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Resumen

Las ribonucleasas, por definicion, son enzimas con actividad hidrolitica que
degradan al RNA. Existe una gran variedad de estas enzimas; en este trabajo

nos centramos en la familia T2 para discutir, en particular, lo que se sabe sobre PALABRAS
las ribonucleasas mas estudiadas de este grupo: las S-RNasas. Las S-RNasas CLAVE
son clave para evitar la autopolinizacion en varias familias de angiospermas, _
actuando como la determinante S femenina del sistema de autoincompa- autoincompa-
tibilidad conocido como “basado en S-RNasas”. Esto implica que estan invo- tibilidad,
lucradas de manera muy precisa en el reconocimiento y discriminacion del

polen propio y del no propio, para rechazar al propio. Esta funcion de gran polen,
relevancia evolutiva, ampliamente distribuida en las angiospermas, involucra il
atributos enzimaticos —por su actividad de ribonucleasa— y estructurales, asi pistiio,
como su capacidad para interaccionar con otras proteinas. Por lo tanto, la polinizacién

funcion de las S-RNasas en el rechazo especifico del polen propio es
compleja desde el punto de vista bioquimico (estructural, enzimatico y de
interaccion) y celular (localizacion y transporte). Conforme surgen evidencias
al respecto, es claro que el papel bioldgico de las S-RNasas no solo recae en
su funcion catalitica como ribonucleasas, sino que, en realidad, su mecanismo
de accion es mas complejo. La comprension de la complejidad de este
mecanismo de accion subraya la importancia de continuar investigando para
desentrafiar completamente su papel bioldgico en la reproduccion y evolucion
de las angiospermas.
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Abstract

Ribonucleases, by definition, are enzymes with hydrolytic activity that
degrade RNA. There is a wide variety of these enzymes; however, in this
study, we focus on the T2 family to particularly discuss what is known about
the most studied ribonucleases in this group: the S-RNases. S-RNases are
essential to prevent self-pollination in several angiosperm families, acting as
the female S-determinant of the “S-RNase-based” self-incompatibility
system. This implies that they are involved in a very precise way in the
recognition and discrimination of self and non-self-pollen, to reject self-
pollen. This function of great evolutionary relevance, which is widely
distributed in angiosperms, involves both enzymatic attributes due to their
ribonuclease activity, structural features, and their ability to interact with
other proteins. Therefore, the role of S-RNases in the self-pollen specific
rejection is complex from a biochemical (structural, enzymatic, and inter-
action abilities) and cellular (localization and transport) standpoint. As
evidence emerges, it becomes clear that the biological role of S-RNases lies
not only in their catalytic function as ribonucleases but also, in a more
complex mechanism of action. Understanding the complexity of this
mechanism of action underscores the importance of continuing research to
fully unravel its biological role in the reproduction and evolution of
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Las T2 RNasas

Las ribonucleasas (RNasas) se definen ampliamente
como enzimas hidroliticas que degradan el RNA (1).
En esta revision nos enfocamos en las RNasas de la
familia T2 que, ademdas de presentar una amplia
distribucién, —se encuentran en hongos, plantas,
animales, protistas, bacterias y virus— (2,3), es a la
que pertenecen las S-RNasas (4). Las T2 RNasas,
denominadas asi por su similitud con la RNasa T2
de Aspergillus oryzae (2), son endorribonucleasas
que, en un paso de transfosforilacion y otro de hidro-
lisis, cortan RNA de cadena sencilla (ssRNA) (4) y
producen mono- u oligonucleétidos con un fosfato
3’ terminal mediante un intermediario de fosfato
ciclico 2°,3” (Fig. 1). Estas enzimas se distinguen
por contener dos motivos conservados en el sitio
activo (CAS I y CAS II), que contienen a los
aminoacidos de importancia catalitica, particular-
mente a las dos histidinas cataliticas —His46 e
His109 en la RNasa de Rhizopus niveus (GenBank:
BAA02042.1) (5)- (Fig. 1 y 2).

Todas las T2 RNasas presentan una estructura tipo
(oo + B) y contienen al menos seis hélices o y siete
hebras B (2) (Fig. 2). Las T2 RNasas conservan
estructuralmente tres hélices o (a2, a3 y a4) y seis
hebras B, resaltando una hoja plegada 3 central de
cuatro hebras [ antiparalelas —B1, B2, B4 y B5— (3).
En su centro, las T2 RNasas contienen residuos
hidrofobicos que se localizan en posiciones simila-
res (2,6). Los motivos CAS Iy CAS 11 se localizan,
respectivamente, en la hebra 32 y la hélice a3 (Fig.

2) (7,8). También estan identificados dos sitios de
uniodn al sustrato, denominados B1 y B2, que me-
diante interacciones hidrofobicas unen, respectiva-
mente, las bases nitrogenadas de los sitios 5’y 3” del
enlace por romperse (4). Asi mismo, es necesario
mencionar que la mayoria de estas enzimas son
glicoproteinas. El contenido de la fraccion glicosi-
dica es variable y pueden estar tanto N- como O-
glicosiladas (9).

Otros elementos ampliamente conservados entre las
T2 RNasas son los residuos de cisteina y los puentes
disulfuro que forman. Aunque el nimero de puentes
disulfuro es variable (9), dos de ellos estan conser-
vados en todas las T2 RNasas y se consideran
esenciales para su estructura y funcion (3,8). Estos
puentes se forman entre Cys63-Cys112 y Cys182-
Cys213, tomando como referencia de posicion la
secuencia de la RNasa Rh de R. niveus (Fig. 2) (7).

Las T2 RNasas de plantas

En plantas, las T2 RNasas son muy diversas y, de
acuerdo con los analisis filogenéticos, se dividen en
las clases I, I y III. Las clases I y II tienen su origen
en las algas verdes y angiospermas, respectivamen-
te; la clase III es exclusiva del grupo de las eudico-
tiledoneas (10). La clase III contiene a las S-RNasas
y es el grupo més estudiado; las clases I y II con-
tienen a las tipo S-RNasas (RNasas S-like) (10-14).

En particular, las S-RNasas son ribonucleasas con
una funcién muy especifica, que es evitar la autofe-

168



Revista de Educacién Bioquimica (REB) 43(3):166-179, 2024

S-RNasas, mas que solo ribonucleasas en el rechazo del polen

cundacion en lo que se conoce como sistema de auto-
incompatibilidad (AI) (15,16). Por otro lado, las
RNasas S-like participan en varios fenomenos dis-
tintos a la Al (17). Ademads, una distincién impor-
tante entre ambos tipos se presenta en su secuencia

de aminodacidos, donde se han identificado patrones
caracteristicos para cada grupo (18). Estudios geno-
micos de las T2 RNasas vegetales indican que carac-
teristicas como un punto isoeléctrico basico (14) y
la presencia de un solo intrén —con la excepcion de
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Figura 1. Mecanismo de reaccién de las T2 RNasas. Estas enzimas catalizan una reaccion general acido-base,
involucrando un paso de transfosforilacion y otro de hidrdlisis para la degradacion del RNA (3,5). En el paso de
transfosforilacidn, los residuos de histidina cataliticos, His46 e His109 de la T2 RNasa de R. niveus, actian como
acido y base general, respectivamente. En el estado de transicidon se observa la formaciéon de un intermediario
pentacovalente, que se estabiliza por los residuos Lys108 e His104. Subsecuentemente, en la reaccién de hidrdlisis
se invierten los papeles de las histidinas cataliticas: His46 actia como base general e His109 como acido general. Al
finalizar la reaccion, se libera un mono u oligonucledtido con un fosfato en el extremo 3.

Prunus, que tiene dos— en una region particular de
su secuencia permiten diferenciar a las S-RNasas de
otras T2 RNasas vegetales (11,14).

Estructura de las S-RNasas

Las S-RNasas contienen ciertas regiones particu-
lares en su estructura primaria; cinco regiones
altamente conservadas (C1, C2, C3,C4,y C5) y dos
altamente variables (HVa y HVb) (Fig. 3) (19,20).
Las regiones C2 y C3 se solapan con los motivos
CAS Iy CAS 11, respectivamente y, por lo tanto, se
conservan en todas las T2 RNasas (17,18). Las

regiones C1, C4 y C5 son hidrofobicas y en ellas se
ubican los residuos que forman parte del nucleo
hidrofobico de estas proteinas (Fig. 3) (19). Por otro
lado, las regiones hipervariables son altamente hi-
drofilicas y tridimensionalmente se encuentran con-
tiguas y expuestas al solvente (Fig. 3) (21). Esto,
como mas adelante se abordard, sugiere que parti-
cipan en el reconocimiento alelo S especifico que se
requiere en la Al (22). Es importante notar que parti-
cularmente las S-RNasas de Rosaceae no poseen
una region C4 propiamente homologa a la que se
encuentra en Solanaceae, sino que poseen una region
conservada (RC4) en una posicion similar (23,24).
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Ademas, poseen una sola region hipervariable RHV,
que se alinea en gran medida con la region HVa de
Solanaceae (24). Sin embargo, se ha observado que,
a pesar de que la region RHV se encuentra expuesta
al solvente (25), no es suficiente para el rechazo del
polen alelo S especifico (26).

El sistema de autoincompatibilidad basado en S-
RNasas

El amplio estudio de las S-RNasas se debe a su
participacion en el fendémeno de la Al el cual es un
mecanismo genético que impide que una planta
hermafrodita fértil produzca cigotos al autopoli-
nizarse (28). Por lo tanto, éste es un sistema de
discriminacion y reconocimiento entre el polen pro-
pio y el no propio que, al rechazar al polen propio,
evita la autofecundacion y promueve la variabilidad
genética en la descendencia (29). Para que esto
ocurra, existe un control genético muy estricto que
reside en el locus multialélico S, dentro del cual
estan codificadas las determinantes de especificidad
alélica —las determinantes S— femenina (pistilo) y
masculina (polen), las que se encuentran estrecha-
mente ligadas (28,29).

Uno de los sistemas de Al mas distribuidos en las
angiospermas es el conocido como “basado en S-

Otro elemento que también tienen las S-RNasas, y
que esta ampliamente conservado en todas las T2
RNasas vegetales, es el contar con cuatro puentes
disulfuro (Fig. 3) —dos de ellos estrictamente conser-
vados en todas las T2 RNasas (Fig. 2)—(8,27). Estos
puentes disulfuro se consideran esenciales estruc-
tural y funcionalmente (3).

Figura 2. Estructura ter-
ciariade laT2 RNasa de
Rhizopus niveus (RNasa
Rh). Esta enzima posee
la estructura tipo (a+p)
caracteristica de las T2
RNasas, presenta seis
hélices o (al-06) vy
siete hebras 3 (B1-B7).
La hoja plegada central
conservada estd con-
formada por las hebras
B1, B2, B4 y B5 (rojo).
Las hélices o conser-
vadas son a2, a3 y a4
(azul). También se mues-
tran los residuos de
importancia catalitica
de los segmentos CAS |
(naranja) y CAS Il (cian);
asi como los puentes
disulfuro (amarillo) con-
servados entre las T2
RNasas. Esta figura se
generd en PyMOL utili-
zando la RNasa Rh (PDB
1BOL) como molde.

RNasas™ (30). Se ha identificado en Solanaceae,
Rosaceae, Plantaginaceae, Rubiaceae, Rutaceae y
Cactaceae (30-33). En este sistema, el locus S
codifica una S-RNasa como la determinante S feme-
nina (expresada en el pistilo), y a un gen o un grupo
de genes que codifican proteinas con caja F (SLF)
(29) como la determinante S masculina (expresada
en polen). El resultado de la interaccion entre ambas
determinantes S da como resultado dos alternativas:
(a) rechazo del polen propio (cruza incompatible); o
(b) aceptacion del polen no propio, permitiendo la
fecundacion (cruza compatible) (28,34). Otra carac-
teristica importante de este sistema es que es game-
tofitico, lo que significa que el fenotipo de reco-
nocimiento del polen esta determinado por su propio
haplotipo S (i.e. el haplotipo del gametofito mascu-
lino), y no por el genotipo S diploide del esporofito
que lo origind (Fig. 4) (28), como ocurre en la
familia Brassicaceae (29,35). Esto quiere decir que
una planta S;S; produce el 50% del polen con el
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haplotipo S; y el otro 50% con S (Fig. 4), que co-
rresponde al fenotipo de reconocimiento alélico, que

es haploide. En el pistilo de esta planta —6rgano di-
ploide— se expresan ambos alelos de las S-RNasas
(S1y S2), con una interaccion de codominancia, por
lo que reconocera a ambos tipos de polen como
propios y se rechazaran (Fig. 4). Una cruza compa-
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tible seria S1S2 x S3S4, pues ambos haplotipos de
polen, S3 y S4, son diferentes a los alelos presentes
en la planta receptora (S1 'y S2); una cruza S1S2 x $2S3
seria semicompatible porque el polen con haplotipo
S> serd rechazado (cruza incompatible) y los S3 sera
aceptado (cruza compatible) (Fig. 4).
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Figura 3. Estructura de las S-RNasas. A. Estructura terciaria de la Sr1:-RNasa, donde se muestran las cinco regiones
conservadas (C1, C2, C3, C4, y C5) y las dos regiones hipervariables (HVa y HVb) de las S-RNasas. B. Estructura
terciaria de la Sr11-RNasa, donde se observan: (a) el sitio de glicosilacion en Asn28 (rojo); (b) los sitios conservados
CASI y CASII (azul obscuro), donde se encuentran las histidinas cataliticas His32 e His91; y (c) los ocho residuos de
cisteina que forman los cuatro puentes disulfuro (amarillo) que se conservan en todas las S-RNasas. C. Estructura
primaria de la Sr11-RNasa. Las regiones conservadas e hipervariables se encuentran resaltadas con el mismo cddigo
de color que en A. En amarillo se indica la posicién de los ocho residuos de cisteina conservados; los pares de Cys
involucrados en puentes disulfuro estdn conectados por lineas. Debajo de la secuencia también se indican las
estructuras secundarias (B1-f7 y a1-a.7). Ay B. Figuras generadas en PyMOL utilizando la Sk11-RNasa (PDB 1100)

como molde.

La S-RNasa actia como citotoxina en el tubo
polinico al degradar el RNA en una cruza
incompatible

En especies que presentan Al basada en S-RNasas,
éstas se expresan principalmente en la porcidon
superior del estilo (Fig. 4) —llegando a su maximo
en la antesis—. Se secretan a la matriz extracelular
del tejido de transmision (36), que es por donde
crecen los tubos polinicos (TP) hacia el ovario (Fig.
5). Su participacion en la Al se defini6 cuando se
observdo en plantas transgénicas que tanto la
presencia de las S-RNasas como su actividad de
ribonucleasa resultan esenciales para que ocurra el
rechazo del polen alelo S especifico (15,37,38).
Dada su naturaleza de ribonucleasa (39), se planted
un modelo en el cual las S-RNasas actian como

citotoxinas al degradar el RNA de los TP incom-
patibles, inhibiendo asi su crecimiento (Fig. 5) (16).

Un reto interesante fue vislumbrar como es que en
las cruzas compatibles se evita la citotoxicidad de
las S-RNasas. El modelo conocido como “modelo
del receptor” postulaba que las S-RNasas solo po-
drian entrar a los TP incompatibles —hipotetizandose
que la determinante S masculina seria un receptor—
(40). Sin embargo, experimentos subsecuentes de-
mostraron que, sin importar el tipo de polen —com-
patible o incompatible—, las S-RNasas se incorporan
a los TP indiscriminadamente, es decir, las S-
RNasas se translocan al citoplasma tanto del polen
propio como del no propio (Fig. 5) (41,42). Por lo
tanto, dentro del TP debe existir un mecanismo que
detox1ﬁque/1nh1ba a las S-RNasas no propias. Ac-
tualmente se sabe que esta misma funcion la lleva a
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cabo la determinante S masculina, que se expresa en
el polen (43). Sin embargo, a pesar de que las S-
RNasas se incorporan a TP tanto compatibles como
incompatibles, no se localizan libres en el citoplas-
ma, sino compartamentalizadas en una vacuola. De
manera interesante, esta vacuola se mantiene intacta
en los TP compatibles y se degrada en los incompa-

Incompatible

Plantas donadoras :
de polen

Planta receptora
de polen

$S
patible: en una planta S,Ss, el 50% del polen tiene el haplotipo S, y 50% el haplotipo Ss. Al cruzarla con la planta S:5,,
se distingue entre el polen propio (S,) para rechazarlo y aceptar al no propio (Ss). Cruza compatible: el genotipo de
la planta donadora de polen es 5554, por lo que todos los granos de polen —tanto S; como S;— son reconocidos como
no propios en una planta 515, y son aceptados. Figura creada en BioRender.

La determinante S masculina conduce a la
degradacion de las S-RNasas no propias

La determinante S masculina es un conjunto de
genes SLF (S-locus E-box protein), los cuales codi-
fican proteinas SLF que promueven la degradacion
de las S-RNasas en las cruzas compatibles (45-47).
Esto sucede mediante un reconocimiento no propio,
es decir, cada SLF reconoce y degrada a las S-
RNasas no propias, sin poder reconocer a las S-
RNasas propias, modelo conocido como de coope-
ratividad (47,48). Aunque el mecanismo es bastante
complejo, a grandes rasgos, lo que sucede es que
SLF forma parte del complejo SCF-ubicuitina
ligasa, encargado de poliubicuitinar a las S-RNasas
no propias para dirigir su degradacion por la via del
proteosoma 26S (Fig. 5) (49-51).

Es interesante que en Prunus, la determinante S
masculina estd determinada por un solo gen (SFB)

Semicompatible
$:S;

)
| zf

tibles, liberando a las S-RNasas (Fig. 5), generando
como explicacion al modelo de compartamenta-
lizacion (42). Esto implica un control mucho mas
complejo en el sistema de Al en el que se sabe que
otros genes, denominados genes modificadores,
estan involucrados para que ocurra el rechazo del
polen alelo S especifico (29,44).

Figura 4. Tipos de cruzas
en plantas con el siste-
ma de autoincompatibi-
lidad gametofitico, como
lo es el basado en S-
RNasas. Una planta 515,
expresa en el pistilo
(conformado por células
diploides) a ambos alelos
de la determinante S fe-
menina, en este caso a
la Si- y a la S;-RNasa. En
las anteras se producen
los granos de polen, que
corresponden al game-
tofito masculino, por lo
gue son haploides. Cru-
za incompatible: en una
planta 5:5,, el 50% del
polen tiene el haplotipo
51y 50% el haplotipo S..
Ambos haplotipos son
reconocidos como pro-
pios en el pistilo de la
planta 515,y son recha-

zados. Cruza semicom-

Compatible

oy

(52,53), pero en este caso reconoce a las S-RNasas
propias y las protege de la degradacion. Por lo tanto,
la hipdtesis es que existe un factor que, de alguna
manera, induce la degradacion de las S-RNasas no
propias, ya que no son protegidas por SFB (53).

Mecanismos de accion de las S-RNasas que
implican funciones adicionales a su actividad de
ribonucleasa

Ademas de que las S-RNasas propias actian como
citotoxinas sobre los TP incompatibles debido al
simple hecho de ser ribonucleasas, a partir de diver-
sas evidencias provenientes de distintas especies, se
sugiere que participan en mecanismos de accion
adicionales, haciendo su funcion més compleja de
lo esperado (Fig. 6). Un ejemplo de ello proviene de
observaciones de cruzas compatibles e incompa-
tibles en Nicotiana alata. En esta especie, al incor-
porarse las S-RNasas a los TP, se localizan, en una
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etapa temprana, en compartimentos vacuolares en
ambos tipos de cruza (Fig. 5) (42). Maés tarde, en
cruzas incompatibles se degradan estos comparti-
mentos, liberando las S-RNasas al citosol; mientras
que en cruzas compatibles los compartimentos
permanecen y las S-RNasas contintan secuestradas
—aunque estables— (Fig. 5) (42). A partir de estas
observaciones, el modelo de compartamentalizacion

Compatible

5,

de la Al postula que la citotoxicidad de las S-RNasas
se evita en cruzas compatibles mediante su aloja-
miento en vacuolas y que alguna pequena fraccion
de las S-RNasas se dirige al citosol mediante un
transporte retrogrado para interaccionar con SLF
(42). Esto evidentemente seria distinto a lo que se
propone con el modelo de cooperatividad, en el cual
la citotoxicidad de las S-RNasas se evita totalmente
mediante su degradacion.

Figura 5. Esquema de
algunos de los meca-
nismos de accion de
las S-RNasas en cru-

Incompatible

> zas compatibles e in-

compatibles. La plan-
ta receptora 515, ex-
presa ambas varian-
tes alélicas de la S-

o ! RNasa, las cuales se

incorporaran tanto a
tubos polinicos con
haplotipo S; (compa-
tible) como S, (incom-
patible). En ambos
casos, en etapas tem-
pranas de la polini-
zacion, las S-RNasas
se mantienen com-
partamentalizadas en
una vacuola. Una
fraccion de las S-
RNasas en el citosol
interacciona con SLF.
En el caso de una
cruza compatible (po-
len Ss), SLF; reconoce

@ SLF,
& SLF

A& SrRNasa

& S-RNasa
RNA

= Proteosoma 26S

F-actina

como no propias a ambas S-RNasas y dirige su degradacion via el proteosoma 26S; de manera paralela, o como se
evidencia en el modelo de compartamentalizacidn, la vacuola se mantiene intacta, conteniendo a las S-RNasas. En
una cruza incompatible (polen S5), SLF, reconoce como no propia a la S1-RNasa, y dirige su degradacidén, pero no
reconoce a la S;-RNasa, por lo que no hay interaccion y no se degrada; en consecuencia, seria capaz de interaccionar
y promover la despolimerizacion de los filamentos de actina. Adicionalmente, la vacuola se degrada y se liberan las
S-RNasas al citosol. Las S-RNasas sin degradar mas las liberadas en el citosol llevan a cabo su efecto citotoxico sobre
el tubo polinico incompatible degradando el RNA. Figura creada en BioRender.

Otro mecanismo de accion adicional de las S-
RNasas proviene de la identificacion, también en N.
alata, de una interaccion entre la S-RNasa y la
tiorredoxina NaTrxh (54). La NaTrxh, codificada
por un gen modificador de este sistema de Al,
interacciona fuertemente con la S-RNasa in vitro y
ademads es capaz de reducirla (54). Esta reduccion
ocurre unicamente sobre un puente disulfuro de la
S-RNasa (Cys155-Cys185 de la Scio-RNasa de N.
alata) y resulta en un aumento de su actividad de
ribonucleasa (55). Es interesante que la actividad de
oxidorreductasa de la NaTrxh es esencial para la Al,
lo cual indica que el aumento de actividad de ribo-
nucleasa en las S-RNasas también es necesario para

que ocurra el rechazo del polen en cruzas incompa-
tibles (Fig. 6) (55). Ademés, como el puente
disulfuro reducido por la NaTrxh estd absoluta-
mente conservado entre todas las S-/T2 RNasas
(8,55), podria estar funcionando como interruptor
de actividad en las S-RNasas durante el fenomeno
de AL

La funcidén de los puentes disulfuro como interrup-
tores —algunos facilitados por tiorredoxinas— ya se
ha observado en otras proteinas, como CD4 (56). Es
peculiar el caso de la RNASET2 de humanos, donde
una mutacion que impide la formacion del puente
disulfuro homologo al reducido en la S-RNasa por
la NaTrxh produce leucoencefalopatia quistica (57).
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En diversos trabajos se propone que, ademas de su
actividad de ribonucleasa, las S-RNasas presentan
una funciéon de despolimerizacion sobre el cito-
esqueleto, en particular sobre los filamentos de
actina (Fig. 5 y 6) (58-61), cuya integridad es
esencial para el crecimiento apical del TP (Fig. 6)
(62). La alteracion del citoesqueleto de actina se ha
observado in vivo durante el rechazo del polen
propio en varias especies, sobre todo la evidencia es
clara en Papaver rhoeas, que presenta un sistema de
Al diferente al basado en S-RNasas, pero en el que
la despolimerizacion y rearreglo de la actina es un
paso crucial en la cascada de sefiales que resulta en
la muerte celular programada del polen incom-
patible (29,63). La disrupcién de la F-actina ocurre
en cruzas incompatibles, mas no en compatibles en
N. alata, y precede a la degradacion de la vacuola
(Fig. 6) (59).

En los TP de Pyrus bretschneideri, las S-RNasas
interaccionan con la actina independientemente de
la variante alélica y también generan la despoli-
merizacion del citoesqueleto de actina (Fig. 6) (61).
En P. bretschneideri también se elucido la impor-
tancia de una prolina conservada durante la
interaccion S-RNasa-actina, asi como una via que
retrasa la senalizacion de Al hasta que se alcanza un
punto de no retorno (61). En Solanum chacoense se
observo que la interaccion entre las S-RNasas y la
actina depende del factor de elongacion de la
traduccion eEF1A como intermediario (60). En el
mismo estudio se sugiere que la captura de las S-
RNasas por eEF1A —hasta su saturacion— podria
explicar la existencia de un umbral en la cantidad de
S-RNasas necesarias para que haya una respuesta de
Al Otra interaccién indirecta entre las S-RNasas y
la actina se observd durante etapas tempranas de la
Al de Malus domestica. En este caso se observo que
las S-RNasas son capaces de unirse a la proteina de
union a actina, MdAM VG, inhibiendo su actividad de
corte de actina; esta actividad es necesaria para el
crecimiento del TP (Fig. 6) (64).

También se han reportado otros mecanismos de
accion distintos o adicionales a los efectos degra-
dativos del RNA que tienen las S-RNasas. En los TP
de Pyrus, la exposicion a S-RNasas genera afec-
taciones mitocondriales (Fig. 6), colapsando su
potencial de membrana, dando como resultado la
liberacion de citocromo C al citosol (65). Ademas, se
observo que las S-RNasas interrumpen la formacion
de especies reactivas de oxigeno y la localizacion
apical de las mismas, lo cual afecta negativamente
el crecimiento del TP mediante la disminucion de
las corrientes de Ca?* (Fig. 6), la despolimerizacion
de F-actina (Fig. 6) y la degradaciéon del DNA
nuclear (65,66). Adicionalmente, en Pyrus, se ha

reportado que las S-RNasas inducen la acidificacion
del citoplasma, lo que resulta en la reduccion de la
diacilglicerol cinasa 4 (DGK4) y en cambios morfo-
logicos en la vacuola (67). En resumen, todos estos
trabajos apoyan la conclusiéon de que, en ultima
instancia, se desencadena la muerte celular pro-
gramada de los TP incompatibles y de que las S-
RNasas no solo actiian como ribonucleasas en este
sistema (61,65,66).

También en Pyrus se ha visto que las S-RNasas
propias inhiben el crecimiento de los TP al reprimir
la cascada de senalizacion PbABF.D.2-PbLRXA2.1/
PbLRXA2.2, la cual estimula el crecimiento de los
TP y atenua el efecto inhibitorio de las S-RNasas
estabilizando el citoesqueleto y promoviendo la
integridad de la pared celular (68). De manera
similar, durante cruzas incompatibles, las S-RNasas
también reprimen la expresion de genes COBRA,
involucrados en el crecimiento del TP (Fig. 6),
mediante la alteracion de la expresion/actividad de
factores rio arriba (69). Las S-RNasas también
suprimen, aunque indirectamente, la expresion de
pectin metilesterasas (PME), las cuales a su vez son
esenciales en la elongacion e integridad de los TP
(Fig. 6) (70). La disminucién en PME lleva a un
incremento en la cantidad de pectinas metil-
esterificadas, lo cual induce el hinchamiento de la
punta del TP, una caracteristica que presentan
durante la respuesta de Al (70).

Otro mecanismo de accion, reportado en M. domes-
tica, involucra la union de la S-RNasa con la
pirofosfatasa inorganica del manzano (MdPPa).
Esta interaccion genera, mediante una inhibicién no
competitiva, que se inhiba la actividad de la MdPPa,
lo que genera una reduccion en el crecimiento del
TP al disminuir el fosfato disponible a partir de la
ruptura del pirofosfato (Fig. 6); ademas de que
también se inhibe la aminoacilacién del tRNA, lo
cual interfiere con la traduccion de proteinas (71).
Asi mismo, una investigacion reciente propone un
mecanismo de accion en el cual las S-RNasas for-
man condensados (SRC, de S-RNase condensates)
que son esenciales para la respuesta de Al en
Petunia hybrida (70). Se postula que en el extremo
carboxilo de las S-RNasas, existe un dominio intrin-
sicamente desordenado, el cual es necesario para la
formacion de los SRC y es sensible al estado redox
(Fig. 6). Los SRC se forman unicamente en cruzas
incompatibles, ya que las S-RNasas no son degra-
dadas, y su formacion es favorecida por un ambiente
reductor, asi como por los genes modificadores
PhHT-B y PhTrxh. Finalmente, los SRC actian
secuestrando proteinas de unién a actina, lo cual
genera la despolimerizacion del citoesqueleto de
actina (Fig. 6) (72).
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Figura 6. Mecanismos por los cuales las S-RNasas actuan en el rechazo del polen alelo S especifico en el sistema de
Al basado en S-RNasas. La actividad de ribonucleasa de las S-RNasas es esencial para la inhibicién del tubo polinico
(flechas rojas). Sin embargo, para que la actividad de ribonucleasa de la S-RNasa sea suficiente para inhibir el
crecimiento del TP incompatible, debe reducirse por la NaTrxh (en N. alata; posiblemente también ocurra con la
PhTrxh de P. hybrida). Este ambiente reductor, a su vez, promueve la formacién de los condensados de S-RNasa
(SRC), los cuales provocan la despolimerizacion del citoesqueleto de actina. La integridad de los filamentos de actina
es fundamental para el crecimiento apical del tubo polinico. Las S-RNasas pueden, de manera directa,
despolimerizar estos filamentos; y de manera indirecta, lo provocan al interaccionar e inhibir a MdMVG (proteina
de unidn a actina). La despolimerizacién de la actina, ademas, precede —y es posible que provoque— la degradacién
de la vacuola, liberando a las S-RNasas (no es claro si se liberan reducidas o no; flechas punteadas) y asi ejercer el
efecto citotdxico sobre el tubo polinico. Por otro lado, las S-RNasas generan el colapso del potencial membranal de
la mitocondria, asi como la interrupcién de la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), afectando las
corrientes de Ca?*, asi como provocando la despolimerizacién de los filamentos de actina. Los genes COBRA estan
involucrados en el crecimiento del TP y las S-RNasas reprimen su expresion, al igual que los genes PME (pectin metil
esterasas) —aunque de manera indirecta—. En ambos casos se ve afectado el crecimiento del TP. Finalmente, la unidn
e inhibicién por la S-RNasa sobre la pirofosfatasa (MdPPa de manzano) disminuye la disponibilidad de fosfato, lo
gue afecta negativamente el crecimiento del TP. Figura creada en BioRender.

Es necesario mencionar que falta informacion con
respecto a la participacion de genes modificadores
en varios de los mecanismos recién mencionados.
Otra cuestion importante por resaltar es la existencia
de distintos mecanismos moleculares de la Al
basada en S-RNasas. Un ejemplo de esto son los dos
mecanismos de Al que se han observado en la
familia Rosaceae. Por un lado, en Prunus se
presenta un reconocimiento propio y hay un solo
gen que codifica la determinante S masculina que
promueve la citotoxicidad de las S-RNasas propias;

mientras que en Malus/Pyrus/Sorbus el recono-
cimiento es no propio y hay varios genes de la
determinante S masculina —como ocurre en
Solanaceae— que detoxifican las S-RNasas no
propias (73).

Conclusiones

La S-RNasas pertenecen a la familia de las
ribonucleasas T2 y se agrupan particularmente en la
clase I1I de las T2 RNasas de plantas. Con respecto
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a su estructura terciaria, las S-RNasas son muy
similares: conformaciéon tipo (a+f), con ocho
hélices a y siete hebras 3. En su estructura primara
se encuentran cinco regiones conservadas y dos
hipervariables; aunque esto varia ligeramente en las
S-RNasas de Rosaceae. Las S-RNasas funcionan
como la determinante S femenina en el sistema de
Al basado en S-RNasas. Se expresan en el pistilo vy,
al ser ribonucleasas, funcionan como citotoxinas
dentro de los TP en cruzas incompatibles, ya sea
porque no son reconocidas por SLF o porque se
liberan de la vacuola. En cruzas compatiles, dentro
de los TP, se evita la citotoxicidad de las S-RNasas
al mantenerse compartamentalizadas en una vacuola
y/o se detoxifican gracias a las proteinas SLF/SFB,
que participan en el reconocimiento de las S-RNasas
no propias para promover su degradacion por la via
del proteosoma 26S.

Diversos estudios evidencian la posibilidad de que
la Al basada en S-RNasas consiste en varias formas
de Al en las que la S-RNasa es esencial, pero cuyo
mecanismo de accion es variable entre distintas

especies. Estos mecanismos de accion incluyen la
compartamentalizacién vacuolar, la activacion por
medio de la reduccién, la induccion de la despo-
limerizacion de F-actina, la formacion de conden-
sados, la alteracion de la localizacion apical de las
especies reactivas de oxigeno y la represion de la
expresion de genes involucrados en el crecimiento
del TP. Por lo tanto, estas enzimas, cuya carac-
teristica distintiva es la actividad hidrolitica sobre el
RNA, en realidad también cuentan con otras pro-
piedades que les proveen la capacidad de participar
en mecanismos tan complejos y especificos como la
reproduccion sexual, siendo clave en la distincion y
rechazo del polen propio en el sistema de Al en las

i

angiospermas.[ &)
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