos del nimero de tubos polinicos que llegaron a las distintas secciones del pistilo
en las diferentes cruzas, se sometieron primero a una prueba de normalidad y una prueba
de Levene para homogeneidad de la varianza. A continuacidon se analizaron usando el
modelo de andlisis de varianza de Fisher (ANOV A) con un disefio de un factor, utilizando

la prueba F con un valor p<0.05. En los casos en que la prueba F fue significativa, las
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diferencias entre medias aritméticas se evaluaron utilizando una comparacion de Fisher
p<0.05 para observar en donde se encuentran las diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes tipos de cruzas. Todos los andlisis estadisticos se

realizaron utilizando el paquete estadistico Minitab.

7. Resultados

7.1 Optimizacion de protocolo para el analisis fenotipico del desarrollo
de tubos polinicos en capuli

7.1.1 Determinacion del tiempo optimo de receptividad en el estigma y

viabilidad del polen

En la polinizaciones de prueba que se realizaron inicialmente se observo que a las
24 horas hay un porcentaje de germinacion mas alto, en comparacion a las 0 horas de
polinizacion después de la emasculacion (Tabla 4). En la literatura se reporta la
importancia de realizar polinizaciones en el momento en que el estigma se encuentra
receptivo ya que ofrece los nutrientes y las condiciones para que ocurra la

germinacion del polen y la elongacién del tubo polinico.

7.1.2 Determinacion del tiempo y concentracion optimos para teiir tubos

polinicos en capuli

Al realizar ensayos con los dos protocolos de tincidon se observa que el mayor
porcentaje de pistilos analizables se obtuvo con un proceso de fijacion de 7 dias en
una solucién de etanol al 70%, NaOH 10M (Tabla 5). En la Figura 9 también se
puede apreciar la superioridad en cuanto a calidad de resolucion visual del tratamiento

descrito anteriormente, frente a su alternativa (70% etanol, NaOH 8 M). En el primero
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se puede analizar el desarrollo de los tubos polinicos a diferencia del segundo donde

el tejido no permite observar el desarrollo de los tubos polinicos.
7.2 Evaluacion de la diversidad alélica del gen de la S-RNasa mediante

CAPS

7.2.1 Extraccion de ADN y restriccion enzimatica

De las 22 muestras analizadas, todas amplificaron para la region C2-C3. Todos los
individuos presentaron patrones heterocigotos con haplotipos diploide. En la Figura 10
se muestra la amplificacion de la region C2-C3 del gen de la S-RNasa de los 8
individuos seleccionados para analisis de desarrollo de tubo polinico.

En la Figura 11 se muestra también los patrones de digestion de ADN de cada
genotipo con las enzimas Rsal, Mbol y Hinfl. Con estos resultados se realizo la seleccion
de cruzas en base a los alelos que compartian estos individuos. De acuerdo a Correa
(2018), si dos individuos presentan los mismos patrones de restriccion para las tres
enzimas, ambos genotipos comparten al mismo haplotipo-S. Por lo tanto, en las cruzas
compatibles los individuos seleccionados muestran distintos patrones de restriccion,
mientras que en las cruzas incompatibles los individuos seleccionados presentan el mismo
patron de restriccion para Rsal, Mbol y Hinfl. En la cruza planteada como
semicompatible, los individuos comparten los mismos patrones de restriccion para una
de las variantes alélicas de la region C2-C3 de la S-RNasa (los 8 individuos seleccionados
presentaron patrones heterocigotos diploides).

Para el analisis de la diversidad alélica de los 8 individuos se encontraron 10 alelos:
I, VII, VIII, IX y XII reportados con anterioridad por Correa (2018); los cinco restantes
son alelos nuevos. En la Tabla 1 se muestran los patrones encontrados para cada enzima
y para cada banda y los alelos correspondientes reportados. Mientras que en la Tabla 2
se resumen los fragmentos resultantes de la digestion de cada enzima para cada alelo y el

patron correspondiente reportado por Correa (2018). En algunos casos no hubo digestion
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ya que para ciertos alelos, algunas enzimas no tienen sitio de corte, como es el caso del

alelo XII donde no hubo digestion en las enzimas Mbol y Hinfl.

7.3 Analisis de la influencia de diversidad alélica del Locus-S en el
desarrollo del tubo polinico del capuli

7.3.1 Analisis del desarrollo del tubo polinico en cruzas compatibles e

incompatibles mediante microscopia de fluorescencia

En el ensayo de la viabilidad de polen antes de las polinizaciones se observo que para
todos los arboles, el polen tuvo una viabilidad mayor al 50% (Tabla 2). Esto es
importante porque indica si es que el polen esté en la capacidad de germinar y desarrollar
tubo polinico.Después de las polinizaciones de las cruzas establecidas se analizd los
pistilos tefiidos en el microscopio de fluorescencia para observar el desarrollo del tubo
polinico. En las Figuras 12,13 y 14 se observan las diferencias en el crecimiento de los
tubos polinicos de las distintas cruzas. En la Figura 12 se muestra el pistilo de una
autopolinizacion y en la Figura 13 se muestra el pistilo de la cruza que se plantea como
semicompatible. En ambas figuras se observa que el crecimiento de los tubos polinicos
se inhibe en el estilo. En la Figura 14 se muestra el pistilo de una cruza compatible, en
este caso se observa que los tubos polinicos llegan a la zona del ovario. Como se muestra
en la Figura 15, otra diferencia que se observa es que en las cruzas incompatibles la punta
del tubo polinico se hincha mientras que en las compatibles la punta del tubo polinico se
encuentra normal. Todos estos resultados fueron en base al andlisis de 95 pistilos.

Para observar si existen diferencias significativas entre cruzas en el nimero de tubos
polinicos en cada seccion del pistilo, se realiz6 un ANOVA de una via. Con los resultados
del 1/3 y 2/3 no se observan diferencias ya que en estas zonas los tubos incompatibles
todavia pueden crecer. Sin embargo, en la zona del ovario(3/3) se observa que existen

diferencias significativas entre las cruzas con p<0.05 (Tabla 7). Con una comparacion
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de Fisher con un nivel de confianza de 95% se observo que las cruzas compatibles son

estadisticamente diferentes al resto (Tabla 8).

8. Discusion

La incompatibilidad gametofitica es un mecanismo presente en especies del
género Prunus y esta regulada por dos genes (S-RNasa y SFB). Estos genes codifican
proteinas que interactuan entre si; cuando estas son de origen emparentado (i.e. provienen
de individuos on el mismo haplotipo-S) se genera un rechazo en el pistilo de polen. Se
reporta en otras especies del género, que conocer el haplotipo-S de los individuos es til
para establecer cruzas compatibles con el fin de aumentar la eficiencia de las cosechas.
Con la informacién previamente reportada por Correa (2018) y Gordillo (2014) acerca de
la S-RNasa se establece que la estructura de este gen en el capuli es similar a otras
especies Prunus. Con los resultados de este estudio se observa que las S-RNasas tienen
un efecto similar en el desarrollo de tubos polinicos que en otras especies. De esta manera
se plantea que en efecto este gen estd involucrado en el mecanismo de incompatibilidad

gametofitica en Prunus serotina subsp. capuli.

8.1 Adaptacion de protocolos

Para extraer polen en especies del género Prunus se ha reportado que colocar
las anteras en bolsas de papel facilita este proceso (Hedhly et al, 2016; Radicevi¢ et al,
2016;Raduni¢ et al, 2017). Este método también es 1til en capuli ya que se obtuvo una
gran cantidad de polen. Por otro lado, se comprob6 que almacenar el polen a 4° C resultd
ser efectivo ya que se obtuvieron porcentajes altos de viabilidad antes de cada
polinizacion. Ademas al analizar los pistilos se observo una gran cantidad de granos en

el estigma y crecimiento de tubos polinicos.
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Por otro lado, es importante determinar en qué momento el estigma se encuentra
receptivo ya que ofrece los nutrientes necesarios para el desarrollo de los tubos polinicos
(Hormaza & Herrero, 1996; Hormaza & Herrero, 1999). Se ha reportado en especies
como el durazno y cerezo dulce que el estigma se encuentra mas receptivo el dia de la
antesis y hasta 24 horas después. En el capuli se observd que el estigma se encontraba
mas receptivo a las 24 horas de la emasculacion. Por esta razon es importante seleccionar
flores en estado de boton tardio, es decir uno o dos dias antes de la antesis, realizar la
emasculacion y dejar los pistilos 24 horas después de este procedimiento para que
coincida con la apertura de la flor (Hedhly et al., 2016;Egea & Burgos, 1992; Hedhly et
al, 2003).

Una vez que el polen germina en el estigma, los tubos polinicos crecen hasta llegar
al ovario, sin embargo muy pocos lo logran. La literatura reporta que una disminucion en
el nimero de tubos polinicos desde el estigma hasta la base del estilo y el ovario, puede
darse por la temperatura. También, por la disminucion en el tejido de transmision del
pistilo que tiene forma de embudo, de tal manera que el espacio como los nutrientes
disponibles para el crecimiento del tubo polinico disminuyen a lo largo del estilo
(Hormaza & Herrero, 1996; Hormaza & Herrero, 1999; Egea & 1992; Stephenson et al.,
2003; Hedhly et al, 2005; Murat 2008; Hedhly et al, 2007). Se ha reportado que la
detencion del crecimiento del tubo polinico se produce entre el primer y segundo tercio
del estilo y se completa a las 48 horas después de la polinizacién (Luu et al, 2000). En
algunas especies de la familia Rosacea, como Chaenomeles japonica, se ha reportado que
en cruzas compatibles, los tubos polinicos se demoran de 2 a 6 dias en llegar a la base del
estilo, mientras que en cruzas incompatibles se demora de 6 a 7 dias. En otras especies
como la almendra se ha reportado que se necesitan 4 dias para que los tubos polinicos

lleguen a la base del estilo (Oukabli et al, 2000; Kaufmane & Rumpunen, 2002).
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En el capuli se observo que 48 horas son suficientes para observar tubos polinicos
en la zona del ovario. Sin embargo, no se observo ninguno fecundar el évulo ya que no
se dejo mas tiempo porque a pesar de que el transporte de las flores desde Cayambe se lo
realizd con cuidado, procurando que se mantengan hidratadas todo el tiempo, la
integridad de las mismas se ve afectada con el tiempo. De esta manera el dejar mas tiempo
podria significar una pérdida total de los pistilos. Ademas Ortega & Dicenta (2004)
reportan que la receptividad del estigma decrece con el tiempo desde la apertura de la
flor.

Para observar los resultados de las polinizaciones se usé azul de anilina ya que
tifie la calosa que rodea con un revestimiento a los tubos polinicos, ademas se encuentra
como tapones espaciados irregularmente. Las observaciones se hacen en una habitacion
oscura, bajo estas condiciones la calosa fluoresce y contrasta con la fluorescencia azulada
o grisacea del tejido del estilo (Martin, 1959; Jefferies & Belcher, 1974). Los resultados
mostraron que al igual que en otras especies Prunus los tubos polinicos en el capuli son
facilmente observados mediante esta tincion y solamente las condiciones y tiempos varian
en relacion a otros reportados.

Para observar los resultados se desarrolld un método de conteo mediante la
divisién por secciones del pistilo, ya que como se observa en la Figura 16 hay muchos
tubos polinicos a lo largo del estilo y se juntan entre ellos. Este método permitio tener
una aproximacion y con esto observar diferencias significativas entre los diferentes tipos
de cruza (i.e. compatible, incompatible, semi-compatible). Es importante mencionar que
adaptar estos protocolos para el capuli fueron de gran utilidad para tener polinizaciones
y un analisis de tubos polinicos mas eficientes.

Por otro lado, es importante mencionar que la temperatura no se controld en las
polinizaciones ya que en la literatura se reporta que esta variable afecta el desarrollo de

tubos polinicos (Hedhly et al, 2005; Hedhly et al, 2004; Radicevi¢ et al, 2016). Glisi¢ et
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al (2017) reporta que la mayor cantidad de tubos polinicos observados en la base del estilo
se dio en el afio en que la temperatura ambiental durante el tiempo de floracion fue la mas
baja en Prunus domestica. Hedhly et al (2007) reporta que un incremento en la
temperatura media de 1 a 3°C durante las dos primeras semanas después de la antesis,
tiene un efecto negativo en el numero de tubos polinicos llegando a la base del estilo en
el cerezo dulce.

En Cumbay4, lugar donde se realizaron las polinizaciones, la temperatura esta
entre los 15,2 y 18 °C; mientras que en Cayambe, donde se recolectaron las flores, la
temperatura media anual esta entre 6 y 12°C (Ministerio de Agricultura y Ganaderia,
1979; INIAP, 1991). De esta manera al no controlar esta variable no se puede descartar
por completo la posibilidad de que en algunos casos el crecimiento de los tubos haya sido
afectado por este factor.

Es importante recalcar que en la mayoria de estudios de este tipo en otras
especies, se ha tomado en cuenta el porcentaje del cuajado de frutos después de cada
polinizacion, ya que la llegada del tubo polinico al ovario no garantiza la fertilizacion. En
este estudio no se hizo este andlisis por cuestiones de logistica. Ademas cabe destacar que
la presencia de mirlos que se alimentan de este fruto, como se muestra en la Figura 17,

constituyen una limitante para observar el desarrollo del fruto.

8.2 Genotipado mediante CAPS: eficacia y aplicacion

Utilizando un marcador molecular CAPS especifico para la regiones conservadas
C2-C3 del gen de la S-RNasa (Correa,2018), se identificaron los alelos de este gen
presentes en los distintos individuos de manera rapida y eficiente y se establecieron cruzas
compatibles, semicompatibles e incompatibles. Ya que se ha reportado ampliamente que
este gen es esencial en el rechazo de polen en Rosaceae (Tao& Ilezzoni, 2010;

Thompson& Kirch, 1992; McCubbin and Kao, 2000). Para el capuli Gordillo (2014)
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previamente realizd una amplificacion del Intron I para caracterizar la S-RNasa, sin
embargo, con esta técnica no se distingue entre fragmentos que presentan el mismo
tamafio y no se observa con claridad la diversidad alélica. Por esta razon, se desarrollé un
sistema CAPS especifico para el Intrén I y la region C2-C3 del gen de la S-RNasa y se
determind que la region hipervariable encontrada entre estas dos regiones conservadas
presenta una gran cantidad de polimorfismos.

CAPS por sus siglas en inglés (cleaved amplified polymorphic sequence) es un
marcador codominante y especifico del locus ( Matsumoto & Tsumura, 2004; Shi &
Panthee, 2017; Carbonell etal, 2018). Los marcadores CAPS consisten en la
amplificacion de un ADN objetivo mediante PCR, seguido de una digestion a los
amplicones de PCR especificos del locus con una o mas enzimas de restriccion, seguido
de la separacion del ADN digerido en un gel de agarosa, que producen un patrén de
bandas causados por el polimorfismo de nucledtidos entre las muestras, que permite
distinguir entre individuos homocigotos y heterocigotos (Konieczny & Ausubel, 1993;
Agarwal et al, 2008; Semagn et al, 2000).

Este marcador presenta una ventaja porque descifra los polimorfismos del tamafio
del fragmento generado por la restriccion, causados por cambios de una sola base (SNP)
o por inserciones/deleciones que modifican los sitos de reconocimiento de las
endonucleasas de restriccion en los amplicones de PCR (Agarwal et al, 2008). Ademas el
uso de un sistema de CAPS usando primers marcadores disefiados de las regiones
conservadas y enzimas de restriccion especificas, ha sido reportado con anterioridad para
genotipar alelos S en géneros de la familia Rosaceae (Tao et al, 1999; Igic & Kohn, 2001;
Yamane & Tao, 2009). De esta manera con los resultados obtenidos se comprueba que el
gen de la S-RNasa es un excelente indicador para establecer cruzas y el genotipado del

gen SFB deber ser usado como un anélisis suplementario para determinar el haplotipo-S.
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8.3 Incompatibilidad gametofitica

Los resultados obtenidos indican que las autocruzas, las cruzas entre individuos
genéticamente emparentados y la cruza entre individuos que compartian un alelo
(semicompatible), son incompatibles. Como se muestra en la Figura 15 se observaron
consistentemente dos expresiones morfologicas de incompatibilidad: la inhibicion del
crecimiento de los tubos polinicos hasta el segundo tercio del pistilo y la punta del tubo
polinico hinchada (Oukabli et al, 2000; Hedhly et al, 2004; Ludwig et al, 2013; Calié et
al, 2013;Cachi et al, 2014; Estaji et al, 2016; Radicevi¢ et al, 2016; Glisi¢ et al, 2017;
Radunic¢ et al, 2017).

En una reaccion incompatible el complejo SCF (Skpl, Cullin-1, proteina F-box y
Rbx1) y su S-RNasa relacionada interactuan en un dominio de interaccion especifica del
haplotipo que depende de la region hipervariable. Esta region es importante, porque se
encarga de codificar para el complejo proteico de la membrana del pistilo como se
menciond anteriormente (Tao & lezzoni, 2010;Wu et al, 2013). Este complejo reconoce
cuando el mismo alelo es expresado en el polen y el pistilo y activa la RNasas. De esta
manera la acumulacion de estas proteinas producidas por el pistilo en el tubo polinico
degradan el ARN de los tubos polinicos emparentados inhibiendo futuras sintesis de
proteinas necesarias para el desarrollo del tubo polinico y esto da como resultado la
detencion de su crecimiento. También se observa que los tubos polinicos incompatibles
presentan la caracteristica de la punta del tubo se hinchada. Esta caracteristica se da por
la acumulacion de calosa que al ser tefiida con azul de anilina fluoresce mas fuerte que el
resto del tubo polinico (Kao & Tsukamoto, 2004; Ludwig et al, 2013; Luu et al, 2000;
Glisi¢ et al, 2017).

Por otro lado, en las cruzas compatibles los tubos polinicos no presentan una

hinchazon en la punta y se observa crecimiento de los mismos hasta la zona del ovario ya
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que las RNasas se encuentran inactivas por la ubiquitilacion de la S-RNasas de un
haplotipo distinto y posteriormente por la degradacion mediada por el proteosoma 26S .
Aunque existen otros factores que pueden estar involucrados como el estado de madurez
del pistilo, que es capaz de soportar un nimero mayor o menor de granos de polen, ya
que el estigma controla el flujo de agua para la germinacion del polen o la temperatura
(Egea & 1992; Hormaza & Herrero, 1999). A pesar de que existen varios factores
externos que pueden influir en el crecimiento de los tubos polinicos a lo largo del estilo,
los resultados son consistentes con que el genotipo es el mayor determinante (Cachi et al,
2014; Kaufmane et al, 2002; Oukabli et al, 2000; Glisi¢ et al, 2017). Estos resultados
ademads indican que el sistema CAPS disefiado a partir de las regiones conservadas C2-
C3 es una herramienta 1til y sencilla para genotipar el gen de la S-RNasa y establecer
cruzas que tengan una mayor probabilidad de generar frutos.

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se contribuye a entender de
mejor manera el mecanismo de incompatibilidad gametofitica en el capuli controlado por
el Locus S. Se muestra que existe una influencia de la S-RNasa en este mecanismo. Sin
embargo, como se menciond anteriormente este locus comprende de otro gen
denominado SFB. Tao & lezzoni (2010) reportan haplotipos autocompatibles por
mutaciones en el polen que codifican una SFB disfuncional. Estos hallazgos podrian
indicar que la determinante del polen en este género puede actuar para prohibir
mecanismos desconocidos que funcionan para inactivar los efectos citotoxicos de la S-
RNasa (Mable, 2004; Golz et al, 2000; Tao& Iezzoni, 2010; Hauck et al, 2006; Makovics,
2016; Tsukamoto et al, 2006; Ushijima et al, 2004; Yamane et al, 2003; Watari et al,
2007; Tsukamoto et al, 2008). Por lo tanto, para entender completamente este mecanismo
se deben estudiar sus dos componentes: la determinante femenina (S-RNasa) y la

determinante masculina (SFB) en conjunto.



42

9. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos se comprueba que los protocolos optimizados

para el capuli han sido exitosos.

El sistema de CAPS desarrollado para la region C2-C3 del gen de la S-RNasa es
efectivo para identificar alelos en los distintos individuos y el analisis de la
diversidad alélica de este gen es 1til para predecir si una cruza es compatible o

incompatible.

En cruzas incompatibles, se observan dos caracteristicas fenotipicas: inhibicién

del crecimiento de tubos polinicos en el 2/3 del pistilo y la hinchazén de su punta.

En cruzas compatibles los tubos polinicos pueden llegar hasta la zona del ovario.

Esto coincide con los resultados observados en otras especies de Prunus.

Con cruzas compatibles e incompatibles, seleccionadas a partir del genotipado de
la S-RNasa con el marcador molecular CAPS. Se comprobd la influencia de este
gen en la incompatibilidad en Prunus serotina subsp.capuli, lo que facilita un

mayor entendimiento de este sistema para el capuli..
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10. Recomendaciones

Realizar un RT-qPCR para cuantificar los niveles de expresion de la S-RNasa
presentes en una cruza incompatible y en otra cruza compatible, con la finalidad

de comprobar si es que estan activas durante una cruza incompatible.

Realizar polinizaciones en el campo para evitar que una variable como la
temperatura ambiental afecte al crecimiento de los tubos polinicos. Ademas de
esta manera, se podra analizar el cuajado de frutos y determinar que cruzas

presentan un mayor rendimiento.

Analizar el genotipo de los frutos resultantes de las cruzas para comprender como

se da la segregacion de alelos.

Estudiar el gen SFB y su influencia en la incompatibilidad de Prunus serotina

subsp.capuli y explorar si existen individuos autocompatibles.

Realizar cruzas con informacion de los dos genes y establecer haplotipos S.
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12. Tablas

Tabla 1 Alelos encontrados en los arboles seleccionados para las distintas

cruzas
Arbol Bandas Rsal Mbol Hinfl Alelo
A 1 G J VII
Alelo
1 B E A-D B nuevo A
A 1 G J Alelo VII
6 B F K K Alelo VIII
Alelo
A J H D nuevo B
12 B F K K Alelo VIII
Alelo
A J H D nuevo B
13 B F K K Alelo VIII
Alelo
A J G - nuevo C
Alelo
14 B C F B nuevo D
15 A H J D Alelo IX




B C F Alelo XII
Alelo
A H nuevo E
17 B H Alelo |
Alelo
A H nuevo E
22 B H Alelo |
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Tabla 2 Tamano de los fragmentos generados para cada alelo S segun la

enzima de restriccion

Alelo Rsal Mbol Hinfl
I 879,103,98 542,447,76,15 577,503
497,296,249,103,91,6

VII 515,424,358,8 o 621,384,300
VIII 386,220,90,8 538,750 343,270

IX 453,245,95,8 710,900 411,380,10
XII 233,183,45,13,8 482 482

*A 280,120,90 290,180,90 290,220

900,390,220,17
*B . 620,500,320 480,420,250,220




*C 1000,250,150 600,500,400,300 400,350,250,200
*D 220,200,110 450,100 270,220
400,375,250,200,20
*E 900,200,150 600,500,300
0

*Alelos Nuevos

Tabla 3 Arboles seleccionados para cada tipo de cruza

57

# de Arbol Tipo de cruza

6A (madre) X 1A (padre) Semicompatible
17A (madre) X 22A (padre) Incompatible
1A (madre) X 17A (padre) Compatible
13A (madre) X 12A (padre) Incompatible
I15A (madre) X 14A (padre) Compatible
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Tabla 4 Porcentaje de germinacion en el estigma de diferentes cruzas a las 0

y 24 horas después de la emasculacion

# de arbol 0 horas 24 horas
11 (madre) X 2 (padre) 50% 63,96%
18 (madre) X 10 (padre) 40,74% 52,51%
2 (madre) X 18 (padre) 41,92% 61,94%
10 (madre) X 11 (padre) 1,53% 48,49%

Tabla 5 Porcentaje de pistilos analizables segin el tiempo y sustancia de

fijacion

#de 2 dias fijacion 7 dias fijacion

arbol

Etanol al | Etanol al | Etanol al Etanol al

70% 70% y 70% 70% y
AAG AAG
(3:1) (3:1)

Arbol 1 | 24,99% | 40,27% 65,47% 62,85%

Arbol 22 | 9,72% 8,33% 13,88% 3,12%




Tabla 6 Porcentaje de viabilidad del polen

#Arbol % Viabilidad Polen
1 66,94
6 55,38
12 52,70
13 81
14 88,06
15 59,42
17 77,81
22 63,87
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Tabla 7 Analisis de varianza de una via de los tubos polinicos encontrados en

la zona del ovario

DF MS F P value
Tipo de cruza 3 56.524 14.35 0.000
Error 91 3.93
Total 94




Tabla 8 Comparacion de Fisher con un nivel de confianza del 95%

Tipo de Cruza Media
Incompatible Individuos 1.83 (B)
géneticamente
emparentados
Autopolinizacién | 1.061 (B)
Semicompatible 0.000 (B)
Compatible 452 (A)
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13. Figuras

S-RNase SFB

Signal peptide {i ) ntron LUIAMEGRN (&N (&) HVhEHVa §V2 BVIE F-box motif H

— 5 34— —

Figura 1 Estructura del Locus S (Wu et al, 2013). Conformado por el gen de la
S-RNasa y el gen SFB. El gen de la S-RNasa se transcribe en sentido 5’ a 3’ mientras el
gen SFB de 3’ a 5°. El gen de la S-RNasa cuenta con 5 regiones conservadas (C1-C5) y
una region hipervariable (RHV) en las regiones conservadas C2-C3. El gen SFB tiene un

intron, 4 regiones variables y una caja F.

stigama

style

ovule

Figura 2 Sistema de incompatibilidad gametofitica(Tao & Iezzoni, 2010). Si
el haplotipo del polen coincide con uno de los del pistilo, el crecimiento del tubo polinico
se inhibe en el estilo. El polen con genotipo distinto al del pistilo puede generar tubos

polinicos que llegan hasta el ovario.
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A

S, pollen tube & o
" o

S, pollen tube

- ’ Growth
o ‘s%é ey S Oinkibited

o

SPRJ\',Se

W oz Al e:x U

S;-RNase  S,-RNase SFB/SLF S;-RNase RNA K\A
degradation degradation

Figura 3 Mecanismo molecular de incompatibilidad gametofitica. A) En una
cruza compatible entre un polen S1 y un pistilo S2, la S-RNasa S2 interactia con el SFB
y se ubiquitina mediante el sistema de enzimas de la ubiquitina, degradando esta S-
RNasa, lo que permite el crecimiento del tubo de polen S1 en el pistilo. B) En una cruza
incompatible la S-RNasa 1 del estilo esté libre de ubiquitinacidn, por lo tanto se mantiene

activa y degrada el ARN del tubo polinico S1, que finalmente detiene el su crecimiento.

Figura 4 Flor en estado de botén tardio. Descripcion para P. serotina

subsp.capuli de Ramirez & Davenport (2016).
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Figura 5 Flor emasculada para polinizar. Se mantiene intacto el pistilo.

Figura 6 Pistilo control. Estigma sin granos de polen después de la
emasculacion
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Figura 7 Pistilo analizable. Se observa claramente el desarrollo de tubos

polinicos desde el estigma hasta el ovario.

estigma ——— %

estilo —

ovario

Figura 8 Division pistilo. El 1/3 va del estigma hasta la mitad del estilo. El 2/3
va desde la mitad del estilo hasta antes de llegar a la zona del ovario. El 3/3 consiste en

toda la zona del ovario.
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Figura 9 Tincion de pistilos con diferentes concentraciones de NaOH. A)

Pistilo con NaOH 10M. B) Pistilo con NaOH 8§M.

~

Figura 10 Amplificacion region C2-C3 gen S-RNasa. Amplificacion region C2-
C3 gen S-RNasa de los arboles seleccionados para las cruzas. Carriles. 1. Ladder 2000pb.

2-11. Individuos seleccionados. 12. Control negativo
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Figura 11 Digestion con las enzimas Rsal, Mbol y Hinfl de ADN de los
individuos seleccionados para las distintas cruzas. Al. Padre individuo 12 x Madre
individuo 13. A.2. Padre individuo 22 x Madre individuo 17. B.1. Padre individuo 17 x
Madre individuo 1. B.2. Padre individuo 14 x Madre individuo 15. C. Padre individuo

1 x Madre individuo 6. Ladder 2000pb.

Figura 12 Pistilo de autopolinizacién arbol 1. El crecimiento de los tubos

polinicos es inhibido en el estilo.
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Figura 13 Pistilo de la cruza semicompatible. El crecimiento de los tubos

polinicos es inhibido en el estilo.

Estigma

Tibo Estilo

polinico
entrando a

la zona del
ovario

Ovario

Figura 14 Pistilo de cruza la cruza compatible entre el arbol 1y 17. Los tubos

polinicos crecen a lo largo del estilo hasta entrar a la zona del ovario.
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Punta
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Figura 15 Tubos polinicos de cruzas compatibles e incompatibles. A) Los
tubos polinicos en el estilo de uno de los pistilos de la cruza incompatible entre el arbol
17 y 22 presentan la punta hinchada. B) Los tubos polinicos en el estilo de uno de los
pistilos de la cruza compatible entre el arbol 1x17 no muestran una expresion morfologica

de incompatibilidad.

Figura 16 Pistilo con tubos polinicos. Crecimiento de tubos polinicos desde el

estigma hasta el estilo
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Figura 17 Mirlo (Turdus merula).



14. Anexos
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Anexo 1. Informacion Geografica y Fenotipica de los arboles ubicados en la

Hacienda “San Felipe”.

Altitud Altura

# Arbol | Coordenadas geograficas (msnm) (m)

1 N 00.04049 W 078.15900 2776 2,5

6 N 00.04036 W 078.15908 2776 3

12 N 00.04021 W 078.15916 2776 3

13 N 00.04020 W 078.15916 2776 2,5

14 N 00.04018 W 078.15919 2776 4,5

15 N 00.04017 W 078.15919 2776 4,5

17 N 00.04012 W 078.15921 2776 3,5

22 N 00.03986W 078.15936 2776 3,5




