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Introduccién.

Desde los primeros trabajos realizados por Darwin, la heterostilia ha sido usada
como un modelo para estudiar la evolucién de los sistemas reproductivos de las plantas
con flores (Darwin 1887). La heterostilia, v en particular la distilia, est caracterizada por
un polimorfismo genético en ¢l cual las' poblaciones de plantas estan compuestas por dos
morfos florales (Pin y Thrum) que difieren reciprocamente en la longitud de fos estilos y
los estambres (Dulberg 1992). Este polimorfismo, por lo general, esta acompafiado por
un sistema de autoincompatibilidad esporofitico dialélico que previene la fertilizacion
intraplanta e intramorfos (Richards y Barrett 1992). Ademas, es comun encontrar
diferencias en una serie de caracteristicas morfoldgicas entre las que podemos hallar la
forma, el tamaiio y nimero de los granos de polen, o el area de la superficie estigmatica,
entre otras (Richards y Barrett 1992),

La discusién sobre [a heterostilia, ha cobrado considerable atencién y se ha
centrado principalmente en las Tutas evolutivas que podrian mantener o modificar este
sistema reproductivo. La heterostilia puede ser evolutivamente estable, evolucionar hacia
la homostilia, o bien hacia la dioecia (Figura 1,. Loyd y Webb 1992; Loyd et al. 1990).
La evolucién hacia una condicién homostilica implicaria la pérdida de uno de los morfos
florales y la recuperacion de la capacidad de autofecundacion. En cambio, la evolucion a
la dioccia requicre de la especializacién funcional de cada uno de los morfos florales, uno
cspecializandose en la funcion masculina (gencralmente el Thrum) y el otro, en fa
femenina (generalmente ef Pin). De esta forma todos los individuos ganarian toda su
adecuacién a través de una de las dos vias sexuales (Barrett 1992, Loyd v Webb 1992)

En teona, la evolucion de 12 homostilia a partir de una condicién heterostilica, seria
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Fig.1, Rutas evolutivas de la heterostilia.



favorecida por altos niveles de autofecundacion, eventos de colonizacién y escasez de
polinizadores {Charlesworth y Charlesworth 1978). Por otra parte la transicién evolutiva
de la heterostilia a la dioecia deberfa ser favorecida cuando la transferencia de polen
entre los morfos florales es asimétrica (Ornduf 1988; Beach y Bawal980; Casper 1992).
Cabe sefialar que existe otra hipdtesis que se basa en conflictos genéticos de
carcter intragenomico, la cual sugiere que la transicién evolutiva a la dioecia se genera
por procesos de seleccton que se originan dentro de los individuos (Dominguez et al.
1997, Dominguez 1995). Estos procesos de seleccion surgen debido a que en las
interacciones genéticas, los genes interactuantes pueden competir de acuerdo a diferentes
patrones de herencia e intereses reproductivos (Dominguez 1995). Por ejemplo, en las
angiospermas existe una compleja interaccién que se lleva a cabo en el citoplasma entre
genes nucleares y mitocondriales. Esta complejidad muchas veces es un factor que causa
disyuntivas entre estas dos entidades del genoma, sobre todo cuando se encuentran en
regiones en donde ambos organelos celulares controlan importantes caracteristicas
genéticas, como la determinacion del sexo (Nakajima et al 1997). Algunas mutaciones
que ocurren en ¢l genoma mitocondrial y que se transmiten (inicamente via materna,
producen esterilidad masculina citoplasmatica (CMS), y tienen como consecuencia la
inviabilidad del polen (Hurst 1992, Saumitou-Laprade 1994). Ejemplos de estos
procesos se han documentado recientemente en los trabajos realizados en poblaciones de
especics ginodioicas (Plantage lanceolata por Van Damme 1993, Origanum vulgare por
Kheyr-Pour 1981 y Thymus vulgaris por Saumitou-Laprade 1994, Couvet ct al, 1998),
Poblaciones de plantas cn donde se encuentran coexistiendo tanto plantas hembra
(debido a la esterilidad del polen), como plantas hermafroditas. Demostrandose que la
presencia de las plantas femeninas se debe a genes mitocondriales que esterifizan ¢l polen

¥ de plantas hermafroditas, debido a la accion de genes restauradores nucleares que
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restablecen la funcién masculina. En estas poblaciones ademis las plantas hembras
presentan una mayor produccion de semillas que las hermafroditas, debido a que la
seleccidn natural podria estar favoreciendo alelos citoplasmaticos que incrementaran [a
cantidad de 6vulos mediante la reasignacién de recursos a la parte femenina como
consecuencia de la disfuncion masculina (Sakai y Weller 1999). Estos estudios han
considerado que el ginodioicismo corresponde a un estado intermedio de evolucién al
dioicismo (Manicacci et al. 1998, Saumitou-Laprade 1994, Tarayre y Thompson 1997,
Couvet et al. 1998). Esta evidencia sugiere que los conflictos de caracter intragendmico
podrian jugar un papel importante en la evolucién de sistemas reproductivos
hermafroditas a dioicos,

Sin embargo, a pesar del esfuerzo tanto tedrico como empirico que se ha
realizado hasta el momento para tratar de comprender la evolucion de la heterostilia, ain
no se habia explorado la posibilidad de la evolucién 2 la dicecia desde la distilia a partir
de una hipétesis basada en conflictos de caracter intragenomico. Por lo tanto, en este
trabajo se explora esta posibilidad a partir de un estudio de genética de poblaciones con
marcadores moleculares RAPDs, a través del cual se espera obtener informacion acerca
de cdmo opera la esterilidad masculina probablemente de origen citoplasmatico sobre la
estructura genética de las poblaciones del arbusto heterostilico Erythroxylum havanense.

Ademis, cabe mencionar que los estudios de genética de poblaciones se han
centrado més bien en describir la distribucion geogréfica de las especies o los
mecanismos de dispersidn de polen y semillas para explicar la estructura genética de
diferentes poblaciones de plantas sin tomar en cuenta procesos intrinsecos de los
individuos. Por ¢jemplo, muchas estudios (Brown 1978, Hamrick y Loveless 1986) han
mostrado que los sistemas de apareamiento y los mecanismos de dispersion de semillas

estan fueriemente asociados con los niveles de variacion genética deatro y entre las
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poblaciones. Basados en estos datos, fas poblaciones de arboles tropicales tienen
menores niveles de variacion aloenzimatica (0.111, Harnrick y Loveless 1986) que las
poblaciones de coniferas de zonas templadas (0.20, Hamrick y Loveless 1986), pero
presentan un poco mas de variacion que las dicotiledonias de estas mismas zonas
templadas (0.0113, Hamrick y Loveless 1986). También se ha encontrado de manera
general que la mayoria de las plantag presentan entre moderados y altos niveles de
variacién, detectandose patrones clarosl, como que las plantas de vida larga presentan
mas variacion genética que las de vida corta,. que las plantas con distribuciones amplias
¥/0 que son abundantes localmentte también son las que presentan niveles mds altos de
variacion genética,. que las plantas con polinizacion cruzada tienen més vaniacion que las
especies que se autopolinizan (Brown 1979, Hamrick y Loveless 1986, Ledig 1986); y
que la atraccion de animales para la polinizacion y/o dispersién de semillas es critica para
el flujo de genes a través tanto de polen como de semillas. Particularmente parz las
especies autoincompatibles, Ja atraccion es esencial para poder llevar a cabo la

reproduccién (Loiselle et al. 1995).



Especie de estudio.

Erythroxylum havanense es un arbusto distilico, perenne, caducifolio que
presenta un patron de floracion sincrénico y masivo {(Dominguez 1990) Los individuos
no florecen hasta que han alcanzado siete u ocho afios de edad. Estudios previos en
condiciones naturales han mostrado que existe una asimetria en la produccién de frutos
entre ambos morfos florales, y que los individuos Thrum no sélo son mas fecundos que
ios individuos Pin, sino que esta relacion es casi del doble (Dominguez 1990, Dominguez
et al 1997). Estas diferencias no se deben 4 factores ecolégicos como una diferencia en ¢l
nimero o identidad de los polinizadores o a la transferencia asimétrica en el flujo del
polen (Dominguez1990, Dominguez et al 1997) Un estudio embriolégico indico que hay
una evidente esterilidad masculina, ya que existe un desarrollo anormal en tres diferentes
estadios del desarrollo del androceo: en el tejido esporégeno, en el tapetum y en las
microsporas (Figuras 2-3, Dominguez ct al. 1997). Ademas, otro estudio realizado en
varias poblaciones de esta especie mostrd que los niveles de esterilidad varian entre
poblaciones, entre los morfos de cada poblacion, y entre las plantas de cada morfo
(Cuevas 2000).

En cl caso de /. havanense sc piensa que onginalmente la csterilidad podria
estar presente en ambos morfos florales. Para explicar entonces las diferencias entre los
niveles de esterilidad entre ambos morfos florales se ha propuesto que también pudieron
haber evolucionado genes restauradores nucleares (Dominguez et al 1997), que en este
caso estuvicran asociados solo al haplotipo Pin. Puesto que los individuos Pin son

generalmente homogameticos (ss) (Lewis y Jones 1992, Barrett 1992) podrian tener



Figs.2 Estructuras reproductivas en £. havanense. a (1). Tejido esporogeno de la antera
Thrum.b (2). Antera Pin ¢ (3). Antera Thrum en estado de meiosis, mostrando un loculo
normal y uno anormal sin tapetum d (4). Antera Thrum en estado de meiosis, con todos
los loculos abortivos ¢ (5). Granos de polen Thrum con el citoplasma fuera de los limites

impuestos por la exina f (6). Granos de polen Thrum vacios.



Figs.3. Microsporas y granos de polen en £ havanense, a (7). Microsporas

Thrum b (8). Diadas Thrum ¢ (9). Granos de polen Thrum abortivos y
normales cn ¢l mismo loculo d (10). Granos de polen Pin ¢ (11). Granos de
polen Thum vacios y amorfos (12). Granos de polen Pin.

(Tomado de Dominguez et al, 1997)



dos copias de estos genes restauradores Suponiendo que solo teniendo dos copias de
estos genes restauradores nucleares fuera la inica manera de restaurar la funcion
masculina, entonces los individuos Thrum presentarian esterilidad masculina
citoplasmatica, debido a que solo tendrian unz copia de los restauradores, ya que son
heterogaméticos {Ss) Ademas el haplotipo Thrum es dominante sobre ¢l Pin (Lewis y

Jones 1992, Barrett 1992),
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Objetivos.

Este trabajo tiene tres objetivos, ambos enfocados en entender la dinamica
evolutiva del sistema reproductivo del arbusto distilico E. havarense (Erythroxylaceae).
1) Mediante marcadores moleculares RAPD's describir los niveles de variacién genética
dentro y entre poblaciones.

2) Encontrar un marcador molecular para Ja esterilidad masculina.
3) Interpretar los resultados en el contexto de la teoria de conflictos y su relacién con la

evolucion de £, havanense hacia la dioecia.

Hipétesis.

Las hipotesis de este trabajo se basan en los datos obtenidos en otras especies
con EMC y el conjunto de resultados encontrados en . havanense que nos permiten
inferir como opera la esterilidad masculina en una especic heterostilica,

En este trabajo se espera que exista una alta diferenciacion genética entre las
poblaciones de E. havanense, debido a que tanto los alelos que causan esterilidad
masculina como los restauradores nucleares seguramente se originan de manera azarosa
en cada una de [as poblaciones, pudiendo inclusive estar presente en algunas y en otras
no (Couvet et al 1986, Gigord et al 1998). Esta explicacién también propone una posible
variacion entre los citotipos que causan esterilidad y los restauradores, pucs ambos
pudieron haber surgido independientemente entre las poblaciones. Si es de esta forma la

presencia de esterilidad masculina citoplasmética en /2. havanense ejerceria una fuerte
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presion selectiva que tuviera como resultado una alta diferenciacién genética entre las
poblaciones.
También se espera que la variabilidad genética dentro de cada poblacién sea alta,
debido a que el sistema esporofitico de autoincompatibilidad previene la

autofecundacion.
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Sitio de estudio.

Esta investigacidn se Hevd a cabo en la estacién de biologia de Chamela, reserva
del Instituto de Biologia de la UNAM, asi como en zonas aledafias (Figura 4). La
estacién comprende un rea de 1600 ha y se localiza en la costa del estado de Jalisco,
México (19° 30° N, 105° 03> W). El relieve de Ia region se caracteriza por lomerios de
baja elevacion (< 150 m). El clima perténece a los calido-humedos (A) y una
caracteristica muy importante es la precipitacion estival de las lluvias, concentrandose el
80% de estas entre los meses de Julio y Octubre (Bullock 1986). La precipitacion
promedic anual s de 784 mm.

La estacion seca se extiende de Noviembre a Mayo, aunque hay lluvias de
intensidad variable en Diciembre y Enero. La temperatura promedio anual es de 24,9 °C
y la del mes més frio de 18 °C.

La vegetacion de los lomerios y la de los arroyos dentro de la estacién ha
sido descrita por Lott et al. (1987) y corresponde a un bosque tropical caducifolio y
bosque tropical subcaducifolio de acuerdo con la clasificacion de Rzedowski {1978).
Ambos sitios son muy distintos floristica y estructuralmente {Lott et al. 1987), asi como

en su fenologia,
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Figura 4. Mapa de la zona de estudio en ¢l estado de Jalisco, México

(Modificado de Cuevas 2000).
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Metodologia.

La estructura genética de E. havanense se determino a partir del estudio de cinco
poblaciones de la region de Chamela, Jalisco: Limoncito, Ardilla, Antiguo Sur, Cuitzmala
y Ranchitos (Figura 14). El nimero de plantas que se muestred para cada poblacion fue
de 36, 36, 23, 22 y 27 respectivamente. Cada una de las muestras (hojas) fue etiquetada
y transportada al laboratorio en un tanque que contenia nitrogeno liquido {(-190 °C). Una
vez en el laboratorio las muestras fueron guardadas en un congelador (Reveo —70°C).

Posteriormente se exirajo el ADN de cada uno de los individuos usando el
método de CTAB (Doyle y Doyle, 1987) y una técnica corta de extraccion (ver
apéndice). La concentracion del ADN extraido fue cuantificada usando un fluordémetro
Hoefer (Biopharmacia Dynaquant 200). Todas las muestras fueron ajustadas a una
misma concentracion de 25 ng/ml para las reacciones en ¢! PCR, La reaccién fue llevada
a cabo en un volumen final de 25 ul en un termociclador Perkin-Elmer 480. La mezcla
(master mix) para llevar a cabo la reaccion contenia 18.25 pl de H20, 2.5 pl de PCR
buffer (500mM KCL, 100mM Tris-HCL. pH 8.3, 15 mM MgCl2, v 0.01% (w/v)
gelatina), 0.25 pl de cada uno de los dNTP's, 0.25 ul de ADN tdq polimerasa (Perkin-
Elmer), y 0.2 il de primer (Operon technologies). Los ciclos de amplificacion
consisteron de 1 min de inicio (36°C), 44 ciclos de 1 min de desnaturalizacion (94°C), 1
min de acoplamiento (36°C), y 2 min de extensién (72°C), con un periodo final de 10 min
de extensién a 72°C. Finalmente los productos se dejan a 4°C durante 18 hrs. Los
productos de la amplificacion fueron separados en geles de agarosa al 1.5 % usando 1X
de TBE buffer para correr el gel. Los geles fucron teflidos con 12 ul de bromuro de

etidio, visualizados en un transiluminador de luz ultravioleta y fotografiados para su
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analisis. Los primers de Operon Technologies que fueron utilizados para este estudio
son: 5-B, 7-B, 10-A, 17-A v 11-B. Para el analisis de datos sélo las reacciones

reproducibles fueron incluidas. Un total de 42 bandas fueron reproducibles.

RAPD’s,

Los RAPD's (Random Amplified Polymorphic DNA) son una técnica genético-
molecular que detecta polimorfismos q{Je existen en el ADN gendmico a partir de la
amplificacién enzimatica de segmentos aleatorios del mismo (Erlich y Arnheim 1992).
Los RAPD's son usados como marcadores moleculares a partir de una variacion de Ia
técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR, Williams et al. 1990). Parz que se
lieve a cabo la reaccidn se tiene que extraer el ADN que se quiere amplificar Se utiliza
una enzima termoestable denominada Taq polimerasa, magnesio como cofactor,
secuencias cortas de oligonucledtidos (primers) v nucleétidos libres. La reaccion de
amplificacién se lleva a cabo mediante una serie de ciclos en los cuales existen cambios
de temperatura que se realizan en un termociclador, Primero el ADN se desnaturaliza a
94 °C abriéndose la doble cadena, después desciende la temperatura a 37°C, fo que
permite que los primers u oligonucledtidos se alinien 2 uno o mas sitios homélogos a lo
largo de la cadena de ADN, Para favorecer que estas alineaciones sean completamente
homologas sc vuelve a clevar Ia temperatura a 54°C. Finalmente se mantiene la
temperatura Optima para la enzima que es a 72 °C y comienza la fase de replicacion
(Groscberg et al 1996). Los segmentos que resultan de la amplificacién son separados
por medio de electroforesis en geles de agarosa, teiiidos con bromuro de etidio,
visualizados en luz ultravioleta y fotografiados (Darnell et al. 1992).

Esta técnica csta basada en la probabilidad de que existan sitios complementarios

a los oligonucleotidos a través del genoma. Las bandas se generan por la existencia de
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varios sitios de acoplamiento para un oligonucledtido en particular. El polimorfismo, que
se ve reflejado por las diferencias en el nimero de bandas entre los individuos, se debe a
los cambios en las secuencias del ADN en los sitios de acoplamiento. Los RAPDs
también pueden ser codominantes si los alelos involucran inserciones o deleciones de
fragmentos en estos sitios (Williams et al. 1990), Las mutaciones que inhiben el
alineamiento del oligonucleétidc; © que previenen la amplificacion, son detectadas por la
ausencia de fragmentos amplificables de ADN (Otero et al. 1997). A partir de los
resultados obtenidos con esta técnica no es posible distinguir a los homécigos
dominantes de los heterdcigos para un fragmento en particular (Groseberg et al 1996).
Por lo tanto, los RAPD's se expresan como marcadores dominantes/recesivos debido a
que lo gue obtenemos es la presencia 0 ausencia de una secuencia amplificable de ADN
durante la reaccién en cadena de la polimerasa (Groseberg et al 1996; Otero et al,
1997).

También se realizaron dos busquedas bibliograficas. En la primera (ver Tabla 4),
se busco informacion sobre especies heterostilicas en donde se hubieran realizado
estudios de genética de poblaciones. Los resultados encontrados se compararon con los
resultados obtenidos para E. havanense. La segunda ll)ilsqueda {ver Tabla 3), se realizod
con el objetivo de incorporar la bibliografia existente acerca de estudios en donde se

usaron RAPD's para describir la estructura genética de poblaciones de plantas.

Andlisis de datos.
A partir de los datos obtenidos se construyd una matriz de presencia-ausencia de
bandas para cada individuo en todas las poblaciones. Para el analisis de los datos se

partio de la suposicion de que cada banda representa el fenotipo de un locus con dos



17
alelos De esta forma se denomind como 1 la presencia de la banda y 0 para ¢l caso
opuesto.

Con esta matriz se calcularon las frecuencias alélicas y posteriormente todos los
parametros de genética de poblaciones posibles para RAPDs. Para el caso de la
diversidad genética dentro de cada una de las poblaciones se calcularon las heterocigosis
esperadas (H.) y la heterocigosis total (H,). Para estimar la diferenciacion genética entre
poblaciones Fst se utilizd el procedimiento de Weir y Cockerham (1984) y las distancias
genéticas de Nei (1973). Las distancias genéticas se usaron para construir un fenograma
mediante el método UPGMA (Hartl v Clark 1989).

La heterocigosts (H,) o diversidad genética es el promedio esperado en equilibrio
de Hardy-Weinberg (Nei 1973, Hedrick 1983). Es decir, la probabilidad de sacar al azar
dos alelos diferentes para un locus dado dentro de cualquier poblacién. Toma valores
que van entre 0 (cuando no hay variacion) a 1 (cuando se tiene un nimero infinito de
alelos por loci) Este parametro calcula la proporcién de diversidad genética compartida
entre las poblaciones, en cambio la Hy nos indica la diversidad genética total.

Otra manera de calcular o describir la estructura genética de las poblaciones es
usando los indices de fijacion de Wright (1978). En este trabajo unicamente se utilizo el
indice de fijacién Fy que mide la diferenciacion genética entre las subpoblaciones, Este
indice toma valores que van de 0 cuando todas las poblaciones sori iguales, a 1 cuando
todas son diferentes. El indice de fijacion F.no se puede calcular cuando se utilizan

RAPD’s debido a que no se tiene un estimador de las heterocigosis observadas.

Frecuencias alélicas.
Para analizar los patrones de los RAPD's, se supuso que cada banda representa el

fenotipo de un locus con dos alelos. y s¢ cuenta su presencia o ausencia en cada
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individuo. Debido a la propiedad de dominancia de los RAPDs, sélo la frecuencia de los
genotipos recesivos (mostrando ausencia de la banda) se conoce sin ninguna
ambigiiedad Por esta razon se utilizé el factor de correccion sugerido por Kremer et al.
(1997).
Yi=-f/2(1-1) + &A;/2 (1 - fi) - (1 - fi) - Az Var (gi).
Donde:
qi es la frecuencia de los individuos que no muestran la banda en la poblacién i, y fi es el
indice de fijacion (Wright 1978) en la poblacién i,
A=fi2+t4(1-1f)qi
y Var(qi)=qi (1 - qi}/ ni
ni es el nimero de individuos en la poblacion i, y qi es la frecuencia observada de
individuos que no muestran la banda en la poblacion i. Para este analisis se recomienda
restringirse a las bandas cuyas frecuencias observada sean menores que 1-3/ni en cada
poblacién (Lynch y Milligan 1994). Los valores de los indices de fijacién F,, fueron
obtenidos del anlisis de 31 loci isoenzimaticos (Ibarra, datos sin publicar),

Las distancias ¢ identidades genéticas se obtuvieron con el programa TFPGA
(Tools for population genctic analysis, Miller 1997} que construyé una matriz de
distancias a partir de l2 matriz de datos. Como posible estimador tiene las distancias de
Nei (1972). Con esta de matriz de distancias TEPGA se construyd un fenograma de
distancias genéticas con ¢t método UPGMA (Hartl y Clark 1989). Para probar la
tonsistencia del arbol, se realizo un bootstrapping de 1000 permutaciones. Para ¢l
i)oolstrdp el programa TFPGA construye nuevos sets de datos remuestreando sobre los
loci originales. La informacion de cada nuevo set de datos ¢s comparado con los datos

del arbol original. De esta forma, ¢l programa reporta la praporcion del conjunto de
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datos permutados que resulta en la formacidn de cada uno de los nodos originales (Midler
1997).

Finalmente se realizé un analisis de discriminantes con el objetive de ver si se
habia obtenido un marcador para la esterilidad masculina. En este anlisis se compararon
Ias medias de las variables (frecuencias alélicas vy estenilidad masculina) de cinco
poblaciones y de esta forma se produjo una funcién discriminante, que es una medida

relativa de las diferencias entre poblaciones (Lehner 1996).
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Resultados.

La matriz de presencia-ausencia de bandas se realizd a partir del analisis de 5
primers que resultaron polimorficos después de probar 60. Estos primers fueron
escogidos debido a que resultaron ser muy consistentes debido z su repetibilidad. Los
demas primers probados tuvieron la desventaja de no ser muy claros a fa hora de la
lectura, por lo cual se decidid no meterlos en este estudio.

Los anélisis genético-moleculares se realizarcn con 142 bandas que resultaron
polimérficas de 145, El peso molecular de las bandas obtenidas va de 0.3 Kb a 1.5 Kb,

En [a Tabla I se muestran los valores de variabilidad genética en las poblaciones
de E. havanense analizadas.

Tabla 1. Valores de heterocigosis esperada (H,) estimados a partir de RAPD s en poblaciones de la

regién de Chamela, Jalisco. {intervalos de confianza al 95%),

Poblacién N He
Ardilla 36 0.47 (0.0037)
Antiguo Sur 23 0.45 (0.0049)

Ranchitos 27 0.41 (0.0080)

2

Cuitzmala 22 0.39(0.0142)

Limoncitos 36 0.37 (0.0271)

Promedio 0.42
H,=0.47.

Todos los valores de heterocigisis esperada fueron muy altos, siendo el més bajo
de 0 37 en el caso de la poblacidn de Limoncito y el mas alto de 0.47 para la poblacién
de Ardilla, La heterocigosis total, también fue muy alta (0 47). Todos tos valores

obtenidos fueron significativamente diferentes de 0 En las dos poblaciones que se
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encuentran dentro de la estacion bioldgica de Chamela (Ardilla y Antiguo Sur), las
heterocigosis esperadas fueron mas aitas (0.47 y 0.45) que las de las poblaciones que se
encuentran fuera dg la estacion que son Cuitzmala {0.39), Limoncito (0.37) y Ranchitos
{0.41).

La diferenciacion genética de las poblaciones Fy fue de 0.10. Esto indica que mas
del 10% de la variacién genética de E. havanense estd explicada por las diferencias entre
las poblaciones. La diferenciacién genética fue significativamente diferente de ©.

En la Tabla 2 se muestran las identidades y las distancias genéticas entre
poblaciones. Se puede observar que las poblaciones se agrupan en dos conjuntos. Las
poblaciones que estan dentro de ia estacién y las que estan fuera. Las poblaciones que
tienen las mayores identidades penéticas son Antiguo Sur y Ardilla (0.955) que se
encuentran dentro de la estacion, y las poblaciones de Ranchitos y Limoncito (0.979) que
se encuentran fuera. A su vez, los valores mas lejanos que nos indican mener parecido,
se encuentran entre los grupos de poblaciones mas distantes geograficamente, es decir,

entre Cuitzmala y Limoncito (0.783) y Limoncito y Antiguo Sur (0.866).

Tabla 2, Distancias ¢ identidades genéticas de Net para E. Aavancose. Arriba de la diagonal se mucstran

las distancias genéticas y por debajo las identidades.

Ardilla Cuitzmala Limoneito Ranchitos Antiguo sur

Ardilla — 0004 0.058 0.034 0.045
Cuitzmala  0.909 -—-- 0.243 0.178 0.053
iimoncito 0943 0,783 --- 0.020 0.143
Ranchitos  0.965 0.836 0.979 0.101

Antiguo sur - 0.955  0.997 0 866 0903 --
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En la Figura 5 se muestra el fenograma de distancias genéticas UPGMA para /..
havanense. El fenograma coincide con la descripeidn de las distancias e identidades
genéticas. Las poblaciones de la estacién biologica estan agrupadas y forman un cluster.
Sus distancias genéticas son muy similares (Antiguo Sur-Ardilla = 0.045). Las
poblaciones de Cuitzmala, Ranchitos y Limoncito estdn alejadas de la estacion ¢
incrementan de igual manera su diferenciacion genética. La proporcion de similitud en las
1000 replicaciones del bootstrapping para cada nodo resulto ser relativamente vaja. Para
el nodo que une Limoncito y Ranchitos la proporcion de la replicacion fue de 0.54, para
Ardilla y Antiguo Sur de 0.30, para Ardilla, Antiguo Sur y Cuitzmala de 0.25 y para el
nodo principal de 1.

En el anlisis de discriminantes que se realizo con el fin de ver si se habia
encontrado un marcador molecular para el caso de la esterilidad masculina se obtuvo una
lambda de Wilk's = 0.9364, una F (5,91) = 0.9362 con una p = 0.29 no
significativamente diferente de cero. Es decir, no se encontré ¢l marcador molecular
para la esterilidad masculina.

Este método (RAPDs) no ha sido utilizado para estudiar la estructura genética de
ninguna especie héterostilica. Aunque existen numerosos estudios para diferentes
especies de plantas basados en RAPDs (271), sdlo ocho de éstos revisan los mismos

parametros de genética de poblaciones que en este trabajo (tabla 5).
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Figura 5. Fenograma a partir de los valores del algoritmo UPGMA

y las distancias genéticas de Nei (1973) en £ havanense.
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Tabla 4 Estructura genética para diferentes especies de plantas a partir de RAPDs

Autor Especic He  F(st) Distancia #pobl Forma dc Vida
‘Bucci ot al 1997 Pirus leucodermis 0.23 0.17 5,678 km 5 Asbot
Hamelin ct al 1995  Pinus strobus 0.21 0.11 1,000 km 22 Aol
Bonninetal 1996 Medicago truncatula - 0.32 200 km 4 Hierba
Agresy Ryan 1997  Wyethia reticulata 0.31 025 104km 4 Hierba
Rowe et al 1997 Euphorbia esula 041 046 5,000km 5 Hierba
Navarro 1999 Agave cerulata 0.18 (009 BajaCadifornia 3§ —
Navarre 1999 Agave subsimplex 0.14 0.08 CostadeSomora 3 ~  ——
Otero 1998 Chamaedorea alternans (035 (.02 Los Tuxtlas, Ver .. ———
Abarca 1999 Ervtroxylum havanense 047 0.10 15-20Km 5 Arbusto
LeCoreetal 1997  Quercus petrea 0.23 (.17 Tedaburopa 2] Arbol

En la Tabla 4 podemos observar que no existe ningiin estudio en donde se hayan
utilizado RAPD's para estudiar la estructura genética de alguna pobiacion heterostilica,
En todos los estudios, las heterocigosis esperadas H. son elévadas, Siendo las més altas
de 0.47 para k. havanense y 0.41 para E. esula y las més pequefias de 0.14 y 0,18 para 4
subsimplex y A, cerulata reséctivamente. La diferenciacion gendética entre poblaciones Fy
en cambio, comprende rangos que van desde los moderados (Chaemaedora alternans
0.02, Agave subsimplex 0,08 y Agave cerulata 0.09) hasta los altos (Frytroxylum
havanense 0.47 y Euphorbia esula 0.46), En gencral todas las especies estudiadas tienen

un amplio rango de distribucion geogrifica que va de cientos a miles de kilometros,
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excepto L. havanense el cual presenta como maxima distancia 20 kilometros de

separacion entre una poblacion vy otra.

Tabla 5. estructura genética de poblaciones de plantas heterostilicas

Antor Especic H, H, Fa Fy F,
Ganders et al 1985 Amsinckia spectabrdis 063 0016 0.047 ——— .
Loiselle et al 1995 Psychotra officinalis _____ 0.184 0095 0.055 0.144
Loiselle et al 1995 Psychoiria surrensis L____ 0.14 - ———— e
Pérez-naser et al 1993 Psychotria faxluscens ... (495 0026 0.1 15 0.138
Hamrick y Loveless1986  Psychotria horizomalis  _____ 0202 —meee o —_——
Hamrick y Loveless1986  Faramea occidentalis  _____ 000 e e e
Abarca 1999 Enythroxylum havanense ___._ 042 010 c— e

En la Tabla 5. podemos observar que las Heterocigosis esperada excepto para
Amsinckia speciabilis (0.016) y Faramea occidentalis (0.00) son relativamente altas.
Estas se encuentran entre un rango de 0,14 para Psychotria surrensis hasta 0,49 para
Psychotria faxshiscens. Sin embargo, en el caso de la diferenciacion genética entre
poblaciones Fy, encontramos que esta es particularmente alta para E. havananse (0.10),
siendo incluso de un orden de magnitud mayor respecto al reportado para Psychoiria

Jaxsluscens (0 026} y Amsinckia speciabilis (0.047).
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Discusion.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que existen altos niveles de
variacion genética dentro de todas las poblacicones y una fuerte diferenciacidn genética
entre ellas.

Los resultados que nos indican una alta diferenciacién genética pueden ser
interpretados de acuerdo a las predicciones tedricas de los modelos que incluyen una
dinamica evolutiva generada por esterilidad masculina citoplasmatica (Carlesworth
1999) En poblaciones en donde existe una marcada variacién en la frecuencia de
hembras (debido z la esterilidad masculina) entre poblaciones, se ha demostrado que es
consecuencia de las diferencias que existen entre citotipos que producen esterilidad
masculina y alelos restauradores nucleares entre las poblaciones. Esta variacion entre
citotipos y restauradores tiene como resultado diferencias en la estructra gendtica de las
poblaciones (Manacacci et al, 1998, éaumitou—Laprade 1994, Tarayre y Thompson
1997, Couvet et al. 1998).

5i en L. havanense |a esterilidad masculina también se debe a un conflicto entre
genes nucleares y mitocondriales que controlan la expresion sexual, entonces existen dos
posibles formas de explicar porqué existe una alta diferenciacion entre poblaciones y
porqué las poblaciones de Ardilla y Tejon que son las (nicas en que los morfos florales
difieren en sus niveles de esterilidad, se parecen mas geneticamente entre si que las
poblaciones que estan fuera (Figura 5). La primera posibilidad, es que la presencia de
genes que causan esterilidad masculina citoplasmatica s6lo estén presentes en estas dos

poblaciones y en Limoncito, Ranchitos y Ardilla, no. Otra posibilidad es que ain estando
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presente la EMC en todas las poblaciones, finicamente en Ardilla v Tejon se estén
expresando genes restauradores nucleares y esto marque las diferencias.

Ademds, las poblaciones que presentan marcadas diferencias de esterifidad
masculina entre los morfos florales (Ardilla y Tején) son las que poseen los mayores
niveles de variacion genética (ver Tabla 1). Pensamos que las diferencias en los niveles
de esterilidad masculina entre poblaciones y morfos, estin directamente refacionadas con
los niveles de variacidn genética. La esterilidad masculina podria estar afectando la tasa
de entrecruzamiento, particularmente el mecanismo a partir del cual se generan
individuos heterocigotos. De modo que las poblaciones que presentan esterilidad
masculina asociada a uno de los morfos (Thrum) podrian reducir el rango de endogamia
biparental, pues una via de transferencia del polen de plantas Trum emparentadas con
plantas Pin practicamente no existe. En cambio en las otras poblaciones (Limongito,
ﬁanchitos y Cuitzmala), el flujo de polen entre parientes se puede dar en ambos sentidos,
tanto de individuos Thrum hacia Pin como lo inverso y esto podria tener como
consecuencia, una mayor cantidad de homocigéticos.

Adicionalmente, encontramos una significativa diferencizcion genética entre las
poblaciones de /. havanense ( Fa = 0.10 ), cuando comparamos los datos obtenidos
para otras especies heterostilicas, on las cuales la Fst es qe un rango de magnitud menor
(ver Tabla 5). Este resultado podria ser interpreteado de acuerdo a la existencia de un
limitado flujo de genes a través del polen y de las semillas entre las poblaciones. La alta
diferenciacion también podria ser consecuencia o estar asociado a la variacién en el
patrén de floracién sincrénico y masivo, pues este cambia entre afios y entre poblaciones.
El resultado de esto seria que cuando una poblacidn ha dejado de florecer, otra, apenas

este comenzando (Dominguez 1990) y entonces que ¢! flujo de polen entre pablaciones



28
se viera también limitado. Lo cual evitaria el arribo de genes restavradorés de una
poblacion que los poseyera a una que no

Asi mismo, la estimacion de Ia Fy obtenida para . havanense a partir de RAPD’s
revela también una fuerte diferenciacion cuando la comparamos con otras especies (ver
tabla 4). Por ejemplo, la estimacion basada en RAPD’s para otras especies varia de 0.02
para C. alternans (Otero 1998) a 0.46 para E. esula (Rowe et al. 1997), pero el rango
geografico utilizado en estos grupos es de por lo menos cinco veces més grande que ¢l
usado en este estudio. Incluso en algunas de estas investigaciones (4. subsimplex v A.
ceruiata, Navarro 1999) la diferenciacion genética entre poblaciones fue menor a la de
L. havanense, ain cuando se tratase se trabajos en los cuales se involucraron en
procesos de especiacion. Es decir, se encontrd una fuerte diferenciacion genética para un
range de distribucion geografica limitado. Ademas, entre estos estudios podemos
encontrar coniferas y arboles tropicales, para las cuales en promedio se han regi;trado los
mayores niveles de variacion en caracteres moleculares (Loveless y Hamrick 1984, Ledig
1986} .

Como ya se menciond, en los modelos teéricos que introducen fa EMC también
se predicen altos niveles de diferenciacion genética entre poblaciones (Charlesworth
1999). Es sorprendente la fuerte semejanza que existe entre estos modelos y los datos
obtenidos para £, havanense y otras especies con EMC (Plantago lanceolata Por Van
Damme 1993, Thymus vuigaris Por Tarayre y Thompson 1997),

Lo interesante de los datos obtenidos para el sistema reproductivo de 2.
havanens en este trabajo, es que parecen indicar que estamos estudiando un
comportamiento diferente a los sitemas heterostilicos investigados hasta ahora de una
forma cldsica Por ¢jemplo, a pesar de la corta distancia que existe entre cada una de las

poblaciones, el flujo de genes a través de polen y seguramente a través de semillas es



29
muy restringido. Esto tendria como consecuencia una afta diferenciacion genética enire
las poblaciones, seguramente debido a las diferencias que existen entre citotipos que
producen esterilidad masculina ¢ los alelos restauradores micleares.

Otra observacién interesante se desprende de Ia interpretacion del fenograma
construido a partir de las distancias e identidades genéticas de Nei (1973, ver Figura 5),
Las dos poblaciones que se encuentran dentro de la estacion y en las cuales la esterilidad
masculina se asocia al morfo Thrum, se agrupan en un cluster. Lo que nos indica un
mayor parecido genético, consecuencia seguramente de una dinamica evolutiva similar a
través del intercambio de genes. Al parecer el flujo de genes que existe entre las
poblaciones, esta restringido por la distancia geografica que hay entre elfas.

Todos los resultados en conjunto, muestran que, primero, hay una aita variacion
genética dentro de las poblaciones, particularmente en las que hay diferencias en la
esterilidad del polen entre ambos morfos florales, segundo, hay diferenciacion genética
entre las poblaciones, podemos concluir que 1a estructura genética de E. havanense es
muy diferente 2 Ja reportada en otras especies heterostilicas. Esto indica, que estas
diferencias estan asociadas a los patrones de variacién de ia esterilidad masculina dentro
y entre las poblaciones. Lo que finalmente, podria ser el reflejo de una transicién
evolutiva para las poblaciones en donde se mantiene la presencia de esterilidad maseulina
asolciada a un morfo, desde un sistema reproductivo heterostilico 2 uno dioico.

Sin embargo, ain es dificil establecer si el fenémeno evolutivo estudiado se debe
a un conflicto de intereses entre los genes nucleares y los mitocondriales. Esto debido a
que es una especie con ciclo de vida largo, alcanzando la etapa reproductiva hasta los
siete u ocho afios de edad (Dominguez 1990), La desventaja que representa csto, es la
imposibilidad de tener lineas especificas (con esterilidad, sin esterilidad y con esterilidad

parcial), a partir de las cuales s¢ podrian realizar cruzas especificas para conocer como se
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hereda la esterilidad masculina a partir de los componentes maternos y paternos gue
intervienen en la determinacion del sexo.

De esta forma, es que resulta muy importante seguir intentando obtener
marcadores moleculares que nos permitan establecer estas diferencias.
Desafortunadamente en este estudio no fue posible alcanzar este objetivo, pues el
genoma de £. havanense nunca habia sido explorado, cosa que vuelve sumamente
complicado encontrar alguna regién gendmica que nos permita obtener esta informacion.
Ademas, también hay que mencionar que los resultados obtenidos a partir de marcadores
moleculares son dificiles de interpretar ya que Solo existen primers para citotipos de
esterilidad masculina, pero no para restauradores nucleares. En este caso, no sabriamos
si la esterilidad masculina es un proceso remanente entre las poblaciones o se acaba de
originar, debido al posible encubrimiento de los genes restauradores nucleares.

Para estudios futuros encaminados a entender la dindmica evolutiva del sisterna
reproductivo de £ havanense, es recomendable probar una cantidad mayor de
oligonucleotidos, o quizas explorar esta misma posibilidad, pero dentro del genoma
mitocondrial, ya que es mds pequeito que ¢l genoma nuclear y esta mas conservado.
Resultaria interesante estudiar la manera en como s¢ esta heredando este conflicto

s
intragenomico a nivel inter ¢ intra poblacional y aportar de csta forma, més evidencia de
la evolucion del dioicismo a partir de la heterostilia a través de un conflicto de intereses

nilclco-citoplasmatico.
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Conclusiones.

- Debido a que el flujo dc genes entre las poblaciones disminuye proporcionatmente a la
distancia geografica, existe una alta diferenciacion genética entre las poblaciones de £

havanense.

- También existe una alta variacién genética en todas las poblaciones de . havanense,
particularmente en las que la esterilidad masculina esta asociada a uno de los morfos

florales.

- Las diferencias encontradas en la esterilidad del polen tanto entre morfos, como entre

poblaciones, repercuten directamente en la estructura gendtica de las poblaciones.

- La genética de poblaciones de £. havanense es muy diferente a la reportada en otras

especies heterostilicas.

- Las diferencias gencticas cncontradas cn £ havanense tespecto a otros sistemas
reproductivos heterostilicos y la semejanza con especies que presentan EMC, pueden ser
el reflcjo de una transicién evolutiva desdc un sitema reproductivo distilico a uno dioico,
pero a partir de un mecanismo evolutivo muy similar al propuesto para poblaciones

ginodioicas.
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Apéndice 1.

Extraccion de ADN (MINI-PREP).
1) Moler en un mortero de 1 a 2 g de tejido con nitdgeno liquido.
2) Moler cn un micromorterc una punta de espatula de tejido pulverizado junto con 1 ml
de buffer CTAB 2X (Tris Het 100 mM pH 8, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, CTAB 2% y
b-ME 0.03%).
3) Recuperar todo en un tubo eppendorf de 1.5 ml y centrifugar a 10,000 rpm durante 8
min.
4) Eliminar el sobrenadante y resuspender con 600 pi de buffer CTAB 2X. Incubar en
Hz0 a 60 °C durante 10 min.
5) Agregar a cada tubo 600 pl de cloroformo:octanol 24:1, agitar hasta homogenizar y
centrifugar a 7,000 rpm durante 12-15 min hasta que ¢l sobrenadante quede transparente,
6) Transladar el sobrenadante a un tubo nuevo con una pipeta de 200 ! y precipitar el
ADN con 2/3 del volumen final (500 ! aproximadamente} de isopropano! frio. Dgjar
reposar de 30 min. a 12 hrs a -20°C.
7) Centrifugar a 10,000 rpm X 5min. Eliminar ¢l sobrenadante.
8) El pellet puede limpiarse agregando 1mt de etanol al 70% frio y centrifugado a 10,000
rpm X 5 min.
9) Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet con 200 pt de TE (tris-Hel 10 mM pH

8, EDTA lmM).
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Apéndice 2.
Gel de agarosa.

- 4.05 g de agarosa.
- 270 mi de TBE 1X.

- 12 microlitros de bromuro de etidio.

£STR TESS RO DR
SAH BR LN MlLiTent



Apéndice 3.

Tabla 6. Valores de Fst para cada joces,

Locus (Theta) P
1 0.09838
2 0.1349
3 0.0315
4 $.1183
5 0.0823
6 0.0360
7 0.0483
8 0.0336
b 0.0914
10 0.0014
11 0.053%
12 0.0914
13 0.0567
14 0.0266
15 0.1070
16 0.1368
17 0.125¢
18 0.1964
19 0.1452
20 00114
21 0.1237

22 0.1285



41

23 01561
24 0.0504
25 60365
26 0.0347
27 0.0347
28 0.0001
29 0.0290
30 £.0380
31 0.0820
12 0.2063
33 £.1849
34 0.1849
35 0.1849
36 0.1969
37 0.0012
38 0.1849
39 0.0181
40 | 0.1849
41 0.1849
Promedio 0.0953

Intervalo: 0.1141-0.077. $.D. 0.009. 95%.
A partir de todas las frecuencias alélicas se evaluaron los valores de F para cada locus
en todas las poblaciones. El intervalo de confianza para la F. de todas las poblaciones fue

de 0.1141-0.077 con una confiabilidad de} 95%.
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