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RESUMEN 

 

El capulí (Prunus serotina subsp. capulí) es un árbol de la familia Rosaceae, distribuido a lo 

largo de las zonas andinas de Sudamérica, tiene varios usos y propiedades, especialmente su 

fruto esférico pequeño con sustancias antioxidantes y antiinflamatorias que tienen la capacidad 

de combatir enfermedades. Se lo considera un fruto tradicional asociado a los pueblos indígenas 

por la preparación de bebidas sagradas, además productores nacionales utilizan el capulí para 

la elaboración de productos secundarios como mermeladas. Al tener una flor hermafrodita, 

posee un Sistema de Incompatibilidad Gametofítica (GSI) controlado por el Locus S, formado 

por dos genes principales conocidos como S-RNasa, hallado en el pistilo y SFB, hallado en el 

polen. La interacción de estos genes determinan la producción de determinadas proteínas que 

interfieren en la compatibilidad o incompatibilidad de una cruza. La compatibilidad se refiere 

a mantener alelos distintos que permiten una interacción a modo de llave y cerradura. En esta 

investigación, se estudió uno de los genes de este sistema, el gen de la S-RNasa. Se realizaron 

polinizaciones controladas entre cruzas determinadas como compatibles o incompatibles en 

estudios anteriores. Se extrajo material genético de estas cruzas para realizar RT-qPCR y 

obtener valores para determinar, mediante análisis estadísticos, si la expresión génica entre los 

pistilos polinizados y no polinizados eran significativas. También se realizaron tinciones del 

desarrollo de los tubos polínicos para visualizar (comprobar) si las cruzas eran compatibles o 

no. Los resultados reportados sugieren la idea de que en especies del género Prunus, como es 

el caso del capulí, puede existir el fenómeno donde el sistema de GSI se anula, generando una 

compatibilidad entre cruzas que se consideraban incompatibles. 

 
 

Palabras clave: Capulí, Prunus serotina, Sistema de Incompatibilidad Gametofítica, S- 

RNasa, RT-qPCR 
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ABSTRACT 

 

The capuli (Prunus serotina subsp. capuli) is a tree of the Rosaceae family, distributed along 

the Andean areas of South America. It has various uses and properties, especially its small 

spherical fruit with antioxidant and anti-inflammatory substances that have the ability to combat 

diseases. It is considered a traditional fruit for indigenous cultures due to the preparation of 

sacred drinks. In addition, domestic producers use this fruit to produce secondary products such 

as jams and marmalades. Capuli has a hermaphroditic flower, therefore it has a Gametophytic 

Incompatibility System (GSI) controlled by Locus S, formed by two main genes known as S- 

RNase, found in the pistil, and SFB, found in pollen. The interaction of these genes determines 

the production of certain proteins that interfere with the compatibility or incompatibility of a 

cross. Compatibility refers to maintaining different alleles that allow for a lock-and-key 

interaction. In this research, the S-RNase gene is being studied. Controlled pollinations were 

performed between crosses determined to be compatible or incompatible in previous studies. 

Genetic material was extracted from these crosses to perform RT-qPCR and obtain values to 

determine, through statistical analysis, if the gene expression between the pollinated and non- 

pollinated pistils were significant. Stains of the development of the pollen tubes were also 

carried out to visualize if the crosses were compatible or not. The reported results suggest that 

in Prunus species, as is the case of the capulí, there may be a phenomenon where the GSI 

system is canceled, generating a compatibility between crosses that were considered 

incompatible. 

 
 

Keywords: Capulí, Prunus serotina, Gametophytic Incompatibility System, S-RNase, RT- 

qPCR 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Características generales del capulí 

 

El capulí (Prunus serotina subsp. Capulí) es un árbol de la familia Rosaceae. Es 

originario de América del Norte, específicamente del sudeste de Estados Unidos y norte de 

México, sin embargo, ha logrado adaptarse a lo largo de la región Andina de Sudamérica (León, 

2000). Está presente en zonas tanto frías como templadas, desde los 2.200 a 3.100 metros a 

nivel del mar (Nesom, 2003). 

Se destaca por sus inflorescencias blancas de aproximadamente 1cm, de las cuales se 

obtiene de 10 a 20 frutos esféricos entre 2-2.5 cm por cada racimo (National Research Council, 

1989). Su floración se da entre los meses de agosto a octubre, mientras que los frutos de un 

color verde brillante empiezan a madurar a inicios de noviembre hasta tomar tonalidades entre 

rojizas, marrones y negras a finales del mismo mes (Ramírez, & Davenport, 2016). 

1.1.1 Importancia en el Ecuador 

 

El capulí es una especie que tiene alto potencial comercial debido a sus múltiples usos, 

pues muchas de las partes del árbol son utilizables (Málaga, et al., 2009; Baños, 2017; Cueva, 

2019). Con respecto a los frutos, la presencia de polifenoles funciona como antioxidantes y 

antiinflamatorios para combatir los efectos del cáncer, diabetes, o envejecimiento prematuro 

(Zavala, et al., 2006; Ruiz et al., 2018)., además de un correcto desarrollo, funcionamiento y 

protección del cerebro, disminuyendo el riesgo de presentar enfermedades neurodegenerativas 

(Torres, & Teves, 2011). Es un fruto apreciado, tanto en diversos mercados naturales 

internacionales, como en el Ecuador, por conservar una fuerte vinculación con los pueblos 

tradicionales, quienes preparan la sagrada bebida conocida como jucho (Acosta, 2019). Además 

de ser la fuente de ingresos de comunidades andinas por la fabricación de mermeladas y bebidas 

fermentadas (Ruales, 2007). Según León (2000), los mejores frutos de capulí se encuentran en 

el Ecuador, que se distribuyen principalmente en la zona andina (Baldeón, et al. 2013). Sin 
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embargo, no existen cultivos extensos controlados que puedan hacer eficiente su producción 

(Monteros, et al., 2013). 

 
 

1.2 Sistema de Incompatibilidad Gametofítica 

 

1.2.1 Descripción y función del mecanismo 

 

La incompatibilidad gametofítica o gametophytic self-incompatibility (GSI) es un 

mecanismo que ha evolucionado en diversas plantas cuya flor es hermafrodita, con el propósito 

de conservar la diversidad genética de las especies (Kao, & Tsukamoto, 2004). Este sistema 

induce al rechazo del propio polen o polen genéticamente similar mediante una barrera 

genética-química, evitando así la formación de un cigoto (García, et al., 2013). La eficacia de 

esta barrera radica en la capacidad de las células del pistilo para reconocer el haplotipo S del 

polen. Si este haplotipo S (haploide) es el mismo que alguno de los dos haplotipos S (diploide) 

presentes en el pistilo, entonces el sistema se activará para inhibir el crecimiento y desarrollo 

del tubo polínico (TP) (Newbigin, et al., 1993). 

Dentro de la familia Rosaceae, en géneros como Malus, Prunus y Pyrus, se ha 

determinado que el GSI es controlado por el locus multialéico conocido como Locus S 

(Roalson, & McCubbin, 2003). Su estructura tiene dos componentes principales vinculados 

entre sí, que son el gen SFB expresado en el determinante masculino (polen) y el gen S-RNasa 

expresado en el determinante femenino (pistilo) (Yamane, & Tao, 2009). Ambos producen 

proteínas específicas que al relacionarse determinan la compatibilidad o incompatibilidad de 

una cruza (De Nettancourt, 2001). 

 
 

1.2.2 Estructuras genéticas implicadas en Locus S y su interacción 

 

Para que la dinámica funcione se debe entender la estructura e interacción de los 

productos de los genes de la S-RNasa y SFB. Por un lado, el gen SFB (polen) presenta 5 
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dominios (la región F-box, 2 regiones variables y 2 regiones hipervariables) (Ikeda, et al., 

2004). 

La S-RNasa es un gen que codifica las proteínas encargadas del reconocimiento del 

polen y activación de las ribonucleasas, que se encargan de catalizar la hidrólisis de cadenas de 

ARN. La estructura de este gen consiste en 5 regiones altamente conservadas (C1 a C5) y una 

región hipervariable entre C2 y C3 (Roalson, & McCubbin, 2003; Tao, R., & Iezzoni, A. F., 

2010; Yamane, H., & Tao, R., 2019). 

 
 

Las RNasas se localizan en los tejidos extracelulares del estigma, estilo y ovario 

(Goldraij, et al., 2006), las cuales se irán incorporando en los tubos polínicos mediante 

endocitosis a medida que estos se desarrollen, independientemente de tener haplotipos 

compatibles o no compatibles (Hua, et al., 2008). Existen dos modelos que indican cómo se 

involucra la S-RNasa en el sistema de incompatibilidad. En primer lugar, hay una 

compartamentalización de la RNasa en la vacuola de los tubos polínicos, esto quiere decir que 

independientemente del haplotipo que tenga tanto el polen como el pistilo, la proteína quedará 

almacenada hasta dar paso a la reacción desencadenada por la cruza correspondiente. En el caso 

de ser compatible, las S-RNasas no ejecutarán su función de degradación porque quedarán 

retenidas en la vacuola sin ejercer toxicidad (McClure, 2009). Mientras que, el segundo modelo 

se basa en la degradación de la S-RNasa por ubiquitinación. La región F-box del gen SFB 

participa en la vía de degradación protéica liderada por el proteosoma 26s que marcan las S- 

RNasas que comparten el mismo haplotipo S con el SFB del polen a través de las enzimas de 

tipo E3 (Moon, & Estelle, 2004; Hua, et al., 2008; Wu, et al., 2013). 

 
 

En ambos casos, se demuestra que, en cruzas incompatibles, las S-RNasas quedarán 

activas generando un efecto citotóxico para degradar a los tubos polínicos y evitar su 

fecundación (Hua, et al., 2008; Wu, et al., 2013). 
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En esta investigación se plantea cuantificar y comparar la expresión del gen de la S-RNasa de 

cruzas controladas (compatibles e incompatibles) del capulí mediante RT-qPCR, para 

esclarecer su función en el sistema de incompatibilidad gametofítica (GSI), tanto desde un 

análisis genético como fenotípico. 
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2. METODOLOGÍA 

 

La metodología empleada en esta investigación se esquematiza en la Figura 1. 

 

2.1 Selección de muestras 

 
2.1.2 Árboles del estudio 

 
Los árboles pertenecen a la Hacienda San Felipe ubicada en Cayambe (N 00.04049 W 

078.15900), donde la temperatura oscila entre 10 y 20 °C durante todo el año. Los árboles 

fueron seleccionados a partir de estudios previos, donde Correa (2018) estableció marcadores 

moleculares CAPS para definir los alelos del capulí, y Baquero (2018) los usó como 

herramienta molecular para determinar los haplotipos de cada individuo de la Hacienda y 

posteriormente establecer cruzas (Tabla 1). Se tomaron en cuenta 4 cruzas, donde 2 fueron 

compatibles (1x17; 15x14) y 2 incompatibles: la cruza (17x22) y la autopolinización (17x17). 

El árbol 17 tiene un interés especial en la investigación ya que en estudios previos se observó 

como el GSI presenta algunas anomalías morfológicas (Baquero, 2018; Gordillo, et al.,2020). 

Esto podría indicar que la reacción de incompatibilidad se rompe y permite el crecimiento de 

tubos polínicos, a pesar de expresar el mismo haplotipo S (Kakui, et al., 2011). 

2.1.2 Selección y preparación de polen y pistilos 

 
La etapa fenológica para la recolección de flores se encuentra entre el estadío F y G, que 

son botones cerrados a punto de abrirse para la fecundación, esto para evitar contaminación con 

polen ajeno (Ramírez, & Davenport, 2016). Para la obtención del polen, a 50 flores de cada 

árbol ‘donador’, se les retiró las anteras, que fueron puestas en bolsas de papel durante 48h 

(Radičević, et al., 2016). El polen fue almacenado a 4°C y se verificó que tuviera un 80% de 

viabilidad con una tinción de Acetocarmín (Asma, 2008; Baquero, 2018). Para la obtención de 

pistilos, se emascularon 120 flores de cada árbol ‘receptor’, de los cuales 60 fueron destinados 

para ser polinizados y 60 se mantuvieron como control (no polinizados) (Tabla 1). 
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2.2 Polinización y recolección de pistilos 

 

Las polinizaciones se realizaron 24 horas después de la emasculación, manteniendo tanto a 

los pistilos polinizados como a los pistilos control bajo las mismas condiciones. En las cruzas 

incompatibles, se realizaron 2 tipos distintos de polinización; el uno catalogado como ‘cruza’ 

que consistió en utilizar polen caracterizado por los mismos alelos del pistilo, mientras que el 

otro fue una ‘autopolinización’ (Tabla 1). Luego de 48 horas, los pistilos fueron recolectados 

(Ortega, et al., 2002) y 100 (50 polinizados/50 control) se destinaron para los análisis genéticos 

los cuales se conservaron a -80 °C para preservar el ARN, mientras que los 20 sobrantes (10 

polinizados/10 control) se almacenaron en etanol al 70% a 4°C (Baquero, 2018) para realizar 

análisis fenotípicos. 

2.3 Análisis genéticos 

 
2.3.1 Extracción ARN y Obtención de cDNA 

 
Para la extracción del ARN de los pistilos polinizados y control de cada una de las cruzas 

se utilizó el protocolo de Gambino, et al. (2008) y Gómez, et al. (2015). Además, se realizaron 

las siguientes modificaciones: se agregó 2.6uL de Glycoblue durante la precipitación con 

isopropanol frío 0.7 vols con el fin de teñir al pellet, y la resuspensión final se hizo en un 

volumen final de 15uL de agua DEPC. El cDNA se obtuvo siguiendo el protocolo de Pazmiño 

(2018), desde el paso de ARN libre de DNasas hasta el uso de la enzima transcriptasa inversa, 

con un volumen final de 20uL. 

2.3.2 RT-qPCR 

 
Los primers sintetizados fueron seleccionados a partir de Gómez, et al., (2019) (Tabla 2), al 

igual que los candidatos a gen housekeeping; 18s, RPII y Actina (Figura 2). Para la selección 

del gen housekeeping óptimo, se escoge aquel con menos cambios en la expresión en los 

diferentes tratamientos, cuyos Cq tengan una línea base de expresión menor a los 30 ciclos y 

no varien en más de 2 decimales (Kozera, et al., 2013). Se ocupó el termociclador para PCR en 

tiempo real CFX96 TOUCH™ Bio-Rad, programado con los pasos detallados en Erazo (2019). 
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2.3.3 Análisis estadísticos 

 
En el RT-qPCR se realizaron 3 réplicas para la evaluación de los genes; S-RNasa y RPII, 

en las muestras polinizadas y no polinizadas de cada cruza. Por cada cruza, los valores Cq 

fueron analizados mediante cuantificación relativa con la fórmula 2 ^ -ΔΔ CT. Luego, se 

normalizaron los datos en el software Minitab 18. Se realizó una prueba T-de Student para 

evaluar si entre pistilos polinizados y no polinizados había una diferencia de expresión 

estadísticamente significativa. Por otro lado, con un ANOVA, se estudió si la expresión 

diferencial entre las muestras polinizadas de las cruzas incompatibles y compatibles eran 

estadísticamente significativas, tomando en cuenta un valor p menor a 0.05 (Molina, 2017). 

2.4 Efectos visibles de la expresión de la S-RNasa en los tubos polínicos 

 
2.4.1 Tinción tubos polínicos 

 
Se tiñeron todos los pistilos utilizando la metodología de Baquero (2018), realizando 

algunos cambios de tiempo. Se dejó actuar el 10M NaOH durante 1 hora, para luego lavar los 

pistilos hasta que quedaran casi transparentes, para que el azul de anilina pueda teñir la calosa 

(Jefferies, & Belcher, 1974) durante 2 horas. La calosa es un polisacárido presente tanto en las 

paredes de los TP como alrededor de los granos de polen. Posteriormente, se prepararon placas 

de 8-10 pistilos polinizados y 8-10 pistilos no polinizados, fijados con glicerol (Baquero, 2018). 

2.4.2 Verificación crecimiento tubos polínicos 

 
Se observaron las placas en un cuarto oscuro bajo un microscopio de fluorescencia (Nikon 

Eclipse Si), con la cámara (Mshot MS60), en el programa Am Scope. Se observó si las muestras 

tenían polen en el estigma, luego se dividió a cada pistilo en 3 secciones (Figura 4) para obtener 

el porcentaje de desarrollo de los TP (Tabla 4). La fluorescencia se da porque la calosa, que se 

une con el azul de anilina al momento de la tinción, otorga una imagen verde azulada cuando 

la placa con los pistilos teñidos es iluminada con luz azul o ultravioleta (Radičević, et al., 2016). 
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3. RESULTADOS 

 
3.1 Selección de muestras 

 
En la Tabla 1, se observa los árboles escogidos para el análisis, donde se detalla los 

individuos receptores y donadores de cada cruza; 2 cruzas compatibles (diferente haplotipo S) 

y 2 cruzas incompatibles (mismo haplotipo S) (Baquero, 2018; Gordillo et al., 2020). Todos los 

donadores presentaron una viabilidad del polen mayor al 80%. 

 

 

3.2 Obtención de resultados genéticos 

 
3.2.1 RT-qPCR 

 
Los primers seleccionados de Gómez (2019), fueron probados tras un ensayo de PCR y 

amplificados en un gel de agarosa al 2% para obtener la banda en el tamaño deseado de 118pb. 

(Figura 2a). Se obtuvo los amplicones para los genes housekeeping analizados en los tamaños 

esperados; RPII: 128pb, Actina: 1090pb y 18s: 91pb, bajo la gradiente de temperatura de 54 a 

58 °C (Figura 2a). Además, tras un ciclado de RT-qPCR, se verificaron los valores Cq, donde 

el gen RPII arrojó los valores más estables de 26.30, 26.37 y 26.05, por lo que éste se lo utilizó 

para la normalización de los datos, al igual que en Gómez (2019). 

 

 

3.2.2 Análisis estadísticos 

 
3.2.2.1 Comparación de la expresión de la S-RNasa entre muestras polinizadas y 

control (no polinizadas) de cada cruza 

En base a los valores p de la prueba T-de Student, se calculó una mayor expresión de la 

S-RNasa en los pistilos polinizados en comparación a los no polinizados (control). Esto indica 

que se adhirió polen en el estigma, iniciando la interacción (pistilo-polen) que activa el sistema 

de GSI. 
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Sin embargo, a nivel estadístico, se determinó que 3 (17x17; 17x22; 15x14) de las 4 

cruzas, no son estadísticamente significativas. A excepción de la cruza compatible 1x17, que 

obtuvo un valor p de 0.011<0.05, mostrando que efectivamente la expresión diferencial de los 

pistilos polinizados es mayor. El hecho de ser estadísticamente significativo indica que el gen 

de la S-RNasa en esta cruza tuvo una expresión claramente diferenciada entre pistilos 

polinizados y no polinizados. 

3.2.2.2 Comparación de la expresión de la S-RNasa entre las muestras polinizadas 

entre cruzas compatibles e incompatibles 

En la Tabla 4, se observa la relación de la expresión entre las cruzas compatibles y las 

incompatibles. Con respecto a los datos numéricos, se ve que las cruzas incompatibles tienen 

una media de 1.391 y las compatibles un valor menor de 0.839. Al comparar estos datos, tras 

la prueba ANOVA, el valor p que se obtuvo fue de 0.22<0.05, mostrando que no hay una 

diferencia significativa en la expresión de la S-RNasa. 

 

 

3.3 Efectos visibles de la expresión de la S-RNasa en los tubos polínicos 

 
3.3.1 Verificación del crecimiento de los tubos polínicos 

 
Las observaciones de los pistilos se resumen en el Anexo 1. Se conoce que un pistilo ha 

sido polinizado cuando se observa polen en el estigma (Figura 3) y que los tubos polínicos han 

truncado su crecimiento cuando se visualiza una hinchazón al final del tubo, acompañado del 

cese de la fluorescencia (Figura 4). 

3.3.1.1 Cruzas incompatibles 

 
En la cruza 17x17 (Anexo 1), se verificó un alto porcentaje de crecimiento de TP tanto en 

la primera (estigma) como segunda parte (estilo) del pistilo con 38,89% y 50%, 

respectivamente. Mientras que, a la tercera parte del pistilo (ovario) solamente el 11% de TP 
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lograron desarrollarse. En los pistilos de la muestra control también se registró un crecimiento 

alto del 68,42% hasta el estigma. 

En la cruza 17x22 (Anexo 1), se registró un 23,09% de TP creciendo hasta la primera parte 

del pistilo (estigma), un 46,15% que se desarrolló hasta la segunda parte (estilo), y solamente 

un 7,69% que llegó hasta la tercera parte (ovario). Los resultados del control se asemejan a la 

cruza 17x17, con un crecimiento de 66,66% hasta el estilo, que posteriormente se vio truncado 

en su avance hasta el ovario. 

3.3.1.2 Cruzas compatibles 

 
En la cruza 1x17 (Anexo 1), se visualizó que el 18, 2% de los TP creció hasta el estigma, 

y el 45,5% llegó hasta el estilo, mientras que ningún TP continuó su recorrido hasta el ovario. 

Al observar los pistilos control, donde no debería haber la presencia de polen ni el crecimiento 

de TP, se reporta un leve crecimiento del 9,1% de TP solamente hasta la primera parte 

(estigma). 

En la cruza 15x14 (Anexo 1), en los pistilos polinizados, no se logró observar ni 

presencia de polen en el estigma ni desarrollo de TP a ningún nivel del pistilo, mientras que el 

control igualmente se reporta ausencia total de crecimiento de TP. 



21 
 

4. DISCUSIÓN 

 

4.1 Expresión diferencial de la S-RNasa en cruzas controladas 

 

Estudios previos han demostrado que el Locus S implicado en el Sistema de 

Incompatibilidad Gametofítica (GSI) tiene una estrecha relación en la dinámica de los genes S- 

RNasa y SFB para garantizar que una cruza sea compatible o incompatible (García, et al., 2013). 

Por eso, la presente investigación se centró en el estudio de la expresión del gen de la S-RNasa. 

Este gen codifica proteínas con actividad ribonucleasa para evitar el desarrollo de los granos de 

polen (Yamane, & Tao, 2009). Aunque en especies Prunus como P. avium, P. armeniaca, P. 

dulcis, P. saliciana, entre otras, ha sido reportada una posible autocompatibilidad por la ruptura 

del sistema GSI ((Cachi, 2011; Halász, 2007; Gómez, et al., 2019; Kakui, et al., 2011; Gu, et 

al., 2015). 

Comparando la expresión de la S-RNasa en cruzas compatibles e incompatibles, se 

espera tener una menor expresión en cruzas compatibles, ya que la interacción entre el pistilo 

y el polen con haplotipos distintos formarán los complejos proteicos que degradarán a las S- 

RNasas, evitando la hidrólisis de ARN, lo que permite el crecimiento de los TP (De 

Nettancourt, 2001). Los resultados presentados en la Tabla 4, muestran una diferencia numérica 

que concuerda lo expuesto, aunque estadísticamente hablando, la expresión que se obtuvo no 

fue significativa entre cruzas compatibles e incompatibles. De forma más específica, este 

resultado se puede explicar desglosando por cada cruza. 

En las cruzas incompatibles, se sugiere que posiblemente el sistema de 

incompatibilidad se rompe ya que el porcentaje de los tubos polínicos (TP) llegan hasta el 

ovario, específicamente en aquellas cruzas implicadas con el individuo 17 (17x17 y 17x22) 

(Anexo 1). En los experimentos realizados por Gordillo, et al. (2020), se observa un 

comportamiento similar en los pistilos polinizados de las mismas cruzas (17x17 y 17x22). 

Donde se reporta un porcentaje alto de desarrollo de TP hasta el estilo y luego evidentemente 
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disminuye la cantidad de éstos al llegar al ovario. Aun así, el hecho de que un TP logre llegar 

hasta el ovario, no implica una fecundación exitosa. 

Esta singularidad también se la observa en las muestras no polinizadas (control) de las 

cruzas incompatibles, donde los TP presentan porcentajes altos de crecimiento hasta el estilo. 

En las muestras control (17x17 y 17x22), el árbol 17 actúa como el receptor del polen, entonces, 

al momento de realizar la emasculación, algo de polen pudo permanecer en el estigma de los 

pistilos y desarrollar TP que llegaron hasta el ovario. En el primer caso, (17x17), que es una 

autopolinización, posiblemente los pistilos utilizados se encontraban en una fase receptiva 

(Ramírez, & Davenport, 2016), lo que puede aumentar el éxito de crecimiento de TP. Algo 

similar sucede con los pistilos no polinizados de la cruza 17x22, donde el árbol 17 también es 

el receptor por lo que polen propio puede quedar en el estigma. En la literatura se ha reportado 

que este tipo de comportamiento se puede dar por una pérdida de funcionalidad de los genes 

implicados en el GSI, tanto en la S-RNasa como en el SFB debido a diversas mutaciones en los 

alelos S, volviéndola una cruza potencialmente viable (Yamane, et al., 2001; Hauck, et al., 

2002). Otras investigaciones de la especie Prunus, igualmente respaldan resultados sobre la 

autocompatibilidad a través de la observación de TP con microscopía de fluorescencia. 

Đorđević et al., (2010) reportan que 13 de los 18 cultivares estudiados de P. domestica tuvieron 

TP que alcanzaron al menos la base del estilo. Al igual que, Milatović, et. al (2010), que indican 

que 3 de 8 cultivos de P. armeniaca registraron este fenómeno de autocompatibilidad con 

crecimiento de TP. 

Ahora se analizaron los resultados de las cruzas compatibles (1x17 y 15x14). En el caso 

de la 1x17, los datos arrojaron una diferencia significativa en la expresión de la S-RNasa entre 

pistilos polinizados y no polinizados, indicando que la expresión diferencial de los pistilos 

polinizados es mayor. Igualmente es importante recalcar que en la cruza 1x17 el árbol receptor 

es el 1, por lo que no se espera ninguna anomalía explicada previamente con respecto al 

individuo 17. Con respecto a la cruza 15x14, aunque la diferencia de la expresión del gen no 
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sea significativa, existe una mayor expresión de pistilos polinizados en comparación a los no 

polinizados. Si se relacionan estos datos con el análisis fenotípico de esta cruza 15x14 (Anexo 

1), se ratifica que no se observó polen a pesar de que los pistilos fueron polinizados. Esto indica 

que algunos factores influyeron en la polinización. Posiblemente los pistilos no fueron 

receptivos al polen colocado. La receptividad hace referencia a la habilidad del estigma para 

favorecer la germinación de polen viable (Yi, et al., 2006). A su vez, la receptividad se puede 

ver afectada por la temperatura. Según Hedhly, et al. (2003), el éxito de una fertilización 

también se puede deber a la temperatura sometida a lo largo del proceso, desde la receptividad 

del estigma hasta el desarrollo completo del TP. Generalmente, cultivares de Prunus al estar 

expuestos a temperaturas altas, mayores a 23-25°C, reducen tanto la cantidad de granos de 

polen que se adhieren al estigma, como la velocidad de crecimiento de TP tras la polinización 

(DeCeault, & Polito, 2008). Se debe tomar en cuenta que las muestras son traídas de Cayambe, 

donde la temperatura oscila de los 8°C en la noche y alcanza los 20°C a medio día. En cambio, 

en el cuarto de cultivo donde se realizaron las polinizaciones, la temperatura promedio es de 

23°C, que podría afectar el rendimiento de los TP, pero sin afectar por completo su 

germinación, como en el caso de la cruza 1x17. 

Otro factor relevante para tomar en cuenta con respecto a la receptividad es el estadío 

de recolección de las inflorescencias. Cuando las flores se encuentran en la etapa recomendada, 

éstas están próximas a abrirse (Ramírez, & Davenport, 2016), por lo tanto, se encuentran más 

receptivas, secretando sustancias que ayudan a la germinación del polen (Yi, et al., 2006). Los 

datos que se presentan en el Anexo 2 indican que, en los distintos meses en los que se 

recolectaban las muestras para hacer diversos ensayos, existía escasez de flores. Por esta razón, 

no se logró realizar suficientes repeticiones de ensayos de polinización para obtener resultados 

analizables, específicamente en la cruza 15x14. 

Es importante mencionar que los resultados reportados en esta investigación solo 

indican una parte del estudio global que se debería realizar con respecto al mecanismo GSI. Por 
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eso, es necesario llevar a cabo un estudio que involucre la participación del gen SFB, el cual es 

el encargado de degradar proteínas a través del proteosoma 26. Este gen ubiquitina o marcan a 

las proteínas que son genéticamente iguales para que sean degradadas (Sullivan, et. al., 2003; 

Cardozo & Pagano, 2004). Al igual que estudiar otros complejos proteicos, involucrados en 

este proceso como SCF-E3, los cuales se encargan de marcar la proteína a ser degradada a 

través de un sitio de reconocimiento específico para las S-RNasas, que posteriormente será 

ubiquitinada por el SFB (Sonneveld, et. al., 2005). Mutaciones por fuera del Locus S también 

han sido discutidas por generar un impacto (Tsukamoto, 2003; Hancock, 2005; Li, et al, 2020), 

como el gen que codifica para la proteína de la glicina que contribuye en la activación de la S- 

RNasa, ya que la sustitución de alguno de los alelos genera cambios genéticos y conduce a una 

falla en la autoincompatibilidad (Li, et al, 2020). 

4.2 Limitantes del RT-qPCR y del método 2 ^ -ΔΔ CT 

 

La literatura reporta que existen algunos limitantes al utilizar tanto el RT-qPCR como 

el método 2 ^ -ΔΔ CT para el análisis estadístico de los datos obtenidos en los experimentos. 

En este caso, resultó complicado recolectar más cantidad de material genético debido a las 

diferentes épocas en las que se realizan los experimentos y la falta de flores en todos los meses 

del año. Esto limitó la cantidad de ARN que posteriormente sería transformada en cDNA para 

realizar los ensayos de RT-qPCR. Por otro lado, con respecto a las limitaciones del método 2 ^ 

-ΔΔ CT, es una fórmula que no toma en cuenta la efectividad de la reacción de amplificación. 

Determina directamente que la eficiencia en todas las muestras es uniforme en un 100%, pues 

únicamente asume condiciones óptimas y controladas. No se considera que son muestras 

biológicas que por diversos factores pueden alterar su expresión; ya sea por la presencia de 

potenciadores o inhibidores de la reacción PCR, en los primers o en la extracción de ARN (Rao, 

et al., 2013). Rao et.al, (2013) reportan que los rangos de variaciones de efectividad pueden 

provocar una distorsión en los resultados que genera un error de hasta 4 veces en la diferencia 

de expresión. 
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5. CONCLUSIONES 

 

• Se cuantificó y comparó la expresión del gen de la S-RNasa de distintos tipos de cruzas 

controladas del capulí. 

• En el caso del capulí, para lograr una producción eficiente es importante estudiar los 

diferentes componentes moleculares y los mecanismos implicados en su reproducción. 

Así desarrollar programas de mejoramiento genético, lo que implica un estudio del GSI 

y los genes que regulan la compatibilidad o incompatibilidad entre individuos en Prunus 

serotina. 

• Se comprueba la participación del gen de la S-RNasa en el GSI, aún así se debe estudiar 

la expresión del gen SFB que compruebe el rompimiento de la reacción de 

incompatibilidad, permitiendo el crecimiento de tubos polínicos, a pesar de expresar el 

mismo haplotipo S. 

• Se verificó un comportamiento anómalo del árbol 17, que posiblemente implique un 

rompimiento de la incompatibilidad, lo que permite el crecimiento de tubos polínicos, 

fenómeno estudiado en otras especies de Prunus como P. avium, P. armeniaca, P. 

dulcis, P. pyrifolia y P. saliciana. 

• Resulta necesario realizar cruzas controladas en campo para reportar el éxito de 

fecundidad de las cruzas que reportaron crecimiento de tubos polínicos hasta el ovario 

(cruza 17x17 y 17x22) en los ensayos en el laboratorio. 

• Es importante escoger las flores en el estadío correcto para realizar polinizaciones 

exitosas, pues esto puede determinar qué tan receptivos son los pistilos para realizar los 

ensayos y determinar la capacidad de estimular la germinación de polen. 
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6. TABLAS 

 

 

Tabla 1. Clasificación de árboles utilizados en el estudio según la cruza 
 

 
 

Tipo de cruza 

Árboles del estudio  

Receptor (pistilo) Donador (polen) 
Rango de 

viabilidad polen 

Autoincompatible 17 17 87-92% 

Incompatible 17 22 89-91% 

Compatible 1 17 87-92% 

Compatible 15 14 82-89% 

 

 

 

 

Tabla 2. Secuencias de primers utilizados en el estudio 
 

 
 

Gen 

Especie 

 

referencial 

Primer  

Referencia 

Forward Reverse 

 

S-RNasa 
 

Prunus dulcis 

 
 

TGCACTGGGTCGCAATTTAA 

 
 

TGTTCCACTCGTCTTCCCAA 

Gómez, et al., 

 

2019 

 

RPII 
 

Prunus dulcis 

 

TGAAGCATACACCTATGATGA 

TGAAG 

 

CTTTGACAGCACCAGTAGAT 

TCC 

Tong, et al., 

 

2009 
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Tabla 3. Comparación de la expresión de la S-RNasa entre muestras polinizadas y control 

(no polinizadas) de cada cruza 

 

 

Cruzas 

T-de 

 

Student 

Promedio de la expresión Relación de la expresión de las 

 

polinizadas en base al control Control Polinizadas 

17x17 0.373 3.057 4.571 1.495 

17x22 0.117 21.884 113.331 5.179 

1x17 0.011* 1.085 17.281 15.926 

15x14 0.365 1.915 3.168 1.654 

*Estadísticamente significativo 

 

 
Tabla 4. Comparación de la expresión de la S-RNasa entre pistilos polinizados de muestras 

incompatibles y compatibles 

Tipo de cruza Media Valor P 

 

Incompatible 

 

1.391 
 

 
 

0.220 

 

Compatible 

 

0.839 
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7. FIGURAS 
 

 
Figura 1. Esquema de los pasos seguidos para el análisis genético y fenotípico del gen de la 

S-RNasa en Prunus serotina (BioRender, 2022). 
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Figura 2a) 

 
Figura 2b) 

 

 

Figura 2. Geles de agarosa al 2% que indica los resultados del proceso de estandarización 

tanto del primer como de los genes housekeeping utilizados en el RT-qPCR. 

a) Amplificación del primer S-RNase Partial con un tamaño esperado de 118pb tras un 

gradiente de temperatura de 54 a 58 °C. 

b) Amplicones con los tamaños esperados de cada gen housekeeping (RPII: 128pb, Actina: 

1090pb y 18s: 91pb), con un gradiente de temperatura de 54 a 58 °C. 

 

 

 

 

Figura 3. Parte superior del pistilo (estigma) con presencia de polen donde se visualiza su 

fluorescencia tras la tinción con azul de anilina y representa un pistilo polinizado. 
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Figura 4. Pistilo teñido con azul de anilina para la visualización de la fluorescencia del 

desarrollo de tubos polínicos (TP), donde se observa TP llegando hasta el ovario, como un TP 

con hinchazón que trunca su crecimiento en el estilo. 
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ANEXOS 

 

ANEXO 1. Porcentajes de granos de polen que lograron el desarrollo de los tubos polínicos 

(TP) hasta determinadas secciones del pistilo. 

 

 Cruzas 

Incompatibles Compatibles 

17x17 17x22 1x17 15x14 

Desarrollo 

de TP 
Polinizadas Control Polinizadas Control Polinizadas Control Polinizadas Control 

(1/3) 
estigma 

38.89% 10.53% 23.09% 33.33% 18.2% 9.1% - - 

(2/3) estilo 50% 68.42% 46.15% 66.67% 45.5% 0% - - 

(3/3) 
ovario 

11.11% 0% 7.69% 0% 0% 0% - - 

Sin polen/ 

sin 
desarrollo 

 

0% 

 

21.05% 

 

23.07% 

 

0% 

 

36.3% 

 

90.9% 

 

- 

 

100% 
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ANEXO 2. Registro de flores en los árboles de Prunus serotina utilizados en el estudio, 

desde agosto del 2020 hasta mayo del 2022, ubicados en la Hacienda San Felipe de Cayambe. 

 
 

 

Se observa una clasificación de 3 colores en base al registro de la presencia de flores en los 

árboles del estudio según los meses en los que se recolectaron las muestras. El verde indica 

‘Abundancia’, haciendo referencia a que era posible hallar más flores de las necesarias para el 

estudio, indicando una alta floración. Además, se encontraban florescencias tempranas entre 

las etapas A y D de la escala reproductiva de Ramírez, & Davenport (2016). El color azul indica 

‘Escasez’, es decir que era posible encontrar flores, aunque no las suficientes para realizar los 

experimentos, tampoco se encontraban brotes en etapas de la A a la D (Ramírez, & Davenport, 

2016). El color rojo indica ‘Ausencia’, lo que indica que en esa temporada no se hallaron flores 

ni brotes nuevos en etapas tempranas. 


