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Resumen

Este trabajo sc realizo con Erpthroxylum havanense, un atbusto distilico en el que los
mdividuos del morfo Thrum producen casi dos veces mas semillas gue los individuos del morfo Pin.
Esta asimetria no se debe a factores ecologicos, como ocurre en otras especies heterostilicas, sino a la
presencia de esterilidad masculina parcial del morfo Thnem. Este fendmeno podria ser ¢l resaltado de
la esterilidad masculina citoplasmética (EMC) asoctada al morfo Thrum. Como una primera
aproximacion para poner a prucha esta hipotesis se investigaron los niveles de germinacion de los
granos de polen y el crecimiento de los tubos polinicos en plantas de cinco poblaciones de la regién
de Chamela, Jalisco, México. La expectativa era que de estar presente la EMC se encontrarian
diferencias cn la germinacion y crecimiento de los granos de polen entre poblaciones v al interior de
las mismas, es decir, entre los morfos; ya que los resultados de un estudio embrioldgico previo
mostraron que los individuos del morfo Thrum presentan cuatro veces mas anomalias en la
produccion y desarrollo de los granos de polen que el morfo Pin.

Los resultados muestran que las cinco poblaciones de E. havanense estudiadas difieren
significativamente en el porcentaje de germinacion de polen, el cual en dos poblaciones fue cercano a
cero y el maxumo valor fue de 45% Adenids, en las dos poblaciones que se cncuentran dentro de la
Estacidn de Biologia de la UNAM, se detectd un mayor porcentaje de germinacion de polen en el
morfo Pur. Estas diferencias concuerdan con los resultados del estudio embriolégico realizado
anteriormente. Con respecto al crecimiento de los tubos polinicos tarnbién se detectaron diferencias a
nwvel poblacional con un dmbito de variacion de 0.07 a 0.42 mm. en la poblacion. El menor niimero
promecio del togal de granos de polen por flor fue de 87 y el mayor fue de 126.

Debido a que la asimetria en la produccion de frutos no parece deberse a factores ecoldgicos, el inico
fendmeno que creemos puede producir tales diferencias es fa EMC. Por lo que estos datos sugieren
que la esterilidad, y probablemente la evolucion del sistema reproductivo de esta especie, estin
determinados por la interaccién antagonica entre los genes del nicleo y los de las mitocondrias,
fenémeno conocido como Esterilidad Masculina Citoplasmatica (EMC). De comprobarse que [a
esterifidad mascolma de esta especie estd determinada de manera nucleo-citoplasmatica, este hallazgo
podria cambiar las concepciones cldsicas de como procede la evolucién de la heterostilia al

dioicismo

]



Indice
Agradecimientos

Resumen

Indice

I - Introduccion

Sistemas Reproductivos En Plantas

2 - La Heterostilia

3.- Vias Evolutivas a Partir de la Heterostilia

4 - La Esterilidad Masculina Citoplasmatica
1k.- Objetivos
111.- Métodos
1.- La Especie de Estudio
2.- Sitip de Estudio
3.- Trabajo de Campo
4.- Anilisis Estadisticos
IV.~ Resultados

V- Discusion

VI - Bibliografia

12
12
14
15
20

21

26

34



INTRODUCCION

1, Sistemas Reproductivos en Plantas

En el sentido mas amplio, el sistema reproductivo de una planta incluye todos los
aspectos de la expresion sexual que afectan la contribucion de los genes de un individuo a la
sigutente generacion (Wyatt 1983).

Debido a su habito sésil, las plantas requieren de vectores externos que realicen la
transferencia de gametos (polen} entre individuos Se considera que este hecho es, en parte,
el responsable de la gran diversidad de sistemas reproductivos que se observa en la
naturaleza. Esto hace de la polinizacion una de las interacciones mas complejas en términos
ecologicos, y determina, en gran medida, el éxito reproductivo de los individuos (Bawa
1980) Se ha propuesto que la evolucién y diversificacién de las Angiospermas se debe, al
menos parcialmente, a la interaccion con los animales que las polinizan (Bawa 1995, Ricklefs
y Renner 1994, Stebbins 1981). Se considera que algunas caracteristicas florales han
inducido a ciertos animales que buscan recompensa, a adoptar formas de vida ligadas al
proceso de transferencia y deposito del polen (Waser 1983).

Con la finalidad de facilitar el estudio de los sistemas reproductivos de las plantas se
han hecho clasificaciones cualitativas basadas en la variacién morfoldgica de las estructuras
reproductivas de los individuos. Dentro del continuo de sistemas reproductivos que
presentan las plantas, podemos considerar en un extreme a las plantas hermaftoditas, [as
cuales presentan flores bisexuales, En el otro extremo se encontrarian las plantas dioicas, en
donde una planta presenta Gmicamente flores femeninas o dnicamente flores masculinas. Este
ultimo sistema reproductivo puede considerarse como ef que presenta la mayor separacion

de las funciones sexuales. Entre estos dos extremos podemos encontrar practicamente



cualquier combinacion imaginable en relacion a las estructuras reproductivas. Por ejemplo,
las especies ginodioicas presentan plantas hermafroditas y plantas hembra, (p.ej., Plantago
lanceolata, Poot 1997, Silene acaulis, Shykoff 1988; Thymus vulgaris, Thompson y
Maniacci 1998); las androdioicas presentan plantas con flores hermafroditas y plantas con
flores macho {p.ej., Datisca glomerata, Fritsch y Rieserberg 1992) Por tltimo, especies
como Pachycereus pringlei presentan poblaciones donde existen plantas hermafroditas,
plantas macho y hembra (Fleming ef al. 1994).

Uno de los inconvenientes de las clasificaciones basadas exclusivamente en
descripciones morfoldgicas es que no dan informacién acerca de la funcion sexual real de las
plantas. Estudios con plantas hermafioditas demuestran que algunos individuos se
comportan principalmente como machos o como hembras (Ross 1990).

De manera alternativa, Lloyd (1979) propuso el concepto de género funcional, el
cual se refiere a la adecuacion relativa que una planta puede ganar a través de su polen
(funcidn macho) o de sus dvulos (funcion hembra). Asi) la sexualidad es descrita 2 lo largo
de un continuo més que en categorias discretas, y establece una medida concreta de la forma
en que se reproduce una planta particular.

La mayoria de las clasificaciones se han propuesto bajo la premisa de que los
sistemas reproductivos son dindmicos, por 1o que pueden suftir modificaciones en escalas de
tiempo ecoldgico y evolutivo (Barrett y Eckert 1990). Algunas de estas modificaciones han
dado fugar a caracteristicas adaptativas que son el resultado de la seleccion natural. Tal es el
caso de la heterostilia, la cual es un tipo particular de separacién espacial de las estructuras

reproductivas. Este sera el tema centrat del presente estudio



2. La Heterostilia

El término heterostilia fue empleado por Hildebrand en 1867 para describir el sistema
reproductivo de plantas de [a misma especie que presentaban dos o tres tipas de flores, las
cuales diferian en la relacion entre la altura del estilo y el largo de los filamentos que
sostienen a las anteras (ver Richards y Barrett 1992). Hildebrand también mencioné que
tales diferencias eran un mecanismo para promover ¢l enfrecruzamiento por medio de la
interaccion con los insectos. Posteriormente, Darwin (1877) retomd ia terminologia de
Hildebrand y coincidié en que la heterostilia es un mecanismo que facilita la transferencia
preferencial de polen entre morfos distintos. Darwin fue el primero en dar el nombre de Pin
a las plantas con flores de estilo largo y estambres cortos, v de Thrum a las planias de estilo
corto y estambres largos. Asimismo, en 1877, hizo Ia distincién entre cruzas “legitimas™, que
se realizan entre morfos distintos, e “ilegitimas” entre morfos iguales. Ademds, notd que las
cruzas legitimas producian més semillas viables, aunque no pudo explicar ¢l por qué (Darwin
1877).

Actualmente podemos definir a la heterostilia como la presencia de un polimorfismo
genético en donde una misma especie puede presentar dos morfos (y se le conoce como
distilica) o tres morfos (v se le llama teistilica) que difieren en la longitud relativa de los
estambres y el estifo (Ganders 1979). En las plantas distilicas generalmente el polimorfismo
va acompafiado de un sistema genético de incompatibilidad de tipo esporofitico controlado
por un gen con dos alelos, el cual evita tanto las cruzas entre plantas del mismo morfo como
la auto polinizacién {Ganders 1979). Asimismo, existen una serie de caracteristicas
morfoldgicas secundarias, como el polimorfismo en el largo de las papilas del estigma y el

tamafio, nimero y ornamentacién de los granos de polen producido por cada morfo



{Ganders 1979). A partir de cruzas experimentales en especies heterostilicas, en especial en
especies distilicas del género Primula, se planted gue [as caracteristicas de la heterostilia
estan controladas por un factor genético S, con dos formas alélicas (S y s} (Dowrick 1956).
El factor § se hereda de manera mendeliana, y en la mayoria de las especios estudiadas el
aleto que especifica estilo corto (Thrum, Ss) es dominante sobre el alelo que especifica estilo
largo (Pin, ss). Las caracteristicas de cada morfo (haplotipos) segregan de manera conjunta
como si estuvieran determinadas por un sélo gen, por lo que se ha propuesto que el factor 8
es, en realidad, un super gen compuesto por el haplotipo caracteristico de cada morfo
(Richards y Barrett 1992).

La heterostilia ha evolucionado de manera independiente en 25 familias de
Angiospermas, Las especies heterostilicas presentan caracteristicas muy similares en todas
fas familias donde se presentan, por lo que se ha propuesto que este sistema reproductivo ha
surgido como una adaptacion a presiones selectivas similares (Barrett 1992).

Darwin (1877) fue el primero en darse cuenta de que las familias con especies
heterostilicas presentaban, en comin, caracteristicas como la presencia de flores pequefias y
de forma tubular. Ademds, notd que la heterostiia estd avsente en varias familias de
Angiospermas que presentan mecanismos desarrollados de entrecruzamiento y que tienen
flores de corola irregular, como las Fabaceae, Lamiaceae, Orchidaceae y Scrophulariaceae.
También notd que ninguna especie heterostilica se poliniza por viento. Bl interpretd esas
observaciones en e} sentido de que serfa poco favorable para tales familias evolucionar hacia
fa heterostilia, ya que esas familias ya estaban adaptadas para el entrecruzamiento.
Posteriormente, Ganders (1979) profundizd en otras correlaciones, dandose cuenta de que la

mayoria de las especies heterostilicas eran polinizadas principalmente por insectos o por aves



{colibries), pero ninguna por murciélagos ni por viento. Observd también que las especies
heterostilicas presentaban flores pequefas de corola actinomorfa, tubular y con pocos

estambres

3. Vias Evolutivas a Partir de la Heterostilia

Existe evidencia de que, dependiendo de las condiciones ecologicas, la heterostilia
puede perderse (Barrett ef al. 1989, Opler ef al. 1975, Vekemans ef al. 1990} ¢ puede
evolucionar hacia el digicismo (Barrett, 1992, Ornduff 1966, Opler ef al. 1975, Viuvlleumier
1967).

La evolucion al dioicismo a partir de especies heterostilicas se ha descrito, entre
otras, en tres especies del género Cordia: C. collococea, C. panamensis y C. inermis (Opler
ef al. 1975). Estas especies alin presentan algunas caracteristicas ancestrales de la
heterostilia, como es la separacion de anteras y estigmas; aunque funcionalmente el que seria
cl equivalente al morfo Thrum, funciona como macho, ya que no produce frutos, mientras
que ¢l equivalente al morfo Pin no llega a producir granos de polen. Una caracteristica que
han desarrollado C. collococca y C. panamensis es el dimorfismo en el tamafio y forma de la
corola, lo que no ocurre en . inermis

Por otro lado, 1a disolucién de la heterostilia genera una condicion monomoérfica u
hemostilica en donde toda la poblacién presenta un solo morfo. La reversion hacia una
condicién monomorfica se ha registrado en condiciones marginales de distribucion de
algunas especies heterostilicas, generalmente asociada a bajas densidades de polinizadores
(Baker 1966, Barrett y Shore 1987, Vekemans ef al. 1990). Otro aspecto que generalmente

esta asociado a la pérdida de la heterostilia es el incremento de la autofecundacion, como lo




muestra ¢l caso de Eichhornia paniculata, relacionado con la pérdida del sistema de
incompatibilidad (Barrett y Shore 1987).

Para tratar de entender la evolucion de la heterostilia al dioicismo se ha empleado la
teoria de la asignacién sexual, misma que originalmente se planted para plantas
hermafroditas (Casper 1992). Debido a que se sabe muy poco acerca de como es la funcidn
de adecuacidn a través de la via masculina en las plantas heterostilicas, la evidencia de una
posible especializacion de las funciones sexuales viene de las diferencias en la produccion de
semillas (Casper 1992). Se ha propuesto que [a seleccién natural favoreceria que los morfos
asignaran recursos de manera diferente a la produccion de polen y de semillas si el flujo de
polen fuera asimétrico, Esto, a su vez, provocaria diferencias en la adecuacion ganada por
cada via entre los morfos florales. De entre los factores ecoldgicos que podrian hacer que el
flujo de polen entre los morfos de especies heterostilicas fuera asimétrico se involucra, de
una u otra forma, a los polinizadores (Beach y Bawa 1980). Una de las hip&tesis sugiere que
el cambio de la distilia al dipicismo se inicia por un cambio en Ia biologia de la polinizacién
que modifica el flujo de polen complementario entre los morfos, y resulta en un flujo de
polen asimétrico hacia alguno de los morfos (Beach y Bawa 1980).

Un caso particular de ta posible evolucién hacia el dioicismo desde la heterostilia es
¢l que presenta el arbusto Erpthroxylum havanense. A pesar de que no existen diferencias
significativas en la produccién de flores entre los morfos (Pin 1065 y Thrum 861 en
promedio, n=90, F=1.29, P=0.29), ni en el tamailo promedio de las plantas Pin y Thrum, se
ha encontrado una diferencia significativa en la produccion de frutos en las poblaciones que
se encuentran dentro de la Estacion de Chamela (Dominguez 1990). Las plantas del morfo

Pin producen en promedio 75 * 14 frutos maduros, mientras que las plantas del morfo



Thrum producen 140 + 24 frutos (F= 5.7, P= 0.018) es decir, casi el doble (Dominguez
1990). Es de notar que la diferencia en la produccion de frutos que se observd entre morfos,
es contraria a la que se ha reportado en fa mayoria de los estudios con plantas heterostilicas
donde generalmente el morfo P actia mas como hembra que como macho. Otro dato
interesante es que esta diferencia no se debe a factores ecolagicos asociados con los gremios
de potinizadores, las visitas a las flores, o el fluio de polen, ya que ain con cruzas
controladas se mantiene dicha diferencia (Dominguez ef /. 1997), Un estudio embriologico
de las estructuras reproductivas en estas mismas poblaciones de E. havanense, mostrd que el
androceo de las flores Thrum presenta un desarrollo anormal a distintos niveles. El primero
esta asociado al tejido esporégeno, el cual en Ja mayoria de las anteras del morfo Thrum estd
colapsado y en consecuencia no hay produccion de granos de polen, En segundo lugar, en
algunos loculos de las anteras de las plantas Thrum, las células del tapete estan bien
desarrolladas mientras que en otros ni siquiera existe esta capa (Vazquez-Santana ef al.
1996). Debido a que el tapete es parcialmente responsable de la sintesis de la exina, su
desarrollo anormal en las plantas del morfo Thrum podria explicar la ausencia o escasez de
la exina, y por lo tanto, la falta de una pared del polen bien desarrollada. Esto, a su vez,
podria explicar la presencia de granos de polen con el citoplasma fuera de los limites
impuestos por la exina y la presencia de granos de polen vacios u amorfos (Vizguez-
Santana er al. 1996) Sin embargo desconocemos qué ocurre en poblaciones que se
encueniran fuera de la Estacion de Chamela.

Basdndose en estos antecedentes se ha planteado la posibilidad de que el fenémeno

responsable de la esterilidad parcial del morfo Thriom en esta especie sea la esterilidad



masculina citoplasmatica (Dominguez 1990, Dominguez ef al. 1997 y Vizquez-Santana ef

al. 1996),

4. La Esterilidad Masculina Citoplasmdtica (EMC)

La esterilidad masculina citoplasmatica (EMC) es un caso particular de los conflictos
genéticos (Saumitou-Laprade ef al. 1994). Estos conilictos surgen cuando la propagacion de
un gen crea las condiciones para la propagacion de otro gen en el mismo individuo, pero con
efectos contrarios al primero {(Hurst et al. 1996). Se ha propuesto que los conflictos
genéticos podrian estar involucrados en eventos evolutivos tan importantes como el origen
de la anisogamia, del dioicismo, la recombinacién y de la reproduccion sexual (Hurst ef al.
1996), La EMC es el resultado evolutivo de un conflicto entre los genes nucleares y los
citoplasmaticos. Esto se debe a que, en la mayoria de las Angiospermas, los genes nucleares
se heredan de manecra biparental, mientras que los genes citoplasmaticos se heredan
unicamente por via materna (Saumitou-Laprade ef al. 1994). En presencia de este conflicto
la seleccion natural favoreceria la presencia de mutantes citoplasmaticos que provoquen la
esterilidad masculina, si al hacerlo confieren una ventaja a la funcion femenina. A su vez, la
seleccion natural, al actuar sobre los genes nucleares, favoreceria la presencia de un gen que
restaure la funcion masculina. En este esquema, el paso del hermafroditismo al dioicismo
involucraria un estado intermedio en donde coexisten las plantas hermafroditas y las plantas
hembras conocido como ginodioicismo, el cual se ha planteado que puede ser el resultado
evolutivo de la EMC (ver Fig 1.).

En todas las especies donde se ha estudiado el fendmeno de fa EMC s¢ ha
encontrado que los genes responsables de la esterilidad masculina, son el resultado de
rearreglos del ADN mitocondrial (Hanson 1991), mientras que los genes encargados de la
restavracion de la esterilidad masculina se han encontrado asociados al nitcleo. En la
mayoria de los casos estos genes son especificos, por lo que solo pueden restaurar los

efectos de un sélo gen de esterilidad.



Introduccién de alelos
de esterilidad por mutacién
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restauradores de la
funcién masculina

por mutacién o migracion

Fig.1. Diagrama representativo de la dindmica evolutiva de una especie ginodioica

basado en un modelo genético (modificado de Dominguez 1695).

Existen algunos modelos tedricos que han tratado de predecir el resultado evolutivo
de la dinamica nicleo-citoplasma con la finalidad de saber si la EMC podria conducir hacia
¢! dioicismo o si se trata de una situacion evolutivamente estable (Maurice 1992, Maurice e?
al 1994). Los resultados de dichos modelos plantean que la evolucion al dioicismo en
especies ginodioicas depende del tipo de herencia (Maurice ef al. 1994). De hecho Maurice
(1992) ha mostrado que si el ginodioicismo estd controlado por la interaccién entre los
genes del micleo y el citoplasma, entonces las condiciones que favorecen la evolucion al

dioicismo son menos restrictivas que si el control fuera puramente nuclear o citoplasmatico.
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Se han propuesto cuatro caracteristicas que deberian estar asociadas a las
peblaciones naturales que presenten EMC (Frank 1989):

1.- Presencia de distintos citotipos en cada poblacidn, cada uno capaz de producir
esterihidad masculina de distinta forma, es decir, cada gen puede actuar a distinto nivel
durante {a produccion del polen.

2.- Polimorfismo en los genes restauradores de la esterilidad. Esto es, cada uno de
los genes restauradores debe ser especifico para cada gen que cause esterilidad.

3.- Debe existir una diferenciacion genética entre poblaciones geograficamente
distintas, como resultado de la dindmica entre los genes causantes de la esterilidad y de sus
restauradores especificos.

4.- Diversidad fenotipica entre las poblaciones, medida como el porcentaje de
individuos estériles para la funcion macho. Esta diversidad seria ef resultado del ndmero de
genes causantes de la esterilidad en las poblaciones, y la presencia o no de los genes
restauradores.

En este estudio se pretende poner a prueba el supuesto ndmero cuatro, que predice
una diferenciacion fenotipica en los niveles de esterilidad entre poblaciones (el porcentaje de
individuos estériles para la funcion macho). Este estudio es una primera aproximacion para
tratar de entender si 1a esterilidad parcial del morfo Thrum en E. havanense encontrada en el
estudio embriologico, se debe al fendmeno de la EMC. Hasta la fecha se ha reportado este
fendmeno en 140 especies de 20 familias, todas ellas hermafroditas, sin embargo no existe
una razén tedrica que pudiera prevenir su presencia en una especie heterostilica.

Dadas las distintas malformaciones encontradas en el desarrolle de los granos de

polen del morfo Thrum, esperariamos encontrar una mayor proporcidn de germinacion y una
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tasa de crecimiento mds alta en los granos de polen det morfo Pin Por lo tanto, de estar
presente la EMC en Erythroxplum havanense, no necesariamente tendria los mismos efectos

sobre los dos morfos.

11. Objetivo General
El objetivo general de este estudio es determinar los niveles de variacion en la
esterilidad masculina entre morfos y entre poblaciones de E. havenense, ast como discutir

estos resultados a la luz de lo esperado en especies con EMC.

Objetive Particular
1.- Medir los niveles de esterilidad masculina, como el porcentaje de germinacion de
los granos de polen y la longitud de los fubos polinicos, en cinco poblaciones de E.

havanense.

fil. METODOS

1. La Especie de Estudio

Lrythroxylum havanense (Erythroxilaceag} es un arbusto perenne, caducifolio, en
México se distribuye a lo largo de la Costa del Pacifico, desde el estado de Nayarit hasta el
estado de Qaxaca. Es abundante en la region de Chamela, Jalisco, en donde crece formando
parches Su altura méxima en las poblaciones estudiadas es de tres metros (Dominguez
t990). Es un arbusto distilico en el cual es posible distinguir dos tipos de individuos con

base en la morfologia de sus flores. Los individuos “Prr” presentan flores con el estilo por

12



arriba de las anteras, y los individuos “Thrun” donde las anteras estan a mayor altura en
relacion con el estilo.

En la region de Chamela E hgvanense pierde las hojas durante la temporada de
sexjufa (noviembre a mayo) y su reproduccidn se restringe a los meses de la época de lluvias
{(junio a octubre). Florece de manera sincronica y masiva en un corto periodo gue puede ir
de una semana a 15 dias, después de las primeras {luvias (Dominguez y Dirzo 1995). A
cscala individual la floracién es efimera, ya que cada planta tiene flores aproximadamente
durante tres dias y alrededor del 70% de las flores de un individuo son producidas en un solo
dia (Dominguez y Dirzo 1995). Sus flores miden aproximadamente un centimetro de
diametro, son de color blanco, con cinco sépalos, cinco pétalos y dos grupos de cinco
estambres Fl pistilo tiene tres estilos cada uno con un estigma capitose. El ovario es sipero
y presenta tres cdmaras y generalmente solo uno de los carpelos es fértil y forma un évulo
que llega a producir una semifla. Las flores duran s6lo un dia y si no son polinizadas caen de
la planta ese mismo dia o al siguiente. La antesis ocurre en fas primeras horas de la
madrugada y poco tiempo después empieza la produccién de néctar, la cual no difiere entre
los morfos y alcanza un pico de 0.63 plf flor alrededor de las 0700-0730 h (Dominguez
1990).

La exposicion del polen en E. Aavanense es un proceso gradual que requiere, en
promedio, de 3.5 h para que una flor haya abierto todas sus anteras. Este proceso empieza
aproximadamente a las 0630 h y alrededor de las 1000 h todo el polen de una flor ha sido
expuesto y después de las 1400 h las flores se han marchitado.

Los polinizadores mds importantes son abejas del género Trigona, que realizan

aproximadamente ¢l 86% de las visitas, y de) total de visitas de las abejas del género
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frigona, el 55% se debe a una sola especie, 7. hellweger: Otro grupo importante de
polinizadores es €l de las abejas Anthophoridae, las cuales tienen la capacidad de volar entre
parches, por lo que su papel en el movimiento de polen podria ser crucial {Dominguez ef af
1997).

E. havanense presenta un sistema de incompatibilidad bien desarrollado en donde las
cruzas entre individuos de un mismo morfo no producen frutos (Dominguez ef al. 1997). La
fructificacion, al igual que la floracion, es sincronica y masiva. Los frutos madures son
pequefias drupas de color rojo intenso y la planta tiene un sindrome de dispersion por aves.
Los tres principales frugivoros que visitan a E. havanense son: Ortalis poliocephala,
Myiarchus sp. y Cyanocompsa parellina (Gryj 1990, Gryj y Dominguez 1996). Las plantas
Pin producen, en promedio, 1065 flores y las Thrum 861 en poblaciones que se encuentran
dentro de la Estacion. Esta diferencia no es estadisticamente significativa (n=90, F=1.29,
P=029) La eficiencia en la maduracion de los frutos tomando en conpunto los dos morfos es
muy baja, y solo el 14.1% de los frutos produce semillas (n=120). Este valor es bajo

comparado con otras especies del género {Dominguez 1990).

2. Sitio de Estudio

El estudio se realizd en la Estacion de Biologia de Chamela y sus alrededores (Fig,
2) La Estacién pertencce al Instituto de Biologia de la UNAM y se localiza cerca de ia
costa del estado de Jalisco, entre Manzanillo y Puerto Vallarta (19°30°N, 105°03°W). El
clima de esta zona es de tipo clido- hiimedo y el 80% de la precipitacion se restringe a los
meses de julio a octubre. La época de secas se extiende de noviembre a mayo. La vegetacion

dominante es selva baja caducifolia y la altura del dosel tiene, en promedio, entre 5 y 10
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metros La mayoria de [as especies arbéreas de este ecosistema pierden las hojas durante la

sequia {Bullock y Solis-Magallafies 1990)

3. Trabajo de Campe

Debido a que nos interesaba contar con una medida de la fertilidad masculina, se
decidio cuantificar la germinacion de los granos de polen & través de uno de los mejores
métedos para ello, que es el de cultivo in vitro de los granos de polen, ya que esta técnica es
una de las mas confiables que existen (Kearns y Inouye 1993).

Antes de la floracion natural de 1997 se realizé un muestreo piloto con el fin de
afinar la técnica de cultivo. El polen, para la prueba piloto, fue obtenido de plantas que
fueron inducidas a florecer por medio de riegos experimentales (ver Dominguez 1990 y
Dominguez y Dirzo 1995).

Aungue ya se contaba con un medio de crecimiento para tubos polinicos (Avila
1991) hicimos pequefias modificaciones y evaluamos su efectividad. Asimismo, otro de los
objetivos de este ensayo fue homogeneizar 1a técnica que se emplearia para la germinacion
de tos granos de polen, es decir, preparar a todas las personas gue realizarian el muestreo y
por lo tanto reducir los errores debidos a la manipulacién de las flores. Otro de los
propositos de este muestreo fue determinar la variacion en los niveles de germinacién
existentes dentro de las anteras de una flor, entre flores de una planta y finalmente entre
plantas. Esto permitid definir €l niimero de anteras, flores y plantas de ambos morfos que
deberia incluir el muestreo definitivo. Durante ¢} muestreo piloto también decidi el tiempo

que dejaria crecer los tubos polinicos para después detener su crecimiento de manera
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uniforme, al poner sobre cada portaobjetos una gota de FAA (Formaldehido 5%, Acido
Acético 5%, Etanol 63% y Agua Destilada 27%).

Una vez que la informacién fue analizada y tomando en cuenta los niveles de
variacion y las restricciones metodoldgicas, se decidid que lo mas conveniente era elegir diez
ptantas de cada morfo por poblacién y de cada planta tomar una muestra de cuatro anteras
por flor, de cuatro flores por planta (20 plantas x 4 flores x 4 anteras = 320 anteras / Pob x
3= 1600 anteras). Cabe mencionar que una fuerte limitacién para [a realizacién de este
estudio fue el tiempo que el polen permanece expuesto en la antera antes de que seé seque, el
cual en la mayoria de los casos no fue mayor de dos horas.

El muestreo definitivo se realizd durante el mes de junio durante la temporada
reproductiva de 1997, y se muestrearon un total de cinco poblaciones por restricciones de
tiempo. La eleccidn de estas poblaciones se debid a que en ellas se contaba con mas de 50
plantas por poblacién con etiquetas que indicaban el numero de identidad y el morfo de la
planta, y se conocia fa localizacion geogréifica de cada poblacion. Dos de las poblaciones se
encuentran dentro de la Estacion de Biologia, en los senderos Ardilla y Tejon, y las otras
tres poblaciones se localizan en los alrededores de la Estacion (ver Fig 2 y Tabla 1.).

Tabla 1. Distancias entre las poblaciones estudiadas (km).

POBLACION | ARDILLA | TEJON [ CUITZMALA [ LIMON
TEION 0.75 |
CUITZMALA 14.5 14.75
LIMON 11.25 12 10.5
RANCHITOS 925 9.75 19.75 11.5
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Las dos poblaciones mas cercanas son Tejon y Ardilla, las cuales estan separadas por una
distancia de 750 m (+100 m), y las mis lejanas son Cuitzmala y Ranchitos, separadas por
una distancia de 19 km (100 m). La distancia promedic entre poblaciones es de 11.4 km.

A continuacién se describe la metodologia que se usé para estimar los porcentajes de
esterilidad de las plantas en las cinco poblaciones.
Se seleccionaron 20 plantas por pablacion, (diez de cada morfo) que tuvieran suficientes
botones florales, sin embargo en algunas poblaciones ef namero de plantas fire menor debido
a limitaciones metodologicas. La tarde anterior a la antesis se embolsd (usando bolsas
especiales Pollen-tector, Company of Iowa} una rama por planta para evitar que los
polinizadores se llevaran el polen o depositaran el de otra planta. En seguida se colocaba una
gota del medio en cada extremo de un porta objetos, que despusés era almacenado en una
caja de Petri de plastico que conterfa wna hoja de papel filtro himedo en el fondo. A
continuacion se colocaba una etiqueta en la caja de Petri en donde se anotaban los siguientes
datos: nombre de la poblacién, namero de la planta y morfo, nimero de la flor y de la antera,
asi como la hora a la que se hacia la preparacion, esto Gitimo con el fin de poder detener el
crecimiento de los tubos polinicos de todas las plantas de una poblacion al mismo tiempo.

Las cajas de Petri se guardaron en cajas de cartén y se transportaren a la poblacion
en la cual se emplearian, Los cultivos de polen de cada poblacion se iniciaron en el momento
de 1a antesis (= 10:00 h). En cada planta se verificd que las anteras fuvieran polen expuesto
revisando las flores no embolsadas del mismo individuo. Una vez que esto ocurrid se
procedia a quitar la bolsa y a colectar cuatro flores por planta, las cuales fueron

transportadas en una caja de Petri con papel himedo al lugar donde se realizarian las
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preparaciones. Por lo general se escogi6 un sitio sombreado para reducir el riesgo de que las
flores y las anteras se desecaran.

Cada una de 1as anteras, fue frotada contra el medio de cultivo de ung preparacion,
provacando que el polen quedara en el centro de la gota y se trasladaron en cajas de Petri a
ta Estacion, donde se colocaron en un laboratorio a temperatura ambiente, Después de 12
horas de cultivo, el crecimiento de los tubos polinicos se detuvo depositando una gota de
FAA. Posteriormente, las preparaciones se sellaron con un cubre objetos y barniz de ufias
transparente. Las cajas fueron almacenadas en un refrigerador para evitar la contaminacion
por hongos.

Los cultivos de polen de cada antera fueron fotografiados bajo el microscopio donde
se efegia un campo por antera (que tuviera el mayor ntimero de granos de polen) utilizando
un objetivo de 10x.

Ef ndmero total de granos de polen por antera (estimado a partir de los granos que
quedaron depositados en el porta objetos), asi como el nimero de granos germinados en
cada preparacion, fue contado directamente de las fotografias,

Con 1a finalidad de realizar las mediciones del crecimiento de los tubos polinices, las
fotografias de los cultivos de polen se digitalizaron con una cidmara de video. En cada
imagen se midi6 la longitud de los cinco tubos polinicos mas largos usando el programa
Morpho Sys (Meechan y Duncan 1989), En las anteras donde el niimero de tubos polinicos
fuc menor a cinco se midieron todos los tubos que estaban presentes.

El medio de cultivo, el cual irata de semejar las condiciones naturales de germinacion
de los granos de polen, se prepard el dia de la antesis de cada poblacion, temprano en la

mafiana. La formula usada es una modificacion del medio de Brewbaker e a/. (1961} y
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consistié de upa mezcla de Agua (42ml), Sacarosa (10 5g), Agar Bacteriologico (0.35g),
Nitrato de Calcio (0.015g) y Acido Bérico (0.01g). Todos estos compuestos habian sido
pesados desde la ciudad de México y se encontraban en tubos de ensaye, asi que lo Ginico

que se hacia era agregar el agua destilada y calentarlo por 5 minutos para disolver ¢l agar.

4 Analisis Estadisticos

Se realizo una tabla (Tabla 2) con los principales resultados de este estudio que
contiene el niimero de granos de polen, porcentaje de germinacion, y el crecimiento de los
tubos polinicos

Se realizd un anilisis de varianza (ANDEVA) con [a finalidad de conocer si existen
diferencias en el nimero promedio de granos de polen entre poblaciones, entre morfos
dentro de cada poblacién y entre plantas dentro de cada morfo, los datos se transformaron
por medio del logaritmo natural, para ajustarlos a una distribucién normal (Tabla 3). Aunque
¢l muestreo no fue diseiiado para estimar la produccion de granos de polen, la metodologia
utibzada nos permite hacer una aproximacién debido a que el muestreo se realizé de manera
comparable en todas las poblaciones Asimismo, dado que el muestreo se realizd a varios
niveles, es decir varias anteras de una flor y varfas flores por planta, se decidid que el mejor
analisis era un ANDEVA anidado, el cual se empled en los analisis subsecuentes (PROC
GLM, SAS Institute 1987),

I.a proporcion de granos de polen que germinaron, se analizé de manera similar a [a
del namero de granos de polen, es decir, por medio de un ANDEVA anidado que incluy6 a
las poblaciones, los morfos, las plantas dentro de morfo, y las flores dentro de morfo v

planta como variables independientes, los datos se transformaron por medio del logaritmo
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natural para ajustarfos a una distribucion normal (Tabla 4). Posteriormente se realizd un
ANDEVA anidado para cada poblacion con la finalidad de conocer si existen diferencias
entre los morfos de una misma poblacion, lo cual es de gran importancia, ya que suponemos
que la esterilidad en . havanense esti asociada al morfo Thrum, los datos se transformaron
por medio del arcoseno e la raiz cuadrada para ajustarlos a una distribucion normal (Tabla
5). Posteriormente se realizé 1a particidn de varianza con la finalidad de saber qué porcentaje

de la misma esta asociada a cada nivel (PROC GLM, SAS Institute 1987) (Tabla 6).

IV. RESULTADOS

Los resultados de este estudio muestran que existe un alto grado de variacién en los
tres componentes de esterilidad masculina, tanto a nivel de poblaciones como en los otros
niveles explorados: morfos, plantas y flores (Tabia 2).

La poblacién de Ardilla presenté el mayor nimero de granos con un promedio de
126 granos de polen por flor, asi como el mayor porcentaje de germinacion con 45% (Tabla
2} La poblacién de Limdn presentd el menor nimero de granos con un promedio de 87
granos por flor. El menor porcentaje de germinacion se obtuvo en la poblacion de Ranchitos
y fue del 0.6% (Tabla 2). El nimero promedio de granos de polen entre las plantas de un
mismo morfo fiue muy variable. En tres poblaciones el mimero promedio de granos fue
mayor en el morfo Pin, y en las otras dos los mayores valores se encontraron en el morfo
Thrum. Asimismo, se detectd una gran variacion en las proporciones de germinacion entre
los morfos florales. El maximo valor de germinacion se encontrd en la poblacion de Ardilla
en el morfo Pin, (63%) y el menor se encontrd en fa poblacion de Ranchitos en el morfo

Thrum y fue de 0.5% (Tabla 2).
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La poblacion de Ardilla presentd el mayor crecimiento de los tubos polinicos, tanto a
nivel de poblacion con un promedic de 0.42 mm, como a nivel de morfos con 0.43 mm en el
morfo Pim. El menor crecimiento se encontrd en la poblacion de Ranchitos, en donde a nivel

de poblacidn se obtuvo un valor de 0.09 mm y para el morfo Pin un valor de 0.07 mm.

Tabla 2 Nuimero total de granos de polen por flor, porcentaje de germinacion, y crecimiento
promedio de los tubos polinicos para cada poblacién y morfo {error estandar)

POB Granos por flor Germinacion (%) Crecimiento (mm.)
Tubes Polinices
POB Pin Thru §POB Pin Thru | POB Pin Thru
ARD 126 4% 1445 1683 4 63 31 042 643 041 |
(14.4) (20.6) as.n @ @ @ (0.03) (0.05) ©03)
TES g3 1247 1z 1% 23 13 023 0zt 028
By $325) {16) m 2 @ (0.05) (0.06) (0.08)
RLY; ET 78 1077 i az 37 0.40 0.4l 035 |
(13 5) asm @ @ @ @ (002 (002) (0.04)—‘
I3 1254 10785 139 3 s 5 023 030 0.22
(126} (6.1 (26.6) ) W ® @03 @0y 004y
RAN 1123 135.85 2287 06 07 05 009 0.07 (]
{105 D (13.0) 0.1) 0.1) ©.1 (0.03) (0.03) (0.05)
= 1139 118.1 110 73 27 17 027 028 028

Granos por flor = promedio de! nitmero de granos de polen por flor, el cual se calculd a partir del nimero total

de flores por poblacién  POB = Poblacion,

Tabia 3, Resultados del ANDEVA anidado realizado con el nimero total de granos

de polen.
Fuente detVariatid dB 0T
Poblacion 0.1109
Morfo 1 0.3503 0.5541
Planta(Morfo) 66 13.0171 <0.0001
Flor(Planta, Morfo) 178 1.1229 0.1537
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El analisis mostrd que no existen diferencias con respecto al nimero de granos de
polen a nivel de poblacién y de morfo, pero si un efecto significative del factor planta dentro
de morfo {Tabla 3).

Tabla 4. Resultados del ANDEVA anidado realizado con la proporcién de

germinacion de los granos de polen a nivel de poblaciones, morfos dentro de cada

poblacion y plantas y flores con sus respectivas anidaciones,
- Fuénte de Varidcion

Poblacidn
Morfo 1 68.83 0.0001
Planta(Morfo) 66 241 0.0001
Flor(Planta, Morfo) | 178 124 0.0296

El modelo ajustado fue significativo y explica el 77.3 % de la varanza en el
porcentaje de germinacién. Como se observa en {a Tabla 4, todos los niveles analizados
resultaron ser significativos. Es decir, existen diferencias entre poblaciones, entre morfos, asi
como entre plantas del mismo morfo y flores.

Por otra parte, con la excepcién de siete plantas en las cuales la proporcién de
germinacion fue cero, se encontrd que la variacion en la proporcion de polen germinado
entre las plantas fue continua. Por lo anterior puede inferirse que la esterilidad de E.
havanense es una esterilidad parcial, es decir, a nivel de plantas se encuentran valores de
germinacion de cero a uno, pasande por todos los valores intermedios (Fig. 3.).

Unicamente en las poblaciones que se localizan dentro de la Estacion, es decir, Tejon
y Ardilla, se encontré que hay diferencias significativas entre los morfos (ver Tabla 5. y Fig,
4) Por ultimo, el andlisis del crecimiento de los tubos polinicos mostré que existen

diferencias entre las poblaciones, plantas y entre flores pero no a nivel de morfo (Tabla 7)
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Tabla 5. Resultados del ANDEVA anidado con la proporcién de germinacion de los
granos de polen para cada poblacién. Sélo se presentan las poblaciones donde se
encontraron dlf'erenqlas entre morf‘os

Fuenf,e de Vanaci' n

POB ARDILLA

Morfo 1 124 6 0.0001
PlaMor) 20 14.1 0.0001
Flo{Pla,Mor) 52 0.84 0,77
POB TEJON

Morfo 1 8.7 0.0037
Pla(Mor} 16 (8.1 0.0001
Flo(Pla,Mor) 5¢ 1.75 0.0062

Tabla 6. Proporcién de la varianza en la proporcion de perminacidén de polen
explicada a nivel de morfo planta y flor para cada poblacion,
POBLACION, A

ARD]LLA

TEJON 4.1 35.1 12.3

Tabla 7. Resultados del ANDEVA realizado con la fongitud de los tubos polinicos

Fuente de Viriacié

Poblacion T4 1363 0.0001
Morfo i 2.32 0.1279
Planta(Morfo} 45 18.39 0.0001
Flor(Planta, Morfo) |90 2.94 0.0001
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V. DISCUSION

Dentro de los resultados mas relevantes de este trabajo estd el hecho de haber
encontrado diferencias en la proporcion de germinacion de los granos de polen entre
poblaciones y plantas, asi como diferencias en la proporcién de germinacion entre los morfos
en dos poblaciones (Ardilla y Tejon).

Para interpretar la importancia de las diferencias en la proporcion de germinacion de
los granos de polen entre poblaciones, es necesario recordar que las especies con EMC se
caracterizan por presentar diferencias entre poblaciones en los niveles de esterilidad. Dado

que los genes causantes de la esterilidad deberian surgir de manera aleatoria en cada
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poblacion, la dindmica evolutiva deberia ser diferente, o bien estar en una fase distinta,
provocando asi que los niveles de esterilidad de cada peblacién sean distintos (Frank 1989),

Sin embargo, el hecho de haber enconirade diferencias en la proporcidn de
germinacion entre las poblaciones de £, havanense no puede interpretarse solo como el
resultado directo que confirme la presencia de la EMC, Este resultado puede deberse a las
caracteristicas ambientales propias de cada poblacion. Por ejemplo, estudios realizados en el
arroz y €l trigo, han demostrado que la presencia de agua es esencial durante la formacion de
los granos de polen y que la falta de ésta puede inducir fendmenos de esterilidad (Sheoran y
Saini 1996, Lalonde, Beebe y Saini 1997). Estos estudios indican que las diferencias en
germinacion entre poblaciones pueden deberse a variaciones ambientales.

Un resultado inesperado fue la presencia de diferencias en la viabilidad del polen
entre las flores de una planta. Es dificil explicar este resultado, ya que supuestamente la
esterilidad del polen tiene una base genética y no deberia haber diferencias entre las flores de
un individuo. Existen al menos dos tipos de explicaciones para este resultado, las
relacionadas con errores de muestreo o manipulacion, y las refacionadas con la biologia de Ia
esterilidad citoplasmatica. En primer lugar, es posible que las diferencias en la manipulacion
de las flores de un individuo, o la hora a la que se iniciaron o finalizaron los cultivos {que
estuvo asociada con cambios de temperatura), haya producido suficiente varianza como para
producir los resultados que observamos. En segundo Jugar, también es posible que la
diferencia en la viabilidad se deba al tipo de alelos presentes en los granos de polen. Si la
esterilidad de un grano de polen depende de su haplotipo (8 o ), entonces este podria ser un
probable mecanismo que originara variacidn entre las flores No obstante, es dificil explicar

¢omo este mecanismo produciria varacién entre las flores de un individuo
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La diferencia en la proporcion de germinacion entre morfos encontrada en las
poblaciones de Ardiila y Tejon, es un resultado relevante ya que en ambas poblaciones la
proporcion de germinacion fue mayor en el morfo Pin. Esto concuerda con los resultados
del estudio embriologico donde el morfo Thrum presentd un mayor nimero de
malformaciones en el desarrollo de los granos de polen en poblaciones de fa Estacién
(Vazquez-Santana 1996). Este resultado podria explicar la diferencia en la produccion de
frutos a nivel de morfos encontrada en estudios anteriores. Si las fallas en la produccion de
polen del morfo ThArum estan relacionadas con una baja tasa de germinacion de los granos de
polen en el estigma, cnfonces las plantas Pin recibirfan polen de baja calidad, lo que
probablemente repercutiria en su baja produccién de semillas. Se ha mostrado que una
reduccion en la competencia gametofitica en el estigma reduce la cantidad y calidad de las
semillas producidas (Byers 1995, Quesada ef al. 1993). Otra posibilidad s que exista una
especializacion de las funciones sexuales y que las plantas Pir produzcan menos semillas
porque asignan inas recursos a la produccion de polen en términos de la calidad de los
granos de polen.

Es poco probable que la diferencia en 1a proporcion de germinacién entre los morfos,
se deba a las condiciones ambientales en las que estdn creciendo las plantas. Dado que las
plantas de ambos morfos se distribuyen de manera agregada en cada una de las poblaciones,
es poco prabable que las diferencias eatre fas plantas Pin y Thrune de Ja Ardilla y el Tejon se
deban a efectos del ambiente.

Otro aspecto interesante es que ambas poblaciones son las mas cercanas entre si (de
fas poblaciones estudiadas), separadas por una distancia menor a 1Km. Esto sugiere que de

estar presente la EMC, probablemente surgid en una poblacién y que por medio de la
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dispersidn de semillas, (ya que los genes de la esterilidad se producen en las mitocondrias,
por lo cual solo se heredan via materna, es decir {inicamente por semillas) estos genes
migraron a la otra poblacién Otra posibilidad es que la EMC haya surgido
independientemente en fas dos poblaciones de la Estacion. Por lo tanto en las poblaciones de
la Estacidn la expresion sexuval de las plantas estaria controlada por la interaccién del super
gen de fa heterostilia y los genes nucleo-citoplasmadticos. Bajo este escenario, los loci
restauradores estarian ligados al super gen de la heterostilia Dado que el morfo Pin es
homogamético y recesivo (ss) los alelos restauradores deberian de expresarse en esas plantas
si estan ligados al haplotipo Pirt y consecuentemente la funcidn masculina se restauraria,
Mientras que las plantas Thrum tendrian solo una copia del alelo restaurador debido a que
son heterogaméticas (Ss) y la esterilidad se expresaria. En contraste, la falta de diferencias
entre fos morfos en el resto de 1as poblaciones se podria explicar simplemente por la genética
de la heterostilia y las variaciones ambientales de cada poblacién.

Otra posibilidad es que los genes causantes de la esterilidad estén presentes en todas
las poblaciones, con la excepcion de Limdn, y que las poblaciones de la Estacion sean las
unicas en donde actualmente se encuentran los restauradores de la esterilidad, mientras que
en la poblacion de Limon es posible, dado que presentd niveles altos de germinacion y sin
diferencias entre fos morfos, que no se encuentren presentes os genes de la esterilidad.
Creemos que esta segunda alternativa es la mas probable, ya que al realizar la repeticién de
la germinacion del polen en una de las poblaciones de la Estacion al afio siguiente (Rosas
datos no publicados), se encontrd que existe concordancia con los patrones de variacion de
la esterilidad masculina dentro de la poblacion entre los dos afios, lo que sugiere la presencia

de un componente genético asociado a Ia esteritidad masculina al menos en dicha poblacion.
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Por otro lado, el haber encontrade una esterilidad parcial puede tener varias
explicaciones. Una de ellas es que la esterilidad en E. havanense sea el resultado de la accion
de varios alelos, que difieren en su capacidad para restaurar la esterilidad masculina (coino
es ¢l caso de Plantage lanceolata Van Dame 1983, y Helianthus annuus Vranceanu y
Stoenescu 1978). Otra posibilidad es que existan distintos genes de esterilidad como ocurre
en Glyeine max (Stelly y Palmer 1980), donde se ha visto que para que una planta estéril
recobre su fertilidad, es necesario la presencia de un minimo de los alelos en los diferentes
genes que intervienen en la restauracion. De lo contrario, la planta presenta una esterilidad
parcial.

Las longitudes promedio de los tubos polinicos mostraron diferencias entre las
distintas poblaciones, lo que sugiere que posiblemente exista variacion genética relacionada
con el crecimiento de los tubos polinicos a nivel de poblacidn, o ser el resultado de la
heterogeneidad ambiental. Sin embargo, no se detectaron diferencias en las longitudes de los
tubos polinicos entre morfos dentro de una misma poblacion, En otras especies heterostilicas
se han encontrado que los tubos polinicos del morfo Thrum crecen casi dos veces mas
rapido en flores Pin, comparados con los del morfo Pin creciendo en flores Thrum. Esta
diferencia en las tasas de crecimiento puede deberse a que los granos del morfo Thrum
deben recorrer una distancia mayor para poder fecundar los ovulos (Mc Kenna 1992),

El hecho de no haber encontrado diferencias en las tasas de crecimiento de los tubos
polinicos del polen Pin y Thrum de E. havanense sugiere gue las desventajas de! morfo
Thrum van mas aila de una menor proporcién de germinacion en los granos de polen.

El estudio embriologico de E. havanense mostré que una de las anomalias en la

formacion de los granos Thrum, estd asociada con la célula vegetativa (la cual sintetiza las
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reservas que requiere el grano de polen para la germinacidn y crecimiento del tubo polinico),
lo cual puede disminuir la capacidad competitiva de los granos que presenten esta
malformacion {Vazquez-Santana 1996). Sin embargo debido a que no se tomd una muestra
aleatoria representativa de los tubos polinicos, no es posible tomar conclusiones categéricas
con respecto al crecimiento de los tubos polinicos

Con la informacion con que contamos en este momento es posible proponer que el
sistema reproductivo de E. Aavanense presenta un grado incipiente de especializacion de las
funciones sexuales. A diferencia de la mayoria de las especies heterostilicas donde se ha
encontrado que el morfo Pin funciona mejor como hembra (Tabla 8), en E. havanense es el
morfo Thrum €l que estaria actuando como hembra, mientras que el morfo Pin funcionarfa
mejor como macho. Un hecho todavia mds significativo es el que esta asimetria no parece
estar dada por factores ecologicos, sino ser el resultado de un conflicto genético. Estudios
paralelos en los gue se ha analizado la estructura gendtica de las poblaciones de E.
havarnense en Chamela son consistentes con esta hipdtesis. Por ejemplo, se ha encontrado
que la F, (una medida de diferenciacion genética entre poblaciones) estudiada a partir de
isoenzimas fue de 0.29 (J.L, Ibarra en prep), mientras que la Fy derivada de RAPD’s, fue de
0.1 (C. Abarca en prep). Ambos valores son un orden de magnitud mas altos que los
encontrados en otras especies heterostilicas (Ganders ef af. 1985, con Amsinckia spectabilis,
0.047, Loiselle ef al. 1995 con Psychotria officinalis 0,095, Pérez 1990, con Psychotria

forxlucens 0.026).
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Tabla 8. Estudios donde se ha encontrado algiin grado de especializacion funcional
en especies heterostilicas

Especie

Cordia co!lacoc::a - Pin Ari;uglo Opler et al. (1975)

Cordia curassavica Pin Arbol COpler et al. (1975)
% Cordia inermis Pin Arbusto Opler et al. (1975)
Cordra panamensrs Pin Arbol Opler et al. (1975)
Lithespermum carolimense Thrum Arbusto perenne Levin (1972)
Oldenlandia umbellata Pin Anual Bahadur (1963)
Quinchamativm chilense Pin Arbusto Riveros et al. (1987)

Geertnera vaginafa Pin Arbol Pailler y Thompson {1997)
Palicourea padifolia Pin Arbol Ree (1997)

Primula sieboldu Pin Arbusto Washitani et al (1994)

Mitchella repens Thrum Arbusto {Hicks et al. 1985}

El alto grado de diferenciacion genética que presentan las poblaciones de E.
havanense podria ser el resultado, al menos parcialmente, de la variacion poblacional en
genes involucrados en el fendmeno de la EMC. Ademas, los valores de heterocigosis para
las poblaciones de la Estacion de Chamela fueron mas altos que los de las poblaciones que
se localizan fuera de Ia Estacion. Dado que las poblaciones de la Estacion fueron las dnicas
en las que se detectd una diferencia significativa en los niveles de esterilidad entre los morfos
florales, las diferencias en la heterocigosis podrian deberse a una disminucion en la tasa de
endogamia biparental: En una poblacion en la que el morfo Thrum es parcialmente estéril
para la funcidn masculina, ! flujo de polen TP enire plantas emparentadas es menor que
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cn poblaciones donde la esterilidad no estd presente. Se puede arpumentar que uno de los
resultados de la reduccidn de este flujo es una disminucion de los individuos homdcigos
producidos por endogamia biparental y, en consecuencia, un aumento en la heterocigosis

De manera general los resultados sugieren que E. havanense presenta cierto grado
de especializacion de las funciones sexuales, en donde el morfo Thrum estaria actuando mas
como hembra {contrario a lo que se observa en la mayoria de las especies heterostilicas ver
Tabla 8} y el Pin como macho. Sin embargo es necesario conocer lo que pasa con la
produccion de frutos, es decir, si realmente las diferencias que encontramos en la
germinacion de los granos de polen entre morfos, en las poblaciones de la Estacion, se ven
reflejadas en una asimetria en la produccion de frutos. De existir tal asimetria, no resulta
facil proponer cudl podria ser el destino evolutivo de E. havanense. Dada la gran cantidad
de factores involucrados en la evolucion del sistema reproductivo, incluyende a los
depredadores de semillas, los cuales en ciertas circunstancias pueden gjercer una presion de
seleccion proporcional a la capacidad reproductiva de cada morfo, lo que podria disminuir ia
asimetria en la produccion de semillas (Dominguez 1990) entre muchos otros factores

involucrados.
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