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Genetic control of gametophytic
self-incompatibility in the Rosaceae

Abstract. The S-RNase-based gametophytic self-
incompatibility (GSI) system, being present in mem-
bers of the three families Rosaceae, Solanaceae and
Plantaginaceae, is one of the most widespread
mechanisms that plants have evolved to prevent
inbreeding and promote outcrossing. Despite being
evolutionarily a highly favorable trait for those species
who have perfect flowers, self-incompatibility is an
undesired feature for some crops, such as pome and
stone fruits, in which fruit set is directly dependent on
the success of the fertilization process; for this rea-
son, it has been extensively studied in the last years.
It acts through a specific pollen-pistil recognition
mediated by female (pistil-expressed) and male (pol-
len-expressed) proteins, whose genes lay in the sin-
gle, multigenic and multiallelic S locus. The female S
determinant is a stylar ribonuclease (S-RNase), whe-
reas its male counterpart was only recently identified
as a single or multiple pollen-specific F-box proteins.
In incompatible pollen tubes, the S-RNases act as
cytotoxins, causing the degradation of the cellular
RNA and likely triggering a programmed cell death
(PCD) program. If the pollen is recognized as “non-
self’, on the contrary, S-RNases are inhibited, presu-
mably through a specific proteolytic degradation by
the ubiquitin-proteasome pathway. Several studies in
the last years contributed to unveiling the structure
and function of the S locus genes in Rosaceous spe-
cies. Surprisingly, a key difference seems to exist
between the Prunus group and the Pyrinae, such as
apple and pear. In the first group the pollen S function
is provided by a single S-locus F-box gene, named
SFB (for S-haplotype-specific F-Box), that seems to
interact in an allele-specific manner with the “self” S-
RNase to protect it from inhibition; in apple and pear,
on the contrary, the pollen S function seems to be
exerted by a pool of F-box proteins named SFBB (S-
locus F-Box Brothers), each having specificity for one
or a few “non-self” S-RNase alleles; each S haplotype
contains a number of SFBBs sufficient to recognize
all the S-RNase alleles except the “self” one. In this
case, contrarily to Prunus, the specific interaction
between a F-box protein and the S-RNase leads to its
inhibition rather than its protection; nevertheless, the
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result is the same: only the “self” S-RNase can esca-
pe inhibition and remains active to trigger pollen rejec-
tion. The study of self-incompatibility in pome and
stone fruits, besides its importance for understanding
key mechanisms in plant reproduction, has provided
along the last years valuable tools of practical interest
for growers and breeders: PCR-based S-genotyping
assays proved to be a fast and reliable method to
determine compatibility groups of varieties, and the
molecular characterization of spontaneous and indu-
ced mutants facilitated the selection of new self-com-
patible cultivars in several species.
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Introduzione

La maggior parte delle angiosperme, fra cui le
Rosaceae da frutto, ¢ in grado di produrre fiori erma-
froditi perfetti, contenenti cio¢ sia gli organi maschili
(stami) che quelli femminili (pistilli). Nonostante que-
sto comporti una naturale tendenza all'autoimpollina-
zione, 1 processi evolutivi di queste piante hanno
favorito lo sviluppo di barriere genetiche atte ad
impedire la possibilita di autofecondazione, promuo-
vendo quindi I'allogamia; fra queste barriere rientrano
i meccanismi di autoincompatibilita. Charles Darwin
considerava questa strategia riproduttiva uno dei fat-
tori chiave del successo evolutivo delle angiosperme,
e in uno scritto del 1877 commento “Nature abhors
self-fertilization”, cio¢ “la Natura detesta l'autofecon-
dazione”. L'autoincompatibilita rappresenta quindi un
importante meccanismo per il successo evolutivo di
molte specie vegetali; tuttavia, sul piano agronomico,
viene considerato un carattere indesiderato per quelle
specie coltivate, come le pomacee e le drupacee, in
cui l'allegagione e lo sviluppo del frutto dipendono
largamente dal successo della fecondazione. Per que-
sto motivo I'autoincompatibilita ¢ stata ampiamente
studiata negli ultimi decenni, portando a significative
acquisizioni che hanno consentito di svelare molti
aspetti relativi al funzionamento ed al controllo gene-
tico di questo fenomeno, favorendo l'introduzione e
l'affermazione di varieta autofertili (es. ciliegio, man-
dorlo e albicocco).
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La famiglia delle Rosaceae presenta un meccani-
smo di autoincompatibilita di tipo gametofitico (GSI)
comune anche alle famiglie Solanaceae e
Plantaginaceae; l'autofecondazione ¢ impedita attra-
verso un riconoscimento specifico fra polline e pistil-
lo, con conseguente inibizione selettiva della crescita
di quei tubetti pollinici riconosciuti dal pistillo come
self, cioé derivati dallo stesso individuo o da individui
geneticamente correlati (De Nettancourt, 2001). La
specificita di questo meccanismo di riconoscimento
dipende da un singolo locus, chiamato locus S (da
Sterilitd), che contiene almeno due geni: uno espresso
nel pistillo (il determinante femminile) ed uno nel
polline (determinante maschile). Con il termine “alleli
S ci si riferisce comunemente ad ogni variante del
locus S, anche se, contenendo quest'ultimo piu di un
gene, ¢ piu corretto parlare di “aplotipi S™; i due ter-
mini sono comunque largamente accettati come sino-
nimi. Con i termini self e non-self si indica 1'identita
genetica o meno degli alleli S fra polline e pistillo
(fig. 1). I determinante femminile di questo tipo di

auto-incompatibilita ¢ una ribonucleasi specifica del
locus S (S-RNasi) (Sassa et al., 1992). Per quanto
riguarda la natura del determinante maschile, le ricer-
che degli ultimi anni hanno identificato una serie di
proteine espresse specificamente nel polline, caratte-
rizzate dalla presenza di un dominio F-box. Tali geni
sono chiamati SLF (per S-Locus F-box) nelle
Solanaceae e Plantaginaceae (Lai et al., 2002; Sijacic
et al., 2004) e SFB (per S-haplotype-specific F-Box)
nelle specie del genere Prunus (Ushijima et al., 2003).
Sebbene nelle Pyrinae (cui afferiscono melo e pero) la
natura del determinante pollinico non sia ancora stata
sperimentalmente dimostrata, sono stati identificati
nella regione del locus S molti geni F-box, chiamati
SFBB (S-locus F-Box Brothers) (Sassa et al., 2007). 1
determinanti femminile e maschile vengono in contat-
to durante la crescita del tubetto pollinico nella parte
superiore dello stilo: le S-RNasi prodotte nella matri-
ce stilare vengono importate all'interno del tubetto,
dove avviene l'interazione con le proteine F-box che
porta alla reazione di riconoscimento “self/ non-self”.
Questo riconoscimento innesca nelle impollinazioni
incompatibili, cio¢ quando l'allele S portato dal granu-
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Fig. 1 - Accettazione e rigetto dei tubetti pollinici nel sistema di autoincompatibilita gametofitica. Il tessuto diploide del pistillo (rappre-
sentato a sinistra) esprime gli alleli S1 e S2; I'impollinazione puo avere i classici tre esiti di incompatibilita, semicompatibilita e compatibi-
lita totale. Nel caso il polline provenga dalla stessa pianta o da una pianta con gli stessi alleli S, tutti i granuli pollinici sono riconosciuti
come self'e vengono rigettati (incompatibilita totale, stilo a sinistra in figura); la fecondazione non puo quindi avvenire. Nel caso invece il
polline provenga da un individuo con due alleli S diversi (S3 e S4, a destra) si ha compatibilita totale. Infine, se un solo allele S ¢ in comu-
ne fra i due parentali (al centro), solo il polline portatore dell'allele comune (S1) ¢ riconosciuto come self, mentre i tubetti che esprimono
l'allele non-self (S3) possono giungere fino all'ovario per completare la fecondazione.

Fig. 1 - Acceptance and rejection of pollen tubes in gametophytic self-incompatibility. The diploid pistil tissue (on the left) expresses the
S1 and S2 alleles, pollination has three possible outcomes: incompatibility, half compatibility and full compatibility. If pistils receive pol-
len from the same plant, or from a plant with the same S genotype S1/S2, pollen tubes are recognized as “self”” and rejected (incompatibi-
lity, style on the left); ovules can't be fertilized. If pollen grains come from a plant with different S alleles (S3 and S4, style on the right)
the combination is fully compatible. Finally, if two plants have one S allele in common, only those pollen tubes that carry the common
allele (S1, in the central style) are recognized as “self”, whereas those expressing the “non-self” allele (S3) are allowed to reach the
ovary and fecundate the egg cell.
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lo pollinico (aploide) ¢ identico ad uno dei due portati
dal tessuto stilare (diploide), 1’arresto della crescita
del tubetto pollinico attraverso una serie di reazioni
che si suppone coinvolga in prima istanza la degrada-
zione degli RNA cellulari del tubetto da parte della
stessa S-RNasi (fig. 2). Al contrario, nelle combina-
zioni compatibili la S-RNasi deve essere riconosciuta
e inattivata da parte di una specifica proteina F-box. Il
dominio F-box ¢ noto principalmente per il ruolo
svolto nel meccanismo di degradazione proteolitica
mediato da ubiquitina e proteasoma 268S; in questo
meccanismo, le proteine da degradare vengono rico-
nosciute da un complesso enzimatico detto SCF
(Skp1 - Cullina - F-box) che le lega covalentemente a
una o piu unita di ubiquitina, marcandole cosi per la
successiva degradazione da parte del proteasoma. Si
ritiene che l'inattivazione delle S-RNasi nei tubetti
non-self avvenga appunto tramite “ubiquitinazione” e
successiva degradazione (Qiao et al., 2004; Zhang et
al., 2009).

Nonostante la specificita del riconoscimento
dipenda solo dai determinanti maschili e femminili,
questo meccanismo proteolitico ha bisogno dell'azio-
ne di altri geni che non sono localizzati nel locus S
quali, per esempio, un SLF-interacting SKP1-like
(SSK), una Cullina, un Ring Box1 (RBX1) e un E2
ubiquitin-binding protein. Fra gli altri geni esterni al
locus S, ma che potrebbero essere coinvolti nell’au-

Autoincompatibilita gametofitica nelle Rosaceae

toincompatibilita gametofitica, bisogna ricordare
anche la transglutaminasi (TGasi), un enzima calcio-
dipendente che, durante la crescita del tubetto pollini-
co, ¢ coinvolto nella polimerizzazione dell'actina e
nella formazione del citoscheletro del tubetto stesso
(Del Duca et al., 2009). Come I’attivita di questi geni
venga modulata in rapporto all’interazione dei deter-
minanti maschile e femminile, e quindi come avvenga
l'inibizione della crescita nei tubetti self, non ¢ ancora
stato completamente chiarito. In Pyrus pyrifolia (pero
giapponese) si ¢ osservato che la S-RNasi ¢ in grado,
all'interno dei tubetti self, di indurre alterazioni del
citoscheletro (Liu et al., 2007), degradazione del
DNA nucleare, alterazione dei mitocondri e rilascio
del citocromo C (Wang et al., 2009). Nella famiglia
Papaveracee, che possiede un meccanismo di autoin-
compatibilita gametofitica diverso da quello basato
sulla S-RNasi, il rigetto dei tubetti self comporta gli
stessi fenomeni osservati in pero giapponese, e risulta
infine in una forma di “morte cellulare programmata”
(PCD) (Thomas et al., 2004 ¢ 2006). E quindi proba-
bile, pur non essendo ancora dimostrato, che anche la
S-RNasi agisca da iniziatore di un programma di PCD
nel processo di rigetto del polline incompatibile delle
pomacee e drupacee; la degradazione degli RNA cel-
lulari quindi potrebbe non essere I'unico meccanismo
messo in atto dalla S-RNasi per inibire la crescita dei
tubetti self.
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Fig. 2 - Azione della S-RNasi nella reazione di rigetto del polline self. Lo stilo produce le S-RNasi degli alleli S1 e S2; queste vengono
importate all'interno del tubetto pollinico in crescita, dove avviene l'interazione con le proteine S-locus F-box. Il risultato ¢ l'inibizione delle
S-RNasi non-self (S2 in figura), mentre quella self (S1) viene al contrario lasciata attiva. Si innesca quindi la reazione di rigetto, che parte
probabilmente con la degradazione degli RNA cellulari e si conclude con la morte cellulare del tubetto.

Fig. 2 - Role of the S-RNase in self-pollen rejection. The stylar tissue produces the S-RNase alleles SI1 and S2; these are imported by the
growing pollen tube, inside which they come in contact with the S-locus F-box proteins. As a result of this interaction, the “non-self” S-
RNase allele (S2) are inhibited, whereas the “self” one (S1) remains active. It can thus trigger the rejection reaction, likely starting with
the degradation of cellular RNA and ending in the pollen tube cell death.
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11 determinante stilare (S-RNasi)

Analogamente ad altre specie, le S-RNasi costitui-
scono il determinante femminile dell'autoincompati-
bilita gametofitica delle Rosaceae (Broothaerts et al.,
1995; Sassa et al., 1996; Tao et al., 1997). Le S-
RNasi sono state caratterizzate in varie specie della
famiglia delle Rosaceae e nelle banche dati sono oggi
disponibili centinaia di sequenze geniche. Questi geni
sono espressi in modo specifico nel tessuto trasmit-
tente dello stilo e la proteina prodotta ¢ modificata in
modo post-traduzionale attraverso una glicosilazione.
La proteina matura ¢ secreta nella matrice extracellu-
lare dove entra in contatto con i tubetti pollinici in
crescita, che la importano in modo non S-allele speci-
fico (Luu et al., 2000). La struttura di questi geni ¢
molto simile in tutte le specie appartenenti alle
Rosaceae, alle Solanacee e alle Plantaginacee: sono
presenti cinque regioni conservate (da C1 a C5), tut-
tavia nelle Rosaceae la quarta (RC4) ¢ in posizione
diversa rispetto a Solanaceae e Plantaginaceae; vi ¢
una sola regione ipervariabile (RHV). I domini con-
servati sono importanti per la funzionalita dell’enzi-
ma mentre la regione ipervariabile sembra essere
coinvolta nella specificita di riconoscimento “self /
non-self” (Tao e lezzoni, 2010). Un introne si trova
all'interno della regione ipervariabile; solo nelle dru-
pacee, un secondo introne si trova tra il peptide
segnale e il codone di inizio della proteina (Igic e
Kohn, 2001). La presenza di introni nella struttura di
questi geni (con dimensioni estremamente variabili
nei diversi alleli) ¢ fondamentale per lo sviluppo di
protocolli PCR per la determinazione della composi-
zione allelica al locus S delle varieta (protocolli di S-
genotyping). Questo approccio rappresenta un sup-
porto molto potente per definire i gruppi di inter-ferti-
lita tra le varieta appartenenti a specie in cui l'auto-
incompatibilita ¢ molto diffusa come, per esempio,
pero, melo e ciliegio.

Sono molti i lavori che hanno contribuito a defini-
re la composizione allelica nelle diverse varieta di
melo (Janssens et al., 1995; Verdoodt et al., 1998;
Matsumoto et al., 1999a ¢ 1999b, 2003a ¢ 2003b;
Kitahara et al., 2000; Broothaerts, 2003; Ershadi e
Talaii, 2007; Kim et al., 2006 e 2009; Long et al.,
2009), pero europeo (Zuccherelli et al., 2002;
Zisovich et al., 2004; Sanzol et al., 2006; Takasaki et
al., 2006; Moriya et al., 2007; Mota et al., 2007,
Sanzol e Robbins, 2008; Goldway et al., 2009; Sanzol
2009a e 2009b), pero giapponese (Ishimizu et al.,
1999; Castillo et al., 2001; Kim et al., 2002 e 2007;
Takasaki et al., 2004; Gu et al., 2009), ciliegio dolce
e acido (Tao et al., 1999; Boskovi¢ e Tobutt, 2001;
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Sonneveld et al., 2001, 2003 ¢ 2006; Wiersma et al.,
2001; Wunsch e Hormaza, 2004; De Cuyper et al.,
2005; Boskovi¢ et al., 2006; Vaughan et al., 2008;
Tsukamoto et al., 2008), albicocco (Romero et al.,
2004; Sutherland et al., 2004a; Halasz et al., 2004 ¢
2005; Haijlou et al., 2006; Vilanova et al., 20006;
Zhang et al., 2008, Gareksheikhbayat, 2010,
Gareksheikhbayat et al., 2011), mandorlo (Boskovi¢
et al., 2003; Ortega et al., 2005; Halasz et al., 2008),
susino (Sutherland et al., 2004a ¢ 2004b).

Ricerca dell'autocompatibilita: mutanti di parte stilare

In varie specie si ¢ osservato che mutazioni interne
al locus S, spontanee o indotte artificialmente, hanno
portato all'acquisizione dell'autofertilita, che ¢ uno
degli obiettivi della moderna frutticoltura. La caratte-
rizzazione di mutazioni di questo tipo ha anche con-
sentito di dimostrare che la S-RNasi ¢ il determinante
femminile dell'incompatibilita gametofitica nelle
Rosaceae: questi mutanti sono caratterizzati dalla
completa delezione o da alterazioni della sequenza
della S-RNasi, che ne impediscono oppure ne riduco-
no drasticamente l'espressione nel tessuto stilare; in
assenza di S-RNasi funzionali il polline non puo esse-
re rigettato e il genotipo mutante risulta autofertile.
Questi genotipi sono definiti mutanti di parte stilare
(SPM) e sono stati caratterizzati sia nelle drupacee
(mandorlo, ciliegio, albicocco giapponese) che in
alcune pomacee. Fra queste ultime, in pero giappone-
se ¢ stata caratterizzata una mutazione nell'allele S4,
consistente in una delezione di 236 kb; questa dele-
zione ha eliminato il gene della S-RNasi S4: il nuovo
allele mutante S4sm, identificato nella varieta di pero
nashi 'Osa-Nijisseiki', conferisce quindi autocompati-
bilita. Questa mutazione ¢ stata molto ben caratteriz-
zata (Sassa et al., 1997; Okada et al., 2008) ed ¢ stata
di fondamentale importanza nello studio della struttu-
ra del locus S nelle Pyrinae. Un’altra mutazione in
grado di conferire autocompatibilita ¢ stata identifica-
ta in pero europeo, nelle varieta spagnole Abugo e
Ceremeno, a carico dell’allele S121 (Sanzol, 2009b).
In questo caso un elemento trasponibile di tipo TRIM
¢ stato trovato all’interno della sequenza del gene, in
corrispondenza dell'introne; la S-RNasi non viene
espressa negli stili delle due varieta che sono diventa-
te, per questo motivo, autocompatibili, ma non ¢
ancora chiaro se sia la presenza dell'elemento TRIM
ad impedire l'espressione del gene o se possano esi-
stere altre mutazioni in regioni regolatrici a monte o a
valle del gene stesso.

Diversamente dal pero, in melo non sono ancora
state caratterizzate mutazioni della S-RNasi associate
ad autocompatibilita. Tuttavia la cultivar di melo



Elstar ¢ stata utilizzata per un esperimento di trasfor-
mazione con il gene della S-RNasi S3 (Broothaerts et
al., 2004); l'integrazione di piu copie del gene e la sua
trascrizione costitutiva ad alti livelli hanno portato ad
un'inibizione post-trascrizionale del gene stesso, gra-
zie al fenomeno del “silenziamento” genico mediato
da RNA (Eamens et al., 2008). La trasformazione
genetica puo quindi essere una tecnologia efficace per
superare l'autoincompatibilita.

Il determinante pollinico (S-locus F-box)

L'identificazione del determinante pollinico nelle
Rosaceae, cosi come nelle Solanacecae e
Plantaginaceae, ¢ giunta molto piu tardi rispetto al
determinante stilare; solo nell'ultima decade infatti si
¢ riusciti ad individuare ed a caratterizzare i geni F-
box presenti nel locus S. In Prunus, in particolare, un
singolo gene F-box (SFB) determina la specificita del
polline (Tao e Iezzoni, 2010); questo gene ¢ stato
sequenziato ormai da un vasto pool di alleli S in varie
specie, ed ¢ utilizzato unitamente alla S-RNasi per la
genotipizzazione al locus S delle varieta. La struttura
del gene SFB ¢ caratterizzata da un dominio F-Box
estremamente conservato all'estremita 5', due regioni
variabili (V1 e V2) e due ipervariabili (HVA e HVB)
(Ikeda et al. 2004a). Le regioni ipervariabili e variabi-
li sembrano essere coinvolte nella specificita dell'inte-
razione con il determinante femminile, e quindi nel
riconoscimento “self'/ non self” proprio della GSI.
Come atteso, il gene SFB ha dimostrato di essere alta-
mente polimorfico fra i diversi aplotipi S, esibendo
livelli di variabilita allelica del tutto simili a quelli
della S-RNasi.

Ricerca dell'autocompatibilita: mutanti di parte
pollinica

Si ¢ osservato che, analogamente a quanto accade
per la S-RNasi, mutazioni che eliminino o alterino I'e-
spressione di SFB risultano nella perdita dell'autoin-
compatibilita. La maggior parte dei mutanti autofertili
caratterizzati finora nelle specie di Prunus ¢ infatti
riconducibile a specifiche alterazioni a carico di SFB;
questi genotipi sono definiti mutanti di parte pollinica
(PPM). Tali mutanti sono stati estremamente utili per
lo studio della funzione di questi geni e per la dimo-
strazione del loro ruolo come determinanti pollinici.
La caratterizzazione molecolare dei mutanti difettivi
per SFB nel genere Prunus ha inoltre permesso lo svi-
luppo di strumenti a supporto del miglioramento
genetico (Ikeda et al., 2004b; Ushijima et al., 2004;
Sonneveld et al., 2005; Vilanova et al., 2006; Tao e
lezzoni, 2010) per la selezione assistita con marcatori
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molecolari (MAS) finalizzata all'ottenimento di nuovi
genotipi autofertili. Altre sorgenti di autocompatibilita
in questo genere potranno essere identificate e caratte-
rizzate in futuro in varie specie; ad esempio, fra i vari
mutanti autofertili nelle drupacee ¢ noto I’allele Sc di
albicocco, in cui ¢ avvenuta una mutazione a carico
del gene SFB. Tuttavia non tutte le varieta autofertili
in questa specie sono portatrici di questa mutazione,
come evidenziato da una recente analisi condotta sulle
tre varieta autocompatibili Bora (portatrice dell’allele
Sc), Portici (priva dell'allele Sc) e Maya, derivata dal-
I’incrocio fra Bora e Portici (anch'essa priva dell'allele
Sc) (Gharesheikhbayat, 2010; Gharesheikhbayat et
al., 2011). In questo caso ¢ evidente che l'autocompa-
tibilita di 'Portici' e 'Maya' debba avere un'origine
diversa ed indipendente dall'allele Sc, anche se la
natura di tale mutazione resta ancora da chiarire. In
particolare, in alcuni casi (come nella varieta spagnola
di ciliegio 'Cristobalina') (Cachi ¢ Wunsch, 2010)
I’autocompatibilita pud sorgere per perdita della fun-
zione pollinica pur non derivando da mutazioni a cari-
co del gene SFB; in questo caso quindi si deve trattare
di mutanti di parte pollinica (PPM) legati geni esterni
al locus S. Anche se il gene responsabile non ¢ ancora
stato identificato, ¢ quindi evidente come in Prunus il
corretto funzionamento dell'apparato di riconoscimen-
to polline-pistillo debba necessariamente coinvolgere
anche geni diversi da quelli del locus S, che pure
rimangono gli unici responsabili della specificita.

1l caso delle pomacee

Per quanto riguarda le pomacee, la situazione sem-
bra decisamente piu complessa. L'individuazione dei
geni SFBB nella regione del locus S ¢ arrivata molto
piu tardi (Sassa et al., 2007), e la molteplicita di que-
sti geni ha suscitato inizialmente molti dubbi su quan-
ti e quali fra questi fossero effettivamente responsabili
della funzione pollinica dell'autoincompatibilita. Il
numero di geni SFBB presenti in un singolo aplotipo
puo infatti superare la decina (Sassa ef al., 2010,
Minamikawa et al., 2010), ma sembra essere piuttosto
variabile fra aplotipi diversi (Okada et al., 2011). A
complicare ulteriormente la situazione, uno studio
sulla segregazione di questi geni in pero europeo (De
Franceschi et al., 2011a) ha dimostrato come una
parte di essi, pur essendo strettamente associati al
locus S, non vi appartengano effettivamente in quanto
si trovano ad una distanza dalla S-RNasi tale da con-
sentire rari eventi di ricombinazione (crossing over).
Studi sui profili filogenetici dei geni SFBB e della S-
RNasi hanno inoltre dimostrato come ogni gene
SFBB, se analizzato singolarmente, abbia un livello di
variabilita allelica nettamente inferiore a quello della
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S-RNasi (Newbigin et al., 2008; Vieira et al., 2009;
De Franceschi et al., 2011b): cido ha messo inizial-
mente in dubbio la possibilita di considerare gli SFBB
come candidati al ruolo di determinanti pollinici, in
quanto era difficile ipotizzare che geni con un livello
di variabilita cosi ridotto potessero garantire il ricono-
scimento allele-specifico di un gene estremamente
polimorfico come la S-RNasi. A ci0 si aggiunga il
fatto che, diversamente dal genere Prunus, nelle
pomacee non sono mai stati caratterizzati a livello
molecolare mutanti autocompatibili di parte pollinica;
non ¢ stato quindi possibile stabilire alcuna associa-
zione funzionale fra SFBB e specificita pollinica nel-
l'autoincompatibilita. Solo di recente studi condotti su
altre specie modello (Petunia) hanno fornito una spie-
gazione plausibile a queste apparenti incongruenze,
permettendo di elaborare un nuovo modello, illustrato
di seguito, per l'interazione fra S-RNasi ¢ SFBB
(Kubo et al., 2010).

I modelli di riconoscimento polline-pistillo in
Prunus e nelle pomacee

Nonostante drupacee e pomacee appartengano alla
stessa famiglia, la diversa struttura del locus S (con
un singolo gene SFB in Prunus, ¢ molteplici SFBB
nelle Pyrinae) suggerisce che possa esistere una diffe-
renza funzionale tra i meccanismi di autoincompatibi-
lita dei due gruppi.

A supportare questa ipotesi hanno contribuito
anche due evidenti differenze riscontrate fra Prunus e
le due pomacee melo e pero; la prima riguarda un
fenomeno definito “interazione competitiva”, che si
manifesta con 'acquisizione dell'autofertilita da parte
di genotipi tetraploidi. Diversamente dalle normali
piante diploidi, questi individui possiedono non due
ma quattro copie di ogni cromosoma, e quindi quattro
alleli S. Il polline da loro prodotto, anziché essere
aploide, ¢ diploide: porta quindi due copie del locus
S. Si ¢ osservato che il polline portatore di due alleli S
diversi (polline eteroallelico), che esprime due deter-
minanti pollinici diversi contemporaneamente, perde
la capacita di essere riconosciuto come self e rigettato
dal pistillo, risultando quindi autocompatibile; il polli-
ne omoallelico (cio¢ dotato di due alleli S identici) al
contrario viene rigettato normalmente. L'interazione
competitiva ¢ presente in melo e pero, i cui individui
tetraploidi (molto rari) risultano autofertili (Lewis e
Modlibowska, 1942, Adachi et al., 2009), ma non nel
genere Prunus: specie tetraploidi come il ciliegio
acido (P. cerasus) mantengono infatti un normale
fenotipo autoincompatibile (che tuttavia pud essere
superato grazie alle frequenti mutazioni a carico del
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locus S o di altri fattori, gia descritte nelle sezioni pre-
cedenti) (Hauck et al., 2002 e 2006).

La seconda differenza riscontrata fra Prunus e i
generi Malus e Pyrus riguarda la presenza di mutanti
di parte pollinica; nonostante siano stati tentati gli
stessi approcci di mutagenesi, in melo e pero sono
stati ottenuti solamente mutanti di parte stilare (cio¢ a
carico della S-RNasi), mentre solo in Prunus sono
noti vari casi in cui la mutazione di SFB risulta nel-
l'acquisizione dell'autofertilita, come precedentemente
descritto. Questo ha portato ad ipotizzare un'impor-
tante differenza funzionale: mentre in Prunus 'assen-
za del determinante pollinico consente al polline di
crescere anche su pistilli self, in melo e pero I'effetto
della stessa delezione risulterebbe letale per il polline;
esattamente al contrario di quanto avviene in Prunus,
nelle pomacee in assenza del determinante pollinico i
tubetti verrebbero rigettati anche da pistilli non-self
(Golz et al., 2001; Chen et al., 2010).

1l genere Prunus: interazione fra S-RNasi e SFB

Questa differente modalita d'azione del determi-
nante pollinico ¢ stata correlata al modello di degrada-
zione proteolitica della S-RNasi. In entrambi i casi, si
ritiene che la condizione necessaria perché il tubetto
possa crescere lungo lo stilo sia la capacita di ubiqui-
tinare e quindi degradare le S-RNasi. Il modello di
riconoscimento di Prunus (fig. 3) ipotizza l'esistenza
di un “inibitore generale” che svolge questo ruolo in
maniera non allele-specifica: tutte le S-RNasi possono
cio¢ essere riconosciute ¢ degradate da questa protei-
na, ancora sconosciuta. Tuttavia, nel caso della rea-
zione self, c'¢ un riconoscimento allele-specifico fra
S-RNasi e SFB, e quest'ultimo protegge la S-RNasi
dall'inibitore generale, per esempio legandola ed
impedendone l'ubiquitinazione, oppure mediando 1'u-
biquitinazione dell'inibitore stesso. La S-RNasi resta
quindi intatta ed attiva, portando al blocco della cre-
scita del tubetto (Tao e Iezzoni, 2010). Questo model-
lo spiega perché la delezione di SFB risulta nell'ac-
quisizione dell'autofertilita: in assenza di SFB anche
la S-RNasi self diventa bersaglio dell'inibitore genera-
le, che ne causa la degradazione consentendo I'accet-
tazione del tubetto. Il modello elaborato per Prunus ¢
quindi un meccanismo di riconoscimento self mediato
da un singolo fattore (SFB).

I generi Malus e Pyrus. interazione fra S-RNasi e
SFBB

Per il sistema di riconoscimento delle pomacee
sono stati elaborati diversi modelli nel corso degli
anni, che prendevano in considerazione l'interazione
fra la S-RNasi ed un singolo determinante pollinico
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Fig. 3 - Modello di interazione fra S-RNasi e SFB in Prunus. Questo sistema ¢ dotato di un inibitore generale (GI in figura), che lega in
maniera aspecifica tutti gli alleli di S-RNasi e ne media 'ubiquitinazione. La proteina marcata da piu unita di ubiquitina (Ub) viene desti-
nata alla degradazione tramite il complesso macromolecolare del proteasoma. La S-RNasi self (S1 in figura), tuttavia, viene legata in
maniera allele-specifica dalla proteina SFB; questo legame impedisce 'azione dell'inibitore generale, mantenendo quindi intatta ed attiva la
S-RNasi, che innesca il rigetto del tubetto pollinico.

Fig. 3 - Model for the interaction between S-RNase and SFB in Prunus. This system includes a general inhibitor (GI), able to bind and ubi-
quitinate all the S-RNases in a non allele-specific fashion. Once the protein is marked with ubiquitin (Ub) it is degraded by the proteaso-
me. The “self” S-RNase allele (S1), however, is specifically recognized by SFB, this interaction protects the S-RNase from the general
inhibitor, thus leaving it active and able to trigger the pollen tube rejection.

(Hua et al., 2008), ma nessuno di questi si ¢ rivelato
capace di spiegare efficacemente le particolari carat-
teristiche funzionali, strutturali e filogenetiche del
locus S e dei geni SFBB. Tuttavia recentemente sono
stati condotti esperimenti di trasformazione in Petunia
(Kubo et al., 2010), specie caratterizzata da una strut-
tura del locus S molto simile a quella di melo e pero:
anche Petunia, infatti, possiede un alto numero di geni
F-box interni al locus S, chiamati SLF. Poiché, come
precedentemente descritto, ¢ noto che 1'espressione
contemporanea di due determinanti pollinici diversi
risulta nell'acquisizione dell'autocompatibilita per il
fenomeno dell'interazione competitiva, la funzione di
questi geni ¢ stata testata inserendoli mediante trasfor-
mazione genetica in genotipi appropriati, ¢ verifican-
do se fossero o meno in grado di rendere la pianta
autofertile. Si ¢ verificato che ogni gene SLF era in
grado di riprodurre l'interazione competitiva solo in
alcune delle piante trasformate, a seconda degli alleli
S delle stesse; cio ha dimostrato che ogni singolo SLF
agiva da determinante pollinico solo nei confronti di
una o poche S-RNasi, e che quindi la funzione polli-
nica nel suo complesso non poteva essere svolta da un
singolo gene, ma doveva necessariamente richiedere
l'azione di molti SLF diversi.

Sulla base di queste evidenze sperimentali ¢ stato
formulato un nuovo modello di riconoscimento, defi-
nito modello collaborativo di riconoscimento non-self
(fig. 4); questo prevede che ogni S-RNasi, una volta
entrata nel tubetto, debba essere legata da una specifi-
ca proteina F-box, che ne media 1'ubiquitinazione cau-
sandone la successiva degradazione proteolitica.
Pertanto ogni aplotipo S possiede un numero di geni
F-box sufficiente a produrre tutte le proteine necessa-
rie per riconoscere ¢ degradare tutti gli alleli non-self
della S-RNasi, essendo invece privo di geni deputati
al riconoscimento della sola S-RNasi self. Ad esem-
pio, l'aplotipo S1 conterrebbe tutti i geni F-box neces-
sari al riconoscimento delle S-RNasi degli alleli S2,
S3, S4 etc, ma non quello per la stessa S-RNasi S1
(fig. 4). Di conseguenza, nella reazione incompatibile,
la S-RNasi self sarebbe ['unica a sfuggire al riconosci-
mento ed all'inibizione da parte del pool di proteine F-
box, restando attiva e causando il rigetto del tubetto
stesso. Questo modello prevede quindi un meccani-
smo di riconoscimento non-self mediato da fattori
multipli.

Pur essendo stato elaborato per Petunia, il modello
collaborativo di riconoscimento non-self sembra adat-
tarsi perfettamente anche al sistema di autoincompati-
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Fig. 4 - Modello di interazione fra S-RNasi e SFBB nelle pomacee. In questo caso il locus S non produce una singola proteina F-box
come nel caso di Prunus, ma un pool di proteine SFBB ognuna con la capacita di riconoscere specificamente un solo o pochi alleli di S-
RNasi. Ogni S-RNasi non-self (come la S2 in figura), una volta importata nel tubetto, viene legata da uno specifico SFBB: in questo
caso, l'interazione risulta nell'ubiquitinazione della S-RNasi e quindi nella sua successiva degradazione proteolitica. Ogni aplotipo S, tut-
tavia, ¢ privo di geni SFBB specifici per la propria S-RNasi: il polline dell'aplotipo S1 non puo quindi riconoscere ¢ degradare la S-
RNasi S1, che porta alla reazione di incompatibilita.

Fig. 4 - Model for the interaction between S-RNase and SFBB in pome fruit species. Unlike in Prunus, the S locus of Malus and Pyrus
encodes a pool of SFBB proteins rather than a single SFB, and each of them is able to specifically recognize one or a few “non-self” S-
RNase alleles. Each “non-self” S-RNase (as is the case of the S2 allele in the image), once imported by the pollen tube, is bound by a spe-
cific SFBB: this interaction results in the ubiquitination of the S-RNase and in its subsequent proteolytic degradation. Each S haplotype,
however, lacks SFBBs targeted to the “self” S-RNase: pollen bearing the S1 haplotype can't specifically recognize and degrade the S1-
RNase, that can thus trigger the self-incompatibility reaction.

bilita delle pomacee. Infatti, oltre ad essere compati-
bile con il fenomeno dell'interazione competitiva (la
presenza contemporanea di due aplotipi S garantireb-
be abbastanza geni F-box per poter riconoscere e
degradare tutti gli alleli di S-RNasi), spiega anche per
quale motivo non sia possibile isolare mutanti di parte
pollinica per alterazione dei geni SFBB: mentre in
Prunus la funzione di SFB ¢ quella di proteggere la S-
RNasi dalla degradazione, nelle pomacee l'azione dei
diversi SFBB sarebbe quella di marcare la stessa S-
RNasi per la degradazione; per questo motivo, la
delezione di uno o piu geni SFBB risulterebbe nell'in-
capacita di degradare uno o piu alleli di S-RNasi, cau-
sando quindi il rigetto del tubetto pollinico anche da
parte di pistilli non-self. Infine, essendo ogni gene
SFBB deputato al riconoscimento di un solo o pochi
alleli di S-RNasi, ¢ plausibile che i livelli di polimor-
fismo riscontrati sui singoli SFBB siano molto piu
ridotti di quelli della S-RNasi.

Anche se una prova funzionale a dimostrazione
dell'applicabilita del modello collaborativo alle
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Pyrinae non ¢ ancora stata prodotta, un forte indizio in
tal senso ¢ derivato dall'analisi del gia citato mutante
di parte stilare S4sm di pero giapponese. La regione
di 236 kb eliminata dalla delezione nell'aplotipo
mutante ¢ stata interamente sequenziata nell'aplotipo
originale S4 (Okada et al., 2008). Si ¢ osservato che,
oltre al gene della S-RNasi, la delezione ha eliminato
anche un gene SFBB, chiamato S4-Fbox0. Poiché il
polline S4sm viene normalmente rigettato dai pistilli
S4, inizialmente si ritenne che la delezione avesse
alterato soltanto la funzione stilare, lasciando invece
intatta quella pollinica: il gene S4-Fbox0 venne quin-
di inizialmente considerato estraneo al meccanismo di
riconoscimento dell'autoincompatibilita. Tuttavia,
incroci condotti fra piante portatrici dell'aplotipo
mutato ed altre varieta di pero giapponese hanno a
sorpresa evidenziato come il polline S4sm venga
costantemente rigettato dai pistilli portatori dell'aplo-
tipo S1. E quindi possibile che S4-Fbox0 sia il gene
responsabile del riconoscimento della S-RNasi S1: la
sua delezione risulterebbe quindi nell'incapacita di



ubiquitinare e degradare questa S-RNasi, che pertan-
to, pur non appartenendo ad un allele self, resterebbe
attiva e causerebbe la reazione di rigetto. La delezione
di S4-Fbox0, quindi, sembra aver alterato la funzione
pollinica non come avviene con il gene SFB di
Prunus, cio¢ risultando nell'autocompatibilita, ma
secondo quanto previsto dal modello collaborativo di
riconoscimento non-self.

Conclusioni

La ricerca sull'autoincompatibilita nelle specie da
frutto negli ultimi anni ha prodotto, grazie soprattutto
agli sviluppi della biologia molecolare, 1'acquisizione
di importanti informazioni che hanno contribuito a
svelare molti aspetti di questo meccanismo. Lo studio
di questo fenomeno ¢ di grande interesse sia dal punto
di vista biologico, per la comprensione di processi di
fondamentale importanza nella riproduzione e nell'in-
terazione cellula-cellula, sia da un punto di vista
applicativo. La caratterizzazione di mutanti autofertili
in varie specie ha infatti messo a disposizione dei pro-
grammi di miglioramento genetico strumenti insosti-
tuibili per I'ottenimento di nuove varieta con migliori
caratteristiche produttive. E questo il caso soprattutto
delle varie specie coltivate di Prunus, in cui le muta-
zioni che conferiscono autocompatibilita sono relati-
vamente frequenti e legate a diversi fattori genici, ed
hanno consentito di ottenere varieta ormai largamente
apprezzate e diffuse nei frutteti. Nelle pomacee, al
contrario, tali mutazioni sono molto piu rare e solo
ora si sta iniziando a comprendere a livello molecola-
re il meccanismo di interazione fra determinanti stilari
e pollinici del locus S.

Da un punto di vista evolutivo, ¢ estremamente
interessante notare come all'interno di una stessa
famiglia, le Rosaceae, si siano formati due meccani-
smi distinti di riconoscimento, che pure sembrano
avere un'origine comune ed un significato biologico
1dentico; infatti, nonostante le differenze nel meccani-
smo molecolare e nella struttura del locus S, 1 due
sistemi derivano uno dall'altro (si ritiene che il siste-
ma di Prunus si sia evoluto come variante a partire da
quello delle pomacee) e producono lo stesso risultato,
cio¢ la forzata allogamia.

Lo studio dell'autoincompatibilita gametofitica
potra quindi focalizzarsi nell'immediato futuro su una
serie di aspetti, da quello biologico molecolare a quel-
lo evolutivo ed a quello applicativo, mirando all'otte-
nimento di informazioni di grande interesse teorico-
pratico.

Autoincompatibilita gametofitica nelle Rosaceae

Riassunto

Le specie da frutto appartenenti alle Rosaceae
sono dotate del sistema di autoincompatibilita game-
tofitica mediata da S-RNasi; questo meccanismo pre-
vede un riconoscimento specifico fra polline e pistillo,
mediato da proteine femminili (S-RNasi) e maschili
(proteine F-box) codificate dal singolo locus multige-
nico S. Negli ultimi anni la ricerca in questo settore,
soprattutto grazie agli sviluppi della biologia moleco-
lare, ha consentito di chiarire molti aspetti relativi alla
struttura ed al funzionamento del locus S. Le cono-
scenze acquisite hanno inoltre importanti risvolti
applicativi, che vanno dai saggi molecolari di genoti-
pizzazione S, alla selezione assistita per l'ottenimento
di varieta autofertili, gia possibile in molte specie da
frutto.

Parole chiave: locus S, S-RNasi, F-box.
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