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Resumen

Las rutas evolutivas del hermafroditismo al diocismo consideran principalmente el
surgimiento y dispersion de mutaciones de esterilidad masculina o femenina en poblaciones
monomorficas. En este trabajo se evaluaron las consecuencias reproductivas de la
esterilidad masculina asociada al morfo thrum del arbusto distilico Erythroxylum
havanense, con la finalidad de explorar la evolucién de sexos separados a partir de este
sistema hermafrodita dimorfico donde las plantas pin y thrum tienen una dependencia
reciproca para producir semillas. En el capitulo | se realiz6 un experimento de cruzas entre
donadores de polen thrum y madres pin, se determino la paternidad de la progenie y se
analizaron las consecuencias de la variacion en asignacion a la funcién masculina sobre la
adecuacion masculina y femenina de las plantas thrum. Los resultados revelaron que hay
plantas thrum completamente estériles para la funcién masculina, y que la adecuacion de
las plantas con mayor grado de esterilidad supera la adecuacién total de las plantas “mas
hermafroditas” del mismo morfo. En el capitulo 11 se evalud si el crecimiento y la
supervivencia de la progenie del experimento previo eran influenciados por el nivel de
esterilidad de los padres y si dicha relacion podria modificar la ventaja reproductiva de las
plantas thrum que son funcionalmente “mas hembras”. No se detectaron efectos paternos en
el desempefio de la progenie durante los primeros cuatro afios de vida. Por lo tanto, no
parece que las plantas thrum “ mas hermafroditas” tengan una ventaja pos-reproductiva
sobre las plantas hembra del mismo morfo. Los resultados de estas dos secciones indican
que las plantas thrum completamente estériles pueden invadir este sistema reproductivo de
plantas hermafroditas. Finalmente se examino el efecto de la sincronia reproductiva en la
magnitud de la compensacion (semillas thrum / semillas pin) reproductiva que se requiere
para solventar la pérdida de la funcion masculina de las plantas thrum. EI analisis mostrd
que la reproduccién asincrénica disminuye la produccion de semillas en ambos morfos. Lo
mas relevante es que la produccidn semillas pin es mas sensible a la asincronia y la
magnitud de la compensacion reproductiva del morfo thrum se incrementa ampliamente en
esta condicion. En general, la dependencia reproductiva entre los morfos florales en
combinacion con la ventaja en fecundidad y la evolucién de la esterilidad masculina en las
plantas thrum, pueden ser factores claves en la evolucion de la diecia funcional a partir de
este sistema hermafrodita que de origen es dimorfico.



I ntroduccion General

Cuando Linneo produjo su sistema de clasificacion de plantas en 1735, reconocio y enfatizo
la ocurrencia de plantas con sexos separados. Darwin (1877) no s6lo documentd la
frecuencia relativa de ambos sexos y su fecundidad, sino también considero las fuerzas
selectivas que podrian favorecer el establecimiento de sistemas reproductivos dimorficos y
las probables rutas evolutivas. Desde entonces la evolucion de la especializacion sexual en
las plantas es un tema de profundo interés entre los bidlogos evolutivos. Un aspecto
fundamental de la evolucion de dos sexos separados a partir de una condicion hermafrodita
monomorfica es que se requieren como minimo dos cambios genéticos (ver Charlesworth
1999). Uno que produzca hembras (esterilidad masculina, EM) y otro que produzca machos
(esterilidad femenina). Se requiere que una mutacién de esterilidad invada una poblacion
hermafrodita y se establezca un dimorfismo reproductivo formado por plantas unisexuales
y hermafroditas, y una segunda mutacion que esterilice la funcién sexual complementaria
de las plantas hermafroditas persistentes. La relativa facilidad con la que se propagan las
mutaciones que esterilizan la funcion masculina de plantas hermafroditas hace suponer que
son un factor clave en la evolucién de la especializacion sexual (Lloyd 1975; Charlesworth
y Charlesworth 1978; Couvet et al., 1990; Maurice et al., 1993; Schultz 1994; Geber et al.,
1999). Como se vera mas adelante, la EM involucra genes mitocondriales que se heredan
por la via materna (semillas) y por lo tanto su propagacion no requiere la produccion de
polen ni es afectada por la pérdida de adecuacion masculina de sus portadores (Lewis 1941;
Lloyd 1975; Charlesworth y Charlesworth 1978). La alta frecuencia de la EM en las
angiospermas (543 especies en 178 géneros y 50 familias, Jacobs y Wade 2003) es

consistente con este planteamiento.

Debido a que las plantas hermafroditas obtienen en promedio la mitad de su
adecuacion a través de la funcion masculina y la otra mitad a través de la funcion femenina,
la pérdida de la funcion masculina resulta en una evidente desventaja reproductiva (Fisher
1958, Charnov 1982). Por lo tanto, el mantenimiento de hembras en poblaciones
hermafroditas requiere que los individuos con esterilidad masculina compensen la funcién

que pierden incrementando la cantidad y/o calidad de la progenie (semillas) que producen



con respecto a los hermafroditas (Charlesworth 1981; Gregorious y Ross 1984; Gouyon y
Couvet 1987). La magnitud de la compensacion que se requiere para mantener la esterilidad
masculina depende del modo en que ésta se hereda. Si la esterilidad masculina se debe a
genes nucleares (i.e., herencia nuclear), las hembras que mantienen sélo una de sus
funciones reproductivas deben incrementar mas de dos veces su fertilidad y superar la
adecuacion que obtienen las plantas hermafroditas a través de su polen y sus semillas (Ross
y Gregorious 1985; Frank 1989; Gouyon et al., 1991). Esta premisa se puede visualizar de
la siguiente manera. En una poblacion hermafrodita cada individuo contribuye genes a la
siguiente generacion a través de la produccion de semillas y a través de los 6vulos que son
fertilizados con su polen. Si una planta se “convierte” en hembra, pierde la mitad de
adecuacion que brinda la fertilizacion de 6vulos y tiene una clara desventaja frente a una
planta hermafrodita. Para recobrar la funcion perdida, una hembra tiene que duplicar el
namero y/o la calidad de semillas que produce. Si la esterilidad se debe a genes
citoplasmaticos que se heredan exclusivamente a través de los dvulos (i.e., herencia
citoplasmatica), la ruta de transmision a traves del polen no existe para dichos genes. En
este escenario la seleccion favorecera a la esterilidad masculina siempre y cuando la
fertilidad de las hembras supere la produccién de semillas de las hermafroditas (Lewis
1941; Belhassen et al., 1991). Cuando la sexualidad es determinada por genes nucleares y
citoplasmaticos (i.e., herencia nucleo-citoplasmatica), la magnitud de la compensacion
esperada es intermedia a la predicha para las herencias nuclear y citoplasmatica (Lewis
1941; Charlesworth 1981; Gouyon y Couvet 1987). La relacion entre la asignacion de
recursos y la esterilidad masculina nicleo-citoplasmatica puede visualizarse como una
forma de “seleccidn antagonista” entre los genes del nacleo y del citoplasma (Frank 2000).
Debido a que los genes mitocondriales de las angiospermas se trasmiten sélo a través de las
semillas (Lewis 1941), la seleccion favorece a las variantes mitocondriales que reducen la
asignacion de recursos en la produccion de polen e incrementan la produccion de semillas
(Hanson 1991). La reasignacion de recursos del polen a las semillas, reduce la transmision
de genes nucleares debido a que su herencia biparental depende de la produccion de polen 'y
semillas. Por lo tanto, existe un conflicto de intereses entre genes mitocondriales
(citoplasmaticos) y nucleares en la asignacion de recursos a las funciones reproductivas

masculina (polen) y femenina (6vulos) (Couvet et al., 1990, ver Figura 1). La idea del



conflicto de intereses entre genes nucleares y citoplasmaticos es consistente con la
evolucion de genes nucleares que contrarrestan el efecto de genes de esterilidad
citoplasmatica (Frank 1989). De hecho se ha considerado que la evolucion de poblaciones
de hembras y hermafroditas (ginodiocismo) refleja la expresion de dicho conflicto (Lewis
1941). Asimismo las predicciones tedricas y la evidencia empirica indican que en la
mayoria de los casos la esterilidad masculina en plantas esta determinada por la interaccion
entre genes citoplasmaticos de esterilidad y genes nucleares que restauran la fertilidad del
polen de manera especifica (Couvet et al., 1990; Bellhassen et al., 1991; Hanson 1991;
Saumitou-Laprade et al., 1994; Koelewijn y van Damme 1995a y 1995b).

La expectativa teorica de que las hembras deben compensar la adecuacion perdida
produciendo méas y/o mejores semillas se ha demostrado en varias especies ginodioicas
(Ashman 1992, 1999; Delph y Lloyd 1996; Poot 1997; Delph et al., 1999; Delph y
Mutikainen 2003). A su vez, la compensacién reproductiva se ha interpretado como el
resultado de diversos factores. 1) Directamente como consecuencia de la reasignacion de
los recursos que no se invierten en la produccion de polen para incrementar la produccion
de semillas (Darwin 1877; Lloyd 1974). 2) La depresion por endogamia, que se puede
expresar en la progenie de las plantas hermafroditas que se autofecundan (Charlesworth y
Charlesworth 1978; Ashman 1992; Thompson y Tarayre 2000). 3) Los efectos
pleiotropicos de los restauradores nucleares (costo de la restauracion), que pueden reducir
la adecuacion de la progenie que los porta (Charlesworth y Ganders 1979; Delannay et al.,
1981; Frank 1989; de Haan et al., 1997; Bailey et al., 2003). 4) La limitacion por polen o
polinizadores que puede reducir la fecundidad de las hembras cuando su frecuencia en las
poblaciones es elevada (Frank 1989; Gouyon et al., 1991; Taylor et al., 1999; McCauley et
al 2000; Ramsey y Vaughton 2002). Finalmente 5) por diferencias entre sexos en la
atraccion de polinizadores (Williams y Fenster 1998; Williams et al., 2000) y en la
depredacion de semillas (Marshall y Ganders 2001; Collin et al., 2002).

El estudio de los factores relacionados con el incremento de la fecundidad femenina
y con el mantenimiento de hembras en poblaciones hermafroditas, se ha desarrollado bajo

la premisa de que la esterilidad masculina se debe a mutaciones de efecto mayor. Aun



cuando la EM es un atributo que se expresa en general de forma discreta (poblaciones de
hembras y hermafroditas), la presencia de individuos parcialmente estériles en especies
ginodioicas bien estudiadas (Agren y Willson 1991; Atlan et al., 1992; Hermanutz y Innes
1994; Koelewijn y van Damme 1996; Gigord et al., 1999) indica que la EM no se debe
necesariamente a la expresion de un so6lo locus con dos o tres estados discretos. El grado de
discrepancia entre genes citoplasmaticos y nucleares asi como la variacion en el nimero de
genes involucrados son dos factores que se han utilizado para explicar la presencia de
individuos con esterilidad masculina parcial (EMp) (Koelewijn y van Damme 1996; Gigord
et al., 1999; Koelewijn 2003). Asimismo se ha reportado que las poblaciones de especies
ginodioicas donde se presentan individuos con EMp difieren no solo en la proporcion de
hembras, hermafroditas y plantas con EMp, sino también en la habilidad de los fenotipos
intermedios para producir polen y frutos (Atlan et al., 1992; Gigord et al., 1999; Koelewijn
2003). Esta informacién es relevante pues sefiala que bajo el modelo de herencia mas
comun de la EM (nucleo-citoplasmatico), se producen fenotipos sexuales que no pierden
totalmente la funcion ni la adecuacion masculina. A diferencia del ginodiocismo “clasico”
la presencia de EMp permite no sélo evaluar el contraste reproductivo entre hembras y
hermafroditas, sino ademés permite evaluar como es la varianza en adecuacion masculina y
femenina en individuos parcialmente estériles. Asimismo, la EMp es un sistema apropiado
para explorar el papel de la EM en la modificacion de los patrones de asignacion
reproductiva y en la evolucion de la especializacion sexual. Basado en estos antecedentes,
el objetivo general de la tesis fue evaluar el papel de la EMp en la evolucion de la
especializacion sexual del sistema reproductivo de Erythroxylum havanense
(Erythroxylaceae), un arbusto distilico con esterilidad masculina parcial y ventaja femenina

asociada al morfo thrum.

En este trabajo utilizamos el marco conceptual de la teoria de asignacion sexual para
evaluar el efecto de la EMp en la modificacion de la asignacion reproductiva, y en la
evolucion de la especializacion sexual de los morfos florales de E. havanense (ver
adelante). La teoria de asignacion sexual explora como son “las curvas de adecuacién”, o la
respuesta de la adecuacion masculina y femenina a los cambios en la proporcion de

recursos asignados a cada funcion sexual (Charnov 1982), y constituye una explicacion



general a la diversidad de sistemas reproductivos en plantas, desde el hermafroditismo
hasta el diocismo. En el modelo de asignacion sexual esta implicita la idea de una
disyuntiva en la asignacidn de recursos entre las funciones sexuales, una proporcién “r” de
recursos son asignados a la funcion masculina y una proporcion “1 —r” a la funcion
femenina. De acuerdo a esta idea las adecuaciones masculina (m) y femenina (f) se
expresan como una funcion exponencial de los recursos invertidos en la funcion masculina
[mar’yfa(l-r)°]. Unexponente (b o c) < 1 genera funciones que desaceleran o saturan
la retribucion de la inversion de recursos (Figura 2a, “i””), mientras que exponentes (b o ¢) >
1 generan funciones que aceleran el beneficio de la inversion de recursos (Figura 2a, “iii”).
Las curvas de saturacion indican que un gasto limitado de recursos es suficiente para
acercarse al maximo posible de adecuacién y favorecen la inversion en ambas funciones
sexuales. En contraste, las curvas de aceleracion indican que se requiere invertir una gran
cantidad de recursos para aproximarse al maximo posible de adecuacion y favorecen la
inversion de la totalidad de los recursos en una u otra funcion sexual. Si se grafica la curva
de adecuacion masculina versus la femenina se pueden obtener “los conjuntos de
adecuacion” (Levins 1968) que muestran la disyuntiva reproductiva y los patrones de
asignacion que maximizan la adecuacion (Figura 2b). Los conjuntos de adecuacién
convexos (encima de la diagonal) indican que la adecuacion de un fenotipo hermafrodita es
superior al de cualquier fenotipo unisexual. Los conjuntos de adecuacion céncavos (abajo
de la diagonal) indican gque la adecuacién de un fenotipo que hace todo el gasto en la
funcién femenina o en la funcién masculina (unisexual), es mayor que la adecuacion de
cualquier hermafrodita. En general las curvas de adecuacion masculina y/o femenina que
aceleran las ganancias de la inversion de recursos, producen conjuntos de adecuacion que

favorecen la evolucion del diocismo (Charnov 1982).

La evidencia empirica relacionada a la forma de las funciones de adecuacion y a la
existencia de una disyuntiva en la asignacion de recursos entre las funciones sexuales es
relativamente escasa (ver Campbell 2000). Esto se debe principalmente a la dificultad para
medir con precision los recursos invertidos en ambas funciones sexuales y el éxito
reproductivo masculino y femenino. Diversos atributos como la proporcion de flores

macho, el cociente nimero de flores/nimero de semillas, asi como la biomasa invertida en



estambres, gineceo y semillas se han utilizado como estimadores de la asignacién de
recursos. Si bien la seleccion de las unidades para estimar la inversion de recursos en ambas
funciones sexuales puede ser un problema en si mismo, la mayor dificultad es obtener un
estimador preciso de la adecuacién masculina y femenina, sobre todo en poblaciones
naturales. La adecuacion femenina se estima habitualmente cuantificando la produccion de
semillas, y el estudio del desempefio de la progenie ha permitido evaluar con mayor
precision la fertilidad y los factores (ejem. dispersion y competencia) que pueden modificar
la forma de la funcion femenina (Lloyd 1984). La estimacion de la adecuacion masculina es
un asunto relativamente mas complejo. Algunos estudios han utilizado las cargas de polen
en los estigmas de plantas receptoras (Thomson y Thomson 1989) y la remocién de polen
(Young y Stanton 1990) como estimadores de la adecuacién masculina. Sin embargo estas
medidas no garantizan que los dvulos hayan sido fertilizados ni miden apropiadamente la
adecuacion masculina. El desarrollo de analisis de paternidad con base en marcadores
genéticos (Smouse y Meagher 1994) ha permitido estimar el namero de 6vulos que fecunda

cada planta y obtener una medida mas precisa de la adecuacion masculina.

La forma de las curvas de adecuacion se ha evaluado con detalle en las
hermafroditas Ipomopsis aggregata (Campbell 1998), Cynoglossum officinale y Echium
vulgare (Rademaker y de Jong 2000) y en la andromonoica Solanum carolinense (Elle
1999). En general los resultados indican que la adecuacién masculina aumenta como
respuesta al incremento en la asignacién de recursos en esta funcion. Acorde a lo esperado
tedricamente para los sistemas hermafroditas, el aumento en la inversién de recursos en
ambas funciones sexuales produce incrementos lineales de la adecuacion, o curvas de

saturacion que resultan en conjuntos de adecuacion convexos.

En teoria la disyuntiva reproductiva deberia producir una correlacion genética
negativa en los recursos asignados a las dos funciones sexuales. Sin embargo, pocos
estudios han cuantificado la variacion genética de la biomasa de estructuras reproductivas
asociadas a una y otra funcion sexual (Zea mays, Garnier et al. 1993; Lythrum salicaria, O”
Neil y Schmitt 1993; Begonia semiovata, Agren y Schemske 1995; e Ipomopsis

aggreggata, Campbell 1997). En tres estudios se ha reportado una correlacion positiva



entre los componentes de la funcién masculina y femenina, y Unicamente en el caso del
maiz se encontro una correlacion negativa en la asignacion de recursos a las estructuras
masculinas y femeninas (Garnier et al. 1993). En general estos resultados proveen poca
evidencia sobre la disyuntiva reproductiva y sugieren que la variacion genética en la
asignacion de recursos puede ser menor a la variacion de los rasgos asociados con la

adquisicion de recursos (Campbell 2000).

En conjunto, la evidencia de los trabajos mencionados se restringe a la evaluacion
de los patrones de asignacion reproductiva en especies hermafroditas. Sin embargo las
condiciones especificas (el cambio en los patrones de asignacion y sus consecuencias en el
éxito reproductivo) que permitirian a las plantas con esterilidad masculina o femenina
invadir poblaciones de plantas hermafroditas, han sido poco estudiadas empiricamente
Ashman 1999, Koelewijn 2003). En este trabajo realizamos un experimento de cruzas
controladas, determinamos la paternidad de semillas producidas y estimamos el éxito
reproductivo masculino y femenino de plantas thrum con diferente nivel de EM en una
poblacion natural. Con base en esta informacion analizamos las consecuencias
reproductivas de la variacion en la asignacion a la funciéon masculina, y evaluamos si el
dimorfismo morfoldgico que caracteriza a la distilia junto a la EM del morfo thrum,

proveen las condiciones que permitirian la evolucion de dos sexos separados.

Erythroxylum havanense es un arbusto distilico de floracion masiva y sincrénica
que se caracteriza por presentar esterilidad masculina asociada al morfo thrum (ver Figura
3) y por una asimetria reproductiva entre los morfos florales (Dominguez et al., 1997). Los
individuos de morfo pin producen 1.8 veces mas polen viable que los thrum, pero en
contraste las plantas thrum producen 46 % mas semillas que las pin y su progenie crece mas
rapido y se reproduce primero en comparacion con la progenie de las plantas pin
(Dominguez et al., 1997; Avila-Sakar y Dominguez 2000). E. havanense presenta también
un sistema de incompatibilidad intramorfo que impide la produccion de semillas en cruzas
entre individuos del mismo tipo floral (Dominguez 1990). Es decir, los évulos thrum son
fecundados necesariamente con polen piny viceversa (ver Figura 4). Debido a la

dependencia reciproca de los morfos florales para producir semillas, se ha sugerido que la



asimetria reproductiva de E. havanense podria promover la evolucién de su sistema
reproductivo, las plantas thrum funcionando como hembras y las pin principalmente como
machos (Avila-Sakar y Dominguez 2000). La mayoria de las hipétesis sobre la evolucién
del diocismo en plantas se basan en la existencia de correlaciones con atributos como la
presencia de frutos carnosos, el habito lefioso, flores pequefias e inconspicuas y la
colonizacion de islas (Thomson y Brunet, 1990). En el caso particular de la evolucion de
dos sexos separados a partir de la distilia, se supone que las plantas de un tipo floral se
especializan como hembras y las plantas del tipo floral opuesto se especializan como
machos a través de la modificacién gradual de la sexualidad (Darwin 1877; Lloyd 1979;
Casper y Charnov 1982). Esta transicion se ha relacionado con factores ecoldgicos como el
flujo asimétrico de polen entre los tipos florales (Ornduff 1966; Beach y Bawa 1980;
Muechow y Grebus 1989). En contraste con la evidencia correlativa de la evolucion del
diocismo, en este trabajo se presenta evidencia directa de la especializacion sexual de una
especie distilica. En particular se plantea que debido a la reciprocidad reproductiva de los
tipos florales, la evolucion de la EM thrum puede resultar en la pérdida automatica de la
funcién femenina de las plantas pin, y en el establecimiento de una poblacion
funcionalmente dioica sin la necesidad de una segunda mutacién de esterilidad
complementaria. Este escenario contrasta con las dos mutaciones de esterilidad que implica

la evolucion de dos sexos separados a partir de una condicion hermafrodita monomorfica.

El trabajo esta divido en tres secciones. En los capitulos 1 'y Il se evalla el efecto de
la EM en la cantidad y calidad de la progenie de las plantas thrum, y se analiza el papel de
ambos componentes de adecuacion en el establecimiento de plantas thrum completamente
estériles. La dependencia reproductiva de los morfos florales hace que la adecuacion
promedio de la funcion masculina de un morfo sea equivalente a la adecuacion promedio de
la funcién femenina del morfo complementario. Por ello esta parte del estudio se concentra
exclusivamente en el analisis de las consecuencias reproductivas de la EM de las plantas
thrum. En el tercer capitulo se analiza el papel de la varianza ambiental en la compensacion
reproductiva de la EM de las plantas thrum frente a las pin en condiciones naturales. En
este caso se realiza una comparacion de las consecuencias reproductivas en las plantas de

ambos morfos.
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Figura 1. Evolucién de la esterilidad masculina citoplasmaética (emc) y restauracion de la fertilidad masculina:
“un conflicto de intereses y seleccion a nivel de genes”. La figura ilustra una célula (por simplicidad el ntcleo
es haploide) y una flor de genotipos particulares. a) El locus mitocondrial “emc” se hereda exclusivamente a
través de las semillas mientras que los loci nucleares como “r” se heredan a través de las semillas y los granos
de polen. b) Una mutacion “emc+” elimina la produccion de polen y puede incrementar la produccion de
semillas si los recursos del polen se reasignan a la produccion de semillas. Como resultado se incrementa la
frecuencia de “emc+” (hembras). La produccion de hembras no favorece a los genes nucleares debido a que
estos no se trasmiten por el polen de las plantas estériles. ¢) Debido a que la adecuacion de los genes
nucleares depende de su transmision a través de polen y semillas, la seleccion favorece al alelo restaurador
“r+” que contrarreste el efecto de “emc+”. La poblacion puede fijarse para alelos antagonistas “emc+” y r+”y
ser fenotipicamente indistinguible de la poblacion ancestral emc--, r--. (Tomado de Futuyma 2005).
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Figura 2. Teoria de asignacion sexual. a) Las curvas de adecuacion indican la respuesta de la de
adecuacién masculina y femenina a los cambios en el nivel de recursos invertidos. Las curvas de
adecuacion pueden ser 1) de saturacion, 1) lineales o 111) de aceleracién. b) La combinacién de las
adecuaciones macho y hembra muestra la disyuntiva reproductiva y los conjuntos de adecuacién.
Los conjuntos de adecuacidn convexos (por arriba de la diagonal) favorecen el hermafroditismo y
los concavos el diocismo.
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Thrum

Pin

Figura 3. En la parte superior una antera (A) thrum en meiosis con los loculos vacios, y (B) granos
de polen abortivos (exina en papilas) y normales en un loculo de antera thrum. En la parte inferior
una antera pin fértil (A) y granos de polen pin fértiles con exina reticulada (Tomado de Dominguez

et at., 1997).
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Figura 4. a) La distilia es un sistema hermafrodita con dos tipos florales (pin y thrum) que difieren
en la posicion relativa de anteras y el estilo. El dimorfismo floral esta acompafiado de un sistema de
incompatibilidad intra-morfo que impide la produccién de semillas cuando se cruzan individuos del
mismo tipo floral. Las flechas de linea continua (i) sefialan las cruzas compatibles y fértiles. Las
flechas de linea punteada (ii) indican las cruzas incompatibles. A pesar de tener ambas funciones
sexuales las plantas pin requieren del polen thrum para fertilizar sus 6vulos y viceversa. b) En el
modelo propuesto para Erythroxylum havanense la esterilidad masculina del morfo thrum anula las
cruzas donde estas plantas actian como donadores de polen (ii). Debido a la reciprocidad
reproductiva de los morfos florales y a la evolucion de la esterilidad masculina thrum, las plantas
pin funcionaran como donadores de polen (i) y las thrum como hembras.
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Esterilidad masculinay evolucion de la especializacion sexual en una especie
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Resumen

Un aspecto fundamental de la evolucion de la especializacion sexual de las angiospermas,
es que si se parte de un estado hermafrodita monomarfico la evolucion de dos sexos
separados requiere como minimo dos cambios genéticos. Uno que produzca hembras
(esterilidad masculina) y otro que produzca machos (esterilidad femenina). Unaruta
aternativade evolucién aladieciaes a partir de ladistilia, que se caracteriza por e
dimorfismo floral asociado a un sistema de incompatibilidad intramorfo que impide la
fertilizacion entre plantas con flores del mismo tipo. La fertilizacion reciproca hace suponer
gue la especializacion gradual de los morfos en unay otrafuncién sexual puede resultar en
laevolucion de ladiecia. En contraste con las dos mutaciones sucesivas o la especializacion
gradual de un sistema dimérfico que estas hipétesis proponen como requisitos parala
evolucién de ladiecia, se puede plantear que € surgimiento de una sola mutacién de
esterilidad en un sistema distilico donde la fertilizacion es reciproca, puede facilitar la
evolucién de dos sexos separados sin requerir de una segunda mutacion de esterilidad
complementaria. En este estudio evaluamos si |a esterilidad masculina (EM) asociada al
morfo thrum de Erythroxylum havanense se favorece sobre el mantenimiento de su
condicion hermafrodita original. La evolucién de la EM thrum requiere que lainversion de
recursos en lafuncion femenina se favorezca por encima de la asignacion simultanea en las
funciones masculinay femenina. Es decir, que la adecuacion de los individuos totalmente
estériles supere la adecuacion de los individuos cosexuales. Para probar esta expectativa
tedrica se calcularon y contrastaron las pendientes que relacionan la asignacion de recursos
alafuncion masculina (produccion de polen viable) con el éxito reproductivo masculino y
femenino de plantas thrum con diferente nivel de esterilidad masculina (NEM). Serealizo
un experimento de cruzas controladas y con base en marcadores genéticos ISSRs se logré
determinar la paternidad del 89 % de la progeniey estimar la adecuacion masculina. La
adecuacion femenina se estimé con base en la fecundidad del morfo thrum evaluada en un
estudio previo. Encontramos que el 14 % de los individuos thrum en la poblacion son
completamente estériles parala funcién masculing, y que el NEM se relaciona
negativamente con la adecuacion masculinay de forma positiva con lafemenina. Las
funciones de adecuacion revelaron que el éxito reproductivo de los individuos thrum con
mayor NEM supera la adecuacion de |os fenotipos del mismo morfo que conservan su
condicion bisexual y que se reproducen por ambas vias sexuales. Debido ala dependencia
reproductiva de los morfos florales, la esterilidad masculina total del morfo thrum puede
resultar en la pérdida“automatica’ de lafuncién femenina del morfo pin,y en e

establ ecimiento de una poblacion funcionalmente dioica, aln sin necesidad de una segunda
mutacién de esterilidad complementaria.



I ntroduccion

Porqué y como evolucionan individuos unisexuales a partir de ancestros cosexuales son
preguntas fundamental es para comprender el complejo proceso de la reproduccién sexual
en las angiospermas. La evidencia empirica sefidla que la especializacion sexua ha
evolucionado en repetidas ocasiones a partir de diversas formas de cosexualidad (Webb
1999). Un aspecto fundamental de estatransicion, es que si se parte de un estado
hermafrodita monomarfico la evolucién de dos sexos separados requiere como minimo dos
cambios genéticos (Charlesworth 1999). Uno que produzca hembras (esterilidad masculing)
y otro que produzca machos (esterilidad femenina). En primer lugar se requiere que una
mutacion de esterilidad invada una poblacién hermafroditay se establezca un dimorfismo
reproductivo donde coexisten plantas unisexuales y hermafroditas (rutas del ginodioicismo
o androdioicismo). Y luego que una segunda mutacion esterilice la funcién sexual
complementaria de los hermafroditas remanentes. Otro escenario evolutivo diferente ocurre
cuando la seleccidn actla sobre sistemas reproductivos cosexual es que de origen son
dimorficos (rutas de la heterostiliay la heterodicogamia). En este caso la evolucion de dos
sexos separados se debe a la especializacion gradual de los tipos florales en alguna de las
dos funciones sexuales (Darwin 1877; Lloyd 1979; Casper y Charnov 1982). Es decir, la
evolucion del diocismo a partir de una condicion hermafrodita requiere como minimo dos
mutaciones de esterilidad sucesivas y complementarias, o la especializacion gradual de
tipos florales cosexuales y dimérficos en unay otrafuncion sexual. De acuerdo a estas
hipotesis se puede plantear que €l surgimiento de una mutacion de esterilidad en un sistema
distilico donde lafertilizacion es reciproca puede facilitar la evolucion de dos sexos
separados sin requerir de una segunda mutacion de esterilidad complementaria. Ladistilia
es un dimorfismo floral (piny thrum) asociado a un sistema de incompatibilidad intramorfo
que impide lafertilizacion entre plantas del mismo tipo floral. Esto significa que la
produccion de semillas de un morfo depende de la disponibilidad y fertilidad del polen del
morfo contrario. Debido a ésta reciprocidad reproductiva, una mutacion que esterilice la
funcion masculina de un morfo, puede conducir ala pérdida“automatica’ de lafuncién
femenina del morfo complementario. En contraste con las dos mutaciones de esterilidad

gue se requieren parala evolucion de sexos separados a partir de una condicion



hermafrodita monomorfica, la evolucion de la especializacion sexual en una especie
distilica puede ocurrir sin la necesidad de una segunda mutacion complementaria de
esterilidad.

Diversos autores han planteado que el diocismo puede evolucionar a partir de la
digtilia (Darwin 1877; Lloyd 1979; Casper y Charnov 1982; Charlesworth 1989). Se
presume que debido a que los dos morfos florales se fertilizan de forma reciproca, un morfo
se especializa como macho y el otro como hembra através de la modificacién gradual de la
sexuaidad. Esta transicion evolutiva se ha documentado en varias familias con especies
heterostilicas, pero en general se harelacionado con factores ecol 6gicos como la
intervencion de los polinizadores en € flujo asimétrico de polen entre los morfos florales
(Ornduff 1966; Beach y Bawa 1980; Wyatt 1983; Muenchow y Grebus 1989). Sin embargo
en pocas ocasiones se havinculado el efecto de mutaciones de esterilidad que modifican de
maneraintrinseca la expresion sexual de plantas distilicas con laevolucion dela
especializacion sexual (Baker 1958; Avila-Sakar y Dominguez 2000). Erythroxylum
havanense es un arbusto distilico que por sus caracteristicas constituye un sistema ideal
paraevaluar la evolucion de sexos separados a partir de un sistema reproductivo
hermafrodita, dimorficoy con esterilidad masculina.

E. havanense tiene un sistema de incompatibilidad intramorfo y esterilidad
masculina parcial (EMp) asociada a una ventaja femenina compensatoria en las plantas de
morfo thrum (Dominguez et al. 1997). Las plantas pin producen en promedio 1.8 veces mas
polen viable que los individuos thrum. En contraste las plantas thrum producen 46 % méas
semillas que las pin, y su progenie sobrevive y se reproduce alos 8 afos de edad con una
probabilidad 2.8 veces mayor que la de madres pin (Dominguez et al., 1997; Avila-Sakar y
Dominguez 2000). Debido a esta asimetria reproductivay a que los 6vulos thrum son
fecundados por polen pin'y viceversa (Dominguez 1990), se ha propuesto que esta especie
experimenta un proceso de especializacion sexua donde las plantas thrum funcionarian
principal mente como hembrasy las pin como machos (Avila-Sakar y Dominguez 2000).
Sin embargo ninguna de | as hipoétesis clasicas que se utilizan para explicar la evolucion de

la especializacion sexual en especies heterostilicas (i.e. servicio de polinizadores, flujo 'y



limitacion por polen) explicalas diferencias reproductivas observadas entre los morfos
florales de esta especie (Avila-Sakar y Dominguez 2000). Por |o tanto el objetivo de este
estudio es evaluar s la esterilidad masculina parcial (EMp) asociada al morfo thrum junto a
la dependencia reproductiva de |os morfos florales de Erythroxylum havanense, favorecen
laevolucién de la esterilidad masculina total (EM) en plantas de este morfoy el

establ ecimiento de un sistema reproductivo funcionalmente dioico (i.e. hembras thrumy

machos pin).

LaEM surgey se propaga con relativa facilidad en poblaciones de plantas
hermafroditas. Esto se debe principalmente a que en lamayoria de los casos |la EM
involucra genes mitocondriales que se heredan via materna (Cosmidesy Tooby 1981,
Couvet et al., 1990; Saumitou-Laprade et al., 1994), y por tanto su propagacion no requiere
la produccién de polen, ni es afectada por |a pérdida de adecuacién masculina de sus
portadores (Lewis 1941; Lloyd 1975; Charlesworth y Charlesworth 1978; Charlesworth
1999). Una expectativatedrica es que laEM deberia ser comun en poblaciones naturales.
En efecto, a diferencia de la esterilidad femenina, laEM ocurre con alta frecuenciaen las
angiospermas (543 especies en 178 géneros y 50 familias, Dem'yanova 1985, en Jacobsy
Wade 2003). Debido a que las plantas hermafroditas obtienen en promedio “lamitad” de su
adecuacion através de la funcion masculing, la esterilidad del polen resulta en una
desventaja reproductiva (Fisher 1958; Charlesworth 1981; Gouyon y Couvet 1987). Bgjo €l
modelo de herenciade la EM mas restrictivo, esta desventaja puede ser compensada por las
hembras si duplican €l nimero y/o la calidad de las semillas que producen las hermafroditas
(Lloyd 1974; Frank 1989; Couvet et a., 1990; Delph et al., 1999). La compensacion
reproductivay el mantenimiento de hembras se han estudiado bajo la suposicion de que la
modificacién de |os patrones de asignacion sexua y la evolucion de sistemas reproductivos
como el ginodioicismo, se deben a mutaciones de esterilidad de efecto mayor (Lewis 1941,
Rossy Gregorius 1985; Delannay et al., 1981; Jacobsy Wade 2003). En general éste es el
caso, pero como se vera enseguida, la herencia nucleo-citoplasmética de |a esterilidad
puede resultar en EMp. La expresion parcia de la EM implica que la dinamica evolutiva de
la especializacion sexual en presencia de mutaciones de esterilidad puede modificarse

potencialmente, no obstante se sabe bastante poco de sus consecuencias (reproductivas).



Ademas de genes citoplasméticos de esterilidad, |a determinacidn del sexo en
especies con EM incluye genes nucleares que restauran la fertilidad del polen de manera
especifica (Couvet et al., 1990; Bellhassen et al., 1991; Saumitou-Laprade et al., 1994,
Koelewijny van Damme 19953, 1995b). Debido al niUmero de genes involucradosy a que
la correspondencia o “adaptacidn” entre genes citoplasmaticos y nucleares puede tener
algun nivel de desajuste, se pueden producir individuos parcialmente estériles (Koelewijny
van Damme 1996; Gigord et al., 1999; Koelewijn 2003). La EMp se caracteriza por la
presencia de individuos cuyas flores tienen anteras reducidas o que producen sblo una
proporcion de polen fértil, y se hareportado en poblaciones de diversas especies
ginodioicas bien estudiadas (Plantago lanceolata, van Damme 'y van Delden 1982,
Koelewijny van Damme 1996; Slene acaulis, Hermanutz y Innes 1994; Slene spp,
Maurice 1999; Geranium maculatum, Agren y Willson 1991; Saxifraga granulata, Stevens
y Richards 1985) donde coexisten hermafroditas (H), hembras (EM), y una proporcién de
plantas con EMp. Dichas poblaciones difieren en la proporcién de fenotipos sexuales (H,
EM y EMp) y en la habilidad de los fenotipos parcia mente estériles para producir frutos
(ver Tabla l). Por iemplo, en G. maculatumy en P. lanceolata la adecuacion de las plantas
con EMp esintermediaala de hembrasy hermafroditas, y la produccion de semillasy la
proporcion de anteras funcionales se correlacionan de forma negativa. Es decir, adiferencia
de las hembras los individuos parcia mente estériles no pierden en su totalidad la funcion ni
la adecuacién masculina. Asimismo la EMp se puede relacionar con la modificacion de los
patrones de asignacién reproductiva. En Plantago coronopus se ha mostrado que la
compensacion de la EMp se relaciona con el desvio de recursos de la funcién masculina
hacialafemenina (Koelewijn 2003). La expresion parcial dela EM permite evaluar de
manera explicitas el beneficio de lainversion de recursos en ambas funciones sexuales es
subaditivo y como se predice tedricamente (LlIoyd 1984), esto favorece la evolucion de la
especializacion sexual. En particular la EMp brinda la oportunidad de recurrir a marco
tedrico de la asignacion sexual para evaluar los gradientes de seleccion de las funciones
sexual es de individuos parciamente estériles y dar una solida explicacion ala propagacion

de mutaciones de esterilidad.



Lateoria de asignacion sexua evallia como eslarelacion entre la asignacion de
recursos alas funciones masculinay femeninay la adecuacion por cadavia. Es decir, coOmo
son las funciones de adecuacion (Charnov 1982). En el modelo clasico los recursos son
finitosy se asignan alafuncion masculina o ala femenina de manerasimultanea. La
adecuaci én masculina (m) se incrementa con la proporcién de recursos asignados ala
funcion masculina(r), y laforma de esta relacion se define por una funcion exponencial del
tipo (m o r°). Al mismo tiempo la adecuacién femenina (f) disminuye de acuerdo ala
funcién (f a (1-r)°) (Charnov 1982; Campbell 1998). Las curvas de adecuacion que aceleran
las ganancias de lainversién de recursos en unafuncion sexual (i.e. concavas, b o c > 1),
favorecen la evolucion de sexos separados. Las curvas de saturacion (b o c < 1), por €
contrario, favorecen la evolucion del hermafroditismo (Charnov 1982). Evaluar estas
predicciones es complejo, principalmente porque las funciones de adecuacion relacionan
dos variables que son notablemente dificiles de medir, la adecuacion (sobre todo la
masculina) y la cantidad de recursos asignados a la funcion masculina (r) (Campbell 2000).
En este estudio evaluamos la magnitud y el signo de la relacion entre |las adecuaciones
masculinay femeninay los recursos invertidos en la reproduccién en individuos thrum con
diferente nivel de esterilidad masculina (NEM). Como medida de lainversion en lafuncién
masculina (r) utilizamos la variacion en la produccion de polen viable y exploramos las
consecuencias reproductivas de dicha variacion en la produccion de frutos (adecuacion

femenina) y en la paternidad de semillas (adecuacion masculina).

En resumen, en este trabajo contrastamos | os coeficientes de regresion de las
adecuaciones masculinay femeninaen funcion del NEM y evaluamos si lainversion en la
funcion femenina se favorece por encima de la asignacion simulténea en las funciones
masculinay femenina. Lo cual resultaratedricamente en lainvasion de individuos thrum
completamente estériles sobre el mantenimiento de la cosexualidad. Dada la reciprocidad
reproductiva de los morfos florales de E. havanense, el establecimiento de plantas thrum
completamente estériles constituye el factor clave que permitirialatransicion evolutiva de

ladistiliaaladieciafuncional (i.e. hembras thrum y machos pin).



Materialesy M étodos

Stio de estudio

El estudio serealiz6 en la Estacion de Biologia de Chamela, unareserva natural de la
UNAM en lacostadel Estado de Jalisco, México (19° 30" N, 105° 03 W). La vegetacion se
caracteriza por un denso bosgue tropical deciduo. La precipitacion media anual es de 707
mm. Existe una marcada época de secas de noviembre a mayo, y entre julio y octubre cae el
80 % de la precipitacion. Una descripcion detallada de lafloray e clima puede encontrarse
en Lott et al. (1987) y Bullock (1986) respectivamente.

La planta de estudio

Erythroxylum havanense Jacq. (Erythroxylaceae) es un arbusto perenne distilico que tiene
un sistema de incompatibilidad completa entre los morfos florales. Las plantas crecen en
forma agregada en grupos de entre 20 y 100 individuos y la proporcion de morfos florales
pin : thrum no difiere de una proporcion 1 : 1 (Dominguez 1990). Lafloracion empieza
entre 7'y 10 dias después de la primera lluvia fuerte que marca el inicio de latemporada
himeda. Las plantas individual es florecen durante un periodo corto de 2.8 + 0.1 dias (de
aqui en adelante media+ ee) y el periodo de un grupo se extiendea 5.7 + 0.9 dias
(Dominguez y Dirzo 1995). Es decir, lafloracién dentro de un parche esmasivay
sincrénica. La capacidad de respuesta ala humedad es un atributo relevante que permite
manipular lafloracion experimentalmente como se vera méas adelante. Las flores son
pequefias (=~ 1 cm), son polinizadas principalmente por abejas de los géneros Trigona
(Apidae) y Xylocopa (Anthophoridae) y lareceptividad del estigma se limitaalas primeras
horas del dia. Los frutos maduros son pequefias drupas rojas que contienen sélo un évulo
fértil (Dominguez et al., 1997). Erythroxylum havanense presenta esterilidad masculina
asociada principalmente al morfo thrum. Las plantas thrum producen 4.7 veces mas flores
estériles (X% = 38.15, P < 0.0001) y sdlo el 54 % del polen viable que producen las plantas
pin (ver Dominguez et al., 1997). En contraste los individuos thrum producen 46 % mas
semillas que los pin, y su progenie crece mas rapido y se reproduce primero en
comparacién con la progenie de plantas pin (Avila-Sakar y Dominguez 2000). Debido a

esta asimetria reproductivay a que todos los 6vulos de | as plantas pin son fecundados por



polen thrum y viceversa (Dominguez 1990), se ha propuesto que €l sistema reproductivo de
esta especie experimenta un proceso de especializacion sexual, |as plantas thrum actuando
principalmente como hembrasy las plantas pin como machos (Avila-Sakar y Dominguez
2000). Ademés la EM en E. havanense tiene un componente heredable que es
independiente de la variacion ambiental. Un andlisis de larepetibilidad delaEM indica
gue una parte (0.47) de lavariacion fenotipica se explica por diferencias permanentes entre
individuos (F (1-22 = 15.8, P = 0.0006, R = 0.39, Rosas et al., 2005). Los patrones de
desarrollo floral indican quela EM es evidente en €l 67 % de las flores thrum y sdlo en 14.3
% de lasflores pin (Dominguez et al., 1997). Finalmente la EM en diferentes poblaciones
de laregién de Chamela es invariablemente mayor en |as plantas de morfo thrum (Cuevas
et a., 2005). LaEM se evalud con base en cultivos de polen in vitro. Se calcul6 la
esterilidad masculinaindividual como: EM = 1 — FP, donde FP es|a proporcién de polen
germinado divido por € polen total (FP = polen germinado / polen total). Una descripcion
detallada de la evaluacion de la viabilidad del polen de esta especie se puede encontrar en
Cuevaset a. (2005) y Rosas et a. (2005).

Esterilidad masculina y paternidad en condiciones experimentales

Disefio experimental. — Debido ala dependencia reproductiva de los morfos florales, la
adecuacion masculina promedio de los individuos de un morfo es practicamente igual ala
adecuacion femenina de los individuos del morfo contrario. En este caso particular, la
seleccion dela EM thrum puede conducir ala pérdida automética de la funcion femenina
piny como hemos mencionado, a establecimiento de una poblacién funcionalmente dioica.
Por lo tanto nuestra evaluacion se enfoca en las consecuencias reproductivas delaEM y en
la especializacion del morfo thrum en la funcion femenina. Paraevaluar € efecto dela
variacion en laviabilidad del polen en el éxito reproductivo de la funcion masculina del
morfo thrum, realizamos un experimento de cruzas controladas en una poblacién natural.
Con base en € riego artificial de grupos discretos de plantas se indujo lafloracion
sincrénicay la polinizacién cruzada natural entre donadores de polen thrum con diferente
NEM, y plantas maternas pin. El andlisis de la paternidad de la progenie de las plantas pin
permitio evaluar el éxito reproductivo masculino de los donadores thrum en funcion de su

NEM. El disefio del experimento consistié en conjuntos de 4 donadores de polen de morfo



thrum con diferente grado de esterilidad masculinay 2 plantas pin receptoras de polen (ver

Figura 1). Los donadores fueron seleccionados con base en la distribucion de frecuencias de
la esterilidad masculina (ver Rosas et al., 2005), y en cada réplica se incluyeron plantas con
nivel ato, medioy bajo de EM. El experimento se replicd en diez ocasiones estimulando la

floracion secuencia de las 6 plantas de cada réplica como se describe a continuacion.

Disefio de riego e induccién de la floracién. — El experimento se realizo un mes antes del
inicio de latemporada de lluvias. Como se menciond, la capacidad de |as plantas para
responder ala humedad del suelo permite manipular lafloracién. El riego experimental nos
permitio inducir la floracion sincronica entre individuos de unaréplicay en secuencia entre
las réplicas del experimento, de tal forma que no hubo méas de un grupo floreciendo al
mismo tiempo (ver Figura 2). A cada planta se le suministré 20 litros de aguainicialesy
posteriormente 10 litros cada tercer dia. El primer bloque experimental seirrigd el 12 de
mayo de 1999. El inicio del riego de cada réplica se desfaso por un intervalo de 2 dias entre
el riego de unaréplicay lasiguiente, de forma que el décimo grupo experimental seirrigd
hasta el 8 de junio del mismo afio. Con base en este esquema de riego secuencial se evitd la
sobreposicion de lafloracién entre plantas de réplicas independientes. Unavez que las
plantas de unaréplica florecian en sincronia, los polinizadores visitaron las flores y la
polinizacion ocurrié naturalmente. Esta técnica de induccion de la floracion nos permitio
asegurar que € flujo de polen y los apareamientos sucedieran exclusivamente entre las 4
plantas donadoras (thrum), y las 2 plantas receptoras (pin) de cada réplica experimental.
Esto implicaque € nimero potencia de progenitores paternos de cada semilla se limitaa
cuatro, lo cual esrelevante paraincrementar la probabilidad de asignacion de parentesco
genético en e andlisis de paternidad. El experimento estaba originalmente disefiado para
obtener 20 familias maternas pin. Sin embargo, €l follgjey las flores de varias plantas
fueron consumidos casi completamente por hormigas cortadoras (Atta sp.), por lo que
nuestro tamario de muestra se redujo a 10 familias maternas pin. Cinco de las réplicas
consistieron de una planta receptora pin y cuatro donadores thrum, y cinco réplicas
estuvieron formadas por una planta receptoray tres donadores. En o sucesivo los datos
presentados se refieren a este conjunto de 10 réplicas.



Distancia entre consortes y despliegue floral. — Dos factores que pueden influir en la
probabilidad de donacion de polen 'y en el éxito reproductivo masculino son la distancia
entre consortes y la produccion de flores por planta. Para evaluar el efecto de la distancia
entre consortes en la contribucion de cada donador a la paternidad de las semillas, se
calculé ladistancia entre cada donador y receptor de polen. Por su parte, la produccion de
flores puede determinar la cantidad de polen viable que produce una planta. Estudios
previos han mostrado que |os polinizadores mas comunes de E. havanense forrajean
preferentemente en plantas con muchas flores (Dominguez et al., 1997). En consecuencia el
despliegue floral puede influir en la cantidad de polen exportado y en el nimero de 6vulos
que son fertilizados en otras plantas. Por |o tanto se registro el nimero de flores abiertas

durante el experimento en cada individuo.

Germinacién de semillasy crecimiento de plantulas. — Una vez que | os frutos maduraron se
colectaron entre 30 y 60 (segun disponibilidad) de cada planta materna, se removid la pulpa
y se estimo la masa de | as semillas (Scientech SA 120). Tres dias después de colectadas, las
semillas se pusieron agerminar en jiffy pots utilizando como sustrato suelo de la estacion
donde otras plantas de E. havanense crecen. Un total de 511 plantulas de 10 plantas
maternas pin (51 + 3.66 semillas por planta) fueron trasplantadas en lugares asignados al
azar dentro de una exclusion construida en una area de la selva donde E. havanense crece
de manera natural. En noviembre de 1999 se colecté una muestra de hojas de la progenie y
de los progenitores para extraer el ADN. Las hojas se embolsaron, etiquetaron, y
transportaron en un tangue de nitrégeno liquido al laboratorio donde se almacenaron en un
ultra congelador (-80 °C).

Obtencién de marcadores genéticos y andlisis de paternidad

Extraccion de ADN y amplificacion por PCR. — La muestra analizada consistio de las
plantas maternas, |os donadores de polen y 460 plantulas que sobrevivieron alafecha de
colecta de las muestras. Usando el método “mini prep” de CTAB (Doyley Doyle 1987;
Lefort y Douglas 1999) se aiss6 ADN gendmico de 200 mg detejido foliar. Utilizando un
fluorémetro (Hoefer Biofarmacia Dynaguant 200) se determind la concentracién del ADN,

y todas las muestras fueron estandarizadas a una concentracion de 25 pg/ml para utilizarlas



como templado en |os ensayos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La mezcla
de lareaccion contenia Buffer de PCR 1X (TrissHCL 20 mM, pH 8.4y KCL 50 mM),
MgCl, 2 mM, dNTPs 0.2 uM c/u, Taq 1 u, 1 uM de primer (todo de Gibco BRL ®) y 20 ng
de ADN. Los PCR se realizaron en un termociclador Techne Touchgene Gradient. El
programa de amplificacion consistio de un ciclo de desnaturalizacién inicial de 2 min a 94
°C, seguido de 27 ciclosde 30 seg a94 °C, 45segab2°Cy 1 mina72 °C con un ciclo de
extension final de 7 min a 72 °C. Los productos de PCR fueron separados en geles de
acrilamida a 6% [19:1 acrilamida:bis, urea7 M, y buffer TBE 1X (TrissHCL 0.09 M,
Acido bérico 0.09 M y EDTA 4 mM)]. Las electroforesis se realizaron en cadmaras duales
de secuenciacion (CBS Scientific Company) a500 V y 18 mA. Los productos de PCR
fueron visualizados empleando el protocolo de tincién con plata de Bassam et a. (1991).

L os geles se documentaron con una camara digital (Leica Digilux 1). El tamafio de los
fragmentos amplificados (bandas) se calculé con base en un estandar de peso molecular
(Ladder) de 100 - 2072 pb de ADN (Gibco BRL ®) utilizando el algoritmo que provee el
programa LabWorks-4® (Image Acquisition and Analysis Software, UVP Laboratory
Products, 1998).

Seleccion de marcadores |SSRs y analisis de paternidad. — Una bateria de 26 primers de
ISSRs (inter simple sequence repeats) de amplificacion general en plantas (Gibco BRL ®)
fue utilizada para probar su potencia de amplificacion de fragmentos (loci) polimorfos.
Estos ensayos incluyeron atodos los progenitores (plantas maternas y donadores de polen)
y unamuestrade 5 plantulas de cada grupo experimental. Con base en estas pruebas se
eligieron seis primers que produjeron los fragmentos mas polimorfos, repetibles, y claros
para utilizarlos como marcadores genéticos. Se registré la presencia de fragmentos entre
200y 1500 pb y su tamafio se estimo con precision por medio de marcadores estandar de
peso molecular (ver arriba). Asumiendo que cada fragmento representa el fenotipo
dominante de un locus biaélico (Williams et al., 1990), los fragmentos amplificados se
calificaron como;1 = presencia de banda (AA o Aa), 0 = ausenciade banda (aa). La
reproducibilidad de los resultados se verifico duplicando los experimentos (amplificacion
por PCR y electroforesis) de maneraindependiente. Asimismo en cada experimento se
incluy6 un control de amplificacion “nulo” que contenia todos los el ementos de la reaccion



del PCR menos el templado de ADN. Posteriormente se compararon |0s patrones de
amplificacion de los progenitores maternos con |os de su progenie para confirmar la
reproducibilidad de dichos patrones, y corroborar la expresion de todos |os fragmentos de

I SSRs producidos e incluidos en el andlisis.

Anadlisis de Datos

Asignacion de Paternidad — Las 10 plantas maternas que fueron expuestasa3 6 4
donadores produjeron en total 460 plantulas que fueron analizadas con seis primers de
ISSRs (ver Tabla 2). Considerando Unicamente los fragmentos claramente reproducibles, se
calcul6 e nimero total de bandas amplificadas, €l porcentgje de polimorfismo, y
(asumiendo equilibrio de H-W) lafrecuencia del alelo recesivo (q) en las plantas
progenitoras. El procedimiento de asignacion de paternidad por exclusién directa (Ellstrand
1984) puede dividirse en dos partes. Primero se comparo el genotipo multiloci de la
progenie (de cada plantulaindividual) con el de su progenitor femenino, se sustrajeron
todas la bandas que podian deberse ala contribucion materna (AA 0 Aa) y se obtuvo un
patrén de fragmentos remanentes en la progenie. Es decir, un patron de fragmentos de la
progenie libre de contribucion maternay necesariamente de origen paterno. Segundo, €l
patrén de fragmentos remanentes se contrasto con |os genotipos de los posibles
progenitores paternos (3 0 4 potenciales) de cada plantula, y se excluyé alos donadores
cuyo genotipo no incluiaa menos 2 de estos fragmentos paternos. De esta forma uno o mas
individuos pueden ser asignados como padres putativos. En los andlisis seincluye
Unicamente la progenie con un progenitor paterno asignado. Unavez gque se determing la
paternidad de las plantulas, se calcul 6 1a contribucion de cada donador (Wpi) al total de

progenie con paternidad asignada dentro de su réplica experimental como: Wpi = npi/ Np.

Donde Np es el nimero de plantulas para el que se logré determinar la paternidad en una
réplica particular, y npi es el nimero de plantulas producidas por € donador “i” en dicha
réplica experimental. Esta medida es utilizada posteriormente como variable de respuesta
en el andisisde la“esterilidad masculinay paternidad en condiciones experimentales’. Por

ultimo, la solidez de la asignacion de paternidad |ograda con nuestro andlisis se contrasto



con la potencia predicha por un modelo que estima la fraccion tedrica de progenie parala
cual se puede asignar paternidad a un solo individuo (Per: Lewisy Snow 1992).

Esterilidad masculina y paternidad en condiciones experimentales. — Se analiz6 e efecto
del nivel de esterilidad masculina (NEM), el nimero de flores producidas (NF), y la
distancia entre donador y receptor de polen (D) en la contribucion de cada donador ala

paternidad de semillas (ver resultados). La variable de respuesta fue transformada (arcoseno
y ) parasatisfacer el supuesto de ladistribucién normal del error. Un aspecto

\f- fundamental del disefio experimental consistio en reducir €l nimero de padres potenciales
de cada semilla paraincrementar la probabilidad de asignacion de parentesco genético, y
determinar la paternidad de la progenie. Por |o tanto, €l procedimiento para caracterizar la
adecuacion masculina de los individuos thrum requirio formar blogques de plantas con un
numero reducido de donadores de polen (4 en cada réplica). Una consecuencia probable de
formar grupos de consortes en blogques experimental es es que la variacién dentro de cada
réplicatenga un efecto imprevisto sobre la variable de respuesta entre réplicas. Por |o tanto
se utilizé un andlisis de covarianza (JMP 4.0.4. SAS Institute, 2001) y en el modelo se
incluyeron los tres factores mencionados (NEM, NF y D), €l efecto de laréplica como

covariable y lasinteracciones significativas.

Esterilidad masculina y éxito reproductivo masculino y femenino. — Uno de | os objetivos
més importantes de este trabajo fue la estimacion de larelacion entre la asignacion de
recursos a la funcién masculinay la adecuacion masculinay femenina de plantas thrum con
diferente NEM. Como medida de lainversion en lafuncidén masculina (r) se utilizo € nivel
de esterilidad masculina (NEM) de cada donador de polen. Un valor del NEM =1
corresponde a la menor inversiéon en lafuncién masculinar = 0 de plantas thrum
completamente estériles. En contraparte un NEM = 0 corresponde ala mayor inversion de
recursos en lafuncién masculinar = 1. Debido a que las funciones de adecuacion se
obtuvieron en evaluaciones independientes (ver adelante), las pendientes de ambas
funciones se compararon en unidades estandarizadas dentro del &mbito de variacién
observado parael NEM. Primero se caracterizo larelacion lineal de la adecuacion femenina
(Wf) en funcion del NEM. Se utilizé un modelo de regresion que relaciona el cociente



frutog/flores (fruit-set) con el NEM de |as plantas thrum [Fruit-set hum) = — 0.7077 +
(1.216 * NEM). F (1, 21y = 4.21, P = 0.05, R’ = 0.132, Rosas et ., 2005)], se mantuvo fijo e
numero de flores utilizando €l promedio de flores por individuo (668 flores/individuo,
Rosas et al., 2005), y se obtuvo el modelo que describe la funcién de adecuacion femenina
(Wf =—424.62 + 729.6 * NEM). Después se caracterizo larelacion lineal de la adecuacion
masculina (Wm) en funcion del NEM thrum. Se calcul 6 la cota méxima de produccién de
semillas pin (6vulos fecundados por plantas thrum) como la diferencia mas conservadora de
lafecundidad relativa de | as plantas pin frente a las thrum en condiciones naturales (fruit-
set pin/fruit-set thrum, 0.143/0.201 = 0.71, Dominguez et a., 1997). Como en el caso
anterior se mantuvo fijo el nimero de floresy con base en el modelo de covarianza que
calculala contribucién de los donadores de polen thrum ala paternidad de progenie pin en
funcion del NEM y el nimero de flores (ver resultados), se obtuvo e modelo que describe
lafuncidn de adecuacién masculina. Con base en |as pendientes de larelacion entre el

NEM Yy las adecuaciones masculinay femenina, se evallio si laEM de las plantas thrum se
favorece sobre el mantenimiento de una condicién cosexual. La expectativa tedrica sefiala
gue si la adecuacion de los individuos totalmente estériles supera la adecuacion de los
individuos cosexuales, entonces lainversion en la funcion femenina se favorecera por
encima de la asignacion simulténea en las funciones masculinay femenina. Es decir e
beneficio de invertir recursos en ambas funciones sexual es debe ser subaditivo (LIoyd
1984).

Resultados

Nivel de variacion de I1SSRs. — El andlisis mostré que los seis primers de | SSRs produjeron
un total de 111 fragmentos. Considerando la ausencia de banda en al menos el 5 % delos
individuos, 72 (64.8 %) fragmentos fueron polimérficos (Tabla 2). El nimero de
fragmentos amplificados y el porcentaje de polimorfismo por primer variaron de 10 a 28, y
de 45 % a 71 % respectivamente. Asumiendo equilibrio de Hardy — Weinberg la frecuencia
del alelo recesivo (q) calculada con base en |a frecuencia del fenotipo o (ausencia de
banda) para cada locus polimérfico varié de 0.42 (banda ausente en 7 de 39 individuos) a



0.75 (banda ausente en 22 de 39 individuos). La frecuencia promedio del alelo recesivo en

los 72 loci polimérficos generados por |os seis primers fue de 0.586.

Asignacién de paternidad. — Todas las plantulas (n = 460) expresaron al menos alguna
banda que no se detectd en su progenitor materno pero si en al menos uno de |os donadores
de polen de cada réplica. Se asigné inequivocamente la paternidad de 411 plantulas (89.3
%). La paternidad de 4 a 6 semillas (de 8 a 13 %) por réplica permanecié ambigua. El poder
de asignacion de paternidad entre las réplicas del experimento fue muy homogéneo, lo que
indica que lafata de resolucién se debe principamente a la expresion dominante de los
marcadores (no es posible distinguir e genotipo dominante AA del heterocigoto Aa). Sin
embargo, en ningln caso se detectd la expresion de bandas que condujera ala exclusion
ambigua de candidatos paternos o ala exclusion de todos |os donadores posibles. El
promedio de la proporcion de 6vulos fecundados por cada donador de polen fue de 0.28,
pero la contribucion relativa de los donadores a la paternidad de semillas vario
considerablemente (entre 0 y 0.88, ver Figura 3b). El andlisis de paternidad revel 6 que las
plantas que no contribuyeron ala paternidad de las semillas presentan niveles de esterilidad
mayores a 0.9, por |o que estas plantas pueden considerarse efectivamente estériles parala
funcién masculina. De acuerdo con los resultados €l 14 % de | as plantas thrum incluidas en
el experimento son completamente estériles. Con base en 72 loci polimérficosy una
frecuencia promedio de g = 0.586 se estim0 la fraccién tedrica de progenie parala que se
puede asignar paternidad a un solo individuo (Per, ver Lewisy Snow 1992). El modelo
indica que es posible excluir atodos |os donadores potencial es excepto al verdadero
progenitor paterno para el 92.5 % de la progenie producida en grupos de plantas con sélo 4
donadores de polen. Este estimador de Per coincide con el valor de asignacion de

paternidad logrado con nuestros datos (89.3 % de las semillas).

Esterilidad masculina y paternidad en condiciones experimentales. — El andlisisrevel6 que
la esterilidad masculina, €l nUmero de flores, y laréplicatienen un efecto significativo
sobre la contribucion de los donadores ala paternidad de las semillas producidas (Tabla 3).
L a distancia entre consortes no tuvo un efecto significativo sobre la contribucion ala
paternidad de las semillas. Lainteraccion entre el grado de esterilidad masculinay la



réplica experimental mostré un efecto significativo sobre la variable de respuesta. Las
demés interacciones entre |os factores principales no mostraron efectos significativos. El
modelo explica 82 % de lavarianzatotal en € éxito reproductivo de la funcion masculina
(F21, 34 = 8.53, P = 0.0001). El efecto significativo del NEM sefiala que hay unarelacion
positiva entre lafertilidad del polen y la contribucion ala paternidad de las semillas (Figura
3). Este resultado puede ser obvio, pero es importante pues sefiala que la estimacion de la
fertilidad del polen es adecuada. Ademés este resultado indica que existe considerable
variacion en el éxito reproductivo masculino de las plantas thrum. De hecho el andlisis de
paternidad revel 6 que en el extremo de esta variacién hay individuos que aparentemente
han perdido por completo lafuncion masculina. El efecto significativo del niUmero de flores
indica que las plantas que producen mas flores tienen mayor probabilidad de donar polen y
fecundar évulos en otras plantas. Posiblemente este resultado esta relacionado con el patron
de forrajeo denso-dependiente de |os principal es polinizadores de esta especie (Dominguez
et al., 1997). El efecto significativo de lainteraccion réplica x esterilidad indicaque la
relacion entre lafertilidad del polen y la adecuacion masculina de un individuo, es
influenciada por la estructuray composicion del grupo de plantas con las que éste se aparea
y compite. Este resultado revelatambién que en la evaluacion de lavarianza del éxito
reproductivo en condiciones naturales, esimportante considerar el efecto del “ambiente

socid” en € vecindario inmediato de cadaindividuo.

Esterilidad masculina 'y éxito reproductivo masculino y femenino. — En esta seccion se
obtuvieron y compararon las pendientes de larelacion lineal de las adecuaciones masculina
y femenina de | as plantas thrum en funcién de la asignacion de recursos ala funcion
masculina. El modelo que describe la funcion de adecuacion masculina (Wm = 439.31 —
459.17 * NEM) se obtuvo con base en e model o de covarianza que calculala contribucion
de los donadores thrum a la paternidad de progenie pin en funcion del NEM y el nimero de
flores, acotado por la maxima produccion de semillas pin [Paternidad ¢hum) = (1.998 — 2.21
* NEM) + (0.0001346 * numero de flores)] * [Wf pin=0.71]. El andlisisrevel6 que las
pendientes de adecuacidn masculinay femenina difieren en magnitud y signo. La pendiente
que relacionalainversiéon en lafuncion masculinay e éxito reproductivo de las plantas

thrum es mayor paralafuncion femenina que parala masculina. El incremento de una



unidad en lafertilidad del polen aumentala adecuacion masculina en 50 frutosy disminuye
la adecuacion femenina en 73 frutos (Figura 4). El analisis mostré que las plantas mas
estériles obtienen lamayoria o € total de su adecuacion produciendo frutosy fertilizando
muy pocos o hingun Gvulo en otras plantas. Lo cual sugiere gue las plantas parcialmente
estériles tienen mayor éxito reproductivo como donadoras de polen, pero en comparacion
con plantas mas estériles producen menos frutos a través de la funcion femenina. Los
resultados indican que las funciones reproductivas masculinay femenina de los individuos
thrum en la poblacién de E. havanense que hemos estudiado se correlacionan
negativamente (Figura 4a). L os resultados revelan ademas que la adecuacion total de los
individuos thrum aumenta con el grado de esterilidad y que la adecuacion de los individuos
gue mantienen mas conservada su condicion bisexual es menor ala de los fenotipos
totalmente estériles (Figura 4b). La adecuacion de las plantas completamente estériles es
1.33 (304/228 frutos) veces mayor que la adecuacion promedio de plantas con esterilidad
masculina parcial, y 1.67 (304/182 frutos) veces superior ala adecuacion de plantas
cosexuales. Los resultados sugieren que hay una correlacion negativa entre las funciones
sexual es de individuos thrum con EMp, y que la ventaja reproductiva de las plantas méas

estériles puede favorecer la seleccidon dela EM en el morfo thrum.

Discusion

La presencia de una mutacion que esteriliza la funcion masculina de individuos
hermafroditas se considera un factor clave en laevolucion de la especializacion sexual. Una
correlacion negativa entre las funciones sexuales masculinay femenina, y laventgja
reproductiva de los portadores de la mutacion de esterilidad sobre |os fenotipos
hermafroditas, son dos condiciones que pueden favorecer estatransicion (Lewis 1941;
Gouyon 'y Couvet 1987; Couvet et a., 1990; Cosmidesy Tooby 1981; Charnov 1982). En
este trabajo mostramos que la proporcion de polen viable que producen |as plantas thrum de
Erythroxylum havanense determina su éxito reproductivo através de la funcion masculina.
Hay unarelacion positiva entre lafertilidad del poleny la contribucion ala paternidad de
semillas pin. Por €l contrario, lafertilidad del polen se relaciona de forma negativa con la

produccion de frutos. Estos resultados indican que la adecuacion masculinay femenina de



las plantas thrum estan correl acionadas de forma negativa. Los resultados revelaron ademas
gue la adecuacion de los individuos thrum con mayor grado de esterilidad masculina, puede
superar €l éxito reproductivo de los fenotipos del mismo morfo que conservan su condicion
bisexua y gque obtienen adecuacion por ambas vias sexuaes. El incremento de la fertilidad
femenina que acompafia la pérdida de la funcién masculina de los individuos thrum de
Erythroxylum havanense, sugiere que la esterilidad masculina parcial puede anteceder €l
establ ecimiento de hembras en este sistema reproductivo inicialmente distilico. La
correspondencia reproductiva de los morfos florales hace que la propagacién de individuos
estériles en una poblacion distilica sea particularmente relevante parala evolucion dela
diecia. Debido a que los 6vulos de uno de los morfos son necesariamente fertilizados por €l
polen del morfo complementario, la esterilidad asociada a un morfo puede resultar en el
establecimiento de una poblacion funcionalmente dioica. En laliteratura clésica se supone
gue latransicion de la distiliaaladiecia ocurre por la seleccion y especializacion gradual
de los morfos florales en alguna de las funciones sexuales (Darwin 1877; Lloyd 1979). En
Erythroxylum havanense, esta transicion haciala especializacion sexual parece estar
dirigida por una modificacion genética que inhabilita de manera gradual lafuncién

masculina del morfo thrum.

Entre |las condiciones que permitirian la propagacion de EM en poblaciones
hermafroditas se incluyen variacion genética en la asignacion de recursos, una correlacion
negativa entre las funciones sexual es que favorezca la compensacion de la funcion perdida,
y en € caso de herencia nucleo-citoplasmética de la esterilidad, efectos pleiotropicos de los
genes restauradores sobre lafertilidad (Charlesworth 1981; Rossy Gregorius 1985; van
Damme 1984; Frank 1989). Los individuos thrum de la poblacion de Erythroxylum
havanense que hemos estudiado muestran amplia variacién en la produccion de polen
viable (de~ 0 a40 %) y unafraccion considerable de la variacion fenotipica de este rasgo
(0.47) se explicapor diferencias permanentes entre individuos (F 1, 2> = 15.8, P = 0.0006,
R? = 0.39, ver Rosas et al., 2005). Esta variacion tiene importantes consecuencias
reproductivas. Los andlisis mostraron que el rendimiento de lainversion de recursos en la
funcién masculinaincrementa a unatasa menor que la ganancia por la viafemenina. Como

resultado, la adecuacion total de las plantas thrum con mayor grado de esterilidad



masculina puede ser desde 1.33 hasta 1.67 veces superior que la de plantas que producen
mas polen fértil (Figura 4b). Una expectativa que se deriva de estos resultados es la
evolucion de laEM total del morfo thrum. Acorde a esta prediccion y alos resultados del
andlisis de la paternidad de |a progenie, hay plantas thrum completamente estériles o
funcionalmente hembras.

L os resultados de trabgj os previos indican que la marcada asimetria reproductiva
entre los morfos florales de Erythroxylum havanense puede promover la evolucion de su
sistema reproductivo, las plantas thrum funcionando principal mente como hembrasy las
pin como machos. Este planteamiento se basa en dos hallazgos principales. Las plantas
thrum pueden compensar la pérdida de la funcidén masculina con una ventaja en fecundidad
sobre |as plantas pin (Dominguez et a., 1997), y la probabilidad de sobrevivir y
reproducirse alos 8 afos, es 2.8 veces mayor en la progenie de madres thrum (Avila-Sakar
y Dominguez 2000). Es decir, las plantas thrum no solo superan alas plantas pinen el
numero de semillas producidas sino también en el desempefio de su progenie. A pesar de
gue no se tiene informacion sobre € o |os mecanismos de compensacion de laEM en esta
especie, laventaja reproductiva de las plantas thrum como progenitores maternos que se ha
mencionado y laevolucién de laEM thrum gque sugiere nuestro estudio, son resultados
independientes que sefialan de forma consistente la evolucion de la especializacion sexual

de los morfos florales de E. havanense.

Larutaevolutivade ladistiliaaladioeciaes de particular interés pues esta
transicion puede ser facilitada debido a que las poblaciones distilicas son dimorficas de
“origen”, en general autoincompatiblesy de entrecruza obligada. Si la frecuencia de
fertilizaciones ilegitimas (autofecundacién o fecundaciones intra-morfo) esirrelevante, se
puede esperar que lafuncion femenina o lafeminizacién de uno de los morfos sea
equivalente ala masculinizacion del morfo complementario. Debido a estos atributos de la
distilia, se ha sefialado que latransicion evolutivade la distiliaaladieciainvolucrala
reduccion de una de | as dos funciones sexuales en un morfo, acompafiada de la reduccion
de lafuncion contraria en el morfo complementario (LIoyd 1979; Casper y Charnov 1982;
Charlesworth 1989). Esta transicion se ha documentado en diferentes familias con especies



distilicas. En Mussaenda chippii y en M. tristigmatica (Rubiaceae) € diocismo parece
haber evolucionado a partir de distilia por |a esterilizacion del polen pin'y lainaccesibilidad
alos estigmas thrum, lo que hace alos individuos thrum funcional mente machos (Baker
1958). En el género Cordia (Boraginaceage) | as especies muestran un rango de condiciones
desde la heterostilia sin especializacion sexual, hastala dioecia (i.e. especializacion sexua
completa, Opler et a., 1975). Lareciprocidad reproductiva entre los morfos florales de E.
havanense puede promover que en la medida que las plantas thrum pierdan lafuncién
masculina e incrementen su capacidad para producir semillas, las plantas pin incrementen
su adecuacion donando polen. En contraste con laruta evolutiva del diocismo a partir de
una condicion cosexual monomorfica, la evolucion dela EM thrum podriafacilitar el

establ ecimiento de poblaciones funcional mente dioicas sin requerir una segunda mutacién
gue esterilice lafuncién femenina de las plantas pin. De hecho, bajo este escenario se puede
predecir que si lainversion en la funcién femenina es costosa, las mutaciones que impidan
el desarrollo del gineceo de las flores pin pueden sel eccionarse de forma automética.

Si bien los resultados sefialan que la esterilidad masculina del morfo thrum puede
ser € factor clave paralaevolucion de ladistilia en un sistema funcionalmente dioico, es
claro que un experimento equivalente donde se evalUen las curvas de adecuacion de las
plantas pin permitiria confirmar o reevaluar nuestro planteamiento.

Cuatro grupos de datos independientes indican que latransicién evolutiva de la
bisexualidad ala especializacion sexual en E. havanense es probable. Primero, a pesar de
gue se desconoce el sistema genético de determinacion del sexo, existe considerable
semejanza entre la ruta de desarrollo que conduce a la esterilidad masculina en especies con
esterilidad masculina citoplasmética (CMS) y la que se ha caracterizado en el morfo thrum
de E. havanense (Dominguez et al., 1997). Laevidenciatedricay empiricaindica que la
CMS eslaforma mas comun de esterilidad masculina en las angiospermas y que estaforma
de herencia es compatible con €l establecimiento de hembras en poblaciones hermafroditas
(Lewis 1941; Charlesworth 1981; van Dammey van Delden 1982; van Damme 1983;
Couvet et al., 1990; Belhassen et al., 1991; Saumitou-Laprade et al., 1994; Koelewijny van
Damme 1995a, 1995b; Gigord et al., 1999; Bailey et a., 2003). Segundo, la fecundidad



femenina de las plantas thrum puede ser hasta cinco veces superior alafecundidad de las
plantas pin dependiendo de la sincronia reproductiva (Rosas et al., 2005). La reproduccion
sincrénica incrementa la produccién de frutos en ambos morfos. En esta situacion laventaja
thrum sobre pin es al menos del doble. Sin embargo cuando |a reproduccién es asincronica
lamagnitud de la compensacion thrum se incrementa considerablemente. En esta situacion
las plantas pin producen muy pocos frutos y funcionan casi exclusivamente como
donadores de polen. Esto indica que lainfluencia de la varianza ambiental puede favorecer
la ventgja femenina de thrum sobre pin y probablemente |a especializacion reproductiva de
los morfos florales. Tercero, la esterilidad del polen thrum en 5 poblaciones de E.
havanense en laregion de Chamela, es invariablemente mayor que ladel polen pin (Cuevas
et a., 2005). En una de estas poblaciones la esterilidad del polen es tan elevada que
probablemente las plantas thrum en esta localidad son funcional mente hembras. Por ultimo,
lamayoria de las 250 especies del género Erythroxylum son heterostilicas (Ganders 1979),
sin embargo al parecer como resultado de evolucion posterior en €l género también hay
varias especies dioicas. E. rotundifolium (Kelly 2001) y E. lucidum var. costaricense (Bawa
y Opler 1975), son dos especies claramente dioicas. Pero segin Schultz (1931, en Baway
Opler 1975), ocho especies de la seccion Heterogyne del genero Erythroxylum en laregion
de las Antillas y Centroamérica son dioicas. A pesar de que estos datos constituyen solo
“informacion correlativa’, si sefidlan que la especializacion sexual ha evolucionado en este

género en més de una ocasion a partir de un estado hermafrodita probablemente distilico.

En conclusion, |os resultados de este trabajo sefialan que la esterilidad masculina
asociada a morfo thrum de E. havanense puede ser €l factor clave en laevolucion dela
especializacion sexual del sistema reproductivo de esta especie. A diferenciade las dos
mutaciones de esterilidad complementaria que implicala evolucion de la diecia a partir de
especies cosexual es monomorficas, la esterilidad masculina asociada al morfo thrum de E.
havanense puede resultar en la pérdida automatica de la funcién femenina del morfo pin.
Esto se debe ala dependencia reproductiva de los morfos florales que caracterizaala
distilia. En este escenario es muy probable que la seleccion de la EM thrum resulte en el

establecimiento de una poblacion funcional mente dioica con hembras thrum y machos pin,



sin la necesidad de una segunda mutacién complementaria que esterilice lafuncién

femeninapin.
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Tabla 1. Frecuencia de hembrasy de individuos con esterilidad masculina parcial (EMp) en
poblaciones de especies ginodioicas. Se incluyen lamedia, el &mbito de variacion entre
poblaciones, el nimero de poblaciones estudiadas (N) y la adecuacion rel ativa de los fenotipos
florales (EM = hembras, EMpy H = hermafroditas). (++) es el promedio de tres familias (++) de
cruzas inter-poblacionales.

. Frecuenciade Frecuenciade Adecuacion relativa

Especie hembras EMp EM/EMp  EMMH N Fuente
Geranium 9.6 (3.6 —24.8) 82(41-156) - 12 putramen 1962
silvaticum
Geranium 3(0.9-5.1) 23.65 (20.2 —27.1) 1.22 1.56 2 Agreny Willson
maculatum 1991
Plantago 8.2(0.2-23.3) 52(02-204) e 27  VanDammey van
lanceolata Delden 1982
Plantago ... 1.26 1.68 ++  poot 1997
lanceolata
Saxifraga 20.1(3.7-25.5) 39(0-46) e 3 Stevensy Richards
granulata 1985

Tabla2. Numero de loci, nimero deloci polimérficosy porcentgje de polimorfismo producidos por

seis primers de | SSRs en |as plantas de Erythroxylum havanense analizadas.

Primer Secuencia (5'-3") ngq pc,)\lliLr]TT):?i(c::ios % polimorfismo
809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 28 20 714
810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 20 14 70
827 ACA CAC ACA CACACA CG 11 5 455
842 GAG AGA GAG AGA GAGAYG 25 17 68
856 ACA CAC ACA CACACA AYA 17 11 64.7
857 ACA CACACA CACACA CYG 10 5 50

Total 111 72 64.8




Tabla3. ANCOVA del efecto de laréplica experimental, €l grado de esterilidad masculina, la
produccion de flores y la distancia entre consortes sobre el éxito reproductivo de lafuncién

masculina en plantas de morfo thrum de Erythroxylum havanense en condiciones experimental es.

Fuente df SS F P
Réplica 9 0.23 2.64 0.054
Esterilidad 1 0.51 52.5 <0.001
Flores 1 0.25 26 <0.001
Distancia 1 0.02 2 0.17
Réplica* Esterilidad 9 0.51 5.88 0.002
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Figura 1. Disefio de cruzas entre donadores de polen thrum (1 — 4) con diferente nivel de esterilidad
masculina (NEM) y plantas maternas pin (A). En el disefio original se incluyeron dos plantas
maternas pin, por simplicidad se muestra sdlo una. El experimento se repitié en 10 ocasiones para
evaluar € efecto de lavariacion en laviabilidad del polen sobre € éxito reproductivo de lafuncién

masculina del morfo thrum.
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Figura 2. Disefio deriego. Las plantas dentro de cada réplica se regaron (R) a mismo tiempo para
hacerlas florecer en sincronia (Fl). Las réplicas experimentales (A — J) se regaron en secuencia para

evitar que las plantas de los diferentes grupos florecieran a mismo tiempo.



&

Probabilidad

IIIIIIEIIEIIEIIEIIEII“I“I“I“I“I“I“m l l!l!l!m | ||“|“|“|“|

0.3 04 05 06 07 08 09 1

Nivel de esterilidad masculina

b)
05 =

§ 04

a _
Sy —

0 0.15 0.3 0.45 0.6 0.75 0.9
Proporcion de paternidad
C)

Paternidad

04 05 06 07 08 09 1
Nivel de esterilidad masculina

Figura 3. a) Las plantas de morfo thrum muestran niveles de esterilidad del polen por arriba de

50 %. b) La contribucién de las plantas thrum ala paternidad de semillas pin varia ampliamente.
Las plantas con esterilidad por arriba de 0.9 no contribuyen alafertilizacion de évulos y se podrian
considerar funcionalmente hembras. c) En general a medida que la esterilidad del polen de las
plantas thrum incrementa, |a probabilidad de contribuir ala paternidad de las semillas pin
disminuye (paternidad = 1.06 — 1.02 * NEM, R? = 0.28).
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Figura 4. a) Funciones de adecuacion masculinay femenina de individuos thrum de Erythroxylum
havanense en funcion del nivel de esterilidad masculina. b) Adecuacién total (w femenina+ w
masculing) de plantas thrum en el rango de variacion observado de esterilidad masculina. Los
valores graficados se calcularon con base en los estimadores estandarizados de dos modelos
independientes de la adecuacion masculinay femenina en funcién del NEM de las plantas thrum.
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Resumen

La propagacion de hembras en poblaciones hermafroditas requiere que los individuos
estériles compensen la adecuacion perdida produciendo mas y/o mejores semillas que los
individuos hermafroditas. En el arbusto distilico Erythroxylum havanense la esterilidad
masculina (EM) se expresa en diferente grado y se asocia principalmente a las plantas de
morfo thrum. En compensacion las plantas thrum producen 46 % mas semillas y su
progenie crece mas rapido y se reproduce primero que la progenie pin. La evolucién de la
especializacion reproductiva de los morfos florales de esta especie requiere que la
produccion de semillas de los individuos estériles thrum supere la adecuacién que las
plantas bisexuales del mismo morfo obtienen a través de ambas funciones reproductivas.
Esta premisa se ha probado positivamente y se plantea que la evolucion de la EM total de
las plantas thrum, junto con la dependencia reproductiva de los dos morfos florales podria
resultar en un sistema funcionalmente dioico con las plantas pin funcionando
exclusivamente como machos. Sin embargo el desempefio de la progenie de cruzas entre
madres pin y donadores de polen thrum muestra efectos paternos (a ocho afios de edad) que
podrian reducir la ventaja reproductiva de las plantas estériles, y como consecuencia, frenar
la transicion evolutiva de la distilia a la diecia que se propone para esta especie. En este
trabajo se evalua si el desempefio y la supervivencia de 363 plantulas distribuidas en 20
familias de padres thrum con diferente (NEM) nivel de esterilidad masculina (9 a 40
plantulas / padre) y anidadas en 10 familias maternas pin (16 a 46 plantulas / madre)
expresan efectos paternos. Una correlacion positiva entre la fertilidad del polen de los
donadores y el desempefio de la progenie, indicaria que las plantas bisexuales thrum tienen
una ventaja pos-reproductiva que podria limitar la especializacion de las plantas thrum en la
funcién femenina. Los resultados revelaron que el desempefio de la progenie, evaluado
desde su establecimiento hasta los primeros cuatro afios de edad, es independiente de la
identidad de los donadores de polen y por lo tanto de su NEM. Se puede concluir que los
efectos paternos thrum en el desempefio de la progenie no alteran la ventaja reproductiva de
las plantas estériles, ni representan una restriccion a la evolucién de la EM del morfo thrum
de E. havanense,



I ntroduccion

El surgimiento de mutaciones de esterilidad masculina (EM) en especies hermafroditas se
considera un factor clave en la evolucién del diocismo. Un requisito para la evolucion de la
especializacién sexual es que los individuos con EM compensen la adecuacion perdida con
un incremento en la cantidad y/o la calidad de semillas que producen en comparacién con
las plantas hermafroditas (Lloyd 1975; Charlesworth y Charlesworth 1978; Gouyon y
Couvet 1987). El arbusto distilico Erythroxylum havanense, la especie de estudio de este
trabajo, tiene esterilidad masculina parcial (EMp) asociada a una ventaja femenina
compensatoria en las plantas de morfo thrum (Dominguez et al. 1997). Las plantas pin
producen en promedio 1.8 veces mas polen viable que los individuos thrum, pero en
contraparte las plantas thrum producen mas semillas que las plantas pin y su progenie crece
y se reproduce con mayor rapidez que la progenie de madres pin (Avila-Sakar y
Dominguez 2000). Esta asimetria reproductiva junto con la dependencia reproductiva de los
morfos florales que caracteriza a las especies distilicas, se han utilizado para proponer la
evolucion de un sistema funcionalmente dioico, con las plantas thrum funcionando
principalmente como hembras y las pin como machos. Esta transicion evolutiva de la
distilia a la diecia requiere que la fertilidad femenina de las plantas estériles thrum supere la
adecuacion de las plantas cosexuales del mismo morfo. Un estudio disefiado para evaluar
esta premisa mostré que el nivel de esterilidad masculina (NEM) de las plantas thrum se
correlaciona de forma negativa con la contribucién a la paternidad de semillas pin, y que las
plantas thrum con mayor NEM tienen una ventaja reproductiva que favorece el
establecimiento de plantas thrum completamente estériles para la funcion masculina (Rosas
y Dominguez en prep.). Estos resultados indican que la EM total de las plantas thrum se
favorece por encima del mantenimiento de la cosexualidad. Sin embargo se ha demostrado
que el crecimiento de la progenie de cruzas entre madres pin y padres thrum tiene efectos
paternos significativos en un periodo de ocho afios (Avila-Sakar y Dominguez 2000), lo
cual podria modificar la adecuacion que obtienen las plantas thrum como donadoras de
polen. En este estudio evaluamos si el desempefio de la progenie de cruzas entre madres pin
y padres thrum con diferente NEM esta relacionada con la identidad de los padres. El

objetivo consiste en determinar si los efectos paternos se asocian con el NEM de los



donadores de polen, y establecer si dicha relacién puede modificar la adecuacién masculina
de las plantas thrumy la evolucion de la esterilidad masculina total que se plantea para las
plantas de este morfo. La existencia de una correlacion negativa entre el NEM de los padres
y el desempefio de la progenie indicaria que las plantas funcionalmente cosexuales pueden
tener una ventaja pos-reproductiva sobre las plantas con mayor grado de esterilidad. En
consecuencia, se puede esperar que esta ventaja de las plantas cosexuales frene la evolucion
de la esterilidad masculina total de las plantas thrum y la especializacion sexual de los

morfos florales de E. havanense.

En diversos taxa se ha mostrado una correlacion positiva entre la intensidad de
polinizacion y la calidad de la progenie (Mulcahy y Mulcahy 1975; Ter-Avanesian 1978;
Mulcahy et al., 1983). En general se ha mostrado que la progenie producto de
polinizaciones con cargas de polen grandes puede tener una ventaja en germinacion,
crecimiento vegetativo, y mejor desempefio reproductivo sobre la progenie producto de
cargas de polen pequefias (Quesada et al., 1993, 1996, Johannsson y Stephenson 1997, pero
ver Mitchell 1997). Mulcahy (1974) plantea que la relacion entre el vigor de la progenie y
el tamafio de las cargas de polen es resultado de competencia polinica. De acuerdo a esta
hipotesis cuando hay competencia polinica los granos de polen més vigorosos fertilizaran la
mayoria de los dvulos y la progenie resultante tendra por lo tanto una mayor adecuacion.
En el caso de E. havanense es probable que las cargas de polen de los donadores con
diferente NEM varien en la proporcion de polen fértil que contienen, y que por lo tanto
provean diferentes ambientes de competencia polinica. Esta situacion predice una ventaja
en el desemperio de la progenie derivada de cruzas con padres cosexuales thrum (menor
NEM). En contraste, la calidad de la progenie de cruzas con donadores thrum parcialmente
estériles (mayor NEM) deberia ser menor. Como se mencion0, los resultados de estudios
previos muestran que la EM y la especializacion de las plantas thrum en la funcién
femenina pueden ser seleccionadas sobre el mantenimiento de una condicién cosexual
(Avila-Sakar y Dominguez 2000; Cuevas et al., 2005; Rosas y Dominguez en prep). Por lo
tanto, si los donadores de polen thrum con bajo NEM tienen una ventaja selectiva por
producir progenie de mayor calidad que los donadores thrum con alto NEM, la

compensacion reproductiva de la EM thrum podria modificarse en etapas posteriores a la



reproduccion. Es decir, el mejor desempefio de la progenie de las plantas cosexuales puede
reducir la ventaja reproductiva de las plantas thrum con mayor grado de esterilidad, y
retrasar o diluir la evolucion de la especializacion de las plantas thrum en la funcion

femenina.

La expresion mas comun de la EM en las angiospermas es sin duda el ginodiocismo.
Este se caracteriza por la coexistencia de hembras y plantas hermafroditas en la misma
poblacion. Por lo tanto los modelos tedricos y la evidencia empirica se han enfocado en
determinar como se mantienen los individuos estériles que tienen una evidente desventaja
selectiva frente a su contraparte hermafrodita (Delanay et al., 1981; Gregorious y Ross
1984; Frank 1989). En términos generales los individuos estériles tienen que duplicar la
cantidad y/o la calidad de las semillas producidas por las hermafroditas para compensar la
adecuacion perdida (Lewis 1941). Se han propuesto tres hipdtesis no mutuamente
excluyentes para explicar la mayor calidad de la progenie de las hembras en comparacién
con la progenie de las hermafroditas. Una hipdtesis plantea que las hembras pueden utilizar
los recursos que no gastan en la produccion de polen para incrementar el aprovisionamiento
y la calidad de sus semillas (Darwin 1877; Charlesworth 1989; Koelewijn 1996; Gigord et
al., 1999). La segunda explicacion es que la progenie de las plantas hermafroditas puede ser
producto de autofecundacién y sufrir el efecto negativo de la depresion por endogamia
(Charlesworth y Charlesworth 1978; Ashman 1992; Delph y Lloyd 1996; Thompson y
Tarayre 2000). La tercera hipotesis plantea que debido a que la sexualidad de muchas
especies ginodioicas esta determinada por genes citoplasmaticos de esterilidad y por genes
nucleares que restauran la fertilidad del polen (Hanson 1991; revisado por Saumitou-
Laprade et al., 1994), la progenie de las plantas hermafroditas puede expresar los efectos
pleiotrépicos negativos (costo) de la restauracion (Charlesworth y Ganders 1979; de Haan
et al., 1997; Delph y Mutikainen 2003). La evidencia empirica indica que la reasignacion
de recursos, la depresion por endogamia, y los costos de la restauracion pueden contribuir
en diferente grado al mantenimiento de hembras en poblaciones hermafroditas (Mutikainen
y Delph 1998; Delph et al., 1999; Shykoff 1988; Ashman 1992; Delph y Mutikainen 2003;
Koelewijn y van Damme 1995a, 1995b). Sin embargo otros factores diferentes a los

mencionados tambien pueden influir en la calidad de la progenie de los diferentes tipos



sexuales. Por ejemplo, en la planta ginodioica Slene acaulis las flores hermafroditas tienen
estilos més cortos que las flores pistiladas, y se ha planteado que esta diferencia
morfol6gica podria promover la competencia polinica en los estilos de las flores hembra y
explicar las diferencias en la calidad de la progenie entre hembras y hermafroditas (Shykoff
1992). De manera semejante en este trabajo planteamos que los donadores de polen con
diferente NEM pueden engendrar progenie que difiere en calidad, y que esto a su vez puede
modificar la evolucion de la especializacion femenina de las plantas thrum de E.

havanense.

En contraste con la evolucion de la especializacion sexual dirigida por mutaciones
de EM de efecto mayor (ginodiocismo), la presencia de individuos con EMp en E.
havanense precisa no solo determinar la ventaja femenina que permitiria el mantenimiento
de hembras, sino ademas requiere evaluar la calidad de la progenie que los fenotipos
parcialmente estériles producen a través de la funcion masculina. Estudios previos de las
consecuencias evolutivas de la EMp en E. havanense sefialan que en términos de la
cantidad de progenie producida la seleccion favorece a los individuos thrum totalmente
estériles. Sin embargo no se conoce el efecto que la variacion en la calidad de la progenie
de padres thrum puede tener en la evolucién de la especializacion femenina en las plantas
de este morfo. Con el fin de establecer cuél es el efecto de la variacion en el desempefio de
la progenie en el establecimiento de plantas thrum funcionalmente hembras, en este trabajo
analizamos la supervivencia y el crecimiento de la progenie derivada de cruzas entre
receptores pin y grupos de donadores thrum con diferente NEM en un periodo de cuatro
afios. La evaluacion de las consecuencias del NEM de los donadores de polen en la calidad
de la progenie y en la compensacién de la EM thrum, es relevante ya que la pérdida de la
funcion masculina de las plantas thrum implicaria la pérdida de la funcion femenina de las
plantas pin (debido a la reciprocidad reproductiva de los dos tipos florales), y en
consecuencia, el establecimiento de una poblacion funcionalmente dioica donde las plantas

del morfo thrum actuarian como hembras y las pin como donadoras de polen.



Materialesy M étodos

La planta de estudio

Erythroxylum havanense Jacq. (Erythroxylaceae) es un arbusto distilico que presenta
esterilidad masculina asociada principalmente al morfo thrum. Resultados de estudios
previos revelan que una fraccion importante de la variacion en la produccién de polen fértil
se debe a diferencias permanentes entre individuos (ver Rosas et al., 2005). Las plantas
thrum producen en promedio 54 % del polen viable que producen los individuos pin, pero
en contraste producen 46 % mas semillas y su progenie crece mas rapido y se reproduce
primero (Dominguez et al., 1997; Avila-Sakar y Dominguez 2000). Esta marcada asimetria
reproductiva junto a la dependencia reproductiva entre los dos morfos florales hace suponer
la evolucion de este sistema originalmente distilico en uno funcionalmente dioico (Avila-

Sakar y Dominguez 2000).

La progeniey las variables analizadas

La progenie analizada en este trabajo se obtuvo en un estudio previo donde se evallo
experimentalmente el efecto del NEM en la adecuacion masculina de individuos thrum en
una poblacidon natural (ver detalles del disefio experimental y del analisis de la paternidad
de la progenie en Rosas y Dominguez en prep.). En este trabajo se analiza el crecimiento y
la supervivencia de 363 plantulas en un periodo de cuatro afios. Las plantulas crecieron en
una exclusion en condiciones naturales donde fueron trasplantadas después de germinar en
un disefio completamente aleatorio. Las progenie se agrupa en 20 familias de padres thrum
(9 a 40 plantulas / padre) anidadas en 10 familias maternas pin (16 a 46 plantulas / familia
materna). Para describir el crecimiento y la supervivencia de la progenie se registraron los
siguientes componentes de adecuacién: la masa de las semillas, el nimero de hojas al final
de las temporadas de Iluvia de 1999 al 2002, el diametro basal, la altura, y el incremento
absoluto en nimero de hojas en el 2003, asi como la supervivencia de las plantulas durante
un periodo de cuatro afios (2000-2003). Debido a que la paternidad se determino hasta que
las plantulas se trasplantaron y produjeron el primer par de hojas verdaderas, fue imposible
estimar componentes de adecuacién que evalUan la calidad de la progenie en etapas

tempranas de desarrollo (i.e., la probabilidad de madurar 6vulos fecundados, germinacién y



establecimiento como plantula hasta el trasplante). La tasa de crecimiento de la progenie
durante los primeros tres afios (2000 — 2002) se calcul6 con base en el nimero de hojas por
planta. Para evaluar el tamafio de los individuos con cuatro afios de edad, se midieron la
altura, el diametro basal y el incremento absoluto de hojas. Las curvas de supervivencia de
la progenie se estimaron con base en los registros de cuatro censos anuales (2000 — 2003).
Avila-Sakar y Dominguez (2000) mostraron que la altura, el diametro basal y el incremento
absoluto en la produccién de hojas constituyen descriptores adecuados del crecimiento de
las plantulas de E. havanense en el corto plazo. Debido a que las hojas de algunas plantulas
fueron dafiadas por herbivoros y que esto puede resultar en estimadores de crecimiento
negativo, se calculd el incremento absoluto del numero de hojas como describen estos

autores.

Andlisis de datos

El interés principal de este estudio consiste en evaluar si la variacion en el desempefio de la
progenie esta relacionada con el NEM de los progenitores paternos thrum. Sin embargo el
anidamiento de los donadores de polen en las plantas maternas de nuestro disefio de cruzas,
no permite evaluar de manera independiente el NEM de los progenitores y la identidad
paterna. Por lo tanto, primero se requiere detectar un efecto general de la identidad paterna
(padres anidados en madre) en las variables de desempefio descritas, y luego de revelar un
efecto significativo, evaluar la relacion entre el componente de desempefio particular y el
NEM de los progenitores (i.e., regresion lineal para casos con varias ys por cada x, Sokal y
Rohlf 1995 ). El efecto paterno en la tasa de crecimiento (incremento de nimero de hojas)
de la progenie se realizé utilizando un ANOVA de medidas repetidas (JMP, SAS Institute,
2001), debido a que se hicieron varias medidas de las mismas plantas en un periodo de
cuatro afios. ElI modelo incluy6 el incremento en el nimero de hojas de la progenie como
variable de respuesta, y la identidad de las plantas maternas y a los padres anidados en las
plantas maternas como factores. EI mismo modelo se utiliz6 para evaluar los efectos
paternos en diferentes atributos relacionados con el desarrollo y desempefio de la progenie;
la masa de las semillas, el nimero de hojas en 1999 (i.e., nimero de hojas iniciales de las
plantulas que sobrevivieron al trasplante), y el didmetro, la altura y el incremento absoluto

de hojas de las plantulas con 4 afios de edad. Cada componente del crecimiento se analizé



con ANOVAS separados (JMP, SAS Institute, 2001). Debido a que los componentes de
crecimiento pueden estar correlacionados se analiz6 también el tipo y la magnitud de la
correlacion entre pares de variables. El efecto de la identidad paterna en la supervivencia de
la progenie se analiz6 por medio de un modelo de regresion semi-paramétrico (proportional
hazards, Cox 1972, JMP, SAS Institute, 2001). Este método analiza el tiempo de
supervivencia en funcion de los factores de interés. Se utilizaron los datos de cuatro censos
realizados de 2000 a 2003 para calcular el tiempo de supervivencia de cada plantula y esta
variable se utilizo como variable de respuesta en el analisis. Debido a que los censos
unicamente dan informacion de los individuos que murieron en el periodo evaluado, se
incluyé una variable extra para indicar la supervivencia de las plantulas remanentes hasta el
censo final. En el modelo se incluyeron como factores el efecto materno y la identidad de

los padres anidada en las plantas maternas.

Resultados

Identidad de los progenitores y tasa de crecimiento de la progenie

El analisis de medidas repetidas reveld que la tasa de crecimiento de la progenie derivada
de cruzas entre madres pin y donadores thrum con diferente NEM, fue influida
significativamente por la identidad de las madres pero no presenta efectos paternos en un
periodo de cuatro afios (Tabla 1). Un resultado previsible fue el efecto significativo del
tiempo. En general el nimero de hojas de las plantas agrupadas en familias maternas
incremento de 6.52 en el afio 2000, a 15.6 y 16.6 uno y dos afios después respectivamente.
La interaccion entre el tiempo y la identidad de las plantas maternas también tuvo un efecto
significativo en el crecimiento de la progenie. Esta interaccion indica que el efecto del

tiempo en el crecimiento de las plantulas depende de la identidad del progenitor materno.

Identidad de progenitores y componentes de adecuacion de la progenie

Los analisis de varianza revelaron que la identidad de las plantas maternas puede afectar la
adecuacion de la progenie en el corto plazo (Tabla 2). Se detectaron efectos maternos en
tres de las cinco variables analizadas: la masa de las semillas, el nimero de hojas iniciales y

el nimero de hojas al final del periodo de cuatro afios (La variacion en los atributos



relacionados con el desempefio de la progenie se ilustra en la Figura 1). En contraste con
los efectos maternos, no se encontrd una influencia significativa de los progenitores
paternos en el desempefio de la progenie (Unicamente se considerd el efecto de los factores
cuando el modelo general fue significativo: P < 0.05). La identidad de las madres explica el
72 % de la varianza en la masa de las semillas y esta variacion esta relacionada con el
tamafio (nimero de flores) de las plantas maternas (Fq, g = 7.5, P < 0.025, R?=0.34). Las
plantas mas grandes producen semillas de mayor tamafio, pero no se encontré que la masa
de las semillas se relacione con los demas componentes del crecimiento y la supervivencia
que hemos analizado. La identidad de las plantas maternas también explica una pequefia
fraccion de la varianza total en el nimero de hojas iniciales (8 %), y de la varianza en el
namero de hojas de la progenie a los cuatro afios de edad (6 %). Ademas, el nimero de
hojas iniciales se correlaciona de manera positiva con el diametro basal, la altura y el
namero de hojas a los cuatro afios de edad (0.34, 0.16 y 0.27 respectivamente).

Sin embargo no se encontrd que estos componentes del desempefio de la progenie se

relacionen con algun atributo particular de las plantas maternas.

Identidad de los progenitores y supervivencia de la progenie

De las 363 pléntulas incluidas en el andlisis de supervivencia, 70 murieron y 293
sobrevivieron al final del periodo de cuatro afios. La fraccion de progenie que sobrevivid al
periodo de cuatro afios varié de 0.7 a 0.9 y de 0.6 a 1 para familias maternas y familias
paternas respectivamente. Sin embargo el analisis revel6 que esta varianza en la
probabilidad de supervivencia de la progenie no es explicada por la identidad de las madres

ni de los donadores de polen (Tabla 3).

En general, nuestros resultados sefialan que los efectos maternos (probablemente genéticos
y ambientales) prevalecen en diversos componentes del crecimiento de la progenie. En
contraste, nuestro disefio y analisis revelan que la identidad de los progenitores paternos
thrum no afecta el crecimiento ni la supervivencia de la progenie en los primeros cuatro

afos de vida.

10



Discusion

Los resultados de este trabajo revelaron que la progenie de cruzas entre madres de morfo
pin y donadores de polen thrum con diferente NEM no muestra efectos paternos en los
componentes del crecimiento ni en la probabilidad de sobrevivir durante los primeros
cuatro afios de vida. En contraste los resultados revelaron que la identidad de las plantas
maternas explica parte de la variacidon observada en la tasa de crecimiento y en tres
atributos relacionados con el vigor de la progenie, pero no en la probabilidad de
supervivencia. Por lo tanto, parece poco probable que la variacion en el desempefio de la
progenie de donadores de polen thrum, sea un factor que diluya la ventaja reproductiva que
tienen las plantas thrum con mayor grado esterilidad masculina sobre las plantas

“hermafroditas” del mismo morfo (ver capitulo 1 de este trabajo).

Los resultados revelaron efectos maternos (pin) en el crecimiento de la progenie,
la masa de las semillas, el nimero de hojas iniciales y el nimero de hojas a los cuatro afios
de edad. A pesar de que los componentes de crecimiento de la progenie se correlacionaron
en general de manera positiva, Unicamente la masa de las semillas se relaciond con una de
las caracteristicas de las madres. Se detectd que la masa de las semillas y el nimero de
flores de las madres se correlacionan positivamente. Esto sugeria que podia haber variacion
genética entre las plantas pin para la obtencion, asimilacion y asignacion de recursos a la
funcion femenina y el aprovisionamiento de semillas. Sin embargo, debido a que la
produccion de flores se relaciona con el tamafio de las plantas (Rosas et al., 2005) es
probable que la variacion en la masa de las semillas sea influenciada por el ambiente que
experimentan las plantas maternas (varianza ambiental). Ademas el tamafio de las semillas
no se correlaciona con los demas componentes del vigor de la progenie, por lo tanto parece
poco probable que la seleccion favorezca este atributo de la progenie de las madres pin.
Probablemente esto contrasta con la relacion entre el tamario de las semillas y el vigor de la
progenie que ocurre con frecuencia en plantas. Sin embargo la marcada asimetria
reproductiva de los morfos florales de Erythroxylum havanense (Avila-Sakar y Dominguez
2000) y la evolucion de la esterilidad masculina del morfo thrum (Rosas y Dominguez en

prep.), sugieren que en la medida que se pierda la funcion masculina del morfo thrum, la
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inversion en la funcidn femenina pin brindara pocos beneficios. Si ademas los atributos
relacionados con la funcion femenina pin (produccion de 6vulos, semillas y frutos)

implican un costo, se puede esperar que su mantenimiento sea poco favorecido.

Los resultados de este trabajo se restringen al desempefio de la progenie desde la
produccion del primer par de hojas verdaderas y el trasplante, hasta la supervivencia a los
cuatro afios de edad. Sin embargo la identidad del progenitor paterno podria afectar el vigor
de la progenie en etapas de desarrollo como la maduracion de las semillas, la germinacion,
o la viabilidad y supervivencia de las plantulas antes del trasplante. Debido a que la
paternidad de la progenie se determind hasta después del trasplante, nuestros datos no
permiten detectar efectos paternos antes de dicha etapa. Por ejemplo, en la planta
ginodioica Slene acaulis las diferencias en supervivencia entre la progenie de los diferentes
tipos florales ocurren durante el establecimiento temprano de las plantulas pero no en
etapas posteriores (Delph y Mutikainen 2003). Si este es el caso de la progenie analizada en
este trabajo, entonces es necesario realizar cruzas manuales entre grupos de plantas
particulares, y/o establecer la paternidad de las semillas antes de la germinacion y del
establecimiento de las plantulas. Lo cual resultaria bastante complejo debido a la dificultad
para manipular las plantas de esta especie en condiciones naturales.

Por ultimo, en E. havanense el NEM de las plantas thrum se relaciona de manera
positiva con la adecuacion femenina y de manera negativa con la adecuacion masculina
(Rosas y Dominguez en prep). Esto sugiere que hay una correlacion negativa entre las
funciones sexuales y que la seleccion en favor de la funcion femenina de las plantas thrum
podria relacionarse con la reasignacion de recursos que incremente la produccion de
semillas. En especies con EM la determinacion del sexo involucra en la mayoria de casos
genes citoplasmaticos de esterilidad y genes nucleares que restauran la fertilidad del polen
de manera especifica (Couvet et al., 1990; Bellhassen et al., 1991; Saumitou-Laprade et al.,
1994; de Haan et al., 1997). Una consecuencia de este modo de herencia es que debido al
namero de genes involucrados y al grado de correspondencia entre genes citoplasmaticos y
nucleares (Koelewijn y van Damme 1995a, 1995b; Couvet et al., 1990; Dudle et al., 2001,

Bailey y McCauley 2005), se pueden producir individuos parcialmente estériles (Govinda
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Raj y Virmani 1988; Koelewijn y van Damme 1996; Gigord et al., 1999). Ademas en
algunos casos se ha reportado que la produccion de polen y la inversion en 6vulos y
semillas en los individuos de sexualidad intermedia se correlacionan de manera negativa
(Agren y Willson 1991; Poot 1997; Koelewijn 2003). Sin embargo, y a pesar de que las
mutaciones que afectan la fertilidad del polen en las angiospermas ocurren con alta
frecuencia, las consecuencias reproductivas de la EMp y su efecto en la evolucion de los
patrones de asignacion y especializacion sexual han sido muy poco estudiadas. En E.
havanense no se conoce el modo en que se hereda la EM, ni se sabe si la compensacién de
la adecuacion perdida involucra la reasignacion de recursos de la produccion de polen hacia
la produccion de semillas. E. havanense es un arbusto que florece hasta los ocho afios de
vida y lo hace de forma sincrénica por un periodo muy reducido cada temporada de lluvia,
por lo tanto, la respuesta a estas cuestiones que sin duda requieren de estudios detallados
gue permitan aclararlas involucra una seria dificultad. Los resultados de este trabajo son
consistentes con la evidencia de trabajos relacionados, y en conjunto indican que la
evolucion de la EM de las plantas del morfo thrum de E. havanense es favorecida sobre el

mantenimiento de individuos hermafroditas y de sexualidad intermedia.
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Tabla 1 Anélisis de medidas repetidas que evalla el efecto de la identidad de madres pin'y
donadores thrum de E. havanense en la tasa de crecimiento de la progenie en un periodo de

cuatro anos.

Individuos

Fuente gl F P
Padres (Madres) 10 0.807 0.62
Madres 9 3.72 0.0002
Individuos en tiempo

Fuente gl F P
Tiempo 2,334 220.8 0.0001
Tiempo * Padres (Madres) 20, 668 0.803 0.711
Tiempo * Madres 18, 668 1.89 0.01

Tabla 2 Efecto de la identidad de los progenitores maternos y paternos (anidados en
madres) en cinco atributos relacionados con el desempefio de la progenie.

Madres Padres (Madres) Modelo general
Caracter F P F P F P r’
Masa de semillas 72.17 0.0001 0.9 0.52 38.92 0.0001 0.7
NUm. de hojas iniciales  4.99 0.0001 0.88 0.55 2.73 0.0002 0.08
Diametro basal 1.75 0.076 1.17 0.3 1.35 0.147 0.08
Altura 1.59 0.11 1.69 0.08 1.74 0.02 0.04
NUm. de hojas finales 2.76 0.0036 1.084 0.373 1.85 0.01 0.04

Tabla 3. Resultado del anélisis de Chi cuadrada del modelo ajustado (proportional hazards)
para evaluar el efecto de la identidad de los progenitores en la supervivencia de la progenie

en un periodo de cuatro afios.

Fuente gl Chi cuadrada (L-R) P
Padres (Madres) 10 11.7 0.3
Madres 9 12.59 0.18
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Figura 1. Variacion en los atributos del desempefio de la progenie. Se muestra el valor promedio del
peso de las semillas, el nimero de hojas iniciales, el incremento en nimero de hojas al final del
periodo evaluado, la altura y el diametro basal de las plantulas. a) Las 20 familias paternas se
grafican en el gradiente de esterilidad masculina de los padres, que incrementa de izquierda a
derecha (de 0.6 a 0.84). b) Progenie agrupada en 10 familias maternas. Las lineas punteadas indican
la media total.
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ENVIRONMENTALLY INDUCED VARIATION IN FECUNDITY
COMPENSATION IN THE MORPH-BIASED MALE-STERILE
DISTYLOUS SHRUB ERYTHROXYLUM HAVANENSE
(ERYTHROXYLACEAE)?

Luis E Rosas, JEssica PEREZ-ALQUICIRA, AND CESAR A. DOMINGUEZ?2

Departamento de Ecologa Evolutiva, Ingtituto de Ecologa, UNAM A.P. 70-275, Mexico D.F 04510, Mexico

The evolution of male-sterile individuals in hermaphroditic species represents the first step in the evolution of sex specialization.
For male-sterile individuals to persist they must have some fitness advantage that compensates for their loss of the male function.
Female fecundity also depends on environmental factors as those determining the likelihood of pollination and fertilization. Here we
assessed the effects of both male sterility and reproductive synchrony (an environmentally affected trait) on the magnitude of female
compensation of Erythroxylum havanense, a distylous shrub with morph-biased male sterility. In vitro measurements of pollen ger-
mination showed that thrums were more male sterile than pins. The compensatory advantage of thrums changed by a factor of five
depending on flowering synchrony. Flowering in synchrony with the population increased fruit production in both morphs. However,
because pins that flowered out of synchrony produced almost no fruits, the reproductive compensation of thrums was higher in these
circumstances. Because the magnitude of compensation is frequently considered as a key factor in the evolution of sex specialization,
the environmentally induced variation in the magnitude of the reproductive compensation of thrum plants may have profound effects
on the evolutionary dynamics of the reproductive system of E. havanense.

Key words:
biased male-sterility.

Ever since Darwin (1877) the evolution of sex specializa-
tion has been a subject of deep interest among evolutionary
biologists. The presence of male sterility in hermaphroditic
plants has been considered a key factor influencing the evo-
lution of sexual specialization (Lloyd, 1975; Charlesworth and
Charlesworth, 1978; Couvet et a., 1990; Maurice et ., 1993;
Schultz, 1994; Webb, 1999), because both theoretical and em-
pirical evidence point out that male sterility in hermaphroditic
species may represent the first step in the evolution of dioecy
(Kohn, 1988; Weller and Sakai, 1991; Charlesworth, 1991,
Mayer and Charlesworth, 1992; Geber et al., 1999; Gigord et
al., 1999). Because hermaphroditic plants achieve roughly half
of their fitness through the male function, male sterility results
in a reproductive disadvantage. Consequently, for females to
be maintained within a population, male-sterile individuals
must compensate for the fitness loss through the male function
(Charlesworth, 1981; Gouyon and Couvet, 1987; Delph et al.,
1999). Several theoretical studies have shown that the mag-
nitude of compensation required to maintain male-sterile in-
dividuals in the population is determined by the mode of in-
heritance of male sterility. In the case of nuclear inheritance,
females must be more than twice as fecund as hermaphrodites
(Ross and Gregorious, 1985; Frank, 1989; Gouyon et al.,
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compensatory advantage; distyly; Erythroxylaceae; Erythroxylum havanense; flowering synchrony; Mexico; morph-

1991). When male sterility is due to a cytoplasmic mutation,
females will spread in the population with only a slight repro-
ductive advantage (Lewis, 1941; van Damme, 1983; Belhassen
et a., 1991; Koelewijn and van Damme, 1995). If both nuclear
and cytoplasmic genes are responsible for male sterility (i.e.,
the inheritance is nucleocytoplasmic), the magnitude of com-
pensation is expected to be intermediate between that expected
for nuclear and cytoplasmic inheritances (Lewis, 1941; Char-
lesworth, 1981; Gouyon and Couvet, 1987).

Although some part of the variation in fecundity between
females and hermaphrodites might be associated with the
mode of inheritance and the physiological mechanism of com-
pensation (e.g., genetic variation for resource reallocation), it
is well known that female fecundity also depends on several
environmental factors (pollinators, resource and pollen limi-
tation, reproductive phenology, seed predation, population sex
structure, and metapopulation dynamics). For example, female
plants of the gynodioecious Phacelia dubia had higher fruit
and seed set than hermaphrodites after hand-pollination, but
no evidence of compensation was observed in natural condi-
tions (Del Castillo, 1993). Such a result suggests that ecolog-
ical factors might have a strong influence on the relative fe-
cundities of females and hermaphrodites in natural conditions.
Nonetheless, studies evaluating the magnitude of compensa
tion in gynodioecious species usually assume that mating op-
portunities are equal for al plants within a population, and
that the magnitude of female compensation depends exclu-
sively on post-pollination mechanisms. It is therefore reason-
able to expect that the extent of compensation could be influ-
enced by ecological factors, particularly those determining the
likelihood of pollination and ovule fecundation. For instance,
even though male-sterile plants have the ability to produce
more or better seeds, pollen or pollinator limitation could re-
duce the advantages of compensation. In accordance, given
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that the magnitude of female compensation of male-sterile in-
dividuals has been considered as a key factor in both the main-
tenance of gynodioecy and the evolution of dioecy (Gouyon
et a., 1991; Maurice et a., 1993, 1994; Schultz, 1994), the
influence of environmental variance in the expression of com-
pensation could affect the tempo and mode of the evolutionary
trajectory of sex specialization in species with male sterility.
Few studies, however, have taken into account the combined
effects of male sterility and ecological factors on the magni-
tude of female compensation (but see Williams and Fenster,
1998; Graff, 1999; Taylor et a., 1999; Marshall and Ganders,
2001; Ramsey and Vaughton, 2002).

In this study we evaluated the effects of both male sterility
and reproductive synchrony (a factor influencing pollinator at-
traction and the availability of mates) on the magnitude of
female compensation in a natural population of the distylous
shrub Erythroxylum havanense Jacq. (Erythroxylaceae), a spe-
cies with morph-biased male sterility (Domnguez et dl.,
1997). A study involving five populations showed that pin
individuals produce on average 49% more viable pollen than
thrums (Cuevas et a., in press). Results from hand-pollination
experiments showed that male-sterile thrum plants may have
a strong compensatory advantage. The probability to survive
to age 8 and reproduce associated to the progeny derived from
thrum mothers was 0.092, while this value amounted 0.033
for the progeny derived from pin mothers (a 2.8 reproductive
advantage; Avila-Sakar and Domnguez, 2000). Although this
advantage is expressed after hand-pollination, we have noticed
that the magnitude of compensation under natural conditions
may show a striking variation among reproductive seasons
(Domnguez et a., 1997; Avila-Sakar and Domnguez, 2000;
C. A. Domnguez, personal observation).

On the other hand, it has been shown that female fitness in
E. havanense is highly influenced by flowering synchrony
(Domnguez and Dirzo, 1995). Flowering phenology of E.
havanense is characterized by a marked intra- and inter-indi-
vidual flowering synchrony. Selection analyses showed that
flowering time explains 20—27% of the individual variance in
female fecundity, indicating that fitness is highly dependent on
flowering synchrony (Domnguez and Dirzo, 1995). Selection
gradients on flowering time for 1987 and 1988 were opposite
in sign, indicating the presence of a heterogeneous regime of
natural selection. It was further demonstrated that such hetero-
geneity was a consequence of the annual variation in the pat-
terns of rainfall (Domnguez and Dirzo, 1995).

Hence, E. havanense is a species in which mate availability

and/or mating likelihood depend on flowering synchrony, an
attribute highly influenced by environmenta variance (Dom-
‘'nguez and Dirzo, 1995). Moreover, male-sterile thrum indi-
viduals show a marked compensatory advantage after hand-
pollination (Avila-Sakar and Domnguez, 2000), but whose
magnitude varies from year to year in natural conditions
(Domnguez et al., 1997). This situation offers the opportunity
to evaluate whether or not the expression of compensation in
male-sterile plants depends on flowering synchrony. In this
study we evaluated the joint effects of male sterility, flower
production, and flowering synchrony on the female reproduc-
tive success of individuals from a natural population of Ery-
throxylum havanense from the Pacific coast of Mexico.

MATERIALS AND METHODS

Study site—The study was carried out at the Chamela Biological Station
located on the Pacific coast of the state of Jalisco, Mexico (19°30" N, 105°03'

RosAS ET AL.—VARIABLE FECUNDITY COMPENSATION IN ERYTHROXYLUM 117

W). This site is characterized by a marked dry season from November to
May, with 80% of the precipitation falling from July to October (Bullock,
1986). The vegetation is a dense tropical deciduous forest. A detailed descrip-
tion of the flora and climate of the Chamela region can be found in Bullock
(1986), Lott et al. (1987), and Noguera et a. (2002).

Study plant—Erythroxylum havanense is a perennial distylous shrub with
complete intramorph incompatibility (i.e., no fruits are produced from crosses
within the same morph; Domnguez, 1990). Plants grow on patches of 20-80
individuals. Flowering initiates 710 d after the first intense rains that mark
the beginning of the wet season when individua flowering thresholds are
reached by the increase in soil humidity (Domnguez and Dirzo, 1995). Once
flowering is triggered, individual plants flower for a very short period (2.8 =
0.1 d, mean = 1 SE hereafter). The availability of water for plants depends
on a series of highly heterogeneous environmental factors as topographic zone
(slopes, plateaus or gullies, aspect; Domnguez and Dirzo, 1995), soil char-
acteristics (texture, organic matter content, infiltration; Domnguez and Dirzo,
1995; Cotler et a., 2002), and rainfall heterogeneity (Garca-Oliva et a.,
1991; Garca-Oliva et al., 2002). All these environmental attributes interact
with each other to produce a complex spatio-temporal dynamics in terms of
water availability for plants. Accordingly, flowering phenology may range
from synchronous years characterized by short flowering periods (5.7 = 0.9
d) in which 84% of the total flower production occurs in two peak flowering
days; to asynchronous years with relatively extended flowering periods (up to
20 d) and a more evenly distribution of flower production (Domnguez and
Dirzo, 1995). Flowers are small (~1 cm of diameter), and stigma receptivity
is limited to the first half of the day. Erythroxylum havanense is mainly pol-
linated by wild bees of the genus Trigona (Apidae) and Xylocopa (Antho-
phoridae) (Domnguez et d., 1997). Fruits are ovoid red drupes (1 cm long)
that contain only one fertile ovule, and thus are single seeded. As mentioned
above, E. havanense is also characterized by morph-biased male sterility as-
sociated with a compensatory female advantage in thrum plants (Domnguez
et al., 1997; Avila-Sakar and Domnguez, 2000). The magnitude of compen-
sation, however, shows a marked temporal variation among reproductive sea-
sons.

Data collection—Reproductive phenology—During the reproductive season
of 2000 we followed the flowering and fruiting phenology of al the repro-
ductive plants from the Ardilla population (N = 76). For each plant we made
daily censuses to record the number of flowers, immature fruits, and ripe
fruits. Censuses were initiated the first day a plant produced flowers (7 June
2000) and finished when all fruits in the population had ripened (12 July
2000).

Flowering synchrony—Flowering synchrony in E. havanense had been pre-
viously measured as the inter-individual variation in flowering initiation day
(see Domnguez and Dirzo, 1995). Nonetheless, the extreme flowering syn-
chrony we observed in 2000 (see Results) precluded the usage of this index.
Instead, we used an index that accounted for the small differences in the
timing of flower production that we observed among the individuals from the
Ardilla population in 2000. For each plant we estimated the proportion of its
flowers that were produced during the peak flowering day of the population.
This value ranges from 1 to 0. Plants with values (synchrony index) close to
1 produced a high proportion of their flowers when a large amount of pollen
and ovules were available in the population. Values close to zero indicate
plants that produced most of their flowers out of synchrony with the popu-
lation.

Male sterility—To assess the amount of variation in male sterility, as well
as to estimate the repeatability of this attribute, we made in vitro pollen cul-
tures during the reproductive seasons of 1998 and 1999 for the same 24 plants.
In the 1999 sample, 23 new plants were included for atotal of 47 individuals.
One day before anthesis several branches on each plant were bagged to pre-
vent pollinator visitation and contamination with pollen from other plants.
Pollen collections were made on the day of anthesis between 0900 and 1200.
We collected four flowers per plant, and each of four anthers per flower was
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rubbed onto the surface of previously prepared culture medium on a micro-
scope slide. The medium was modified from Mazer (1987) and was composed
of 250 g/L of sucrose, 0.238 g/L of H,BO,, 0.357 g/L of Ca (NO,) 2-4H,0
and 8.33 g/L of agar. Previous experiments have shown this culture medium
is adeguate for the evaluation of pollen viability in E. havanense (Avila-Sakar
and Dominguez, 2000; Cuevaset d., in press). Time between pollen collection
and initiation of cultures was always less than 5 min. Cultures were incubated
in Petri dishes at ambient temperature, and after 12 h of growth they were
fixed with FAA (formaldehyde (37-40%), ethyl alcohol (95%), glacial acetic
acid, and water; 10 : 50 : 5: 35 v/v) and sealed with clear nail polish. Using
an optical microscope (Olympus model BH 2, with 40 optical magnification)
we counted the number of germinated and nongerminated pollen grains on
every dlide. For each plant we calculated the fraction of germinated to total
pollen grains from the pooled data (16 slides), and this measure was used as
an estimation of the level of male sterility per plant.

Data analysis—Male sterility—We first investigated the effect of floral
morph on the level of male sterility by means of one-way analysis of variance
(IMP 4.0.4., SAS, 2001). Male sterility was arcsine transformed to improve
normality of the error distribution. Because of the difficulty of measuring the
heritability (h?) of male sterility in E. havanense (it takes 8 yr for this species
to reproduce), we measured its repeatability through the calculation of the
interclass correlation coefficient between levels of male sterility in 1998 and
1999 (N = 24 plants). Repeatability measures the amount of the phenotypic
variance in a trait due to permanent differences between individuals. Given
that permanent differences can be attributed both to genetic variance and to
the local environment, the repeatability of a trait sets an upper limit to the
degree of genetic determination (Falconer and Mackay, 1996).

Effects of morph, flowering synchrony, and flower number on fruit produc-
tion—In order to evaluate the differences in fruit production between pin and
thrum plants taking into account the variance in flower number and flowering
synchrony, we performed a covariance analysis (PROC GLM, SAS, 1989).
Morph, flowering synchrony, and flower number were included as the main
factorsin thisanalysis. We also included the quadratic terms of flower number,
and al the interactions among the three main factors. The significance of the
morph term should be indicative of compensation if higher fruit production
is associated to the more sterile morph. Flowering synchrony measures the
dependence of female fitness on the availability of potential mates and on the
likelihood of pollination (i.e., the ecological factors). Because flower number
has a strong effect on fruit production (Domnguez and Dirzo, 1995), we
included this variable within the analysis. Given that flower number and flow-
ering synchrony were measured in very different scales and because we were
interested in comparing their relative effects on fruit production, they were
standardized to mean zero and standard deviation 1 prior to analysis ([x —
X]/SD). This procedure allowed a direct comparison between these variables
because they were expressed in units of standard deviations.

RESULTS

Reproductive phenology—Seventy-six individuals flowered
in the Ardilla population after the first heavy rains of the 2000
reproductive season. Altogether, plants produced 51447 flow-
ers in just three days showing a striking inter-individual syn-
chrony. Most flowers (86.75%) were produced during the first
day, 12.95% in the second, and the remainder during the third
day. Both pin and thrum plants showed high average values
of flowering synchrony (0.81 = 0.04 and 0.75 *= 0.03, re-
spectively) and there were no statistical differences among
them (F, . = 1.06, P = 0.31). Flower production was highly
variable among individuals (range 1-4194 flowers, 668 = 207
flowers). There were no differences between thrum and pin
individuals in flower production (771 = 275 and 532 + 318
flowers, for thrum and pin plants, respectively; F, . = 0.32,
P = 0.57).
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Fig. 1. Average values (+1 SE) for the in vitro estimations of the levels
of male sterility for pin and thrum plants of Erythroxylum havanense from
the Ardilla population.

Male sterility—Male sterility ranged from 0.43 to 1, with a
mean of 0.75 (£0.019). Preliminary paternity analysis for the
same population investigated in this study showed that plants
with levels of male sterility higher than 0.9 sire not a single
seed; thus, they can be considered completely male sterile (F
Rosas and C.A. Domnguez, unpublished data). Accordingly,
14% of the plants in the Ardilla population were completely
male-sterile. Thrum plants had a higher proportion of com-
pletely male-sterile plants (0.23) than pins (0.05), and also a
higher level of male sterility (0.81 + 0.02 and 0.68 = 0.02,
for thrum and pin plants, respectively; F, ,, = 13.56, P =
0.006, Rz = 0.21; Fig. 1). The estimated repeatability of male
sterility was 0.47 (+0.11), indicating that a relatively high
fraction of the phenotypic variation in male sterility is ex-
plained by permanent differences among individuals (F, ,, =
15.8, P = 0.0006, Rz = 0.39). The significant difference in
male sterility between floral morphs, along with its constant
expression through time (repeatability), suggests that male ste-
rility in E. havanense has a heritable component that is inde-
pendent of environmental variation.

Effects of morph, flowering synchrony, and flower number
on fruit production—Analysis of covariance reveded that all
three main factors had a significant effect on fruit production
(Table 1). The interactions between flowers X morph and
flowers X synchrony had also a significant effect (Table 1).
The fitted model explained 88% of the variance in fruit pro-
duction. The significance of the morph term reflects the higher
seed production of thrum plants (47.5 = 11.54 and 88.1 *
10.2 fruits, for pin and thrum plants, respectively). In accor-
dance with previous results (Domnguez and Dirzo, 1995),
flowering synchrony had a positive and significant effect on
fruit production. Flower number had also a positive effect on
fruit production, simply indicating that plants with many flow-
ers produce more fruits. The significance of the interaction
flowers X morph showed that the slope of fruit production on
flower number was higher for thrum plants. Hence, the more
male-sterile morph (i.e., thrum) was more efficient to mature
fruits as the number of flowers per plant increased (Fig. 2).
As indicated by the significance of the interaction between
flowers X synchrony, natural selection favored those plants
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TaBLE 1. ANCOVA of the effects of morph, flowering synchrony, and flower number on fruit production of Erythroxylum havanense from

Chamela, Jaliso, Mexico.

Source of variation df MS F P
Morph 1 72675.97 20.05 <0.0001
Flowering synchrony 1 161472.39 44.56 <0.0001
Flower number 1 285428.97 78.79 <0.0001
Morph X synchrony 1 647.07 0.1786 0.674
Morph X flower number 1 193429.73 53.38 <0.0001
Synchrony X flower number 1 188463.91 52.01 <0.0001
(Flower number)? 1 8926.73 2.46 0.12
Error 68 3623.0

that produced many flowers and flowered in synchrony with
the population. The combined effects of flower number and
flower synchrony had a dramatic influence on the reproductive
compensation of thrum plants. Because compensation in E.
havanense may be defined as the relative fecundity of thrum
vs. pin individuals, and flowering synchrony had a marked
influence on the reproductive output of both morphs, the mag-
nitude of compensation changed as a function of an environ-
mentally induced trait. Based on the model adjusted by the
covariance analysis, we produced two different scenarios re-
garding the effect of flowering synchrony on the magnitude
of compensation (expected fruit production of pins = 63.6 +
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Fig. 2. Adjusted model (R? = 0.88) describing the relationship between
flower number and fruit production for pin and thrum plants of Erythroxylum
havanense. Adjustments for plants that flowered in relatively high synchrony
(+0.5 SD) with each other (A), and for plants that flowered out of synchrony
(—0.5 SD) with the population (B) are presented. The estimated values of the
compensatory advantage of thrum plants (fruits of thrums/fruits of pins) are
aso shown. Plotted values were derived from a covariance model in which
we included morph, flowering synchrony and flower number as main factors,
as well as the interaction terms.

147.99 X flowers + 86.13 X synchrony + flowers X syn-
chrony X 253.9; and expected fruit production of thrums =
128.62 + 385.98 X flowers + 86.13 X synchrony + flowers
X synchrony X 253.9). Figure 2A shows the expected fruit
production of pin and thrum plants flowering under relatively
high flowering synchrony conditions (synchrony index = 0.5
SD above the population mean). This figure also shows the
estimated values of compensation under this scenario (fruit
production of thrums/fruit production of pins). Figure 2B, in
contrast, illustrates plants flowering out of synchrony with the
population (synchrony index = —0.5 SD below the population
mean). It is clear from these figures that fruit production is
highly dependent on both flower number and flowering syn-
chrony, but, unexpectedly, the magnitude of compensation was
higher under low synchrony conditions.

Overdll, the results of this study indicate that fruit produc-
tion is maximized when flowering synchrony produces the
conditions that favor pollinator attraction and increase the
availability of mates. The expression of compensation fol-
lowed an opposite pattern, because the unfavorable conditions
for reproduction produced by low flowering synchrony result-
ed in a meager fruit production in pin plants, thus increasing
the relative fecundity of thrum plants.

DISCUSSION

We have shown in this study that the magnitude of com-
pensation of the thrum morph of Erythroxylum havanense de-
pends on flowering synchrony. Thrum plants, the morph with
higher male sterility, produced more fruits per flower than pin
individuals of equivalent size. Flowering synchrony had also
a dramatic positive effect on fruit production in both morphs.
Moreover, the magnitude of the reproductive compensation of
thrum plants ranged up to 5 times depending on the level of
flowering synchrony. It should be noted that 2000 was an ex-
tremely synchronous year (see Domnguez and Dirzo, 1995),
and even so we were able to detect an important difference
between synchronous and asynchronous plants. Consequently,
it could be expected that the effect of synchrony on the repro-
ductive compensation of synchronous vs. asynchronous thrum
plants would be even greater in years allowing a higher vari-
ation in flowering times (see Domnguez and Dirzo, 1995).

Although we found a marked effect of flowering synchrony
on the compensatory advantage of thrums, the direction of
such an effect was opposite to our original expectative. Flow-
ering synchrony decreased, instead of increased, the magnitude
of compensation. Because pin individuals produced almost no
fruits when they flowered out of synchrony, there was an
eightfold difference in fruit production between synchronous
and asynchronous pin plants. Contrastingly, synchronous
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thrum plants only produced two times as many seeds as thrum
individuals flowering out of synchrony (cf. Fig. 2). As a con-
seguence, the magnitude of the compensatory advantage of
thrum plants decreased with flowering synchrony. This result
should be interpreted with caution because, although the rel-
ative fecundity of thrums (fruit production of thrums/fruit pro-
duction of pins) showed an inverse relationship with flowering
synchrony, the absolute fecundity of both morphs was much
higher when plants flowered in synchrony with the population.

The inverse relationship between compensation and syn-
chrony found in this study calls for an explanation. Asynchro-
nous flowering produces a relatively poor reproductive envi-
ronment (mate, pollen, and pollinator limitation: Augspurger,
1980, 1981; Domnguez and Dirzo, 1995; Domnguez et a.,
1997) that reduces the opportunities for successful reproduc-
tion of both morphs. Although we actually observed a reduc-
tion in fruit production in asynchronous flowering individuals,
the negative consequences were more severe on pin than thrum
plants. Given that the only difference between the pollen pro-
duced by the floral morphs is a higher frequency of abnormal
pollen grains in thrum plants (there are no differencesin pollen
production neither in pollen size, Vazquez-Santana et a.,
1996; Domnguez et al., 1997), a load of thrum pollen has a
smaller number of viable pollen grains. Hence, pin plants that
flowered out of synchrony with the population were exposed
to low pollen loads composed of low-quality pollen grains.
Thrum plants were also exposed to low pollen loads, but they
were pollinated with relatively high-quality pollen. This asym-
metry in the qualities of the pollen loads received by each
morph could explain the meager fruit production of pin plants
and also the elevated value of compensation observed when
plants flowered out of synchrony.

Mass flowering has been envisioned as an attribute favored
by natural selection because opportunistic pollinators should
take advantage of the concentrated amount of rewards that
flowering synchrony provides (Gentry, 1974; Augspurger,
1980, 1981; Gross and Werner, 1983; Mori and Pipoly, 1984,
Dieringer, 1991). Besides of increasing the attractiveness of a
flowering patch to pollinators, flowering synchrony aso pro-
duces the conditions that maximize the rates of pollen-dona-
tion deposition and the opportunities to find mates. This is
particularly true for E. havanense because thisis a self-incom-
patible species that requires pollinator visitation to produce
fruits. In fact, previous studies have shown that flowering in
synchrony with the population has marked consequences on
the reproductive success of E. havanense individuals (Dom-
nguez and Dirzo, 1995).

Accordingly, we think that the differences in the curves de-
scribing reproductive compensation as a function of flower
number could be explained by the influence of synchrony on
the foraging behavior of pollinators. When plants flowered in
high synchrony, the curve of compensation reached a plateau
at relatively low flower numbers (Fig. 2A). Asynchronous
flowering, in contrast, produced a curve in which compensa
tion always increased (Fig. 2B). It is possible that large num-
bers of flowers confer an important advantage when plants
flower out of synchrony, because these plants monopolize
most of the few available pollinators. Large pin plants are also
expected to attract more pollinators, but because most of the
pollen they received is nonviable, their fecundity should be
low. When plants flowered in synchrony with the population
fruit production increased at a higher rate (number of fruits
per flower), but compensation showed an asymptotic behavior
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around a value of two. These observations suggest that the
high concentration of resources brought about by flowering
synchrony reduces the threshold (number of flowers) used by
pollinators to discriminate against plants with few flowers. Un-
der these circumstances, both morphs would receive enough
viable pollen and fecundity would depend mainly on post-
pollination mechanisms.

Obviously the above interpretation depends on the assump-
tion that pollinators discriminate among plants that differ in
flower number. Previous studies have shown that the most
common species of pollinators of E. havanense forage pref-
erentially on plants with many flowers (Domnguez et a.,
1997). Moreover, the average fruit set of large plants (those
above the mean value of flower number) was significantly
higher than that of the small ones (0.41 = 0.04 and 0.22 +
0.02 fruits per flower; for large and small plants, respectively;
F, .5 = 10.48, P = 0.001), suggesting that pollinator visitation
was more intense in the former than in the latter individuals.
Pollen limitation has also been proved to affect female fecun-
dity in the gynodioecious Slene vulgaris (McCauley €t al.,
2000), and in Wurmbea biglandulosa (Ramsey and Vaughton,
2002).

Resullts of this study support previous findings (Domnguez
et a., 1997; Avila-Sakar and Dominguez, 2000) indicating that
the partial loss of the male function of thrum individuas of
Erythroxylum havanense is compensated by a fithess increase
through the female function. After hand-pollination thrum in-
dividuals outperform pin ones as maternal plants by producing
more and better seeds (Avila-Sakar and Dominguez, 2000).
However, as this study demonstrates, the expression of com-
pensation in natural conditions depends on flowering synchro-
ny, probably because of its effect on successful pollination. As
a consequence, the magnitude of the reproductive compensa-
tion of thrum plants of E. havanense ranged from zero (in
small plants) to almost ten (in the larger plants). Reproductive
compensation has been described in other species with male
sterility (reviewed in Shykoff et al., 2003), and the magnitude
of this parameter is thought to be involved in the maintenance
of mae-sterile individuals and in the evolution of dioecy
(Lewis, 1941; Charlesworth and Charlesworth, 1978; Gouyon
and Couvet, 1987; Maurice et a., 1993, 1994; Schultz, 1994;
Charlesworth, 1999). Theoretical models predict that in the
most stringent conditions (nuclear inheritance), male-sterilein-
dividuals should exhibit a twofold compensatory advantage to
be maintained in the population (Lewis, 1941; Charlesworth,
1999). Nucleocytoplasmatic inheritance, in contrast, requires
just a subtle fecundity advantage for polymorphism to be
maintained (Couvet et al., 1986; Gouyon and Couvet, 1987,
Schultz, 1994). Although we do not know the genetic mech-
anism determining male sterility in E. havanense, our results
suggest that this attribute has a heritable component (see aso
Domnguez et al., 1997). Moreover, independently of the par-
ticular mechanism of inheritance, the values of compensation
observed in this study were very close, or even much higher,
than the most stringent theoretical threshold (under nuclear
inheritance) for male-sterile individuas to be maintained in
the population. This result suggests that the magnitude of the
fecundity compensation (seed production, the quantitative
compensation; sensu Alonso and Herrera, 2001) observed in
E. havanense is high enough as to maintain male-sterile in-
dividuals in the population. Given that this species also shows
a qualitative compensatory advantage (offspring quality; Avi-
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la-Sakar and Domnguez, 2000), the overall value of compen-
sation should be far beyond the theoretical threshold.

Our finding of environmentally induced variation in the ex-
pression of the reproductive compensation of E. havanense
suggests that the selective dynamics of male sterility may
change on an annual basis depending on the level of flowering
synchrony (Domnguez and Dirzo, 1995). Highly synchronous
years would allow maximum fruit production and a relatively
low compensatory advantage. Nonetheless, such an advantage
is high enough as to favor the permanence of male-sterile in-
dividuals. On the other hand, because of the disproportionate
effect that pollinator limitation and the scarcity of potential
consorts (see Williams and Fenster, 1998; Taylor et a., 1999;
Ramsey and Vaughton, 2002) have on the quality of the pollen
loads received by pin plants, the compensatory advantage of
thrums is boosted during years of low flowering synchrony.
Thus, in the particular case of E. havanense, male-sterile in-
dividuals always enjoy a compensatory advantage whose mag-
nitude changes dramatically depending on flowering synchro-
ny. Given that male sterility in natural populations is consid-
ered a key factor in the evolution of sex specialization in her-
maphrodite species (Lloyd, 1975; Charlesworth and
Charlesworth, 1978; Maurice et a., 1993; Shultz, 1994; Webb,
1999), the potentially intense influence of environmental var-
iance in the expression of compensation could affect the rate
of evolution of the reproductive system of E. havanense. In
genera terms, the findings of this study suggest that environ-
mental heterogeneity has the potential to affect the expression
of the compensatory advantage of male-sterile individuals in
gynodioecious species and, therefore, the evolutionary trajec-
tory of sex specialization.
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Discusion General

El objetivo de este trabajo consistié en determinar las consecuencias reproductivas de la
EMp y su papel en la evolucidon del sistema reproductivo de Erythroxylum havanense.
Utilizando la produccion de polen viable como medida de la asignacion de recursos en la
funcién masculina (r) y su inverso como la asignacién en la funcion femenina (1-r, Charnov
1982), demostramos que la ganancia en adecuacion por unidad de inversion en plantas
thrum con diferente NEM es mayor para la funcion femenina que para la funcion
masculina. Bajo el modelo de herencia de la EM nucleo-citoplasmatico (el mas coman), la
teoria predice que las mutaciones de esterilidad se pueden propagar siempre y cuando las
hembras tengan una ventaja en fecundidad sobre las hermafroditas (Lewis 1941;
Charlesworth 1981; Gregorious y Ross 1984; Frank 1989). En E. havanense la fecundidad
de las plantas thrum con mayor grado de esterilidad es 1.67 veces mayor que la adecuacion
de las plantas del mismo morfo que mantienen mejor conservada su condicién
hermafrodita. Acorde a la prediccion teorica, el analisis de la paternidad de la progenie
demostro que existen plantas thrum completamente estériles. La diseminacion de EM en
una poblacion hermafrodita monomadrfica resulta en el establecimiento de un sistema
reproductivo ginodioico, y la eventual evolucidn del diocismo a partir de esta condicion
requiere de una segunda mutacion que esterilice la funcion femenina de los hermafroditas
remanentes. En contraste, la propagacion de hembras thrum en E. havanense representa el
factor clave en la evolucion de dos sexos separados. Debido a la dependencia reproductiva
que existe entre los tipos florales, la EM thrum inhabilita de forma automatica la funcién
femenina de las plantas pin y resulta en el establecimiento de una poblacion funcionalmente

dioica sin necesidad de una segunda modificacion genética.

Las hipdtesis sobre la evolucion del diocismo se basan primordialmente en la
existencia de correlaciones taxondmicas entre el diocismo y atributos como los frutos
carnosos, el habito perenne y lefioso, y la presencia de muchas flores pequefias y poco
conspicuas. Los argumentos principalmente ecoldgicos proponen que estas correlaciones se
deben al papel de los dispersores, la cleistogamia y la depresidn por endogamia, y la

intervencion de polinizadores pequefios y generalistas, que podrian modificar las curvas de



adecuacion promoviendo la evolucion del diocismo (ver revision de Thomson y Brunet
1990). Sin embargo aun no se ha demostrado que los mecanismos involucrados produzcan
las ganancias aceleradas que promuevan la evolucion del diocismo. Debido en parte a la
dificultad para establecer con claridad la forma de las funciones de adecuacion masculina y
femenina (Campbell 2000), en pocos casos se ha intentado evaluar las predicciones de la
teoria de asignacion sexual y el exito reproductivo de ambas funciones sexuales. En
contraste con las hipotesis de evolucion de la diecia, nuestro planteamiento de evolucion
del diocismo a partir de una condicién distilica se basa en el anélisis explicito de las
funciones de adecuacién masculina y femenina en un gradiente de inversion de recursos en
la funcion masculina (NEM). El analisis reveld que la inversion de recursos en la funcion
femenina se favorece por encima de la asignacion simultanea a las funciones masculina y
femenina en las plantas thrum. Es decir, los resultados de este trabajo son una evidencia
directa de la evolucidn de la especializacion sexual dirigida por mutaciones que esterilizan

la funcidén masculina de sus portadores.

Los resultados de este trabajo junto a la evidencia empirica de EMp (Agren y
Willson 1991; Atlan et al., 1992; Hermanutz y Innes 1994; Koelewijn y van Damme 1996;
Gigord et al., 1999) sefialan que las mutaciones asociadas a la esterilidad masculina no
necesariamente resultan en la presencia de hembras. En contraste con las hembras de
sistemas ginodioicos, los fenotipos parcialmente estériles conservan la capacidad de
producir semillas y no pierden totalmente la funcion ni la adecuacion masculina. Lo cual
indica que la desventaja reproductiva de la EMp en contraste con la EM total en una
poblacion hermafrodita deberia ser menor. Esté reduccion de la diferencia en la adecuacion
de los individuos “invasores” con respecto a los “residentes” puede ser evolutivamente
relevante. Los modelos de la dinamica evolutiva del ginodioicismo suponen que la
presencia de hembras se debe a mutaciones de esterilidad masculina de efecto mayor que se
asocian a una ventaja en fecundidad que permite su propagacion. Es decir, si las hembras
no tienen una ventaja minima en fecundidad sobre las hermafroditas su propagacion es
imposible. De hecho un escenario més restrictivo se presenta cuando la esterilidad se debe a
herencia nuclear. En este caso las plantas estériles requieren duplicar su fecundidad para

poder solventar “la mitad” de adecuacion perdida y coexistir con plantas hermafroditas. Por



lo tanto si la desventaja reproductiva que ocasiona una mutacion de EMp es menor a la
pérdida que produce una mutacion de efecto mayor, la expresion parcial de la EM podria
relajar la magnitud de la seleccion que actla sobre los fenotipos estériles. En esta situacion
la propagacion de genes de esterilidad y el establecimiento de fenotipos parcialmente
estériles podrian facilitarse por factores como la variacion en la disponibilidad y
asimilacion de nutrientes, el servicio de los polinizadores, y el sistema de apareamiento que
influyen en la contribucion de genes a las siguientes generaciones. Es razonable que
inicialmente la adecuacion y la frecuencia de los individuos con EMp sean relativamente
bajas, pero también es probable que la pérdida de fertilidad del polen seleccione las
modificaciones que permitan incrementar la fertilidad de 6vulos o la viabilidad de las
semillas. Es decir, es probable que la evolucion de la EM se deba al ensamble gradual de
combinaciones de genes de esterilidad y modificadores de la asignacién reproductiva que
incrementen su adecuacién de manera reciproca. La asociacion entre la EMp vy la distilia,
donde cada individuo se puede entrecruzar Unicamente con la mitad de individuos de la
poblacion que son del morfo floral complementario, puede ser un factor relevante que
facilite la evolucion de la esterilidad masculina. En el caso de E. havanense la reciprocidad
reproductiva de los morfos florales permite “nivelar” la adecuacion relativa de las plantas
de ambos morfos, y esta situacion podria favorecer la evolucion gradual de la EM de las

plantas del morfo thrum.

Los resultados del anélisis del desempefio de la progenie de padres thrum (capitulo
I1), indican que la identidad de los progenitores paternos no afecta el crecimiento ni la
supervivencia de la progenie en los primeros cuatro afios de vida. A pesar de las
restricciones de dicho analisis, este resultado sefiala que es poco probable que la funcién de
adecuacion masculina de las plantas thrum sea modificada por una ventaja pos-reproductiva
de las plantas menos estériles, y que esto represente una restriccion a la evolucién de la EM
del morfo thrum. Asimismo en este trabajo se ha mostrado que la compensacion
reproductiva de las plantas thrum en condiciones naturales varia considerablemente en
funcién de la sincronia reproductiva. Un efecto general de este atributo que es fuertemente
influenciado por la varianza en la humedad del suelo (precipitacion), es una ventaja de la

fecundidad de las plantas de morfo thrum. Cuando las plantas se reproducen en sincronia la



produccidn de frutos (fecundidad) se incrementa en ambos morfos y en esta condicion las
plantas thrum producen casi dos veces mas frutos que las pin. En contraste cuando la
reproduccion es asincrénica la fecundidad de ambos morfos disminuye, pero
probablemente debido a la falta de polinizadores y de polen viable la ventaja reproductiva
de las plantas thrum sobre las pin puede ser hasta 10 veces mayor. Es decir, la
compensacion dependiente de la sincronia reproductiva, en conjunto con la dependencia
reproductiva entre los morfos florales, favorecen la especializacion de las plantas thrum en

la funcion femenina.

En conclusidn, los resultados de este trabajo revelaron que la EM thrum se favorece
sobre el mantenimiento de su condicidn hermafrodita original, y que la compensacion de
las plantas thrum es favorecida en condiciones naturales por efecto de la varianza ambiental
en la sincronia reproductiva. Los resultados sefialan de manera consistente la evolucion de
la especializacion sexual en Erythroxulum havanense, las plantas thrum funcionando como
hembras y las pin como machos en un nuevo sistema reproductivo funcionalmente dioico

cuyo establecimiento no requiere una segunda modificacion genética complementaria.
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