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Resumen

La coexistencia de plantas hermafroditas e individuos con esterilidad masculina ha sido
interpretada como un estado intermedio entre el hermafroditismo y el diocismo. Las
especies que presentan este tipo de diversidad caen en la categoria de las ginodioicas.
La esterilidad masculina es con frecuencia resultado de un conflicto entre genes
mitocondriales y nucleares. El objetivo de este trabajo es detectar un componente
heredable en la esterilidad masculina que presenta Erytrhoxylum havanense, una especie
distilica de la cual no s6lo hay registros de esterilidad masculina en condiciones
naturales, sino probable especializacion de género y evolucion a la dioecia.

Con el fin de alcanzar nuestro objetivo se utilizaron dos estrategias, una de genética
cuantitativa y otra de andlisis molecular. En el anélisis genético se evaluo la esterilidad
masculina de familias genéticas previamente establecidas mediante un disefio dialélico
parcialmente reciproco. En el analisis molecular se utilizaron iniciadores de ADN
(“primers”) que, en otras especies (arroz, trigo y cebolla), permiten identificar a los
individuos estériles.

Aunque los resultados de este trabajo no son concluyentes, se identificaron efectos de
tipo paterno y dos fragmentos de ADN (de entre 800 y 900 pares de bases) que fueron
resultado de la amplificacion con los primers que en el trigo permiten identificar a los
individuos estériles. Estos fragmentos presentan pequefias secciones con altos niveles de
semejanza con genes de ADN mitocondrial de varias especies con esterilidad masculina,
y posiblemente intervienen o han intervenido en la determinacion de la esterilidad

masculina en Erytrhoxylum havanense.



Abstract

The simultaneous presence of hermaphrodites and female (male sterile) individuals in
plants has been proposed as an intermediate evolutionary step between hermaphroditism
and dioecy. Male sterility is frequently a result of an intragenomic conflict between
mitochondrial and nuclear genes. In this study we explore whether male sterility in
Erytrhoxylum havanense has a heritable component. This dystylous specie presents
male sterility, probable gender specialization and evolution to dioecy.

To this end, we used quantitative genetics and molecular analyses. Based on a partial
diallel breeding design we looked for paternal and/or maternal effects on the expression
of male sterility in the offspring of genetical families established previously. For
molecular analysis we used DNA primers used for identify male sterile individuals in
rice, onion and wheat.

In spite of the non conclusive results of this work, we detected paternal effects on male
sterility expression and two DNA fragments (between 800 and 900 base pairs) as a
result of amplification with primers that in wheat detect male sterile individuals. These
fragments have small sections that resemble genes of mitochondrial DNA of various
male sterile species and probably intervene or have intervened on the determination of

this phenotype in ErytrhoxylOum havanense.



Introduccion

1. Heterostilia

El estudio de la evolucion de los sistemas de reproduccion de las plantas es un tema que
se ha abordado —de manera intensa y reiterada— a lo largo de la historia de la biologia
evolutiva. En este ambito, el interés por la heterostilia se remonta a Darwin, quien
aunque en primera instancia solo utilizé a un sistema heterostilico (Primula veris) como
modelo de estudio de la evolucion de los sistemas de reproduccion, rapidamente
extendio su interés a varias especies, como Lythrum salicaria y Linum grandifolium
(Darwin, 1877). Sin embargo, fue Hildebrand (1866) quien us6 por primera vez el
término de heterostilia para referirse a un polimorfismo que, en el caso de la distilia,
presenta dos morfos florales (Pin y Thrum) y en la tristilia tres (largo, medio y corto); y
que difieren reciprocamente en la longitud de los estilos y los estambres. Darwin
restringio el término a aquellas especies que ademas mostraran autoincompatibilidad e
incompatibilidad intramorfo; de tal forma que las Unicas cruzas que produjeran frutos
fueran las que se dieran entre plantas de distintos morfos (Ganders, 1979). En este
sentido Darwin infirid6 que: “la caracteristica principal de las plantas heterostilicas es
que los individuos estan divididos en dos o tres grupos, de manera parecida a las
hembras y los machos de las plantas dioicas o de los animales superiores, que existen en
numeros aproximadamente iguales y que estan adaptados para la fertilizacion reciproca”
(Darwin, 1877).

Asi pues, la separacion espacial de anteras y de estigmas dentro de las flores y reciproca
con respecto de los morfos es critica y particular de la heterostilia, y es denominada
“hercogamia reciproca”. Varios autores piensan que este es el rasgo fundamental de la

heterostilia, pues existen especies tipicamente heterostilicas (en el sentido morfolégico),



que presentan distintos niveles de compatibilidad intramorfo (Ganders, 1979; Lloyd y
Webb, 1992a, 1992b). Sin embargo, en opinion de otros autores (Richards y Barret,
1992), la existencia de un sistema de autoincompatibilidad esporofitico dialélico que
evita la fertilizaciéon intramorfo e intraplanta, es una caracteristica esencial en la
heterostilia. Ademas, en todas las plantas heterostilicas donde se ha demostrado dicho
sistema de incompatibilidad, éste estd asociado con la hercogamia reciproca (Dulberger
1974, 1975; Lewis y Jones, 1992). Por otro lado, también existen una serie de
diferencias entre los morfos como la forma de la corola, orientacion del estigma o de los
estambres, color del polen, tamafio de los ovulos, etc., que estan presentes en las
poblaciones heterostilicas y que han sido denominadas “caracteristicas adicionales”
(Lloyd y Webb, 1992a); estas suelen heredarse de forma asociada a la hercogamia y la
incompatibilidad ya mencionadas. El ligamiento entre los caracteres morfoldgicos y el
grupo de incompatibilidad es muy estrecho, de tal forma que son heredados de manera
conjunta como si fueran producto de un solo gen en el caso de las plantas distilicas, y
dos en las tristilicas (Ganders, 1979). Este fendémeno de segregacion ha llevado a
postular la existencia de un “supergen” compuesto por al menos tres loci —cada uno
con dos alelos— que segregan conjuntamente (Dowrick, 1956; Charlesworth y
Charlesworth, 1979). Uno de los loci del supergen controlaria la altura de los estigmas y
estambres, otro las reacciones de incompatibilidad y el restante las caracteristicas
adicionales (Richards y Barret, 1992).

La genética de este polimorfismo fue develada muy tempranamente: Bateson y Gregory
(1905) establecieron en varias especies de Primula, que el factor que determinaba al
morfo Thrum (de estilo corto) era dominante con respecto al del morfo Pin. Ademas,
que el morfo Thrum era heterocigotico para dicho factor (“Ss”), mientras el Pin es

homocigotico recesivo (“ss*). Este patron se repite en las aproximadamente 23 especies



de 11 familias en que se ha explorado la dominancia (Lewis y Jones, 1992); sin
embargo, se conocen al menos dos excepciones, Hypericum aegipticum (Ornduf, 1979)

y Armeria maritima (Baker 1966).

La heterostilia se ha reportado en 28 familias de angiospermas (Barret 2002), incluidas
monocotiledéneas y dicotiledoneas que pertenecen a 18 ordenes distintos segun la
clasificacion de Cronquist (1981). Ya que las familias que presentan especies
heterostilicas no forman un grupo estrechamente relacionado, la heterostilia tiene un
origen polifilético y debe haber evolucionado varias veces en la historia de las
angiospermas (Vuilleumier, 1967; Nettancourt, 1977; Ganders, 1979; Barret, 1992;

Lloyd y Webb, 1992a).

Origen de la heterostilia

La secuencia de eventos que dieron origen a este sistema es controvertida. La discusion
se centra principalmente en cudl fue el primer rasgo que evoluciond: la hercogamia
reciproca, como resultado de un proceso selectivo a favor de la polinizacion entre
anteras y estigmas del mismo tamafio (polinizacion legitima); o la incompatibilidad
intramorfo, donde la seleccion actuaria para evitar la autofecundacién. Pese a que
Darwin dio un tremendo énfasis a la interpretacion de la heterostilia como un
mecanismo que evitaba la autopolinizacion, ¢l no pensd que ésta fuera la presion de
seleccion que dio origen a este sistema. A su juicio: “...;como podria ser ventajoso para
una planta ser estéril con la mitad de sus hermanos, esto es: con todos los individuos
pertenecientes al mismo morfo?” (Darwin 1877). El postula que la hercogamia
reciproca evoluciono primero, en respuesta a la presion de seleccion para incrementar la

transferencia de polen de anteras a estigmas de aproximadamente el mismo tamafio, y



que la incompatibilidad y el resto de los caracteres evolucionaron después (Darwin
1877). Acerca del posible origen de la hercogamia reciproca, Barret et al. (2000)
sefalaron que varios autores (Darwin 1877, Lloyd y Yates 1982) apuntan que cuando
los estigmas estan localizados en la misma posicion dentro de la flor, las funciones de
recibir y remover polen tienen el potencial de interferirse reciprocamente, lo que
conduce a una disminucion de las oportunidades de apareamiento. La resolucion de este
conflicto entre los beneficios de dispersar el polen de manera efectiva y el costo de la
interferencia reproductiva, contribuye a que exista una gran variacion estructural en la
altura relativa de los 6rganos sexuales entre las plantas con flores (Barret et al., 2000).
Asi pues, una de las posibles soluciones para evitar este conflicto pudo ser la generacion
de una estrategia como la hercogamia reciproca o una modificacion sutil de ésta
“approach herkogamy” (ver el parrafo siguiente) y, por supuesto, la efectividad de estas
estrategias se exacerba en especies autoincompatibles que tienen asegurado el
entrecruzamiento a través de mecanismos fisiologicos (Webb y Lloyd, 1986). Por otro
lado, algunos autores (Charlesworth y Charlesworth, 1987) han subrayado el hecho de
que la separacion espacial de los 6rganos sexuales puede evolucionar en respuesta a la
seleccion en la funcion femenina para evitar la depresion por endogamia.

A partir de observaciones morfoldgicas en la familia Rubiaceae, Anderson (1973) apoya
la emergencia de la hercogamia reciproca en primer lugar. Loyd y Webb (1992a)
retoman esta idea y la amplian mediante una argumentacion de tipo taxondmico: en su
opinidn el ancestro de la heterostilia presenta un sindrome de hercogamia, en el que las
anteras estan un poco abajo del nivel del estilo (“approach herkogamy”);
posteriormente, una variante con la relacion inversa entre estilos y anteras propiciaria un
escenario en que la transferencia legitima de polen exacerbaria la seleccion en torno al

sindrome, desembocando en la hercogamia reciproca. La depresion por endogamia y la



pleiotropia serian los motores para que después evolucionara el sistema de
incompatibilidad y el resto de los caracteres florales (Loyd y Webb, 1992a). Faivre
(2000) pone a prueba esta hipotesis mediante el estudio y la comparacion detallada del
desarrollo de distintas especies de la familia de las Rubiaceas, y concluye que las
transiciones propuestas y graduales por Lloyd y Webb son bastante probables en esta
familia. Sin embargo, Sakai y Toquenaga, (2004) publicaron un modelo en el que
plantean que la heterostilia pudo establecerse a partir de poblaciones con una variacion
fenotipica continua tanto en las anteras como los estilos, y no a partir de la “approach
herkogamy”. Los estudios que verifiquen o rechacen estas hipotesis seguramente
tendran que abundar en la exploracion de las caracteristicas genéticas de este
polimorfismo, pues varios de estos modelos descansan en suposiciones atin no probadas

de la dindmica hereditaria de los distintos componentes de la heterostilia.

En contraste, Baker (1966) sugiere —a partir de un analisis comparativo en la familia
Plumbaginaceae— que partiendo de un ancestro “homostilico”, en primer lugar se
origina la incompatibilidad y posteriormente el resto de los rasgos que conforman la
heterostilia. Esta tesis fue después apoyada por un modelo cuantitativo elaborado por
los Charlesworth y Charlesworth (1979), en el que suponen —en un escenario con alta
depresion por endogamia— que la principal presion de seleccion que origind la
evolucion de la heterostilia es la prevencion de la autopolinizacion. Asi pues, dicha
prevencion se logra de forma mas eficaz con el desarrollo de la autoincompatibilidad
que con la hercogamia per se. El resto de los caracteres (la hercogamia y los caracteres
adicionales) evolucionarian posteriormente para incrementar la eficiencia de polen entre
los grupos compatibles y evitar la endogamia.

Por otro lado, se han propuesto otros modelos que han sido mucho menos convincentes:



Mather y de Winton (1941) proponen que tanto la hercogamia reciproca como la
incompatibilidad surgieron simultdneamente, pero no ofrecen ningin mecanismo
evolutivo que explique su tesis. Muenchow (1982) propone que, en primera instancia, se
origina la incompatibilidad dialélica a partir de la pérdida de alelos en un sistema de
incompatibilidad esporofitico multialélico; sin embargo, existen varias lineas de
argumentacion, tanto taxondmica (Lloyd y Webb, 1992a), como teodrica (Gibbs, 1986;
Charlesworth, 1982, 1995) y ontogénica (Dulberger, 1992), que demuestran que los
sistemas de incompatibilidad esporofitica, dialélicos y multialélicos, tienen origenes

totalmente independientes.

Evolucion de la heterostilia

Se han considerado varios factores que pueden influir en el destino evolutivo de la
heterostilia. Altos niveles de autofecundacion, eventos de colonizacién y escasez de
polinizadores son algunos de los componentes que favorecerian su evolucion a la
homostilia (Charlesworth y Charlesworth 1978). En sentido opuesto, durante mucho
tiempo se ha especulado sobre la posible tendencia de la heterostilia para evolucionar al
dioicismo. Durante sus experimentos con Primula, Darwin fue el primero que se mostro
impresionado por que estos sistemas tendieran naturalmente al dioicismo (Darwin,
1877). Actualmente, la evolucion del dioicismo a partir de la heterostilia estd bien
documentada para un nimero de familias que presentan especies heterostilicas (Webb,
1999). En todos estos ejemplos, la transicion de la distilia al dioicismo se ha inferido
por la comparacion de taxa estrechamente relacionados (Wyatt, 1983). En la Tabla I se
muestran los géneros y familias en que se ha reportado que la dioecia y la distilia

coexisten, y que se tiene certidumbre de que la distilia es el caracter ancestral.

Tabla I.-GENEROS Y FAMILIAS EN QUE COEXISTEN LA DIOECIAY LA
DISTILIA (SIENDO LA DISTILIA ANCESTRAL).



Genero, Familia Cita

Nymphoides, Menyanthaceae |Ornduff, 1966; 1970; Patrap Reddy y Bir Bahadur, 1976; Barret, 1980.
Byrsocarpus, Connaraceae. | Baker, 1962.

Cordia, Boraginaceae Opler et al.,1975; Lloyd, 1979.

Mussaenda, Rubiaceae Baker, 1958.

Psychotria, Rubiaceae Sohmer, 1977; Vuilleumier, 1967.

Coussarea, Rubbiaceae Beach y Bawa, 1980.

Otras Rubiaceas Vogel, 1955; Vuilleumier, 1967; Bir Bahadur, 1968; Opler et al., 1975.
Erythroxylum, Bawa y Opler, 1975; Ganders, 1979.

Erythroxylaceae

La primera hipotesis que pretende explicar mecanisticamente el paso de la distilia al
dioicismo descansa en la asimetria en la transferencia de polen entre morfos. Estos
autores resaltan la importancia de estudiar los sistemas sexuales en plantas (entre ellos
la distilia y la dioecia) como fendémenos ecologicos, es decir, explicar su evolucion con
base en que dichos sistemas son adaptaciones para manipular el movimiento de los
polinizadores y el flujo de polen (Bawa y Beach, 1981). En su opinidn, un cambio en el
régimen de polinizadores podria propiciar que una de las vias legitimas de polen fuera
menos efectiva que la otra (Baker, 1958; Beach y Bawa, 1980), y ésto favoreceria la
especializacion funcional de cada uno de los morfos florales para la fase sexual que si
estd funcionando, conduciendo finalmente al dioicismo (Ornduf, 1988; Beach y Bawa,
1980). En particular, se ha apoyado la idea de que el cambio en el gremio de
polinizadores ocasionaria que las plantas “Pin” no aportaran polen a los estilos de las
“Thrum”, por lo que estos Ultimos funcionarian como machos, mientras los “Pin”
acentuarian su funcion femenina. La evidencia a estd hipotesis es Unicamente correlativa
y en opinion de Muenchow y Grebus (1989) infundada. Sin embargo, uno de los
supuestos que implicitamente manejan los modelos que enfatizan la evolucion de la
heterostilia por el papel que pueden tener los polinizadores, es que la generacién de
estadios transitorios con dimorfismo en la altura del estigma pero monomorficas con

respecto a la altura de los estambres, podria propiciar un flujo de polen mas efectivo
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entre los morfos en comparacion al flujo intramorfo (Charlesworth y Charlesworth,
1979b; Lloyd y Webb, 1992b). Recientemente, Cesaro y Thompson (2004) realizaron
observaciones en una especie con estas caracteristicas (Narcissus assoanus) y
corroboraron que al menos esta condicion estipulada es plausible. Esto no s6lo apunta
que la efectividad en la transferencia del polen entre morfos es fundamental para el
mantenimiento de este tipo de polimorfismos florales, sino que también puede jugar un
papel importante en la generacion de estados transitorios en la evolucion de estos
sistemas. Estos resultados son importantes si se considera que existen datos (Arroyo et
al., 2002) de otro sistema cercano (Narcissus papyraceus) en que se ha observado que
el dimorfismo en la altura de los estigmas es un polimorfismo que exhibe variacion en

la frecuencia de los distintos morfos a nivel poblacional.

La hipotesis “ecologica” de Bawa y Beach (1981), surge como contrapeso a las
hipdtesis genéticas, que tienden a explicar el transito evolutivo de un sistema sexual a
otro invocando a la seleccion a favor del entrecruzamiento como la principal fuerza
selectiva a considerar. Sin embargo, recientemente se ha sugerido que la transicion
hacia el dioicismo también podria generarse a partir de fendmenos genéticos, pero en
los cuales la seleccion estuviera actuando en una dindmica andloga a los conflictos
"intragendmicos" (ver siguiente seccion) observados en las especies ginodioicas
(Dominguez, 1995; Dominguez et al., 1997). En los conflictos intragenémicos, los
alelos involucrados residen en el mismo individuo, aunque en distintos genomas, por
ejemplo: nucleo vs. mitocondria. En este caso especifico, la asimetria en los patrones de
herencia de genes residentes en el genoma establece un conflicto de intereses, en el que
se seleccionarian aquellos alelos que maximizaran su adecuacion, atin en detrimento de

la adecuacion de otros genes del mismo individuo. Un ejemplo claro de este tipo de
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conflictos es la esterilidad masculina: en las angiospermas se han documentado casos de
genes mitocondriales (que sélo se heredan por via materna) que producen inviabilidad
de polen y por ende esterilidad masculina (Hurst, 1992; Saumitou-Laprade et al., 1994),
afectando asi la adecuacion de los alelos nucleares (que se heredan tanto por via paterna
como materna). Este tipo de aproximaciones abre la puerta a la posibilidad de que la
especializacion funcional en algunos sistemas heterostilicos sea exactamente inversa a
la prevista por los modelos de tipo ecologico (Dominguez et al., 1997) y por supuesto
plantea la posibilidad de explorarla con base en otro marco teorico.

Es claro que el origen y destino evolutivo de la heterostilia es un tema en plena
controversia y se necesitan nuevas aproximaciones cuyo nivel de andlisis ayude a
dilucidar las disyuntivas. En este sentido, es de vital importancia la utilizaciéon de
herramientas moleculares que permitan conocer con mas detalle los mecanismos de
incompatibilidad y morfologia floral propios de los sistemas heterostilicos. Por
desgracia son muy pocos los trabajos a este respecto. Recientemente se han obtenido
algunos resultados sobre los mecanismos moleculares que producen la
incompatibilidad, tanto en plantas homomorficas (de incompatibilidad multialélicas),
como heteromorficas (de incompatibilidad dialélica). La estrategia general ha sido
identificar proteinas en el pistilo que se espera tengan propiedades de una proteina de
incompatibilidad: una localizacion tisular y celular apropiada y un aumento en su
expresion durante el desarrollo de la incompatibilidad en la maduracion de brotes
(Charlesworth, 1995). Esta estrategia ha permitido la identificacion de genes que
codifican para estas proteinas en los sistemas multialélicos: esporofitico Brassica
oleraceae (Nasrrallah et al., 1987), gametofitico Nicotiana alata (Anderson et al.,
1986), y en Pyrus serotina (Sassa, 1993). Al parecer los loci involucrados en los

mecanismos de incompatibilidad no son solo distintos a nivel de secuencia, sino
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también a nivel funcional, lo que implica que la incompatibilidad multialélica surgié de
forma independiente varias veces en la evolucion de las angiospermas (Charlesworth,
1995).

Con respecto a las heterostilicas, Athanasiou y Shore (1997) logran identificar mediante
técnicas electroforéticas la existencia de proteinas especificas de los estilos y estambres
del morfo Thrum en tres especies del género Turnera. La distribucion especifica de
estas proteinas con respecto al morfo y al 6rgano sexual, indican que puede tratarse de
proteinas que participan en el proceso de incompatibilidad. Por su parte Wong et al.
(1994) descubrieron una proteina especifica de las plantas de estilo largo en Averrhoa
carambola (Oxaliadaceae). En ambos casos no se sabe si estas proteinas son producto
de diferentes loci o si se trata de un solo producto proteico modificado
postranscripcionalmente. En estas investigaciones las proteinas parecieran tener
patrones de expresion totalmente distintos a sus andlogos en especies multialélicas, lo
que viene a corroborar el escepticismo de varios investigadores (Charlesworth, 1982;
Gibbs, 1986; Lloyd y Webb, 1992a) con respecto a la supuesta relacion entre los
sistemas dialélicos y multialélicos (Muenchow, 1982). Es claro que la secuenciacion y
mapeo de los loci que codifican para estas proteinas dard nueva luz a varias de las
preguntas evolutivas con respecto a la heterostilia. Por el momento, ain no existe
ninguna especie en que se haya mapeado los loci que gobiernan las caracteristicas
florales de la heterostilia. Existen avances significativos en la genética de dichos loci en
Primula tommasinii (Kurian y Richards, 1997), pero sin su caracterizacion molecular.
El uso de marcadores moleculares de ADN como los RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA - DNA polimorfico amplificado al azar) o AFLP (Amplified
Fragment length Polymorphism-Polimorfismo en la longitud de fragmentos

amplificados), son probablemente la mejor aproximacidon para localizar los genes
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ligados a la heterostilia y develar sus distintas relaciones (Barret et al., 2000). Otra
alternativa es el mapeo con QTLs (Quantitative Trait Locus- Locus de rasgos
cuantitativos), que ofrecen la posibilidad de analizar caracteres de tipo cuantitativo. En
esta vertiente ya hay algunas investigaciones en sistemas no heterostilicos, como
Arabidopsis thaliana, que indican que varias caracteristicas florales tienen
comportamiento cuantitativo, y que son controladas por diferentes genes con efectos
diferenciales sobre los rasgos estudiados (Sakai y Toquenaga, 2004; Juenger et al.,
2000). Dichos rasgos exhiben con frecuencia correlaciones altamente positivas, lo que
sugiere efectos pleitropicos o un estrecho ligamiento entre los loci involucrados
(Juenger et al., 2000). Por desgracia esta potente herramienta solo se ha utilizado en
sistemas con una caracterizacion molecular considerable; su utilizacion en plantas
heterostilicas permitird entender en mayor medida no sélo las caracteristicas
moleculares y genéticas de este sistema, sino el papel de dichas caracteristicas en la

evolucion de la heterostilia.

Al margen de todo lo anterior, quiza debamos reconocer que los modelos de evolucion
revisados descansan en supuestos selectivos, y que existe muy poca evidencia acerca de
otras fuerzas evolutivas que pudieran estar actuando; en particular hay algunos reportes
en plantas heterostilicas que parecen indicar tamafios efectivos de poblacion mas bien
pequefios (Richards e Ibrahim, 1978; Lughada y Parnell, 1993), y que por lo tanto
sugieren que la deriva génica pudiera ser mas importante de lo hasta ahora hemos

considerado.
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2. Esterilidad Masculina Citoplasmatica (EMC)

La esterilidad masculina citoplasmatica (EMC) fue detectada en las primeras décadas
del siglo pasado. Uno de los redescubridores de las leyes de Mendel, Correns (1908),
observé que la esterilidad masculina en varios tipos de plantas no seguia los patrones de
herencia mendelianos, sino que mostraba una herencia de tipo materno. Sin embargo, es
Lewis (1941) quien llama por primera vez la atencion acerca de la importancia y el
posible significado evolutivo de este fenomeno. El sefiald que en un cierto nimero de
casos como Satureia hortensis, Cirsium oleraceum (Correns, 1928) y Lolium perenne
(Jenkin, 1931), se tenia la certeza de que la esterilidad observada en la funcion
masculina se heredaba por via materna a través del citoplasma. A partir de entonces este
fenomeno ha estado sujeto a una intensa investigacion, en gran medida debido a su
utilidad en cultivos de importancia agricola, ya que la utilizacién de lineas que son
naturalmente estériles en su funciéon masculina permite el entrecruzamiento sin
necesidad de llevar a cabo procedimientos mucho mas costosos como la emasculacién
(Hanson, 1991), lo que facilita substancialmente la produccion de semillas hibridas
(Van der Kley, 1955).

La esterilidad masculina puede tener multiples causas: resultar de condiciones adversas
de crecimiento, enfermedad, o mutacion (Budar y Pelletier, 2001). Las manifestaciones
fenotipicas de la esterilidad masculina mas conocidas son: la completa ausencia de
organos masculinos, la incapacidad para desarrollar tejido espordgeno normal, la
absorcion del polen en cualquiera de sus fases de desarrollo, la ausencia de dehiscencia
en los estambres o la incapacidad del polen maduro para germinar en estigmas
compatibles (Budar y Pelletier, 2001). Sin embargo, dado que en la mayoria de los
casos la esterilidad masculina afecta el desarrollo apropiado del polen (Hanson, 1991;

Budar et al., 2003; Eckardt, 2006), actualmente se acepta que la EMC mas frecuente en
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plantas se define como “la incapacidad heredada maternalmente de producir polen
funcional (gametos masculinos) en individuos de especies que de otra forma serian
hermafroditas” (Budar et al., 2003). La EMC se ha documentado en aproximadamente

150 especies de 47 géneros de 20 familias (Laser y Lersten, 1972; Levings et al., 1995).

El caso mas estudiado de EMC es el de las plantas ginodiocas, cuyas poblaciones estan
compuestas por individuos hermafroditas e individuos que, teniendo flores perfectas, se
comportan como hembras (estériles en su parte masculina) (Ehlers et al., 2005; Budar et
al., 2003; Jacobs y Wade, 2003). De acuerdo a Delaney (1978) estas plantas representan
aproximadamente el 10 por ciento de las angiospermas y se sabe que el ginodiocismo se
encuentra en al menos 543 especies de 178 géneros de 50 familias (Dem’yanova, 1985).
La EMC se ha interpretado como uno de los ejemplos mas claros de “conflictos
intragenémicos” (Cosmides y Tooby, 1981; Hurst et al., 1996; Gouyon y Couvet 1987,
Couvet et al., 1990; Frank, 1989). Segiin Cosmides y Tooby (1981), el punto medular
descansa en el énfasis que la biologia evolutiva actual da a los componentes génicos
como unidades de seleccion. Estos autores resaltan la utilidad de dividir el genoma en
distintos conjuntos de genes que ellos denominan “correplicones”. Cada correplicon
esta definido por el conjunto de genes que se replican de manera conjunta y que, por lo
tanto, su adecuacion se maximiza en la misma forma. Por ejemplo, en el genoma de los
animales coexisten al menos dos correplicones, los genes integrados en el nucleo y los
genes mitocondriales. Bajo este esquema cada correplicon serd seleccionado para
modificar el fenotipo del organismo en una forma que maximize la propagacion de los
genes que lo componen, aun a costa de afectar la adecuacion de otros correplicones
incluidos en el genoma; lo que da lugar al conflicto intragendmico (entre distintos

correplicones de un determinado genoma). En consonancia con esta idea, Hurst (1996)
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sefala que los conflictos intragendmicos ilustran perfectamente la idea de la evolucion
de elementos “auto-promotores” (“self-promoting elements”), que son unidades
hereditarias (genes, conjuntos de genes o correplicones) que se esparcen no porque
incrementen la adecuacion de sus portadores, sino porque su actividad asegura que
estaran sobre-representados en la siguiente generacion, aunque esta actividad pueda
resultar desventajosa para otras unidades hereditarias existentes en el mismo organismo.
Este autor especifica que un conflicto genético se da cuando la diseminacion de un alelo
de un locus en una poblacién baja la adecuacion, ya sea del individuo en el que reside, o
la de otros miembros en la misma poblaciéon. Un punto importante, es que esta
expansion del alelo “egoista” crea el contexto que favorece la aparicion de un segundo

alelo con efectos especificamente antagdnicos.

Para entender como es que la teoria de conflictos intragendmicos se aplica a la EMC,
debemos partir del hecho que el genoma de las plantas estd conformado por varios
componentes de replicacion independiente (correplicones); los principales son los genes
que residen en el nucleo, que son heredados a través tanto de los gametos masculinos
como de los femeninos, y los genes que residen en mitocondrias y cloroplastos, que se
heredan de manera exclusiva a través de los gametos femeninos. En esta situacion la
seleccion favorecerd aquellas variantes génicas en los organelos que se comporten como
elementos autopromotores, es decir, que impulsen una disminucion en la produccion de
polen (por medio de la esterilidad masculina) a cambio de una mayor produccion de
semillas, ya que los genes de los organelos son transmitidos unicamente a través de
estas (Lewis 1941). En muchos sistemas ginodioicos, se ha observado la existencia de
variantes mitocondriales que vuelven a los individuos estériles en su parte masculina, y

que propician una produccion de semillas viables significativamente mas alta que la de
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los hermafroditas (para una revision ver Gouyon y Couvet, 1987; Thompson y Tarayre,
2000; Budar et al., 2003). Ademas, debido a que la transmision biparental involucra
tanto a la adecuacion por la via masculina como por la via femenina, la reasignacion de
recursos del polen a las semillas reduce abruptamente la transmision de los genes
nucleares; de manera que para que los genes nucleares que se encuentran en una planta
que presenta EMC tengan la misma adecuacion de los que estan en un individuo
hermafrodita, un individuo estéril debe producir mas semillas que un individuo fértil
(Charlesworth y Charlesworth ,1978; Couvet et al., 1986; De Haan et al., 1997; Gouyon
y Couvet, 1987; Frank, 1989). De esta forma se concreta un conflicto de intereses entre
los genes de dos correplicones, el nicleo y la mitocondria, sobre la distribucion de
recursos a la reproduccion por via masculina (polen) y femenina (semillas) (Frank,
1989; Gouyon y Couvet 1985). Este conflicto crea una dinamica evolutiva inestable e
interactiva en la que la diseminacion de alelos mitocondriales esterilizadores (citotipos),
puede bajar la adecuacion relativa de otros citotipos no esterilizadores y también la de
los alelos nucleares. En este contexto la seleccion propicia la expansion de alelos
nucleares que anulen la accion de los citotipos esterilizadores en una forma sumamente
especifica, es decir, a cada citotipo esterilizador corresponde un restaurador especifico,

lo que da lugar a polimorfismos de alta especificidad bioquimica (Frank, 2000).

Recientemente, se han agregado nuevos matices que precisan la naturaleza de este tipo
de conflictos. Touzet y Budar (2004) consideran que la EMC puede ser entendida como
el producto de un conflicto genético “entre” dos genomas que tienen distintas vias de
herencia; lo que lleva a concluir que quizé un nombre mas adecuado para este fendomeno
es el de “conflictos intergenémicos”, dado que aunque los dos genomas en conflicto

residen en la misma célula, son unidades hereditarias independientes.
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Los cambios morfoldgicos asociados a la esterilidad masculina citoplasmatica en varios
sistemas se dan en diferentes estados de desarrollo. Sin embargo, en un gran numero de
sistemas uno de los primeros cambios visibles es la degeneracion prematura del tapete
de la antera (Schnable y Wise, 1998). Aunque los mecanismos moleculares y
bioquimicos de este fenotipo permanecen desconocidos en la mayor parte de los casos,
se han consolidado dos posiciones, en primera instancia mutuamente excluyentes
(Budar et al., 2003). En una de las hipotesis se postula que los genes que promueven
este fenotipo interactian con un factor desconocido que se encuentra de manera
especifica en el tejido en que se detectan las primeras anormalidades (el tapete); esta
interaccion podria desencadenar una cascada de efectos que, en ultima instancia,
desembocaria en la muerte de las microesporas (Budar et al., 2003). Esta hipotesis tiene
la ventaja de explicar la expresion constitutiva de varios genes involucrados en la
esterilidad y el fenotipo localizado que se da durante el desarrollo. La mayor parte de
los datos que apoyan esta version provienen de los estudios realizados en el maiz (Wise
et al., 1999a). Por desgracia no se ha identificado a la fecha ninglin factor que obedezca
las condiciones mencionadas.

La otra hipdtesis propugna que las mutantes que dan origen a la EMC propician una
pérdida de funcién en aspectos importantes de la fisiologia mitocondrial. Esta hipotesis
se basa en que, con algunas excepciones como el gen 0rf239 identificado en Phaseolus
(Sarria et al., 1998), los polipéptidos codificados por los genes asociados a la EMC son,
en la mayoria de los casos, expresados constitutivamente y en general estan asociados a
las membranas mitocondriales. Lo anterior permite especular que las proteinas
derivadas de los genes que producen la EMC interfieren en la generacion de ATP

(Levings, 1993), afectando con ello la produccion de polen, uno de los mecanismos mas
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demandantes a nivel energético. Sin embargo, esto no explica que la expresion
constitutiva de estos genes no afecte otros procesos igualmente demandantes de las
capacidades respiratorias del organismo, como la germinacion y la maduracion de
frutos. Existen evidencias citoldgicas, moleculares y metabdlicas a favor de una alta
demanda energética durante la gametogénesis masculina: inmediatamente después de la
meiosis, el nimero de mitocondrias incrementa de manera substancial, tanto en las
microesporas como en el tapete (Lee y Warmke, 1979). Los niveles de expresion de los
genes mitocondriales y nucleares que codifican las subunidades de las enzimas
respiratorias cambian drasticamente durante la maduracion del polen (Monéger et al.,
1992; Conley y Hanson, 1994; Smart et al., 1994; Lalanne et al. 1998; Wen y Chase,
1999) y varios tipos de enzimas involucradas en la produccion de energia como la
subunidad B3 de la ATP sintetasa mitocondrial (De Paepe et al., 1993), la piruvato
descarboxilasa, la alcohol deshidrogenasa (Tadege y Kuhlemeier, 1997) y la aldheido
deshidrogenasa (Op den Camp y Kuhlemeier, 1997) son expresadas de manera
especifica en el polen. Una variante interesante de esta hipdtesis sugiere que el
mecanismo subyacente de la EMC estd asociado a la interferencia en el inicio de la
muerte celular programada en el tejido del tapete y su relacion con el estrés oxidativo
(Balk y Leaver, 2001).

Un punto importante es que casi todas las variantes que producen EMC y que se han
cracterizado a nivel molecular, son mutantes que dificilmente podrian sobrevivir y ser
seleccionadas en condiciones naturales. Es necesario dirigir esfuerzos para caracterizar
a nivel molecular a genes esterilizadores en poblaciones naturales, en que los individuos
estériles pueden mantenerse de manera estable en dichas poblaciones (Budar y Pelletier,

2001).
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En el caso de los genes restauradores, en la mayoria de los casos la restauracion de la
fertilidad resulta de una expresion disminuida de los genes asociados a la esterilidad.
Aunque es muy amplia la variedad de mecanismos asociados, la mayor parte sugiere
una regulacion —a nivel post-transcripcional— de los mRNAs provenientes de genes
asociados a la EMC (Abad et al., 1995; Wise et al., 1999b; Wen y Chase, 1999;
Bellaoui et al., 1999; Koizuka et al., 1998; Koizuka et al., 2000; Li et al., 1998). La
reciente identificacion de un gen restaurador de Petunia, cuyo producto proteico esta
compuesto principalmente de 14 fragmentos repetidos de 35 aminoacidos
pentatricopéptidos (proteina PPR) (Bentolila et al., 2002), abrié una nueva linea de
investigacion en torno al papel que esta familia génica puede tener en la regulacion de la
expresion proteinica a nivel de los organelos (Small y Peters, 2000). En este sentido,
recientemente se ha identificado otras proteinas PPR que restauran la fertilidad en arroz
(Weng et al., 2006).

Casi todos los sistemas en los que se avanzado de forma considerable en los
mecanismos fisiolégicos que dan origen a la EMC son cultivos de importancia
econdmica. Por otro lado, las aproximaciones técnicas con la que se estudian los
sistemas de EMC en poblaciones naturales, suelen estar alejadas de las usadas en los
cultivos comerciales (Budar, et al., 2003; Budar y Pelletier, 2001). La intensificacion de
la colaboracién de ambos campos, seguramente permitird entender de manera mas

integral y exacta el funcionamiento ecoldgico, evolutivo y molecular de este fendmeno.

Ademas de las convergencias que se observan a nivel fisiologico en las plantas que
presentan EMC, se han encontrado elementos comunes a nivel molecular, a través de la
utilizacion de técnicas como la secuenciacion, la amplificacion (PCR) y la hibridacion

de sondas interespecificas. Aunque salvo dos excepciones (L’Homme et al., 1997; Tang
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et al., 1996) los genes identificados en la EMC no estan relacionados a nivel de
secuencia, la mayoria de ellos comparten ciertas caracteristicas que son relevantes para
comprender el fendémeno. Estos genes son derivados de la fusion de porciones de genes
conocidos con secuencias que pueden o no ser conocidas previamente, ademas de que
varios de los componentes quiméricos parecen redundantes (Saumitou-Laprade, 1994;
Mackenzie et al., 1994; Budar et al., 2003). En la tabla II se muestran los principales
genes relacionados con la EMC, junto con los fragmentos reconocidos por medio de las

técnicas mencionadas.
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TABLA II. SISTEMAS EN QUE SE HAN DETALLADO LOS GENES

RELACIONADOS CON EMC

Sistema Nombre de gen | Componentes Cita
involucrados
Zea mays (T) Turf 2H3; urf 13 [26S rRNA, ATP 6, | Dewey et al., 1986.
tRNA-Arg de
cloroplasto
Zea mays (S) orf355/orf77 ATP9, cox I Wen y Chase, 1999.
Petunia parodii Pcfl ATP 9, cox II, urf|Nivison y Hanson, 1989;
S, nad3, rps12 Young y Hanson, 1987.
Brassica napus (pol). |orf 224 atp 6, atp 8, rps3 | Singh y Brown, 1991
Brassica napus(Nap) |orf 222/nad5c/ atp 6 L’homme et al., 1997.
orf139
Brassica tournefortii | orf 193 atp 6, nad 5, atp 9 | Dietrich, 2003
(Tour)
Brassica orf 125 atp 8 Iwabuchi et al., 1999.
napus(Kosena)
Brassica napus(ogu) |orf 138 Atp 8 Bonhomme, 1992.
Oryza sativa urf—rmc atp 6 Kadowaki et al., 1990.
Shorgum bicolor orf 79 atp 9, atp 6 Pring et al., 1995.
orf 107
Triticum timopheevi | orf 256 cox I Song y Hedgcot, 1994.
Phaseolus vulgaris | Pvs-orf239 atp o, cob Hervieu et al., 1993.
Cajanus cajan * atp9 Sivaraakrishnan et al.,
1997.
Helianthus annuus orfH522. atpA, o, Cob,|Kohleretal., 1991

atp9, atpasa 8

Nicotiana sylvestris

atpA, atp6, Nad7

Hakanson 1993.
Koferetal., 1991

Allium cepa

Cob

Sato, 1998

Daucus carota

atp9, cox |

Nakajima et al., 1997

A diferencia del genoma mitocondrial de otros organismos, el de plantas tiene una tasa

de substitucion nucleotidica comparativamente baja y una extrema variedad en tamafio

y estructura (Mackenzie et al., 1994; Palmer et al., 2000; André y Walbot, 1992)

producto de la intensa dindmica de recombinacion con que evoluciona este genoma

(Budar y Pelletier, 2003). Los genes relacionados con la EMC son producto de este tipo

de fendmenos recombinatorios y, como puede observarse en la Tabla II, varios
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fragmentos que frecuentemente estan relacionados con proteinas de la cadena
respiratorias, parecen susceptibles de recombinar con mayor frecuencia y producir
genes que generen EMC (Mackenzie et al., 1994). Aunque no se conocen los detalles de
la fisiologia de las proteinas que codifican estos genes, en la mayor parte de los casos
poseen dominios hidrofobicos (Schnable y Wise, 1998) y estan asociados a las
membranas mitocondriales, lo que apoya la hipdtesis de su posible interferencia en la

sintesis de ATP y la capacidad respiratoria del organelo.

El estudio de las consecuencias evolutivas que tiene la EMC ha llevado a explorar tanto
el mantenimiento de este rasgo en las poblaciones ginodioicas, como su posible papel
en la evolucién de este sistema reproductivo al dioicismo.

Uno de los problemas que se tiene en este marco teodrico, es la heterogeneidad de
términos que utilizan los autores. Schultz (1994) establece una categorizacion que ha
recibido el consenso de los trabajos posteriores. Segun este autor, el criterio bajo el cual
debemos definir si un sistema es citoplasmatico, nuclear o nicleo-citoplasmatico, es la
variabilidad de alelos. Es decir, si existe mas de un gen esterilizador y no hay
restauradores o en el sistema ya se ha fijado uno de ellos, erosionando la variabilidad de
restauradores, el modelo se denomina como de control citoplasmatico. Si lo que hay es
una gran cantidad de restauradores y s6lo un citotipo, ya sea este esterilizador o no, el
sistema sigue un modelo de control nuclear. Finalmente, si hay variabilidad tanto en los
restauradores nucleares como en los citotipos esterilizadores el sistema es nucleo-
citoplasmatico.

La estabilidad del ginodioicismo depende en gran medida de que los individuos estériles
compensen la adecuacion perdida por via masculina con una ventaja en fertilidad por

via femenina (Charlesworth, 1981; Gouyon y Couvet, 1987; Delph et al., 1999). Esta
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ventaja en fertilidad de los individuos estériles no sélo puede deberse a que los
individuos con EMC reasignen recursos a gametos femeninos (compensacion), sino que
también puede consistir en que eviten los efectos adversos de la depresion por
endogamia (Gouyon y Couvet, 1987; Thompson y Tarayre, 2000). La magnitud de
compensacion requerida para que los individuos estériles puedan permanecer, depende
de la forma en que se determina la esterilidad masculina. Si la esterilidad es producto
del efecto de alelos de origen puramente nuclear, los individuos estériles deben tener
una fecundidad de mas del doble que los individuos hermafroditas (Ross y Gregorious,
1985; Frank, 1989; Gouyon et al., 1991). Cuando la esterilidad masculina es de origen
citoplasmdtico los individuos estériles necesitan s6lo una pequefia ventaja de
fecundidad femenina sobre los hermafroditas para mantenerse en la poblacion (Lewis,
1941; van Damme, 1983). Sin embargo, si la esterilidad es producto de la interaccion
entre alelos nucleares y citoplasmaticos, la magnitud necesaria es intermedia a la
requerida en los dos casos previamente citados (Lewis, 1941; Charlesworth, 1981;

Gouyon y Couvet, 1987).

De manera relacionada, dado que el ginodioicismo y el diocismo estan fuertemente
asociados a nivel taxondémico (Heywood, 1978), varios autores han interpretado al
ginodiocismo como un sistema transitorio que puede evolucionar al diocismo (Darwin,
1877; Ross, 1982). Los Charlesworth (1978) proponen que para que el diocismo
evolucione a partir del hermafroditismo deben tener lugar tres eventos, una mutacion
que afecte la produccion de 6vulos, otra que afecte la produccion de polen y después un
efecto de ligamiento entre ambas mutaciones. Sin embargo, esto no es posible en una
dindmica nucleo-citoplasmatica, pues no puede haber ligamiento entre los alelos

esterilizadores masculinos citoplasmaticos y los esterilizadores de hembras de origen
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nuclear. Pese a lo anterior, Schultz (1994) sefiala correctamente que una dinamica en
principio nticleo-citoplasmatica puede perder facilmente la variabilidad en los alelos
citoplasmaticos, dejando la expresion del fenotipo bajo control nuclear, lo que
permitiria establecer el ligamiento que apuntaban los Charlesworth. De manera paralela
Maurice (1992, 1993) senala que, en un escenario en que el ginodiocismo es producto
de una interaccion nucleo-citoplasmatica, las condiciones para que el sistema
evolucione al diocismo son mucho menos restrictivas que si el control es puramente
nuclear o citoplasmatico.

Cualquiera que sea el caso, todos estos modelos resaltan la importancia que tiene el
establecer el modo de herencia de la EMC; pues solo asi, se podran contrastar las

predicciones teodricas con las observaciones experimentales.
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Especie en estudio

Erythroxylum havanense es un arbusto distilico, perenne y caducifolio; que puede
encontrarse en los bosques tropicales secos de la costa del Pacifico mexicano. Son
varios los aspectos ecologicos que se han estudiado en este sistema. En particular, se
sabe que tanto la antesis como la produccion de hojas es disparada por las primeras
lluvias de la temporada (Dominguez, 1990). Normalmente, la produccion total de hojas
de un ano se da en un evento repentino al comienzo de la temporada de Illuvias
(Dominguez y Dirzo, 1994). Asimismo, esta temporada es el unico periodo en el que se
dispone de los recursos necesarios para las funciones de crecimiento, reproduccion y
mantenimiento; por lo tanto, la remocion de follaje durante este periodo por parte de los
herbivoros puede tener consecuencias cruciales para la reproduccion y sobrevivencia de
esta especie. Mediante un disefio experimental de defoliacion artificial Dominguez y
Dirzo (1994), establecen que la remocion total del follaje en E. havanense afecta varios
aspectos de la biologia reproductiva como crecimiento, tiempo de maduracion de los
frutos, produccion y masa de semillas, y produccion total de flores.

Por otro lado, existen estudios (Gryj y Dominguez, 1996) que comprueban que la tasa
de remocion de semillas por parte de frugivoros estd correlacionada positivamente con
el tamafo de cosecha por planta, lo que implica que las semillas de las plantas con una
mayor disponibilidad de frutos maduros para los frugivoros se establecen mas
rapidamente. Ademds, también se sabe que entre mdas rapida sea la dispersion de
semillas mejor serd el desempefio de las plantas durante las etapas tempranas de
desarrollo (Avila, 1991).

De manera paralela, se ha detallado el significado adaptativo del patréon de floracion
sincronico y masivo intra- e inter-individual que caracteriza a esta especie, asi como su

relacion con los patrones de lluvia del habitat (Dominguez y Dirzo, 1995). Una posible
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interpretacion radica en que dicho patréon promueve un mayor éxito en el forrajeo por
parte de los polinizadores y de esta forma incide en la adecuacion de los individuos de
esta especie (Dominguez et al., 2005). Igualmente, la sincronizaciéon de la floracion
produce las condiciones en que las tasas de donacidén y deposicion de polen y las
oportunidades de apareamiento, se maximizan. Esto es particularmente importante en E.
havanense, debido a su caracter auto-incompatible y a su dependencia de polinizadores
para la produccion de frutos (Rosas et al., 2005).

De manera conjunta, el patréon de floracion sincrénico propicia una alta concentracion
de recursos en términos de polen y semillas disponibles para polinizadores y
dispersores, y dado el caracter efimero de este fenomeno, se puede especular que el
flujo genético entre poblaciones es reducido, lo que produce, una estructuracion
genética en poblaciones muy cercanas, e incluso la estructura y altisima variacion
genéticas observadas a escala muy fina dentro de las poblaciones (Dominguez et al.,

2005).

Una de las caracteristicas mas importantes de E. havanense es que existe una asimetria
en la produccion de frutos entre ambos morfos florales. Los individuos Thrum son casi
el doble de fecundos que los individuos Pin (Dominguez 1990, Dominguez et al., 1997).
Dichas diferencias no se deben a factores ecologicos como el niumero e identidad de los
polinizadores o la transferencia asimétrica del polen (Dominguez 1990, Dominguez et
al., 1997). Estudios embriologicos muestran que estas diferencias se deben a un
desarrollo anormal en el polen del morfo Thrum (Dominguez et al., 1997; Vazquez-
Santana et al., 1996), lo que trac como consecuencia la expresion de un fenomeno de
esterilidad masculina que se ha evaluado a través de ensayos de viabilidad de polen

(Dominguez et al., 1997). Existe una amplia variabilidad en la expresion de este
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fenomeno a nivel poblacional; sin embargo, un estudio detallado de 5 poblaciones en la
costa del Pacifico mexicano demostré que en casi todos los casos (4 de 5 poblaciones),
el morfo Thrum es significativamente mas estéril que el morfo Pin (Cuevas et al.,
2005).

El hecho de que en este sistema el morfo Pin produzca aproximadamente el 54% de las
semillas que produce el morfo Thrum, y que éste exhiba de manera consistente
esterilidad masculina, ha llevado ha sugerir que E. havanense se encuentra en un
proceso de especializacion de género y evolucion al diocismo (Dominguez et al., 1997;
Avila y Dominguez 2000). Es decir que, de manera transitoria, E. havanense se
comporta de manera parcial como un sistema ginodioico, con el morfo Pin
comportandose como hermafrodita y el Thrum como un morfo parcialmente estéril en
su funcion masculina (Dominguez et al., 1997). En apoyo a esta hipotesis se ha
documentado un notable parecido entre los patrones anatdmicos asociados a la
esterilidad masculina en el morfo Thrum y las especies ginodioicas: en ambos casos se
altera el desarrollo del tejido esporogeno y el tapete, que son fundamentales para la
formacion de las paredes primarias del polen (Dominguez et al., 1997). De manera
consecuente, se ha propuesto (Dominguez et al., 1997) que este patron puede explicarse
por una dindmica de conflictos intergendmicos andloga a la observada en especies
ginodioicas (Plantago lanceolada; Van Damme, 1993; Origanum vulgare, Kheyr-Pour,
1981 y Thymus vulgaris, Couvet et al., 1998); es decir, que la coexistencia de diversos
genes restauradores y esterilizadores determinan los niveles de esterilidad en la funcién
masculina. De hecho se ha sugerido que la esterilidad masculina se debe a la interaccion
entre genes citoplasmaticos que producen la esterilidad masculina (parecidos a los
detectados en los sistemas ginodioicos) y el supergen que causa la heterostilia (Avila y

Dominguez, 2000). Dado que los individuos Pin son homogaméticos (ss) (Lewis y
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Jones, 1992), pudieran tener dos copias de los genes restauradores, y ello les permitiria
restaurar la funcién masculina; bajo la misma logica, el hecho de que los Thrum sean
heterogaméticos (Ss) les impediria restaurar la fertilidad masculina (Avila y

Dominguez, 2000).

Una de las condiciones necesarias para que el esquema de especializacion de género sea
viable es que los individuos que pierden parte de su adecuacion debido a la esterilidad
masculina, deben compensar dicha pérdida con un incremento en la adecuacion por
medio de su funcién femenina (Avila y Dominguez, 2000). En este sentido, Avila y
Dominguez (2000) sefialan que el morfo Thrum produce un mayor nimero de semillas
que el morfo Pin, y que las probabilidades de maduraciéon y germinacioén de una semilla
y su desempefio vegetativo una vez que se establece como plantula es mayor si
pertenece a una progenie derivada de cruzas en que la madre es Thrum. De manera
consistente, no so6lo las plantas Pin producen una mayor proporciéon de polen viable,
sino que los tubos polinicos del polen de plantas Pin crece significativamente mas
rapido que el polen de plantas Thrum (Avila y Dominguez, 2000).

Por otro lado, se han evaluado los efectos de la esterilidad masculina y la sincronizacién
reproductiva en la magnitud de la compensacion a través de la funcion femenina (Rosas
et al., 2005). En este estudio, se comprueba que la magnitud de la compensacion
depende del grado de sincronizacién en el desarrollo floral. Ademas, se pudo observar
que los individuos Pin que florecian fuera de sincronia practicamente no producian
frutos; en contraste los Thrum en circunstancias andlogas tenian un déficit menos
pronunciado, por lo que la compensacion reproductiva en los Thrum es mayor en estas
circunstancias. La magnitud de la compensacion parece ser suficiente para que los

individuos estériles se mantengan en las poblaciones, aunque la heterogeneidad
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ambiental tiene el potencial de afectar la expresion de la ventaja por compensacion de
los individuos con esterilidad masculina y, en ultima instancia, la trayectoria evolutiva

de la especializacion sexual.

Es evidente que para completar el panorama teérico que rige la evolucion de este

sistema es necesario entender, lo mejor posible, como se hereda la esterilidad masculina

en E. havanense.
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Objetivo General

Establecer la forma en que se hereda la esterilidad masculina en Erythroxylum

havanense

Objetivos Particulares

Andlisis genético cuantitativo:
Identificar efectos maternos o paternos involucrados en la herencia de la esterilidad

masculina en Erythroxylum havanense.
Analisis molecular:

Identificar componentes genéticos asociados a la esterilidad en Erythroxylum

havanense.
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Hipotesis
Si existen efectos paternos o maternos asociados a la herencia de la esterilidad
masculina analogos a los observados en las especies ginodioicas, el analisis de la
progenie de las familias genéticas de un sistema dialélico parcialmente reciproco
permitirda identificar dichos efectos. Ademas, mediante el PCR interespecifico se

identificaran genes asociados a la esterilidad en Erythroxylum havanense.
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Material y Métodos

Analisis genético.

Sitio de estudio.

Esta investigacion se llevo a cabo en la Estacion de Biologia de Chamela, en el estado de
Jalisco, México (19°30° N, 105°03’oeste). La precipitacion anual en esta zona es de 740
mm y el clima se caracteriza por una temporada de secas que va de noviembre a mayo

(Bullock 1986; Garcia 1988).

Disefo de cruzas

Durante 1989 Avila-Sakar y Dominguez (2000), efectuaron cruzas para generar familias
genéticas a partir de un sistema dialélico parcialmente reciproco. En este disefio los
individuos se desempefiaron como donadores o como receptores de polen (ningun
progenitor fungié ambos papeles). Se formaron dos grupos de cruzas, en cada grupo se
utilizaron 14 individuos. En el grupo 1, ocho individuos Thrum se desempefiaron como
madres y seis Pin como padres. El grupo 2 se formo por ocho receptores de morfo Pin y
seis donadores Thrum (Figura 1). La progenie de estas cruzas estd formada por hermanos

completos, medios hermanos por la via paterna y medios hermanos por la via materna
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GRUPO 1 GRUPO 2
(48 familias) (48 familias)
Madres Padres Padres Madres
(Thrum) (Pin) (Thrum) (Pin)
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Fig. 1. Disefio de cruzas parcialmente reciproco efectuado con individuos de E.
havanense. En la figura se muestra como en el grupo 1, el padre Pin 1 genera familias
genéticas (denotadas con las flechas) con cada una de las madres Thrum. En total, P1
forma 8 familias genéticas, el mismo procedimiento se sigue con cada uno de los padres
(P2, P3...P6). En total se forman 48 familias genéticas en el grupo 1. En el caso del
grupo 2 los que funcionaron como padres fueron los individuos Thrum siguiendo el
mismo esquema explicado para el grupo 1. Se formaron 96 familias genéticas por los dos
grupos. Es importante reiterar que los individuos de un morfo que funcionaron en un
papel determinado (madre/padre) en un grupo de cruza, son distintos a los del mismo
morfo que funcionaron en el papel opuesto en el otro grupo de cruza.

Los individuos que se eligieron para efectuar las cruzas provienen de parches que estan
separados en un rango que va de 30 a 600 m (Avila-Sakar y Dominguez, 2000). El polen
de los donadores fue usado de forma simultanea en todas las cruzas, de manera que no
hubiera —debido a la distancia entre los distintos progenitores— diferencia en el tiempo
de deposicion del polen en las plantas receptoras. Las polinizaciones manuales se
efectuaron en 20 flores por planta y una vez que se recolectaron los frutos, sus semillas

fueron sembradas en un area protegida de 5 X 5 X 2 metros (“la exclusion™).
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Durante las estaciones de floracion de los afios de 2001 y 2002 evaluamos la viabilidad
de polen en la progenie que florecid a través del siguiente protocolo: debido a la escasez
tanto de individuos que florecieron como del niimero de flores obtenidas por individuo,
se recolectaron el mayor numero de flores posibles por planta, de tal forma que hubo
individuos en que se tomaron hasta 8 flores y otros en que sélo se pudo recolectar una
flor. De cada flor se tomaron cuatro anteras y cada una de estas anteras fue frotada sobre
una gota de medio de cultivo depositada en un portaobjetos. El medio de cultivo utilizado
consistid de la siguiente formula: 42 ml de agua, 10.5 g de sacarosa, 0.35 g de agar
bacteriologico, 0.015 g de nitrato de calcio, y 0.01 g de acido boérico (Cuevas, 2000).
Estas preparaciones fueron mantenidas a temperatura ambiente por doce horas, al cabo de
este tiempo el crecimiento de los tubos polinicos se detuvo con una gota de FAA
(Formaldehido 5 %, Acido acético 5%, etanol 63% y agua destilada 27%) (Cuevas,

2000).

Posteriormente, se identificaron los granos de polen que mostraran tubos polinicos o al
menos indicios de estas estructuras a través de un conteo manual en un microscopio de
luz con el objetivo 10x. Se obtuvo la proporcion del polen en estas condiciones. Esta
proporcion se realizo eligiendo el campo que mostrara tubos polinicos en germinacion y

obteniendo el total de los granos de polen germinados y no germinados en dicho campo.

Andlisis estadistico.
Para realizar los analisis estadisticos se obtuvo la suma total de granos de polen en
germinacion por planta y se dividio entre el total de granos contados en las muestras

consideradas. Con este procedimiento obtuvimos una proporcion total de granos de polen
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germinados por planta, que fue transformado con la raiz cuadrada del arcoseno. Este
parametro fue denominado “fertilidad” y se us6 para llevar a cabo todos los andlisis
efectuados. En los casos en que se considera la totalidad de los individuos (fértiles y
estériles), las distribuciones de fertilidad no se ajustan a una distribucién normal, por lo
que se efectuaron pruebas Wilcoxon/ Kruskal-Wallis para evaluar distintas fuentes de
variacion. La fertilidad se compar6 entre morfos, por grupo de cruza, por tipo de cruza: si
los progenitores podian considerarse como pertenecientes al mismo parche (cruza
intraparche) o de distinto parche (cruza interparche).

Los datos en que se considera Unicamente a la progenie fértil si se ajustan a la
normalidad, por lo tanto se llevaron a cabo ANOVAS para evaluar las posibles
diferencias entre las variables mencionadas previamente. Asimismo, se utilizaron
ANOVAS y regresiones para analizar la posible relacion del tamafio y la fertilidad. Todos

los analisis se llevaron a cabo en el programa JMP 4.

Por otro lado, con el fin de identificar de forma indirecta posibles efectos maternos o
paternos, se llevaron a cabo andlisis de varianza en que se anidaron a los individuos que
actuaron como madres, en los individuos que actuaron como padres.

También se llevaron a cabo andlisis cualitativos para identificar los progenitores que
expresaran una fertilidad particularmente baja, dichos analisis obedecen distintos criterios

que se explican en la seccion de resultados.
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Analisis molecular.

Se extrajo ADN total de las hojas de 58 individuos, de manera individual, de ambos
morfos de la poblacion “Ardilla” y 48 individuos de la poblacion “Limoén”. Estas dos
poblaciones estan localizadas en la region de Chamela anteriormente referida, y fueron
elegidas porque existe evidencia de que la asimetria observada en el grado de fertilidad
de los dos morfos es variable entre ambas poblaciones (Cuevas, 2000), lo que permite
especular que existe variacion en los determinantes genéticos de este fenotipo, presentes

en ambas poblaciones.

Se utilizo 1 g de tejido fresco (hojas) y se us6 el método de bromuro de cetril-metil
amonio (CTAB) (Doyle y Doyle, 1987). Una vez que el ADN se extrajo fue resuspendido
en TE (10 mM de tris-HCI pH 8.0, 1 mM de EDTA) y almacenado a -20 °C. La
concentracion fue medida y ajustada a 25 ng/ul. usando un fluorometro Hoefer
(Dynaquant 200, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA, USA). Se utiliz6 este
ADN como templado para la amplificacion de primers que en otras especies (ver Tabla
IIT) permitieron la discriminacion entre individuos estériles y no estériles (PCR
interespecifico). Para el caso de Triticum aestivum, los primers elegidos amplifican el gen
atp 9 en el que difieren una linea aloplasmica estéril y una linea fértil. Fueron disefiados
a partir de la secuenciacion de este fragmento identificado por medio del uso de una
sonda de maiz de atp 9 para el gen homdlogo.

En Allium Cepa, los primers fueron disefiados a partir de la secuenciacion de clonas de

bibliotecas de ADN mitocondrial de una cepa estéril y otra fértil. Estas clonas contenian
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el gen de la enzima “Cob”, y fueron elegidas dado que se tenia evidencia de la expresion
diferencial de este gen entre las cepas mencionadas. Mediante esta metodologia se disefio
un primer comun para ambas cepas y un primer especifico para cada una de las cepas.
Estos primers fueron usados para discriminar entre las cepa estéril y fértil por medio de
PCR, usando parejas de primers constituidas por el primer comin a ambas y el primer
especifico para cada una de ellas (Sato, 1998). En los PCRs ensayados en ADN total de
E. havanense se utilizaron las dos combinaciones para probar si habia algin fragmento
similar a cualquiera de las secuencias amplificadas en A. cepa.

En el caso de Oriza sativa, los primers usados son especificos para una secuencia (orf 79)
que se encuentra rio abajo del gen atp6 y fueron usados para discriminar exitosamente

individuos estériles de fértiles en la especie de la que provienen.

Las amplificaciones se llevaron acabo en 25 pl de volumen, con 50 ng de ADN, 1.25
unidades de ADN polimerasa (Perkin-Elmer, Boston, MA, USA), 0.1 mM de cada dNTP
(Gibco BRL, Gaithesburg, MD, USA), y 1 uM de primer (Gibco BRL), en un
amortiguador de reaccion 1x (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCL, pH 8.3, 1.5 mM MgCl,).
Se usé un termociclador “Perkin-Elmer 480 thermal cycler”. El ciclo de amplificacion
consistio en 3 minutos de desnaturalizacion a 94 °C, 2 minutos de hibridacion a 36 °C y 2
minutos de catélisis a 72 °C. Este ciclo se repiti6 44 veces, seguido de una extension de
10 minutos a 72 °C. Debe senalarse que el hecho de que la temperatura de hibridacion sea
tan baja (36 °C), obedece al hecho que los primers usados provienen de especies lejanas a
E. havanense, por lo que se decidio bajar las condiciones de astringencia del PCR
interespecifico, con el objetivo de facilitar la amplificacion de fragmentos que fueran

parcialmente similares a los amplificados en las especies de las cuales provienen los
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primers. De hecho para los casos en que se obtuvieron productos de amplificacion se

intent6 repetir el PCR con una temperatura de alineacion de 56 °C.

Los productos de la amplificacion fueron separados en geles de agarosa a 1.6%, y se uso

TBE 1x como amortiguador de corrida (0.09 M Tris, 0.09 acido boérico, 0.01 M EDTA).

Los geles se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron con luz UV. Se probd la

reproducibilidad y repetibilidad de las amplificaciones. Se usaron muestras control sin

ADN para excluir la posibilidad de autoamplificacion de los primers y de contaminacion.

Tabla Il Primers usados para tratar de discriminar individuos estéeriles
de los no estériles a partir PCR interespecifico. En el caso de Allium
cepa, el primer “a” es especifico para la variante esteéril; “b” es
especifico para la variante fertil y ““c” es comun a ambas cepas.

.Especie | Primers usados Secuencias Cita
asociadas
Triticum 5'-GCGAGTAAGGGGCAACCTTTT-3 atp 9, atp A Laser et al.,1995.
aestivum 5-GAATTCAAATCGAGATTGTGTG-3"
i i Bégu et al., 1989.

Allium a)5'- cob Sato, 1998
Cepa GTCCAGTTCCTATAGAACCTATCACT-3

b) 5-TCTAGATGTCGCATCAGTGGAATCC-

3

¢) 5-CTTTTCTATGGTGACAACTCCTCTT-

3
Oriza 5-ATGGCAAATCTGGTCCGATG-3' atp 6, orf 79 Akagi et al., 1995
sativa 5-ACTTACTTAGGAAAGACTTAC-3
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Con el objetivo de explorar la posibilidad de que las secuencias de los productos de
amplificacion pudieran ser parecidas a las encontradas en otras especies con EMC, se
identificaron las bandas de ADN polimorficas producidas a partir de la separacion de los
amplificados por electroforesis en gel de agarosa, y se purificaron (ver protocolo de
purificacion en apéndice I), para ser secuenciadas y comparadas en el programa BLAST-
N. Se utilizaron varias herramientas de alineacion para comparar los productos entre ellos
mismos se alinearon siguiendo el mismo sentido 5°-3". Ademas se compararon
invirtiendo el sentido para encontrar la maxima similitud. Por otro lado, para comparar
las secuencias obtenidas con respecto a las bases de datos de ADN para plantas, se utilizé
el algoritmo Megablast. La comparacion con genes de origen mitocondrial se llevd a cabo
con una herramienta de BLAST que identifica fragmentos pequefios con altos niveles de
similitud (“Search for short, nearly exact matches”) y se acot6 la busqueda para genes de

mitocondria y cloroplasto en plantas.
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Resultados

Andlisis de genética cuantitativa.
El niimero total de individuos que florecieron durante la temporada 2001 fue de 98
individuos (TABLA 1V). Durante la temporada 2002 s6lo florecieron 3 individuos, por lo

que esta temporada fue excluida del analisis.

Tabla IV. Distribucion de los individuos que florecieron durante la
temporada 2001, clasificados por morfo y por grupo

Grupo Totales
1 2 1+2
Morfo P 24 19 43
T 38 17 55
Totales 62 36 98

La fertilidad promedio fue de 0.115 con una desviacion estandar de 0.154. En la Fig. 2 se

muestra como la mayor parte de los individuos de la exclusion estan concentrados

alrededor del 0% de fertilidad.
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Distribucion de fertilidad
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Fig. 2.-Distribucion de la fertilidad obtenida en las plantas estudiadas en la exclusion. La
distribucion no se ajusta a una distribucion normal (P <0.0000). ¥ = Media;
=Mediana.

Las distribuciones de fertilidad de cada uno de los morfos considerados por separado

mostraron un comportamiento parecido (Fig. 3 y Fig. 4).

Distribucion de fertilidad para individuos Thrum
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Fig. 3.- Distribucion de la fertilidad en los individuos Thrum. La distribucién no se ajusta
a una distribucion normal (P <0.0001). % = Media; ¥ =Mediana.
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Distribucion de fertilidad para individuos Pin
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Fig. 4.- Distribucién de la fertilidad en los individuos Pin. La distribucion no se ajusta a
una distribucion normal (P <0.0001). £ = Media; ¥ =Mediana.

El morfo Pin presentd un porcentaje de individuos totalmente estériles (Fertilidad = 0) de
72.09%. El morfo Thrum presento un 49.09% de individuos completamente estériles.
Esto contrasta fuertemente con los registros de campo en que el morfo con menos
efectividad en su componente masculino es el Thrum.

La distribucion de individuos estériles y fértiles por familia genética se muestra en las
Fig. 5y 6. En la Fig. 5 se representan los hijos de cada una de las familias genéticas
formadas por las distintas madres. En la Fig. 6 se muestran las familias genéticas
correspondientes a los padres. Ambas figuras muestran a los mismos individuos, s6lo que
distribuidos a partir de las familias genéticas formadas por distinto progenitor (madres o

padres).
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Fig. 5.- Familias genéticas por madres. En el eje de las equis cada madre esta asociada a los padres con los que form6 una familia
genética. Por otro lado los datos estan divididos por grupo de cruza.
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Fig. 6.- Familias genéticas por padres. En el eje de las equis cada padre esta asociado a las madres con las que formo una familia genética. Los
datos estan divididos por grupo de cruza.
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La distribucion de la fertilidad registrada (Fig. 2, 3 y 4) no se ajusta a una distribucién
normal por lo que se procedio a evaluar el efecto del morfo, el grupo de cruzas, las
diferencias en la progenie de las madres y padres por medio de pruebas no paramétricas

(Wilcoxon/ Kruskal-Wallis).

A diferencia de las poblaciones naturales (Cuevas et al., 2005) en que el morfo Pin tiene
mayor fertilidad, en la exclusion es el morfo Thrum el que presenta una mayor fertilidad
de manera significativa (Prob>| Z | = 0.0362) (Fig. 7). El morfo Pin mostr6 una
fertilidad promedio de 0.083 y un error estandar de 0.023; el morfo Thrum tuvo una

fertilidad promedio de 0.141, con un error estandar de 0.020.

0. —
0. —
3 J
= 0. —
:1_,:) J
~ 0. -

- T

0. — 1
0—

Pin Thrum

Morfo
Fig. 7.-.Efecto del morfo sobre la fertilidad. En la figura se muestra la fertilidad
promedio para cada uno de los morfos (+ 1 Error estandar). La fertilidad promedio del
morfo Pin es de 0.083 y su error estandar de 0.023. El morfo Thrum tuvo una fertilidad
promedio de 0.141, con un error estandar de 0.020. El morfo Thrum es
significativamente mds fértil que el morfo Pin.

Con el fin de detectar si hay diferencias en cuanto a la fertilidad de la progenie y el

papel que cada uno de los morfos desempefia (masculino/femenino), evaluamos el
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efecto del grupo de cruza sobre esta variable. No se detectaron diferencias significativas

a este respecto (Prob>| Z | = 0.3009) (Fig. 8.)
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Fig. 8.- Efecto del grupo de cruza en la fertilidad. En el grupo de cruza 1 los individuos
Thrum desempefiaron el papel de padres, mientras los Pin desempefiaron el de madres.
En el grupo de cruza 2 los morfos desempefiaron los papeles inversos. Se muestran las
fertilidades promedio (£ 1 Error estdndar). El grupo de cruza 1 mostr6 una fertilidad
media de 0.128 y un error estandar de 0.020. El grupo de cruza 2 tuvo una fertilidad
media de 0.093 y una error estandar de 0.023. No se detectaron diferencias
significativas entre estos grupos.

Ademas, fue imposible detectar efectos significativos que pudieran adjudicarse a alguna
madre o padre en particular. Es decir, las progenies de todas las madres (}2=0.737,
gl=15) y padres (¥2=0.947, gl=11) tuvieron comportamientos estadisticamente

indistinguibles con respecto a la fertilidad (Fig. 9).
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Fig. 9.-Fertilidad promedio de la progenie por madres y por padres. En la figura “a)” se
muestra la fertilidad promedio (= 1 Error estdndar) de la progenie para las distintas
madres consideradas en el disefio de cruzas. En “b” se muestran la fertilidad promedio
(= 1 Error estandar) para las familias genéticas formadas a partir de los padres. En
ninguno de los casos se detectaron diferencias significativas. Las lineas que atraviesan
las distribuciones de fertilidad representan la media total de los datos y en ambos caso
esigual a 0.115.
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Para tratar de explicar las discrepancias en el nivel de fertilidad entre las plantas de la
exclusion y las poblaciones naturales, se considerd el hecho de que en la exclusion la
mayor parte de las plantas son pequefias. Con el fin de explorar la hipotesis de que el
tamafio influye en la fertilidad de una planta, se realiz6 un analisis de ANOVA con
datos de un censo de tamafio de plantas de poblaciones naturales de las que se conocia
su nivel de fertilidad, realizado el mismo afio en que se llevd a cabo este trabajo.
Ademas, se llevo a cabo una regresion entre el tamafio de las plantas y su nivel de
fertilidad. El tamafio por planta fue estimado a través de la magnitud del area de la
planta en su base. Este andlisis establece que las plantas que son absolutamente estériles
difieren significativamente, con respecto al tamano, de las que son fértiles (p=0.0057).
Entre mas pequenas son las plantas es mayor su probabilidad de tener una fertilidad

nula (Fig. 10).
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Fig. 10.-Diferencias de tamano entre individuos estériles y fértiles en poblaciones
naturales. En la figura se muestra el tamafio promedio para los individuos estériles y
fértiles (= 1 Error estdndar). Los individuos estériles tienen una media de 203.79 y un
error estandar de 98.84, los individuos fértiles tienen una media de 562.025 y un error
estandar de 77.64.
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Ademas, la regresion entre el tamafio y la fertilidad (Fig. 11) de las plantas en

poblaciones naturales es positiva (r*= 0.057) y significativa (P=0.0376)
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Fig. 11.-Correlacion positiva entre el tamafio de la planta y la fertilidad promedio en
poblaciones naturales.

De manera complementaria se analizd el nivel de esterilidad por planta obtenido en este
trabajo y la estimacion de tamafio de un afio anterior (2000) de 83 de las 98 plantas
estudiadas en la exclusion. Aunque no hubo diferencias significativas entre el tamafio de
los individuos estériles y fértiles de la exclusion (F=2.67; G.L.=1; P=0.106), si se
encontrd una correlacion positiva (r*= 0.048) y significativa (p=0.045) entre el tamafio y

el nivel de fertilidad para las plantas de la exclusion (Fig. 12).
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Fig. 12. Correlacion positiva entre la fertilidad promedio y el tamafio de las plantas de la
exclusion (= 0.048, p=0.045).

Por lo tanto, es consistente proponer que la baja fertilidad dentro de la exclusion se debe
a que la mayor parte de las plantas son demasiado pequefias como para expresar algin

grado de fertilidad.

Sin embargo, la incidencia de individuos totalmente estériles en condiciones naturales
es extremadamente rara (Cuevas, 2000). Ademas, las estimaciones de fertilidad
promedio y diferencias entre morfos considerando unicamente los individuos fértiles
fueron mucho mas cercanas a las observaciones en las poblaciones naturales (ver abajo).
Por lo tanto, se asumi6 que los individuos con 0% de fertilidad no permiten explorar las
diferencias en esta variable y se procedid a analizar los datos excluyendo a los
individuos de fertilidad nula.La fertilidad media de los individuos fértiles es de 0.283

con una desviacion estandar de 0.103 (Fig. 13). Esta fertilidad media es mucho mas
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parecida a las obtenidas en cinco poblaciones naturales, donde la fertilidad reportada va

de 0.45 a 0.06 con una media de 0.23 (Cuevas, 2000; Cuevas et al., 2005) .

NuUmero de individuos

—_
(=)

o]

N

~

[\S)

Distribucion de fertilidad de individuos fértiles

E=0283

H=0290

[] 11 11 I

T T T T T T T

0.05 0.10 0.15 0.20 025 030 035 040 0.45 0.50 0.55

Fertilidad

Fig. 13. Distribucion de fertilidad promedio para los individuos fértiles. La media y mediana son
parecidas a las observadas en poblaciones naturales. La distribucion se ajusta a una distribucion normal (P

=0.631). % = Media; £ =Mediana.
Las distribuciones de fertilidad por cada uno de los morfos tienen un comportamiento

similar (Fig. 14 y 15).
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Fig. 14.-Distribucion de fertilidad promedio para individuos Pin fértiles. La distribucion
se ajusta a una distribucion normal (P =0.281). ¥ = Media; £ =Mediana.
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Distribucion de fertilidad para individuos Thrum fértiles
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Fig. 15.-Distribucion de la fertilidad en la exclusion. La distribucion se ajusta a una
distribucién normal (P =0.330). ¥ = Media; £ =Mediana.

Dado el caracter normal de los datos, se utilizé el analisis de ANOVA para evaluar el

efecto de las siguientes fuentes de variacion. En ningin caso se pudieron detectar

diferencias significativas (Tabla V).

Tabla V.-Resultados de las ANOVAS para distintos criterios de

comparacion

Fuente de G.L. Cociente F P
variacion

Morfo 1 0.3829 0.5398
Grupo 1 1.1516 0.2900
Tipo de cruza 1 0.2588 0.6139

A diferencia del anélisis con todos los individuos (fértiles y estériles) en el que el morfo

Thrum fue significativamente mas fértil que el morfo Pin, el andlisis de ANOVA
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unicamente con los individuos fértiles no arrojo diferencias significativas entre morfos

(Fig. 16).
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Fig. 16.- Efecto del morfo sobre la fertilidad. En la figura se muestra la fertilidad
promedio para cada uno de los morfos (+ 1 Error estandar). La fertilidad promedio del
morfo Pin es de 0.298 y su error estandar de 0.030. El morfo Thrum tuvo una fertilidad
promedio de 0.276 con un error estandar de 0.019. No hay diferencias significativas
entre los morfos (P=0.539).
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Los analisis de ANOVA de la fertilidad promedio de la progenie fértil distribuida por
progenitor no arrojaron diferencias significativas ni en el caso de los padres (F=1.756;

G.L.=11; P=0.119) ni en el de las madres (F=0.803; G.L.= 11; P=0.636) (Fig. 17).
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Fig. 17.- Fertilidades promedio de la progenie fértil de padres (a) y madres (b). En la
figura se muestra la fertilidad promedio para cada progenie agrupada por progenitor (+
1 Error estandar). En ninguno de los casos se detectaron diferencias significativas. La
linea que atraviesa las distribuciones en ambas graficas es la media total de los datos y
es igual a 0.282
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Para detectar efectos maternos o paternos, se llevo a cabo un analisis de ANOVA con
las madres anidadas en los padres (Madre [Padre]). Se detectdé un efecto paterno
marginalmente significativo (G.L.=11; F=2.357; P=0.07)

Dado el efecto paterno mencionado previamente, se llevé a cabo un analisis cualitativo
con el fin de detectar a los padres cuyas progenies fértiles tuvieran un menor nivel de
fertilidad. Ademas, se buscé una asociacion entre el morfo de los padres y la fertilidad
asociada al morfo de los hijos, para ello, comparamos la distribucién de los morfos
dentro del rango de fertilidad de la progenie y el morfo de sus respectivos padres.

Las progenies de los padres cuya fertilidad promedio es menor son: 33 (T), 409 (T), 606
(P), 702 (T), 720 (P), 732 (T), 907 (P). No hay una asociacion entre el nivel de fertilidad
de la progenie y el morfo de los padres (tres de ellos son Pin y cuatro son Thrum). Por
otro lado, los morfos se encuentran distribuidos de manera mas o menos aleatoria aun
dentro del rango de variabilidad de la progenie de cada padre. Es decir, para los padres
con mas de un hijo no hay una concentracién de algiin morfo en algin extremo de la
variacion de fertilidad de sus respectivas progenies. Por lo tanto, es totalmente
independiente el morfo y la fertilidad exhibida por un individuo, del morfo de su padre

(Fig. 18).
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Fig. 18.- Fertilidad promedio de las progenies de distintos padres (= 1 Error estandar).
Cada uno de los puntos es un hijo, la letra adyacente sefala el morfo al que corresponde
el individuo. Entre paréntesis se muestra el morfo de los progenitores cuyo nivel de
fertilidad es menor. No hay relacion entre el nivel de fertilidad de la progenie y el morfo
del padre, tampoco entre el morfo y el nivel de fertilidad de los hijos dentro de la
progenie de cada padre.

Otra estrategia usada fue buscar de manera cualitativa la presencia de algiin progenitor
cuya progenie fuera, de manera particular, totalmente estéril; para ello se uso la
proporcion de hijos fértiles por cada progenitor (Hijos fértiles/ Total de hijos). Como
puede observarse tanto en la Fig.5 como en la Fig. 6 la mayor parte de las familias

genéticas tienen entre 1 y 3 hijos. La escasez de hijos en cada familia genética restringe
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las conclusiones de pueden sacarse de este parametro. En la tabla VI se muestran las

proporciones de individuos fértiles de cada una de las progenies de los distintos

progenitores y el nimero total de hijos por progenitor.

Tabla VI. Proporcion de hijos fértiles para padres y madres. “Total de
hijos” = hijos fértiles y estériles para determinado progenitor.
“P.F.”=Proporcion de hijos fértiles (No. de hijos fértiles/ Total de

hijos).* progenitores con una P.F. menor.

Madre Total de P.F. Padre Total de P.F.
hijos hijos
31 6 0.333 *33 5 0.200
32 4 0.500 409 10 0.400
35 10 0.500 *603 11 0.273
400 5 0.400 606 12 0.417
605 15 0.400 700 7 0.428
613 5 0.600 701 17 0.470
704 8 0.375 702 2 0.5
*706 2 0 720 6 0.333
*715 5 0 724 12 0.5
730 3 0.333 731 10 0.4
*735 2 0 732 1 1
810 7 0.428 907 5 0.4
816 15 0.600
*824 2 0
902 6 0.500
911 3 0.333

En el rubro de las madres, la madre 715 (Thrum) con un niimero total de 5 hijos (3 de
morfo Thrum y 2 de morfo Pin), tuvo una proporcion de hijos fértiles de 0. Debe
sefalarse que las madres 706, 735 y 824, tuvieron una proporcion igual a la madre
mencionada, sin embargo, en estos casos el nimero total de hijos es de s6lo dos
individuos y en dos de los casos cada hijo corresponde a una familia genética distinta,
por lo que es dificil considerar a estos datos como estimaciones utiles.

En el caso de los padres, el padre 33 (Thrum) tuvo una proporcion de individuos fértiles
de 0.200, y el 603 (Thrum) tuvo una proporcion de individuos fértiles de 0.273. El
primero de esto padres tuvo un total de 5 hijos (4 de morfo Thrum y 1 de morfo pin), el

segundo de 11 (4 de morfo Thrum y 7 de morfo Pin). Como puede observarse estas
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progenies son de las mas grandes por lo que puede considerarse que estos padres tienen

una proporcion de hijos fértiles menor al resto de los padres.

Para explorar la posibilidad de que un progenitor con una alta proporcién de hijos con
fertilidad nula (P.F.=0), tuviera al mismo tiempo hijos fértiles pero con baja fertilidad
relativa, se llevo a cabo un andlisis de correlacion entre la P.F. y la fertilidad promedio
de los individuos fértiles. Ni en el caso de las madres (p=0.5452) ni en el de los padres

(p=0.956) se encontr6 una correlacion significativa (Fig 19)
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Fig. 19.- En la figura se muestran las correlaciones entre la fertilidad promedio de los
individuos fértiles y la PF (proporcién de individuos fértiles). En “a” se muestra la
correlacion no significativa (0.956) para los padres r* 0.0003. En “b”se muestra la
correlacion no significativa (p=0.5452) para las madres, > 0.026.

Con el fin de analizar de forma mas fina si habia alguna relacién entre la fertilidad
promedio mostrada por los progenitores y diversas variables como el porcentaje de hijos
fértiles, el nimero de hijos, y su tamafio; se formaron dos grupos a partir de las medias
de fertilidad por progenitor. En el primer grupo llamado “A” se agruparon todos los
progenitores cuya fertilidad promedio estuviera por encima de la media total de la

distribucion (“A”lta fertilidad). En el grupo “B” se agruparon todos los progenitores
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cuya fertilidad promedio estuviera por debajo de la media total de fertilidad (“B”aja
fertilidad). Este procedimiento se llevo a cabo tanto con los datos que incluyen a toda la
progenie, como con los datos que incluyen exclusivamente a la progenie fértil. Se
realizaron analisis de ANOVA para probar las diferencias entre los dos grupos con las
fuentes de variacion mencionadas. Debe sefialarse que para el pardmetro de proporcion
de hijos fértiles (P.F.) s6lo se usaron los datos de progenie fértil, pues la media de
fertilidad con individuos de fertilidad absoluta (F=0) y la P.F. no son variables
independientes. En la tabla VII se muestran los resultados para las madres. La Unica
fuente de variacion que mostré diferencias significativas fue la proporcion promedio de
hijos Thrum (Numero de hijos Thrum / Total de hijos) considerando tnicamente a la
progenie fértil. Esto implica que aquellas madres que tienen una baja fertilidad

promedio en su progenie fértil tienen una mayor proporcion de hijos Pin (Fig. 20).

Tabla VII. Diferencias entre madres de baja y alta fertilidad promedio
con respecto a distintas fuentes de variacion. Los estimadores en
sombra corresponden a los andlisis considerando Unicamente a la
progenie fértil. Los no sombreados consideran a toda la progenie.

*Diferencias significativas.

Fuente de G.L. G.L. Cociente | Cociente | P P
variacion F F

P.F. 1 - 0.1039 - 0.754 -
Total de hijos | 1 1 0.0400 4.85 0.845 0.0461
Proporcion de | 1 1 6.73 2.025 0.0267* 0.178
hijos Thrum

Tamafio 1 1 1.042 0.023 0.3314 0.819
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Fig. 20.- Diferencias en la proporcion de morfo Thrum entre madres de alta (A) y baja
(B) fertilidad en la progenie fértil. En la figura se muestra la proporciéon de morfo
Thrum (£ 1 Error estdndar). La proporcion promedio para el grupo “A” es de 0.714 y su
error estandar es de 0.066. La proporcion promedio para el grupo “B” es de 0.469 con
un error estandar de 0.067.

Con respecto a los padres s6lo hubo diferencias significativas para el numero total de
hijos considerando inicamente a la progenie fértil (tabla VIII, Fig. 21). Los padres con
un fertilidad media baja para la progenie fértil tienen un numero total de hijos menor.
Debe sefialarse que este numero total de hijos se refiere a los individuos que se

registraron durante la floracion.

62



Tabla VIII. Diferencias entre padres de baja y alta fertilidad promedio
con respecto a distintas fuentes de variacién. Los estimadores en
sombra corresponden a los analisis considerando Unicamente a la
progenie fertil. Los no sombreados consideran a toda la progenie.
*Diferencias significativas.

Fuente de G.L. G.L. Cociente F | Cociente P P
variacion F
P.F. 1 - 0.176 - 0.684 -
Total de hijos | 1 1 6.052 0.58 0.034* 0.4637
Proporcion de | 1 1 0.154 0.2420 0.7034 0.634
hijos Thrum
Tamaifio 1 1 0.0004 0.3062 0.9842 0.5922
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Fig. 21.- Diferencias en el nimero de hijos entre padres de alta (A) y baja (B) fertilidad
en la progenie fértil. En la figura se muestra el nimero promedio de hijos (+ 1 Error
estandar). El nimero promedio de hijos para el grupo “A” es de 11.4 y su error estandar
es de 1.72. El nimero promedio de hijos para el grupo “B” es de 5.85 con un error

estandar de 1.45.

63




Analisis molecular

Se llevaron a cabo PCRs interespecificos para encontrar marcadores moleculares
involucrados en la EM exhibida por E. havanense. De los primers usados, los
provenientes de Allium Cepa y Oriza sativa no produjeron ningun producto de
amplificacion. Sin embargo, con los primers de Triticum aestivum se obtuvieron
productos de amplificacion que fueron consistentes y repetibles a una temperatura de
alineacion de 36 °C (a 56 °C los PCRs no producen productos de amplificacion). Dos de
las bandas identificadas en aproximadamente 800 y 900 pb fueron polimorficas con
respecto a su presencia o ausencia en las distintas poblaciones, por lo que se eligieron
como posibles marcadores. En la tabla VII se muestra el nimero de individuos en los
que se presentaron estas bandas por cada una de las poblaciones estudiadas. El “Total”

denota el numero de individuos que fueron estudiados para determinada poblacion.

Tabla IX. NUmero de individuos que presentaron cada una de los
fragmentos identificados divididos por poblacion

Poblacion 800 pb 900 pb Total
Ardilla 11 58 58
Limoén 0 6 48

Como puede observarse, las bandas que se observan en la poblacion de Ardilla no se
detectaron en la poblacion de Limon. En la Fig. 22 se puede observar la presencia

diferenciada de las bandas estudiadas.
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Fig. 22.-La poblacion en “a)” estd conformada por individuos de la poblacion de Ardilla
y la “b)” por individuos de la poblacion de Limén. Cada carril es un producto de PCR
por individuo. Las flechas indican las bandas estudiadas. Estas bandas fueron elegidas
porque mostraron polimorfismo en su distribucion tanta dentro como entre poblaciones.
Ambos geles se corrieron en las mismas condiciones.

Con el fin de conocer las secuencias que conforman estas bandas, se aislo el ADN
contenido en ellas (ver apéndice I “protocolo de aislamiento a partir de gel”). La

secuencia para la banda de 900 pbs tiene 877 bases, la de 800 pbs tiene 750 bases

(apéndice II). Las secuencias se compararon en primera instancia entre ellas mismas.

La alineacion de las dos secuencias en la misma direccion 5°-3” produjo un porcentaje

de similitud de 44 % (Fig. 23).
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S1 1 NNNAGNNTTTTCGAACGATAC---CCAAAT--TGCTGAAGATTTG-CGGC 44
2 -0l -0 TR -1
1 TGTTCTGCCAAGTCTTGCCTGATCAAACTGAGAATTTGCCTGC 43
Sl 45 CATTGCTGCAATCAAGTTTCTGGCTTCCTGAGG-CGTTTTGTTCACTATG 93
S2 -1 -1 -1-11 -1-111 l---
44 CTTTGAGAC---CGAGT---——————— CAGTGGAAGATTT-————— TGAA 74
S1 94 GCTCCCCCACTGGCGG--CATCAAGAATCTTCATATCATTTAATAACATC 141
S2 l--.1----. -0 -1 1l 1-11-1
75 GAAGCAGAGATGGCAGATCAGCAAGCTATTCCA---CCTGCGCAACCAGC 121
S1 142 CCATCATAGAAGTACTGAATAAGGAGTTGCTCC-GTAATTCCATGCTGAG 190
2 l----11-11 L L1001 -1 I
122 CAGAAATCGA-—————————m e mme GCTCCTGCAACTCTAAG----G 149
Sl 191 GACA-ACTTGCGC-———--- AAAGGCTCTTGAATCTCTCATAATATTCAT 232
S2 L -1 L-HEE-00 -1l
150 GACATGCTTGCACCACCAGTAGAGGATC---AACCTCT———————————— 184
S1 233 ACATGTTTTCTGTATCTCTCTGTC--TGATGCCACAAATCTCTCTGCGCA 280
S2 PR -0- 0000l 1l
185 --ATGTATACAGTACCAGACTGTCAATGATG-—————————————e— o 213
Sl 281 AATTAGTGGCCCTGGAAGCTGGGAAGTATTTTTCTAAAAACAATCGCGCC 330
2 -0 - - -1 A -l
214 GGTTTGAG---TTGAAGGCTGGGTTG-——-ATTC---AGGCGTTGTCGAA 253
Sl 331 ATATCAGG-———- CCATGTATCCACTGTCCCAGGCGGAAGATAATACAAC 375
S2 I-111-1 -1-1--1 L-TEEE--1 THE-1-- -1 -
254 ATTTCATGGGTTACCTTCTGAC----GACCCAAAC—--AGACATCTCAAG 296
Sl 376 CAGTCTCTAACTGCACCCTCTAGAGAAAAAGGGAAAGCACGCAATTTCAA 425
S2 NI -0 - 1-1H- I
297 GACTTTCATGTAGTATGTTCTGGATTTAA--GCCAAG-AGGCAT----AA 339
Sl 426 CTGATCCTCAGTT-——-ATGCCT-CTTGGC--TTAAATCCAGAACATACT 468
2 - 11T SN0 -0 -0 -
340 CTGAGGATCAGTTGAAATTGCGTGCTTTCCCTTTTTCTCTAGAGGGTGCA 389
Sl 469 ACATGAAAGTCCTTGAGATGTCT---GTTTGGGTCGTCAGAAGGTAACC- 514
S2 N I A I e e I e e e
390 GTTAGAGACTGGTTGTATTATCTTCCGCCTGG---GACAG-TGGATACAT 435
S1 515 --CATGAAATTTCGACAACGCCTGAAT——————————- CAACCCAGCCTT 551
S2 L-TH-0 - - T I--11--1 I--HHH-1-
436 GGCCTGATATGGCG----CGATTGTTTTTAGAAAAATACTTCCCAGCTTC 481
S1 552 CAACTCAAACCCATCATTGACAGTCTGGTACTGNATACATAGAGGTTGAT 601
S2 I e - -1 - -1
482 CA---—-GGGCCACTAATTTGC-———————————mm GCAGAGAGATTTGT 512

Fig 23. Comparacion de las secuencias de las bandas de 800 y 900 pb. S1=Banda de
900 pb; S2=Banda de 800 pb. Ambas bandas estan alineadas en la direccion 5°-3°.

Si se alinean las secuencias invirtiendo el sentido de una de ellas y considerando las
secciones con mayor similitud, se observa un 96% de identidad con un 1% de
deleciones (Fig. 24). Dado que estas bandas fueron aisladas de un solo individuo, se
excluye la posibilidad de que esto sea producto de una contaminacion de los extractos

de purificacion de gel, pues si asi fuera las secuencias deberian ser idénticas.
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S1

26

ATTGCTGAAGATTTGCGGCC-ATTGCTGCAATCAAGTTTCTGGCTTCCTGAGGCGTTTTG 84

s2 IEEL D RREnennnnner ineee e e v et i

750 ATTGTTAAAGATTTGCGGCCCATTGCTGCAATCAAGTT-CNGGCTTCCTAAGGCGTTTTG 692
Sl 85 TTCACTATGGCTCCCCCACTGGCGG-CATCAAGAATCTTCATATCATTTAATAACATCCC 143
s2 PRERRRERR e e eee e e e e e e el

691 TTCACTATGGTTCCCCCACTGNCGGGCATCAAGAATCTTCATATCATTTAATAACATCCC 632
Sl 144 ATCATAGAAGTACTGAATAAGGAGTTGCTCCGTAATTCCATGCTGAGGACAACTTGCGCA 203
s2 IEEEEEEEE R e e eee e e e el

631 ATCATAGAAGTACTGAATAAGGAGTTGCTCNGTAATTCCATGCTGAGGACAACTTGCGCA 572
Sl 204 AAGGCTCTTGAATCTCTCATAATATTCATACATGTTTTCTGTATCTCTCTGTCTGATGCC 263
s2 IR R e e e e e e e e il

571 AAGGCTCTTGAATCTCTCATAATATTCATACATGTTTTCTG-ATCTCTCTGTCTGATGCC 513
Sl 264 ACAAATCTCTCTGCGCAAATTAGTGGCCCTGGAAGCTGGGAAGTATTTTTCTAAAAACAA 323
s2 EEEERERE R e e e e e e e e e e e e e e

512 ACAAATCTCTCTGCGCAAATTAGTGGCCCTGGAAGCTGGGAAGTATTTTTCTAAAAACAA 453
Sl 324 TCGCGCCATATCAGGCCATGTATCCACTGTCCCAGGCGGAAGATAATACAACCAGTCTCT 383
s2 LR e e e e e e e e e e e e e e el

452 TCGCGCCATATCAGGCCATGTATCCACTGTCCCAGGCGGAAGATAATACAACCAGTCTCT 393
Sl 384 AACTGCACCCTCTAGAGAAAAAGGGAAAGCACGCAATTTCAACTGATCCTCAGTTATGCC 443
s2 RN NNy

392 AACTGCACCCTCTAGAGAAAAAGGGAAAGCACGCAATTTCAACTGATCCTCAGTTATGCC 333
Sl 444 TCTTGGCTTAAATCCAGAACATACTACATGAAAGTCCTTGAGATGTCTGTTTGGGTCGTC 503
s2 LR e e e e e e e e e e e e e e el

332 TCTTGGCTTAAATCCAGAACATACTACATGAAAGTCCTTGAGATGTCTGTTTGGGTCGTC 273
Sl 504 AGAAGGTAACCCATGAAATTTCGACAACGCCTGAATCAACCCAGCCTTCAACTCAAACCC 563
s2 FEEELE R e e e e e e e e e e el

272 AGAAGGTAACCCATGAAATTTCGACAACGCCTGAATCAACCCAGCCTTCAACTCAAACCC 213
Sl 564 ATCATTGACAGTCTGGTACTGNATACATAGAGGTTGATCCTCTACTGGTGGTGCAAGCAT 623
s2 IEEEERERRE R e Peee e e e e e e e e e el

212 ATCATTGACAGTCTGGTACTGTATACATAGAGGTTGATCCTCTACTGGTGGTGCAAGCAT 153
Sl 624 GTCCCTTAGAGTTGCANGAACTCGATTTCTGGCTGGGTTGCGCANGTGGNAATAACTTGC 683
s2 IRELRRERRREn e i e e eennenn et it ey 1nnid

152 GTCCCTTAGAGTTGCAGGAGCTCGATTTCTGGCT-GGTTGCGCAGGTGG-AATAGCTTGC 95
Sl 684 TGATCTGGCATCTCTGCTTCTTCAAAATCTTNCACTGACTCGGTCTTAAAGGCAGGCAAA 743
s2 PEEELEL DRRRRR e e el Cee e e e

94  TGATCTGCCATCTCTGCTTCTTCAAAATCTTCCACTGACTCGGTCTCAAAGGCAGGCAAA 35
Sl 744 ATCTCAAGTTTGGATCAGGCAAGACTTGG 772
s2 LEEE PELEE PRl

34  TTCTC-AGTTT-GATCAGGCAAGACTTGG 8

Fig 24. Comparacion de las secuencias de las bandas de 800 y 900 pb. S1=Banda de
900 pb; S2=Banda de 800 pb. Las bandas no estan completas (ver los nimeros de
alineacion). Se muestra los segmentos que indican una mayor similitud. Ademas la
banda de 800 esta colocada en direccion opuesta (3°-5”) a la banda de 900.

La comparacion de las dos secuencias, mediante la utilizacion del Blastn, con una base

de datos para plantas arrojé escasos resultados. En la tabla X se muestran los resultados

de la comparacion de la banda de 900 pbs con las secuencias de plantas. Se escogid la

banda de 900s pbs porque dado el grado de identidad entre ambas bandas, la mas larga

reflejara las similitudes de la pequena. En todos los casos en que se encontr6 similitud

no hay un gen relacionado con la secuencia identificada
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Tabla X. Secuencias identificadas por medio de la comparacion de la
banda de 900 pbs con una base de datos para plantas. La secuencia de

arriba es de E. havanense.

Especie Secuencia
552 CAACTCAAACCCATCATTGACA 573
OO
19478 CAACTCAAACCCATCATTGACA 19499
552 CAACTCAAACCCATCATTGACA 573
U
19478 CAACTCAAACCCATCATTGACA 19499
Vitis vinifera 748 CAAGTTTGGATCAGGCAAGA 767

QUL
27643 CAAGTTTGGATCAGGCAAGA 27662

122  TCATATCATTTAATAACAT 140

LRl
1630 TCATATCATTTAATAACAT 1612

215 ATCTCTCATAATATTCATA 233

RN RRRN ARy
26904 ATCTCTCATAATATTCATA 26886

Corchorus olitorius

182 CATGCTGAGGACAACTTGCGCAAAGGCTCTTGAATCTCTC 221

PR DRRREREnt 1 el it
240 CATGTTGAGGACAATTGGCGCAAAGTTTCTTGAATCTCTC 201

Medicago truncatula

121 TTCATATCATTTAATAACA 139

IRRURURRNNRRRanny
45885 TTCATATCATTTAATAACA 45867
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La comparaciéon de las bandas mediante una herramienta que busca de manera

especifica segmentos cortos de alta similitud, en una busqueda limitada a genomas

mitocondriales y de cloroplasto para plantas, permitio identificar 138 fragmentos con

alto grado de similitud (al menos 98%) en 26 especies o subespecies. Uno de los

resultados mas interesantes es que la mitad de esas especies presentan EMC (casi todos

los casos fueron mencionados en la introduccion).En la tabla XI se muestran las

especies encontradas y el nimero de fragmentos que presentan similitud con las bandas

estudiadas. Para revisar las alineaciones particulares por especie ver apéndice II1.

Tabla XI. Especies que tienen fragmentos similares a los encontrados
en las bandas de 800 y 900 pbs de E. havanense. (E=registro de EMC).

Especie

Numero de fragmentos

con similitud a 900 y 800

Registros de EMC

8 E
Beta vulgaris subsp. vulgaris
3 E
Brassica napus
1
Cucumis melo
1
Ficalhoa laurifolia
1
Impatiens parviflora
1
Marcgravia sp.
1
Mauloutchia chapelieri
1
Myristica fragrans
7 E
Nicotiana tabacum
1
Norantea peduncularis
6 E
Oryza sativa
Ostreococcus tauri 1
(mitocondria)
Ostreococus tauri 1

(Cloroplasto)
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1
Pelliciera rhizophorae

1
Pentaphylax euryoides

7 E
Sorghum bicolor

1
Styrax officinalis

13
Tripsacum dactyloides

7 E
Triticum aestivum

6 E
Triticum monococcum

10 E
Zea luxurians
Zea mays subsp. mays 17 E
genotipo CMS-C
Zea mays subsp. mays 11 E
genotipo CMS-S
Zea mays subsp. mays 11 E
genotipo CMS-T
Zea mays subsp. mays 15 E
genotipo male-fertile NA

14 E
Zea mays subsp. parviglumis
Zea perennis 8 E

Ademas, de entre las 13 especies con quienes los fragmentos de 800 y 900 pbs

comparten mas similitud (entre 5 y 15), 12 son especies en que se presenta EMC.

De los fragmentos con los que E. havanense tiene similitud, 117 pertenecen o estan
asociados a alguna subunidad de la NADH deshidrogenasa (las subunidades mas
frecuentes son las 1,2, 5 y7); 7 pertenecen o estan asociados a distintas subunidades de
la ATPasa 1, beta y 9; 12 a diversas subunidades de la citocromo oxidasa (I, Il y ¢) y
el resto a otros genes que se presentan de manera casi Unica (para ver las asociaciones

puntuales entre secuencias y gen ver apéndice IV). Diversos fragmentos de
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practicamente todas las secuencias mencionadas estdn involucrados en distintos

sistemas de EMC (ver Tabla II).

Las bandas de 800 pbs y 900 pbs de E. havanense poseen un serie de secuencias que
comparte con mucha mas frecuencia con otras especies. En la tabla XII. Se muestran
estas secuencias junto con las especies que comparten dichos fragmentos (En el
apéndice IV se muestran las asociaciones entre especie y secuencia para todas las

secuencias). Practicamente todas las especies y subespecies enlistadas en esta tabla

presentan EMC.

Tabla X1l Fragmentos de las bandas de 800 y 900pbs que con mas
frecuencia son similares a fragmentos de otras especies. No se
muestran los nimeros de alineacion pues estos difieren de especie a

especie ver apéndice 111)

Secuencia Gen asociado NUmero Especie
de copias
Cox 3. 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
CMS-S
NADH?2y7 1 Zea luxurians
NADH 1y 2 1 Zea mays subsp.
parviglumis
GCTGAAGATTTGCG NADH 1y 5 1 Zea perennis
LLLELELLLLEL T NADH 1, 2 2 Zea mays subsp.
GCTGAAGATTTGCG mays genotipo
CMS-C
NADH 7 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
CMS-T
NADH 1,2, cox 3 Zea mays subsp.
Il, ATPasa 6 mays genotipo
male-fertile NA
NADH 1 2 Zea mays subsp.
TATCTCTCTGTCTG mays genotipo
m CMS-S
TATCTCTCTGTCTG NADH 7 2 Zea luxurians
NADH 2 y5 2 Zea mays subsp.
parviglumis
NADH 1y 2 2 Zea perennis
NADH 1y 2 3 Zea mays subsp.
mays genotipo




CMS-C

NADH 1 y5 2 Zea mays subsp.
mays genotipo
CMS-T

NADH 1,2y5 2 Zea mays subsp.
mays genotipo
male-fertile NA

Kinasa Ser/Thre 1 Triticum
monococcum

NADH 1 3 Tripsacum
dactyloides

NADH 1 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
CMS-S

proteina 1 Zea luxurians

ribosomal,

proteina de

transporte de

membrana

NADH 1y 2 2 Zea mays subsp.
parviglumis

NADH 2 1 Zea perennis

NADH 1y 2 2 Zea mays subsp.
mays genotipo
CMS-C

ITICITIAIGIAGIAIAIAIAIAIGIGIGIAIAIA NADH 1y 2 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
TCTAGACAAAAAGGGAAA CMS.T

NADH 1 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
male-fertile NA

Atp sintetasa 1 Myristica fragrans

beta

ATP sintetasa 1 Mauloutchia

beta chapelieri

NADH 1y 5. 4 Beta vulgaris
subsp. vulgaris

NADH 1,2y5 2 Tripsacum
dactyloides

NADH 1y 5 2 Sorghum bicolor

5S RNA 1 Cucumis melo

ribosomal (rrn5-

2) gene

1 Nicotiana tabacum

NADH1y5 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
CMS-S

NADH?2y7 1 Zea luxurians

NADH5y 7 1 Zea mays subsp.
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TGCCTCTTGGCTTA

parviglumis

T NADH1y7 1 Zea perennis
TGCCTCTTGGCTTA NADH 7 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
CMS-C
NADH 7 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
CMS-T
NADH 1y5 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
male-fertile NA
nad 7 1 Triticum aestivu
NADH 1y 5. 2 Beta vulgaris
subsp. vulgaris
NADH 1y 2. 2 Tripsacum
dactyloides
NADH 7 1 Brassica napus
mitochondrial DNA
NADH 5y 2 2 Sorghum bicolor -S
NADH1y5 1 Oryza sativa
NADH 7 1 Nicotiana tabacum
Proteina 1 Zea mays subsp.
ribosomal S2 mays genotipo
CMS-S
ATPasa 9 cox 3 1 Zea luxurians
NADH 1y 2 1 Zea mays subsp.
parviglumis
NADH 1y 5 1 Zea perennis
NADH 1y 2 3 Zea mays subsp.
mays genotipo
ATCCTCTACTGGTGG CMS-C
J\%géugégéé NADH 1y 2 2 Zea mays subsp.
mays genotipo
CMS-T
NADH 1,2 3 Zea mays subsp.
mays genotipo
male-fertile NA
Transportador 1 Triticum
ABC monococum
NADH1y5 1 Tripsacum
dactyloides
Citocromo ¢ 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
GTGGAATAGCTTGC CMS-S
TERRNRRRNERNY NADH1y 2 1 Zea luxurians
GTGGAATAGCTTGC NADH 1 1 Zea mays subsp.
parviglumis
NADH1y5 1 Zea perennis
NADH 5 2 Zea mays subsp.

73




mays genotipo
CMS-C
NADH1y5 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
CMS-T
NADH 1y 2 2 Tripsacum
dactyloides
NADH 1 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
male-fertile NA
Nad 1y 5 1 Triticum aestivum
Cox 3, NADH 1 2 Zea mays subsp.
mays genotipo
CMS-S
cox 1, rRNA 1 Zea luxurians
ribosomal
NADH 1y 2 3 Zea mays subsp.
parviglumis
NADH 2 1 Zea perennis
CTTCAAAATCTTCCACTGACTC | NADH 1y 2 2 Zea mays subsp.
PEEEEED TRRREEEnL 1l mays genotipo
CTTCAAACTCTTCCACTTACTC CMS-C
NADH 1y 2 1 Zea mays subsp.
mays genotipo
CMS-T
NADH 1,2 2 Zea mays subsp.
mays genotipo
male-fertile NA
Nad 1y 5; 2 Triticum aestivum

Por otro lado, E. havanense presenta similitud con varios fragmentos que de manera
particular estan asociados con genes que producen esterilidad en otras especies (Tabla
XIII). Es importante recordar que los fragmentos detectados en E havanense fueron
producto de primers que en Triticum aestivum permiten diferenciar a individuos
estériles de los no estériles (ver Material y Métodos) mediante la amplificacion de un
segmento asociado a las atp 1 y 9. En la tabla XIII se muestra que los fragmentos de E

havanense guardan similitud con un fragmento asociado a estos genes en T. aestivum.

74




Tabla X111 Fragmentos encontrados en E. havanense que estan
asociados a genes que producen esterilidad en otras especies. La
secuencia de arriba es de E. havanense.

Fragmento en E. havanense

Gen asociado que produce EMC

Especie

600

ATCCTCTACTGGTGG
L

614

54027 ATCCTCTACTGGTGG 354013

245

TATCTCTCTGTCTG 258

327709 TATCTCTCTGTCTG 327722

ATPase 9
citocromo ¢ oxidasa 3

NADH 2

Zea luxurians

676

CTTCAAAATCTTCCACTGACTC 697

LEELEEL THERELELD 11
59266 CTTCAAACTCTTCCACTTACTC 59245

Proteina ribosomal S2
rRNA-26S ARN ribosomal
citocromo ¢ oxidasa subunidad 1

Zea mays subsp. mays genotipo
CMS-S

676 CTTCAAAATCTTCCACTGACTCG 698

FEREEEE LEreeeeet it .
419030 CTTCAAACTCTTCCACTTACTCG 419008 ARN ribosomal 26s
Query 29 fﬂfﬁfﬂnfﬁ 42 citocromo c¢ oxidasa 2 Zea mays subsp. mays genotipo
Shjct 686176 GCTGAAGATTTGCG 686189 male-fertile

ATPase subunidad 6

440  TGCCTCTTGGCTTA 453 NADH 7 Brassica napus

(RRARRARRARNNE

7199 TGCCTCTTGGCTTA 7186
440 If?ﬂﬂﬁfﬂﬁ 453 NADH 7 Nicotiana silvestris.
377746 TGCCTCTTGGCTTA 377733
399 AGAAMAAGGGAAAG 412 Los fragmentos mostrados
RRARRARRNRNE

301469 AGAAAAAGGGAAAG 301456 provienen de Nicotiana
685  GATCTGGCATCTCTGCTTCTTC 706

FERELREeeeer 1l il
96228 GATCTGGCATCTTTGCCTCTTC 96249 NADHd 1 tabacum
700  TCTCAAAGGCAGGC 713
24755 THOMALAE  aa76s

NADH 2

700

TCTCAAAGGCAGGC
LTl

713

286255 TCTCAAAGGCAGGC 286268

782  AAAANGGTTGCCCCTTACT 800

FEEE TLERLLLnntl
8369 AAAAAGGTTGCCCCTTACT 8387

Atpl y la atp9,

Triticum aestivum:
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Con el fin de determinar si la presencia de estas badas correlacionaba con el nivel de
fertilidad de las plantas pertenecientes a una poblacidon natural, se realizd un analisis de
ANOVA para 48 individuos de la poblacion Ardilla de los que se conocia su nivel de
fertilidad. No se encontraron diferencias significativas (F=1.30; G.L.= 3; P=0.284) entre
la presencia de estas bandas y el nivel de fertilidad de las plantas de ambos morfos (Fig.

25). En la tabla XIV se muestran los parametros para cada grupo.

76



0.4

0.35

o
N o
o w

Fertilidad promedio

0.15

0.1

0.05

b

r

2P 2T

No. de bandas/Morfo

Fig. 25.- Fertilidades promedio de los morfos asociados a la presencia de las bandas de
900 y 800 pbs. 2P= individuos de morfo Pin con las dos bandas. 2T= individuos de
morfo Thrum con las dos bandas P= individuos de morfo Pin con la banda de 900 pb.
T= individuos de morfo Thrum con la banda de 900 pbs. No se detectaron diferencias

significativas.

Tabla XI1V. Parametros asociados para cada grupo del ANOVA para
morfo y presencia de bandas de la poblacién Ardilla

Bandas/Morfo No. de individuos Media Error estandar
2P 5 0.272 0.056
2T 5 0.198 0.056
P 17 0.281 0.030
T 21 0.210 0.027
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Discusion

Uno de los resultados mas importantes de este trabajo es que la fertilidad estudiada en la
exclusion es anormalmente menor a la observada en condiciones naturales. En cinco
poblaciones naturales la fertilidad reportada va de 0.45 a 0.06, con una media de 0.23
(Cuevas, 2000; Cuevas et al., 2005). En la exclusion la media fue de 0.115. Ademas, al
considerar todos lo datos, el efecto del morfo sobre la fertilidad muestra diferencias
significativas e inversas a lo observado en las poblaciones naturales, en las que el morfo
Pin exhibe un mayor nivel de fertilidad. Esto es resultado de que en la exclusion hay un
porcentaje de individuos Pin con fertilidad nula (F=0) de 72.09% contra 49.09% del
morfo Thrum. Es decir, a diferencia de las poblaciones naturales en las que el morfo Pin
suele ser el morfo con una mayor efectividad masculina, en la exclusion es el morfo
Thrum el que presenta un mejor desempefio en el papel masculino. Sin embargo, esta
tendencia desaparece cuando excluimos del analisis a los individuos con de fertilidad de
0. En estas condiciones las medias de fertilidad —tanto de la exclusion como de las
poblaciones naturales— son mucho mas parecidas (0.283 vs 0.23); adicionalmente, el
efecto del morfo sobre la fertilidad no muestra diferencias significativas.

Las causas de las diferencias en los niveles de fertilidad observados en las poblaciones
naturales y la exclusion, pueden deberse a varios factores que podrian limitar el
desempefio reproductivo masculino de las plantas. Un aspecto sobresaliente a considerar
es el estrés fisiologico en que estos ejemplares han crecido. La densidad de poblacion en
que se desarrollaron (1920 plantas iniciales en 25 m”) es mucho mayor a cualquiera que
pueda observarse en la naturaleza. Esto permite especular que una exacerbada
competencia sobre recursos como luz, agua y nutrientes, podria haber afectado la
expresion de la fertilidad en las plantas y, de manera particular, las plantas del morfo

Pin serian mas susceptibles a la austeridad de estas condiciones, al menos en lo que
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respecta a la proporcién de individuos fértiles versus estériles. Si esto es cierto, la
expresion de la fertilidad habria estado condicionada a la disponibilidad de recursos con
que cuenta la planta para su desarrollo. Aunque no sabemos con precision como es que
los factores ambientales pueden afectar la fertilidad, existe evidencia, particularmente
con respecto a la temperatura, que demuestra la influencia que puede tener este factor
sobre la expresion de la fertilidad (Tatlioglu,-T et al., 1995; Komori,-Toshiyuki, et al.,
2005; Senthil-Kumar, et al., 2004; Smith, 2001). Debe resaltarse que estos estudios han
sido realizados con especies comerciales, por lo que la relacion entre efectos
ambientales y expresion de la fertilidad en condiciones naturales aun no ha sido

explorada.

Otro aspecto que innegablemente debe considerarse es el tamafio per se de los
ejemplares estudiados. Tanto los andlisis llevados a cabo con plantas en poblaciones
naturales como con las de la exclusion demuestran que el tamafio de las plantas influye
en el nivel de fertilidad de estas.

Tomando en cuenta la influencia del tamafio sobre la fertilidad y el hecho de que la
media de fertilidad de las plantas fértiles de la exclusion y la de las poblaciones
naturales son muy parecidas, se puede especular sobre la existencia de un umbral
minimo de tamafio, a partir del cual, las plantas pueden producir polen fértil y reflejar
los patrones de fertilidad observados en la naturaleza. La existencia de este umbral es
apoyada por el hecho de que tomando a los individuos de poblaciones naturales que
estan por debajo de la media de fertilidad, no se reproduce la correlacion significativa
(p=0.3983) que documentamos en este trabajo al incluir a todos los individuos. De ser
cierta esta especulacion, implica que el tamafio y la fertilidad no estan asociados de

manera gradual, sino que hay un umbral antes del cual la mayor parte de las plantas son
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totalmente estériles. Por desgracia el rango de variacion en el tamafio de las plantas en
las poblaciones naturales es demasiado alto (63.617-2675.851 cm?) como para
extrapolar algun valor probable para dicho umbral aplicable a la exclusion, ya que las
plantas en la exclusion tienen un rango de tamafio mucho menor (3.7-14.3 cm?).

Como hemos expuesto reiteradamente, el niimero total de plantas por familia genética
en la exclusion fue muy pequeio, como consecuencia de ello la mayor parte de las
fuentes de variacion estudiadas (el grupo de cruza, el tipo de cruza, el efecto particular
de los progenitores) no arrojaron diferencias significativas.

Pese a lo modesto que fue esta muestra, debe resaltarse que se detectd un componente
paterno que fue marginalmente significativo (p=0.07). El hecho de que, pese al pequefio
tamafio de esta muestra, se haya detectado este componente nos permite proponer que
hay un componente paterno en el patrén de herencia de la esterilidad en E. havanense.
Mas aun cuando el andlisis cualitativo permiti6 identificar a un grupo de padres de baja
fertilidad en su progenie fértil, que tienen significativamente menos hijos que los padres
de alta fertilidad. Debe sefialarse que la cantidad de hijos a los que nos referimos son los
individuos en floracion que contamos durante este estudio; ademas, estas diferencias no
son debidas a la cantidad de semillas sembradas (G.L.=1; F=0.661; P=0.4350) ni a
diferencias en tamafo entre los grupos de padres (G.L.=1; F=0.0004; P=0.9842). Una posible
interpretacion a este fenomeno es que este grupo de padres no solo expresa una limitada
capacidad como padres a través de la baja fertilidad de su progenie fértil, sino que
también tienen una progenie que tarda mas tiempo en florecer.

Dado que los componentes paternos son producto de la herencia de genes puramente
nucleares, de ser cierto este escenario, podemos sugerir que la fertilidad en esta especie
esta gobernada por la variabilidad de alelos residentes en el nucleo. Ello permitiria

establecer lo que Schultz (1994) denomina un sistema de control nuclear. La fertilidad,
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en este caso, seria producto de un conflicto niicleo-citoplasmatico, y su expresion estaria
gobernada por la presencia de restauradores residentes en el ntcleo. Dichos
restauradores serian especificos para citotipos que en algin momento fueron
determinantes genéticos de la esterilidad. Estos restauradores posiblemente estarian
ligados al supergen de la heterostilia, produciendo la esterilidad de manera diferenciada
entre los morfos. Es decir, posiblemente la esterilidad estaria gobernada por un sistema
dialélico recesivo (Dominguez et al., 1997), en que el morfo heterocigoto (Thrum) solo
tendria una copia del restaurador, mientras el homocigoto Pin tendria dos copias y, por

lo tanto, presentaria mayores niveles de fertilidad (Fig. 26).

Morfo Pin Thrum
Genotipo de heterostilia Ss Ss
Restauradores Rr Rr

Fig 26.Posible relacion entre los determinantes genéticos de la heterostilia y la

esterilidad

Sin embargo, aunque el efecto paterno es al parecer consistente, la escasez de hijos por
familia genética nos impide sacar conclusiones, ain desde el punto de vista cualitativo,
de las posibles interacciones entre padres y madres particulares. Asi pues, es necesario
tomar con cautela el escenario descrito previamente, ya que no se puede excluir la
posibilidad de que un disefio con un mayor niimero de hijos por familia genética revele
interacciones que fue imposible detectar en este estudio. Ademds, si afiadimos los
factores ambientales ya discutidos, que muy posiblemente estan afectando la expresion
de la fertilidad, el escenario mds probable seria un rasgo cuantitativo con varios

determinantes génicos cuya expresion esta siendo permanentemente afectada por
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factores ambientales. De ser asi, seria mucho maés facil explicar que pese a haber
identificado fragmentos de ADN en E. havanense que guardan similitud con segmentos
mitocondriales que producen esterilidad en varios sistemas, incluyendo Triticum
aestivum de donde provienen los primers usados en E havanense, no se haya podido
correlacionar la distribucion de estos fragmentos con el nivel de fertilidad. Encontrar
“un” marcador molecular para un rasgo cuantitativo implicaria el uso de técnicas como
QTLs que permitan explorar rasgos de este tipo. AlUn asi, los fragmentos detectados
plantean, en si mismos, nuevas interrogantes. Por un lado, dada la similitud de los
fragmentos, seria de gran utilidad verificar si estos fragmentos son producto de una
duplicacion génica. De ser asi, seria interesante explorar el mecanismo mediante el cual
se generaron, evidentemente el primer mecanismo candidato seria algin fendémeno de
recombinacion intramitocondrial.

Por otro lado, y quiza, el punto mas sobresaliente: el alto grado de similitud con varios
fragmentos de genes mitocondriales que en otros sistemas estan involucrados en la
determinacion de la fertilidad, permite sugerir que estos fragmentos en E. havanense
estan o han estado involucrados en la determinacion de este fenotipo. En este punto
debe discutirse varios aspectos. Si bien es cierto que la mayor parte de los fragmentos
similares a las secuencias en E. havanense son pequefios, también es cierto que casi
todos pertenecen o estan relacionados con genes mitocondriales de la cadena
respiratoria, y que estos son justamente los genes que componen a los genes quiméricos
que producen esterilidad. Ademas, la alta similitud en fragmentos cortos es justamente
la que se espera en genes mitocondriales de plantas, ya que la evolucion de los genes
mitocondriales en estos eucariontes se da principalmente por recombinacion de

fragmentos ya existentes y no por substitucion nucleotidica; lo que da como resultado
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genes compuestos por fragmentos altamente conservados aun entre especies
filogenéticamente muy alejadas.

De manera paralela, los fragmentos de ADN identificados muestran una distribucion
claramente heterogénea en las poblaciones, lo que es perfectamente consistente con una
dindmica ntcleo-citoplasmatica que tenga como resultado esquemas de coadaptacion
independientes y locales, andlogos a los observados en otras especies con esterilidad
masculina.

Sin embargo, para afirmar que estos fragmentos estan relacionados con la esterilidad en
E. havanense deben solucionarse antes varios problemas metodoldgicos. El punto mas
importante es el que se refiere a la temperatura de hibridacion usada para su
amplificacion. Esta temperatura es anormalmente baja y eso asegura amplificacion
inespecifica, pero fue usada con el proposito de reducir la astringencia del PCR
interespecifico. De hecho cuando dicha temperatura se incrementd a 56 °C no se pudo
amplificar los fragmentos en estudio, lo que evidentemente refleja una reaccion 1abil e
inespecifica. Una posibilidad para solucionar este problema es disefiar primers
especificos a partir de las secuencias de las bandas identificadas, aunque también se
podria recurrir a la utilizacion de estos fragmentos como sondas en hibridaciones ADN-
ADN para estudiar su distribucién en las poblaciones y su posible relaciéon con la
fertilidad.

Aun cuando se comprobara que estos fragmentos estan involucrados de manera
inequivoca en la expresion de los niveles de fertilidad, quedaria pendiente la aparente
paradoja en el escenario de control nuclear expresado en el efecto paterno y la
existencia de citotipos esterilizadores. Una alternativa es que los citotipos presentes en
las poblaciones estén fijos y que se expresen unicamente cuando no estan en presencia

de la condicion homociga de los restauradores, o que su expresion se de solo a partir de
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ciertas etapas del desarrollo de la planta. En este contexto la esterilidad registrada en las
plantas de la exclusion seria debida primordialmente al tamafio y los factores
ambientales. La esterilidad producto de los citotipos que se reflejaria en efectos
maternos seria detectable en etapas posteriores. La validacion de esta hipodtesis
implicaria estudiar la variabilidad de estos fragmentos con poblaciones de plantas de
varios tamafios y de las que se conocieran previamente sus niveles de fertilidad, para
tratar de establecer una correlacion entre la presencia de estas bandas y la fertilidad a lo

largo del desarrollo.

En conclusion, la aplicacion de técnicas mdas detalladas de biologia molecular a
poblaciones naturales, para estudiar estos y quizad otros fragmentos detectables con
técnicas andlogas de interespecificidad, (hibridacion interespecifica, PCRs
interespecificos con otros primers), podria aportar mucho a dilucidar el papel exacto que
desempenan estos fragmentos en la fertilidad de E havanense.

Como punto final, debe mencionarse que son varias las limitaciones de la metodologia
empleada en este trabajo, quiz4 la mas grave consiste en el hecho de que los estimados
de fertilidad por planta provienen de un muestreo sumamente desbalanceado. Esto
quiere decir que hubo plantas en las que solo se pudo obtener una flor y otras en las que
se obtuvieron mas de 8, lo que de entrada restringe las posibles conclusiones de este
trabajo, ya que el nimero de réplicas por planta es sumamente variable. Por otro lado, el
nimero de réplicas por familia genética fue también muy limitado. Sin embargo, las
conclusiones reflejan patrones generales que quiza no se vieron tan afectados por estas
limitaciones. Como es evidente la conjuncion de los aspectos cuantitativo y molecular

abre nuevas lineas de indagacion futura.

84



Conclusiones

Es muy probable que la expresion de la fertilidad en E. havanense esté afectada por

factores ambientales relacionados con la disponibilidad de recursos.

Es posible que exista un umbral de tamafio a partir del cual E havanense expresa

fertilidad.

El grado de fertilidad que expresa E. havanense esta influido por el tamafio de las

plantas.

La esterilidad masculina en esta especie tiene, de manera probable, un componente

paterno que no sélo se expresa en la fertilidad de su progenie fértil sino en el tiempo de

floracién que tienen sus hijos.
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Sugerencias a partir del analisis molecular

Dado la similitud en los fragmentos identificados es posible que sean producto de un

fendmeno de duplicacion.

Los fragmentos identificados tienen similitud con varios fragmentos que en especies
que presentan EMC estan involucrados en la determinacion de la esterilidad de los

sistemas en los que residen.
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Perspectivas

Son varias las lineas de estudio que pueden extenderse a partir de este trabajo. De
manera inmediata seria pertinente aclarar el posible papel de los fragmentos
identificados en la esterilidad de E. havanense. Para ello se sugiere el siguiente

procedimiento:

Disefar primers especificos a partir de las secuencias obtenidas.

Amplificacion de los fragmentos en condiciones mas especifcas (alta de temperatura de

alineacion).

Clonar y estudiar detalladamente tanto la variabilidad como la distribucion de estas

secuencias en la exclusion y en las poblaciones naturales.

Estudiar la distribucion de estas secuencias en las plantas de la exclusion y en

poblaciones de las que se conozca el nivel de fertilidad de las plantas.

De manera complementaria se pueden usar las similitudes identificadas con otros
sistemas que presentan EMC para elegir los fragmentos de ADN que guardan mayor
similitud y disefiar nuevos primers o utilizar sondas que permitan disectar la naturaleza

de los fragmentos identificados.

Para consolidar la evidencia de la influencia del componente paterno en la esterilidad de

E havanense se necesita un modelo que asegure un mayor namero de hijos por familia,
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y en el que se estudie tanto el tiempo de floracion por planta, como la expresion de la

fertilidad a lo largo de su desarrollo.
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Apéndice |

|.-PROCEDIMIENTO PARA PURIFICAR DNA EN UN GEL DE
AGAROSA CON EL KIT
SEPHAGLAS BANDPREP

1. Correr el gel en las condiciones utilizadas para separar la banda de interés.
2. Pesar un tubo eppendorf

3. Con ayuda del transiluminador, cortar una rebanada en el gel lo mas cerca posible de la
banda deseada. Poner esta rebanada en un parafilm limpio y cortarla en pedacitos muy
pequefios que se transfieren al eppendorf para pesarlo nuevamente y asi obtener el peso
de la rebanada.

4. Anadir 250 microlitros de “gel solubilizer” o “gel solubilizer” modificado en caso de
que el gel se haya corrido en TBE (que se prepara agregando por cada 250 microlitros de
gel solubilizer, 5 microlitros de acido acético glacial al 50'% preparado en agua
destilada). Si la rebanada pesa mas de 250 mg, agregar 1 microlitro méas de solucién por
cada miligramo de mas que pese la rebanada.

5. Homogenizar con vortex vigorosamente, incubar a 60 grados por 5 a 10 min o
hasta que la agarosa se disuelva.

6. Resuspender en el vortex el frasquito de SEPMAGLAS BP hasta formar una
suspension uniforme. Agregar 5 microlitros de la suspensiéon (aprox. 5 microlitros por
cada microgramo de DNA). Mezclar suavemente con el vortex. Incubar 5 min. a temp.
ambiente, resuspender suavemente cada minuto con el vortex.

7. Centrifugar 30 seg en una microcentrifuga, remover el sobrenadante cuidadosamente,
tratando de no llevarse nada del boton de sephaglas, ya que ahi esta pegado todo el DNA.
Repetir el paso 7 para remover todo el liquido que haya quedado, sin llevarse el
sephaglas.

8. Agregar 80 microlitros del W ASH BUFFER (o 16 veces el volumen de sephaglas) al
botdn de sephaglas y resuspender pipeteando varias veces.

Centrifugar 30 seg. y remover el sobrenadante sin tocar el boton de sephaglas. Repetir 2
veces mas este paso, para un total de 3 lavados.

9. Con el vortex o golpeando el tubo dispersar parcialmente el boton. Invertir el tubo y
ponerlo a secar sobre una toalla de papel. Dejar secar al menos 10 mn. Revisar que el
vidrio esté completamente seco (no secar al vacio).

10. Agregar 20 microlitros de ELUTION BUFFER (minimo 20 microlitros o 4 veces el
volumen de sephaglas), mezclar cuidadosamente con el vortex hasta resuspender el
botdn. Incubar 5 min a temperatura ambiente con agitacién periodica.

11. Centrifugar a alta velocidad durante 1 min en una microcentrifuga. Remover
cuidadosamente el sobrenadante y ponerlo en un tubo limpio, tratando de no tocar el
botdn de sephadex. EI DNA obtenido se puede almacenar a -20 grados (no almacenar en
presencia del sephaglas).

12. Si la concentracion de DNA es muy baja para lo que se va a emplear, el DNA se
puede eluir en menor volumen (2 veces el volumen del sephaglas adicionado).
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Apéndice 11

Secuencias obtenidas en E havanense
La secuencia de la banda de 900 es la siguiente:

5’NNNAGNNTTTTCGAACGATACCCAAATTGCTGAAGATTTGCGGCCATTGCT
GCAATCAAGTTTCTGGCTTCCTGAGGCGTTTTGTTCACTATGGCTCCCCCACT
GGCGGCATCAAGAATCTTCATATCATTTAATAACATCCCATCATAGAAGTACT
GAATAAGGAGTTGCTCCGTAATTCCATGCTGAGGACAACTTGCGCAAAGGCT
CTTGAATCTCTCATAATATTCATACATGTTTTCTGTATCTCTCTGTCTGATGCC
ACAAATCTCTCTGCGCAAATTAGTGGCCCTGGAAGCTGGGAAGTATTTTTCTA
AAAACAATCGCGCCATATCAGGCCATGTATCCACTGTCCCAGGCGGAAGATA
ATACAACCAGTCTCTAACTGCACCCTCTAGAGAAAAAGGGAAAGCACGCAAT
TTCAACTGATCCTCAGTTATGCCTCTTGGCTTAAATCCAGAACATACTACATG
AAAGTCCTTGAGATGTCTGTTTGGGTCGTCAGAAGGTAACCCATGAAATTTCG
ACAACGCCTGAATCAACCCAGCCTTCAACTCAAACCCATCATTGACAGTCTG
GTACTGNATACATAGAGGTTGATCCTCTACTGGTGGTGCAAGCATGTCCCTTA
GAGTTGCANGAACTCGATTTCTGGCTGGGTTGCGCANGTGGNAATAACTTGC
TGATCTGGCATCTCTGCTTCTTCAAAATCTTNCACTGACTCGGTCTTAAAGGC
AGGCAAAATCTCAAGTTTGGATCAGGCAAGACTTGGGCNNAAAGAAAAANG
GTTGCCCCTTACTTGCAATCCTTAGNGAAATCNCGGGCCGNCTGCANGTCGA
NCCTTATGGGAAAACTTCCCACGCCNTTGGANTGCATN-3

La secuencia de la banda de 800 es la siguiente:

5TGTTCTGCCAAGTCTTGCCTGATCAAACTGAGAATTTGCCTGCCTTTGAGAC
CGAGTCAGTGGAAGATTTTGAAGAAGCAGAGATGGCAGATCAGCAAGCTATT
CCACCTGCGCAACCAGCCAGAAATCGAGCTCCTGCAACTCTAAGGGACATGC
TTGCACCACCAGTAGAGGATCAACCTCTATGTATACAGTACCAGACTGTCAA
TGATGGGTTTGAGTTGAAGGCTGGGTTGATTCAGGCGTTGTCGAAATTTCATG
GGTTACCTTCTGACGACCCAAACAGACATCTCAAGGACTTTCATGTAGTATGT
TCTGGATTTAAGCCAAGAGGCATAACTGAGGATCAGTTGAAATTGCGTGCTT
TCCCTTTTTCTCTAGAGGGTGCAGTTAGAGACTGGTTGTATTATCTTCCGCCTG
GGACAGTGGATACATGGCCTGATATGGCGCGATTGTTTTTAGAAAAATACTT
CCCAGCTTCCAGGGCCACTAATTTGCGCAGAGAGATTTGTGGCATCAGACAG
AGAGATCAGAAAACATGTATGAATATTATGAGAGATTCAAGAGCCTTTGCGC
AAGTTGTCCTCAGCATGGAATTACNGAGCAACTCCTTATTCAGTACTTCTATG
ATGGGATGTTATTAAATGATATGAAGATTCTTGATGCCCGNCAGTGGGGGAA
CCATAGTGAACAAAACGCCTTAGGAAGCCNGAACTTGATTGCAGCAATGGGC
CGCAAATCTTTAACAAT-3
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Apéndice 111

Fragmentos que tienen similitud a las bandas de 800 pb y 900 pb en E. havanense

Bandas

800 pbs

900 pbs

Especie

Secuencia (s)

Gen
relacionado
C(’)digo de base

Especie

Secuencia (s)

Gen
relacionado
C()digo de base

Pentaphylax euryoides

Pentaphylax euryoides

115 ATCCCATCATAGAAGTACTGAA 136 Subunidad F (ndhF) | 139 ATCCCATCATAGAAGTACTGAA 160 Subunidad F
FREELE TEREREERLEnnnn gen gb|AF419241.1] FREELE TERRRERELEnn (ndhF) gen
299 ATCCCAACATAGAAGTACTGAA 278 299 ATCCCAACATAGAAGTACTGAA 278 gbAF419241 1|
Ficalhoa laurifolia Ficalhoa laurifolia
115 ATCCCATCATAGAAGTACTGAA 136 NADH deshidrogenasa | 139 ATCCCATCATAGAAGTACTGAA 160 NADH
FELEEE TRREEEELLnnn (ndhF) FEREEE TRREEERLnnnn deshidrogenasa
299 ATCCCAACATAGAAGTACTGAA 278 gb|AF421079.1] 299 ATCCCAACATAGAAGTACTGAA 278 (ndhF)
gb|AF421079.1]
Pelliciera rhizophorae Pelliciera rhizophorae
115 ATCCCATCATAGAAGTACTGAA 136 NADH deshidrogenasa | 139 ATCCCATCATAGAAGTACTGAA 160 NADH
FELELE TRLELEELLn (ndhF) gen FELEEE TRREEERLennn deshidrogenasa
299 ATCCCAACATAGAAGTACTGAA 278 partialgh|AF421069. 299 ATCCCAACATAGAAGTACTGAA 278 (ndhF) gen
1] partialgb|AF421069
-1
Norantea peduncularis Norantea peduncularis
115 ATCCCATCATAGAAGTACTGAA 136 NADH deshidrogenasa | 139 ATCCCATCATAGAAGTACTGAA 160 NADH
FREELE TEREREERLEnnnn (ndhF) gen FREELE TERRRERELEnn deshidrogenasa
296 ATCCCAACATAGAAGTACTGAA 275 partialgh|AF421067. 296 ATCCCAACATAGAAGTACTGAA 275 (ndhF) gen
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1] partialgb|AF421067
-1]
Marcgravia sp. Marcgravia sp
115 ATCCCATCATAGAAGTACTGAA 136 NADH deshidrogenasa | 139 ATCCCATCATAGAAGTACTGAA 160 NADH
FELLEE TRRREEEEnrnnn (ndhF) FEREEE TRREEERLrnnnl deshidrogenasa
299 ATCCCAACATAGAAGTACTGAA 278 gb|AF421065.1 299 ATCCCAACATAGAAGTACTGAA 278 (ndhF)

gb|AF421065. 1

Zea mays subsp. mays genotipo]
CMS-S

gb | DQ490951 .2

Zea mays subsp. mays genotipo]
CMS-S

gb | DQ490951 .2

575 ATCCTCTACTGGTGG 589

Lt
21403 ATCCTCTACTGGTGG 21389

proteina
ribosomal ]| S2

600 ATCCTCTACTGGTGG 614

L
21403 ATCCTCTACTGGTGG 21389

citocromo c
oxidasa Subunidad
3

676 CTTCAAAATCTTCCACTGACTC 697

LEELEEL THERLLELD 11
59266 CTTCAAACTCTTCCACTTACTC 59245

citocromo c
oxidasa Subunidad
3

29 GCTGAAGATTTGCG 42

RN RIRRRNNY
19361 GCTGAAGATTTGCG 19374

citocromo c
oxidasa Subunidad
3

369 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 386

LLEELE TEEEE
323083 TCTAGACAAAAAGGGAAA 323066

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
subunidad 5

394 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 411

LLEELL TEEEE
323083 TCTAGACAAAAAGGGAAA 323066

415 TGCCTCTTGGCTTA 428

L
430014 TGCCTCTTGGCTTA 430027

NADH deshidrogenasa
subunidad 1
NADH deshidrogenasa
subunidad 5

440 TGCCTCTTGGCTTA 453

L
430014 TGCCTCTTGGCTTA 430027

643 GTGGAATAGCTTGC 656

Lt
126199 GTGGAATAGCTTGC 126212

orf77-1
citocromo c
biogenesis FN

245 TATCTCTCTGTCTG 258

L
402512 TATCTCTCTGTCTG 402499

245 TATCTCTCTGTCTG 258

L
433520 TATCTCTCTGTCTG 433533

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
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679 CTTGCTGATCTGGC 692

ARNYRARRRNESY
507673 CTTGCTGATCTGGC 507660

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1

Zea luxurians

gb|DQ645537 .1

Zea luxurians

gb|DQ645537 .1

575 ATCCTCTACTGGTGG 589 Subunidad 9 de la 600 ATCCTCTACTGGTGG 614 Subunidad 9 de la
AERRRNRaNNNeNs: ANRRRRRNNNNNy
354027 ATCCTCTACTGGTGG 354013 ATPasa - 354027 ATCCTCTACTGGTGG 354013 ATI?asa
citocromo c oxidasa citocromo c
Subunidad 3 oxidasa Subunidad
3
676 CTTCAAAATCTTCCACTGACTCG 698 citocromo c oxidasa
LLEEEEE DREERLEEL il i
419030 CTTCAAACTCTTCCACTTACTCG 419008 Subunidad 1
rRNA-26S
ribosomal RNA
643 GTGGAATAGCTTGC 656 NADH deshidrogenasa | 29 GCTGAAGATTTGCG 42
(ARRRRNRNNNNS subunidad 1 (NERRRN RN
179425 GTGGAATAGCTTGC 179438 NADH 154489 GCTGAAGATTTGCG 154502
deshidrogenasa
Subunidad 2
415 TGCCTCTTGGCTTA 428 NADH deshidrogenasa | 440 TGCCTCTTGGCTTA 453
LEELLLLLLLL Subunidad 2 LEELLLLLLLLn
313486 TGCCTCTTGGCTTA 313473 NADH 313486 TGCCTCTTGGCTTA 313473
deshidrogenasa
Subunidad 7
369 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 386 : proteina 245 TATCTCTCTGTCTG 258
LLEEEE TEEEELLna i HHLTTTRELLLnd
478484 TCTAGACAAAAAGGGAAA 478501 ribosomal]| sS4 310001 TATCTCTCTGTCTG 309988

proteina de
transaporte de
membrana

245 TATCTCTCTGTCTG 258
o

NADH
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327709 TATCTCTCTGTCTG 327722 deshidrogenasa
Subunidad 7
394 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 411 proteina

LLEELL TEEEE
478484 TCTAGACAAAAAGGGAAA 478501

ribosomal ]| S4
proteina de

transaporte de

membrana

Zea mays subsp. parviglumis

gbDQ645539. 1

Zea mays subsp. parviglumis

gb|DQ645539.1]

575 ATCCTCTACTGGTGG 589

NN RANRNRAYRNY
496344 ATCCTCTACTGGTGG 496330

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

600 ATCCTCTACTGGTGG 614

NN RANRNRANRNY
496344 ATCCTCTACTGGTGG 496330

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

415 TGCCTCTTGGCTTA 428

LTl
86329 TGCCTCTTGGCTTA 86316

NADH deshidrogenasa
subunidad 5

245 TATCTCTCTGTCTG 258

L
82823 TATCTCTCTGTCTG 82810

NADH
deshidrogenasa

NADH subunidad 5
deshidrogenasa
Subunidad 7
643 GTGGAATAGCTTGC 656 NADH deshidrogenasa | 440 TGCCTCTTGGCTTA 453 NADH
191600 CIAAATAGEHIL 131587 subunidad 1 86320 TALIEHGMEHA  s6ats deshidrogenasa
subunidad 5
NADH
deshidrogenasa
Subunidad 7
369 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 386 NADH 394 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 411 NADH
320403 '!'é'!’;!A(IB;!ACM(IB(IB(IBm 320386 deshidrogenasa 320403 leﬁtlalcmgatlaclam 320386 deshidrogenasa
subunidad 1 subunidad 1
NADH NADH
deshidrogenasa deshidrogenasa

Subunidad 2

Subunidad 2

676 CTTCAAAATCTTCCACTGACTC 697
TEEERED TRERELEe 1

NADH
deshidrogenasa

394 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 411
TEEEEE TR

NADH
deshidrogenasa
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429319 CTTCAAACTCTTCCACTTACTC 429340 subunidad 1 467056 TCTAGACAAAAAGGGAAA 467039 subunidad 1
NADH NADH
deshidrogenasa deshidrogenasa
Subunidad 2 Subunidad 2
369 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 386 NADH 29 GCTGAAGATTTGCG 42 NADH
LEEEEL THREELn i LELETEETLLnnn i
467056 TCTAGACAAAAAGGGAAA 467039 deshlglrogenasa 494298 GCTGAAGATTTGCG 494311 deshlglrogenasa
subunidad 1 subunidad 1
NADH NADH
deshidrogenasa deshidrogenasa
Subunidad 2 Subunidad 2
676 CTTCAAAATCTTCCACTGACTC 697 NADH 679 CTTGCTGATCTGGC 692 NADH
FEEEREE DRRRREnn 1l i LEEELLLLLn i
534171 CTTCAAACTCTTCCACTTACTC 534150 deshlglrogenasa 603115 CTTGCTGATCTGGC 603128 deshlglrogenasa
subunidad 1 subunidad 1
NADH NADH
deshidrogenasa deshidrogenasa
Subunidad 2 Subunidad 2
245 TATCTCTCTGTCTG 258 NADH
LELLLLLLLL i
662554 TATCTCTCTGTCTG 662541 deshidrogenasa

Subunidad 2

Zea perennis

gb | DQ645538.1]

Zea perennis

gb | DQ645538 . 1

575 ATCCTCTACTGGTGG 589 NADH deshidrogenasa | 600 ATCCTCTACTGGTGG 614 NADH
(RRARRNRRNRANR]] i (BRERRARRNRANN]] i
514549 ATCCTCTACTGGTGG 514563 Subunidad 2 514549 ATCCTCTACTGGTGG 514563 deshidrogenasa
Subunidad 2
643 GTGGAATAGCTTGC 656 NADH deshidrogenasa | 29 GCTGAAGATTTGCG 42 NADH
RERARARRRRNR] T RIRARRRRNRNRT T
126441 GTGGAATAGCTTGC 126428 subunidad 1 177329 GCTGAAGATTTGCG 177342 deshidrogenasa
NADH subunidad 1
deshidrogenasa NADH
subunidad 5 deshidrogenasa
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subunidad 5

676 CTTCAAAATCTTCCACTGACTC 697

LEELEEE THERLLEeD 11
196251 CTTCAAACTCTTCCACTTACTC 196230

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
subunidad 5

245 TATCTCTCTGTCTG 258

L
349366 TATCTCTCTGTCTG 349353

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1

415 TGCCTCTTGGCTTA 428

LELLELELnn
352879 TGCCTCTTGGCTTA 352866

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 7

440 TGCCTCTTGGCTTA 453

LELLELTLn
352879 TGCCTCTTGGCTTA 352866

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
Subunidad 7

369 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 386

LLELLL TEEEEn
501683 TCTAGACAAAAAGGGAAA 501666

NADH deshidrogenasa
Subunidad 2

394 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 411

LLEEEL TEEEn
501683 TCTAGACAAAAAGGGAAA 501666

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

245 TATCTCTCTGTCTG 258

L
541155 TATCTCTCTGTCTG 541142

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

Ostreococcus tauri

emb | CR954200.2]

Ostreococcus tauri

emb | CR954200.2]

231 CTGATGCCACAAATC 245

LEELEELLL
29935 CTGATGCCACAAATC 29949

256 CTGATGCCACAAATC 270

ARRRNRNRaNNNNy
29935 CTGATGCCACAAATC 29949

Zea mays subsp. mays genotipo]
CMS-C

gb|DQ645536.1|

Zea mays subsp. mays genotipo]
CMS-C

gb|DQ645536.1|

575 ATCCTCTACTGGTGG 589
NRRRRRRRRANRRY

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

600 ATCCTCTACTGGTGG 614
(NRRRRRNRRANRRY

NADH
deshidrogenasa
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205484 ATCCTCTACTGGTGG 205498

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

205484 ATCCTCTACTGGTGG 205498

subunidad 1
NADH

deshidrogenasa

Subunidad 2

575 ATCCTCTACTGGTGG 589

340053 ATCCTCTACTGGTGG 340039

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

600 ATCCTCTACTGGTGG 614

340053 ATCCTCTACTGGTGG 340039

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

369 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 386

LLEELE TR
93702 TCTAGACAAAAAGGGAAA 93719

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

245 TATCTCTCTGTCTG 258

L
60507 TATCTCTCTGTCTG 60494

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1

676 CTTCAAAATCTTCCACTGACTC 697

LEELEEL THERLLED 1iid
167615 CTTCAAACTCTTCCACTTACTC 167636

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

29 GCTGAAGATTTGCG 42

RN RIRRRNESY
207525 GCTGAAGATTTGCG 207512

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

369 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 386

LLEELL TEEEn
278272 TCTAGACAAAAAGGGAAA 278289

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

394 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 411

LLEELLE TEEERt
93702 TCTAGACAAAAAGGGAAA 93719

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

676 CTTCAAAATCTTCCACTGACTC 697

EELREEE LRy 1t
377922 CTTCAAACTCTTCCACTTACTC 377901

NADH deshidrogenasa
subunidad 1
NADH

245 TATCTCTCTGTCTG 258

LELLLLLn
245077 TATCTCTCTGTCTG 245064

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
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deshidrogenasa
Subunidad 2

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

643 G 656
|

TGGAATAGCTTGC
LTI
563327 GTGGAATAGCTTGC 563314

NADH deshidrogenasa
subunidad 5

394 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 411

LLEELL TEEEE
278272 TCTAGACAAAAAGGGAAA 278289

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

415 TGCCTCTTGGCTTA 428

LELLELELLn
679115 TGCCTCTTGGCTTA 679102

NADH deshidrogenasa
Subunidad 7

29 GCTGAAGATTTGCG 42
ANRNRN RNy
338012 GCTGAAGATTTGCG 338025

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

679 CTTGCTGATCTGGC 692

RN RARRANENY
494516 CTTGCTGATCTGGC 494503

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1

245 TATCTCTCTGTCTG 258 Proteina
(REARRARAARANE i At

675609 TATCTCTCTGTCTG 675596 hipotetical

440 TGCCTCTTGGCTTA 453 NADH
(REARRARAARANE deshidrogenasa

679115 TGCCTCTTGGCTTA 679102

Subunidad 7

Zea mays subsp. mays genotipo]
CMS-T

gb | DQ490953. 1]

Zea mays subsp. mays genotipo]
CMS-T

gb | DQ490953. 1]

575 ATCCTCTACTGGTGG 589

L
309531 ATCCTCTACTGGTGG 309545

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

600 ATCCTCTACTGGTGG 614

L
309531 ATCCTCTACTGGTGG

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2
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643 GTGGAATAGCTTGC 656

IELLEEELn
38042 GTGGAATAGCTTGC 38029

NADH deshidrogenasa
subunidad 5

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1

245 TATCTCTCTGTCTG 258

LELLLLTLnn
92860 TATCTCTCTGTCTG 92873

NADH
deshidrogenasa
subunidad 5
NADH
deshidrogenasa
subunidad 1

676 CTTCAAAATCTTCCACTGACTC 697

LEELEEL THERLLED 11
271665 CTTCAAACTCTTCCACTTACTC 271686

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

394 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 411

LLEEEL TEEEn
331815 TCTAGACAAAAAGGGAAA 331798

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

369 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 386

LELEEE TR
331815 TCTAGACAAAAAGGGAAA 331798

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

679 CTTGCTGATCTGGC 692

355474 CTTGCTGATCTGGC 355487

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

415 TGCCTCTTGGCTTA 428 NADH 29 GCTGAAGATTTGCG 42 citocromo c
HELLLLLLTLnl i ILLLEELELLIn i i
519694 TGCCTCTTGGCTTA 519681 deshidrogenasa 481320 GCTGAAGATTTGCG 481307 biogenesis B
Subunidad 7 proteina
ribosomal|] S2
245 TATCTCTCTGTCTG 258 proteina
HHLLLLLLLLnl i Ati
516193 TATCTCTCTGTCTG 516180 hipotetica]
440 TGCCTCTTGGCTTA 453 NADH
NURNNNNNRNNY deshidrogenasa

519694 TGCCTCTTGGCTTA 519681

Subunidad 7

Zea mays subsp. mays genotipo]
male-fertile NA

b|DQ490952.1]

Zea mays subsp. mays genotipo]
male-fertile NA

gb | DQ490952 . 1]

575 ATCCTCTACTGGTGG 589

NADH deshidrogenasa

600 ATCCTCTACTGGTGG 614

NADH
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FEELLLLELLLnl subunidad 1 LEELELLELLLnn deshidrogenasa
111733 ATCCTCTACTGGTGG 111719 NADH 111733 ATCCTCTACTGGTGG 111719 subunidad 1
deshidrogenasa NADH
Subunidad 2 deshidrogenasa
Subunidad 2
575 ATCCTCTACTGGTGG 589 NADH deshidrogenasa | 600 ATCCTCTACTGGTGG 614 NADH
aonias MIUUNUIL subunidad 1 11T TITIITR deshidrogenasa
NADH subunidad 1
deshidrogenasa NADH
Subunidad 2 deshidrogenasa
Subunidad 2
676 CTTCAAAATCTTCCACTGACTC 697 NADH deshidrogenasa | 245 TATCTCTCTGTCTG 258 NADH
sessao SHMLCIEIIL T o | subunidad 2 S (LT TTITTT, deshidrogenasa
NADH subunidad 1
deshidrogenasa
Subunidad 2
676 CTTCAAAATCTTCCACTGACTC 697 NADH deshidrogenasa | 29 GCTGAAGATTTGCG 42 NADH
278232 LHAMACIOHGAITANY 57601, | Subunidad 1 100687 CLTLAMGAIIIGS 100700 deshidrogenasa
NADH subunidad 1
deshidrogenasa NADH
Subunidad 2 deshidrogenasa
Subunidad 2
369 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 386 NADH deshidrogenasa | 29 GCTGAAGATTTGCG 42 NADH
435208 TLTAGACAAMAGGGARA 438225 subunidad 1 238379 GLTGAGATHECG 238302 deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2
415 TGCCTCTTGGCTTA 428 NADH deshidrogenasa | 679 CTTGCTGATCTGGC 692 NADH
souses LLIILIINE subunidad 1 Ry 11111111117 (-
NADH subunidad 1
deshidrogenasa
subunidad 5
643 GTGGAATAGCTTGC 656 NADH deshidrogenasa | 394 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 411 NADH
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AAYRLNRNaNNy
627256 GTGGAATAGCTTGC 627243

subunidad 1

LLLELE FEEELnd
438208 TCTAGACAAAAAGGGAAA 438225

deshidrogenasa
subunidad 1

245 TATCTCTCTGTCTG 258

L
578478 TATCTCTCTGTCTG 578465

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
subunidad 5

440 453

TGCCTCTTGGCTTA
L
581984 TGCCTCTTGGCTTA 581971

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
subunidad 5

29 42

GCTGAAGATTTGCG
RN RIRRRNESY
686176 GCTGAAGATTTGCG 686189

citocromo c
oxidasa Subunidad
2

7953 bp at 3*
side: ATPasa
Subunidad 6

Triticum aestivum

dbj | AP008982.1]

Triticum aestivum

dbj | AP008982.1]

575 ATCCTCTACTGGTGG 589 nadil 782  AAAANGGTTGCCCCTTACT 800 nadil
LT nads TR nads

199497 ATCCTCTACTGGTGG 199511 8369 AAAAAGGTTGCCCCTTACT 8387

643  GTGGAATAGCTTGC 656 nadil 842 CTTATGGGAAAACTTCCC 859 nadil
T nads LLLELE T nads

81348 GTGGAATAGCTTGC 81361 234607 CTTATGTGAAAACTTCCC 234624

161 GCTGAGGACAACTT 174 nadil 185 GCTGAGGACAACTT 198 nadil
TN nads T nads

251077 GCTGAGGACAACTT 251064

251077 GCTGAGGACAACTT 251064
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415 TGCCTCTTGGCTTA 428 nad7 440 TGCCTCTTGGCTTA 453 nad7
(RRARRARRARANE (REERRARRARANE
412464 TGCCTCTTGGCTTA 412477 412464 TGCCTCTTGGCTTA 412477
600 ATCCTCTACTGGTGG 614 atpl
T atp9

199497 ATCCTCTACTGGTGG 199511

Myristica fragrans

b|AF469772_1]

Myristica fragrans

gb |AF469772.1]

394  ATTTCAACTGATCCT 408

Ll
1378 ATTTCAACTGATCCT 1392

ATP sintetasa beta
Subunidad secuencia
similar

419  ATTTCAACTGATCCT 433

RANRRNN RNy
1378 ATTTCAACTGATCCT 1392

ATP sintetasa beta
Subunidad
secuencia similar

Impatiens parviflora

gb | AF421060.1]

Impatiens parviflora

gb | AF421060.1]

115 ATCCCATCATAGAAGTACT 133

IELLEE LHELELLnl
299 ATCCCAACATAGAAGTACT 281

NADH deshidrogenasa
(ndhF) gene

139 ATCCCATCATAGAAGTACT 157

IELELEE LEELLnl
299 ATCCCAACATAGAAGTACT 281

NADH
deshidrogenasa
(ndhF) gene

Mauloutchia chapelieri

gb|AF197606.1]|AF197
606

Mauloutchia chapelieri

gb|AF197606.1]AF19
7606

394  ATTTCAACTGATCCT 408

RARANNNRRNRiY
1363 ATTTCAACTGATCCT 1377

ATPasa beta
Subunidad (atpB)

419  ATTTCAACTGATCCT 433

ILLRLEELRnntnl
1363 ATTTCAACTGATCCT 1377

ATPasa beta
Subunidad (atpB)

Beta vulgaris subsp. vulgaris

dbj |BAOO0024 . 1|

Beta vulgaris subsp. vulgaris

dbj |BAO00024 . 1|

362 TGCACCCTCTAGAGA 376 NADH deshidrogenasa | 387 TGCACCCTCTAGAGA 401 NADH
sozass LY, subunidad 5 NSSR LTTTTLLIITTTI - deshidrogenasa
NADH subunidad 5
deshidrogenasa NADH
subunidad 5 deshidrogenasa
subunidad 5
362 TGCACCCTCTAGAGA 376 NADH deshidrogenasa | 387 TGCACCCTCTAGAGA 401 NADH
SO L1 TTTL11111TT Subunidad 5 R 1) 1LV~ deshidrogenasa
NADH subunidad 5
deshidrogenasa NADH
subunidad 1 deshidrogenasa
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subunidad 1

660 TCTGCCATCTCTGCTTCT 677 NADH 440 TGCCTCTTGGCTTA 453 NADH
FEERLEED TETRLtnl i (RRRRARRRRNNAY i
90621 TCTGCCATGTCTGCTTCT 90604 deshidrogenasa 124996 TGCCTCTTGGCTTA 124983 deshidrogenasa
subunidad 5 subunidad 5
NADH NADH
deshidrogenasa deshidrogenasa
subunidad 5 subunidad 5
415 TGCCTCTTGGCTTA 428 NADH 307 TATTTTTCTAAAAA 320 NADH
(NRRRNRRRNAREY] i (RRRRARRRRARA]] i
124996 TGCCTCTTGGCTTA 124983 deshlglrogenasa 229503 TATTTTTCTAAAAA 229490 deshlglrogenasa
subunidad 5 subunidad 5
NADH NADH
deshidrogenasa deshidrogenasa
subunidad 5 subunidad 5
282 TATTTTTCTAAAAA 295 NADH deshidrogenasa | 440 TGCCTCTTGGCTTA 453 NADH
(RRNRARRNNARAT] i (RRRRARRRRNNAY] i
229503 TATTTTTCTAAAAA 229490 subunidad 5 317512 TGCCTCTTGGCTTA 317499 deshlgrogenasa
NADH subunidad 5
deshidrogenasa NADH
subunidad 5 deshidrogenasa
subunidad 1
660 TCTGCCATCTCTGCTTCT 677 NADH deshidrogenasa | 307 TATTTTTCTAAAAA 320 NADH
FEERLEED TEEELtnl i (RRRRARRRRARAY] i
283137 TCTGCCATGTCTGCTTCT 283120 subunidad 5 387191 TATTTTTCTAAAAA 387204 deshidrogenasa
NADH subunidad 5
deshidrogenasa

subunidad 1

415 TGCCTCTTGGCTTA 428

LTl
317512 TGCCTCTTGGCTTA 317499

NADH deshidrogenasa
subunidad 5

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
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282 TATTTTTCTAAAAA 295

RN RRRANey
387191 TATTTTTCTAAAAA 387204

NADH deshidrogenasa
subunidad 5

Triticum monococcum

gb | AF459639.1]

Triticum monococcum

gb | AF459639.1]

673 CTTCTTCAAAATCTT 687

Ll
214906 CTTCTTCAAAATCTT 214892

Transportador ABC

700 CTTCTTCAAAATCTT 714

L
214906 CTTCTTCAAAATCTT 214892

Transportador ABC

268 TGGAAGCTGGGAAG 281 Probable factor de 293 TGGAAGCTGGGAAG 306 Probable factor de
IHIIHIIHIII i i6 HIIHIIHIIH i i6
102482 TGGAAGCTGGGAAG 102469 estimulacion 102482 TGGAAGCTGGGAAG 102469 estimulacion
subunidad 1 subunidad 1
Kinasa serina Kinasa serina
/Threonina /Threonina
654 TGCTGATCTGCCATCTCT 671 Probable Factor de 245 TATCTCTCTGTCTGATGC 262 Probable Factor de

LEEE TRl
153882 TGCTCATCTGCCATCTCT 153899

estimulacioén
subunidad 1
Kinasa serina
/Threonina

LEELEEL T
131053 TATCTCTATGTCTGATGC 131070

estimulacioén
subunidad 1
Kinasa serina
/Threonina

199 TAATATTCATACAT 212

LHHLETLLI
195866 TAATATTCATACAT 195853

Transportador ABC

223 TAATATTCATACAT 236

RN RAN RNy
195866 TAATATTCATACAT 195853

Transportador ABC

Tripsacum dactyloides

gb|DQ984517 .1]

Tripsacum dactyloides

gb|DQ984517 .1]

389 ACGCAATTTCAACT 402

LTIl
119387 ACGCAATTTCAACT 119400

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1

414 ACGCAATTTCAACT 427

UNRNRNRANNY|
119387 ACGCAATTTCAACT 119400

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1

369 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 386

LLLEEE TR
231720 TCTAGACAAAAAGGGAAA 231703

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

245 TATCTCTCTGTCTG 258

121320 TATCTCTCTGTCTG 121307

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1

643 GTGGAATAGCTTGC 656

IEHLHn
245240 GTGGAATAGCTTGC 245253

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

394 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 411

LLEELL TEEEn
231720 TCTAGACAAAAAGGGAAA 231703

NADH
deshidrogenasa
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NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

subunidad 1
NADH

deshidrogenasa

Subunidad 2

415 TGCCTCTTGGCTTA 428 NADH deshidrogenasa | 440 TGCCTCTTGGCTTA 453 NADH
281524 TSLLTCITRLTTA 281537 subunidad 1 281524 TELLILITGLTTA 281537 deshidrogenasa
NADH subunidad 1
deshidrogenasa NADH
Subunidad 7 deshidrogenasa
Subunidad 7
676 CTTCAAAATCTTCCACTGACTC 697 NADH deshidrogenasa | 245 TATCTCTCTGTCTG 258 NADH
sosono WL AN ) | subunidad 2 S (11111111
NADH subunidad 1
deshidrogenasa
subunidad 5
369 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 386 NADH 245 TATCTCTCTGTCTG 258 NADH
543420 TEIACACAAAMAGGOAM 543403 deshidrogenasa 200362 TAIHOTOTOILE 200375 deshidrogenasa
subunidad 1 subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
subunidad 5
643 GTGGAATAGCTTGC 656 NADH deshidrogenasa | 394 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 411 NADH
556940 CTGGAMTAGCTTGE 556953 subunidad 1 543420 TCTAGACAMAAGGOAM 543403 deshidrogenasa
NADH subunidad 1
deshidrogenasa NADH
subunidad 5 deshidrogenasa

subunidad 5

Sorghum bicolor

gb|DQ984518.1]

Sorghum bicolor

gb|DQ984518.1]

415

184325

TGCCTCTTGGCTTA 428

Ll
TGCCTCTTGGCTTA 184312

NADH deshidrogenasa
subunidad 1

NADH
deshidrogenasa
subunidad 5

236

TGTTTTCTGTATCT 249
I

15546 TGTTTTCTGTATCT 15533

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
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369 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 386 NADH deshidrogenasa | 236 TGTTTTCTGTATCT 249 NADH
LEEEEL THREELn i LELETTLLRLnntl i
263794 TCTAGACAAAAAGGGAAA 263811 subunidad 1 128866 TGTTTTCTGTATCT 128853 deshlglrogenasa
NADH subunidad 1
deshidrogenasa
subunidad 5
389 ACGCAATTTCAACT 402 NADH deshidrogenasa | 440 TGCCTCTTGGCTTA 453 NADH
FELLETLLLLTT ] i LEELLLLLLL i
331163 ACGCAATTTCAACT 331150 subunidad 5 184325 TGCCTCTTGGCTTA 184312 deshlglrogenasa
NADH subunidad 1
deshidrogenasa NADH
Subunidad 2 deshidrogenasa

subunidad 5

394 TCTAGAGAAAAAGGGAAA 411

LLEELE PEEELnd
263794 TCTAGACAAAAAGGGAAA 263811

NADH
deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
subunidad 5

414 ACGCAATTTCAACT 427

LTI
331163 ACGCAATTTCAACT 331150

NADH
deshidrogenasa
subunidad 5

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 2

Cucumis melo

gb]AY357211.1]

Cucumis melo

gb]AY357211.1]

373 GAGAAAAAGGGAAA 386

ARLNRARNRN Nl
97  GAGAAAAAGGGAAA 84

5S ribosomal RNA
(rrn5-2) gen

398 GAGAAAAAGGGAAA 411

HIIHIIHIIH
97  GAGAAAAAGGGAAA

(rrn5-2) gen 5S
ribosomal RNA

Oryza sativa (Japonica cultivar-
group)

gb|DQ167400.1]

Oryza sativa (Japonica cultivar-
group)

gb|DQ167400.1]

415 TGCCTCTTGGCTTA 428

NADH deshidrogenasa

440 TGCCTCTTGGCTTA 453

NADH
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88304 TGCCTCTTGGCTTA 88291

subunidad 1
NADH

deshidrogenasa

subunidad 5

LELLELLnn
88304 TGCCTCTTGGCTTA 88291

deshidrogenasa
subunidad 1
NADH
deshidrogenasa
subunidad 5

389 ACG 402 NADH deshidrogenasa 414 ACGCAATTTCAACT 427 NADH
HIIHIIHIIH i FEEEETELLLTn i
142403 ACGCAA 142416 subunidad 1 142403 ACGCAATTTCAACT 142416 deshlglrogenasa
NADH subunidad 1
deshidrogenasa NADH
subunidad 5 deshidrogenasa
subunidad 5
215 ATC 228 54 AATCAAGTTTCTGGCTTC 71
LLELLLLLLNT T FEELEEL TR
386413 TTTCTGATCTCTCT 386426 370787 AATCAAGCTTCTGGCTTC 370804
215 TTTCTGATCTCTCT 228 rRNA-26S ribosomal 54 AATCAAGTTTCTGGCTTC 71 NADH
LELLLLLLLL FELEEEL Dl i
467511 TTTCTGATCTCTCT 467524 RNA 451885 AATCAAGCTTCTGGCTTC 451902 deshlglrogenasa
Subunidad 9
Nicotiana tabacum >dbj | BAOO0042._1] Nicotiana tabacum dbj | BAOO0042 1]
700 TCTCAAAGGCAGGC 713 NADH deshidrogenasa | 685 GATCTGGCATCTCTGCTTCTTC 706 NADH
LELEEEELLL i FELERRRRRERL B 1l i
84755 TCTCAAAGGCAGGC 84768 subunidad 1 96228 GATCTGGCATCTTTGCCTCTTC 96249 deshlqrogenasa
NADH subunidad 1
deshidrogenasa NADH
Subunidad 2 deshidrogenasa
Subunidad 2
700 TCTCAAAGGCAGGC 713 NADH deshidrogenasa | 399 AGAAAAAGGGAAAG 412
LELEEEELELnnn subunidad 1 IIHIIIHIIIH
286255 TCTCAAAGGCAGGC 286268 301469 AGAAAAAGGGAAAG 301456
374 AGAAAAAGGGAAAG 387 440 TGCCTCTTGGCTTA 453 NADH
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301469 AGAAAAAGGGAAAG 301456

377746 TGCCTCTTGGCTTA 377733

deshidrogenasa
Subunidad 7

415 TGCCTCTTGGCTTA 428
LELLELELLn
377746 TGCCTCTTGGCTTA 377733

NADH deshidrogenasa
Subunidad 7

Brassica napus

dbj | AP006444 1]

Brassica napus

dbj | AP006444 1]

415  TGCCTCTTGGCTTA 428

LTl
7199 TGCCTCTTGGCTTA 7186

NADH deshidrogenasa
Subunidad 7

440  TGCCTCTTGGCTTA 453

(RARRARRARANE
7199 TGCCTCTTGGCTTA 7186

NADH
deshidrogenasa
Subunidad 7

Styrax officinalis

gb|AF421084.1]

54 AATCAAGTTTCTGGCTTC 71 NADH
FELEEEL THLTELLand i
452731 AATCAAGCTTCTGGCTTC 452748 degﬂl':d rogenasa
139 ATCCCATCATAGAAGTACTGAA 160 (ndhF)
FEERLEE TEE TRl
299 ATCCCAACATGGAAGTACTGAA 278
Ostreococcus tauri
84 GTTCACTATGGCTCCC 99 Cloroplasto

RN RNN ANy
54307 GTTCACTATGGCTCCC 54322
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Apéndice IV
Secuencias asociadas a genes y numero de copias identificadas en E. havanense

Secuencia Gen asociado Numero de Especie
copias
Cox 3. 1 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-S
NADH?2y7 1 Zea luxurians
NADH 1y 2 1 Zea mays subsp. parviglumis
IGICITIGIAIAIGIAITITITIGICIG NADH1y5 1 Zea perennis
CCTGAAGATTTGCE NADH 1, 2 2 Zea mays subsp. mays genot!po CMS-C
NADH 7 1 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-T
NADH 1,2, cox Il, ATPasa 3 Zea mays subsp. mays genotipo male-
6 fertile NA
ﬁﬁﬁ?ﬁ}ﬂﬁﬂﬁ rRNA-26s 2 Oryza sativa
AATCAAGCTTCTGGCTTC NADH dehydrogenase Styrax officinalis
(ndhF)
IGITITICIAICITIAITIGIGICITICICIC Secuencia de cloroplasto 1 Ostreococcus tauri
GTTCACTATGGCTCCC
ATCCCATCATAGAAGTACTGAA NADH F 1 Pentaphylax euryoides
FELEEE LR
ATCCCAACATAGAAGTACTGAA . ——
1 Ficalhoa laurifolia
1 Styrax officinalis NADH
dehydrogenase (ndhF)
1 Pelliciera rhizophorae
1 Norantea peduncularis
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1 Marcgravia sp.
1 Impatiens parviflora
GCTGAGGACAACTT Nad1y5 Triticum aestivum
AURRRRRNR
GCTGAGGACAACTT
}'ﬁ'{ﬂ'ﬁﬂ'ﬁﬂ' Transportador ABC 1 Triticum monococcum
TAATATTCATACAT
TTTCTGATCTCTCT rARN-26s 2 Oryza sativa
LELLLLLTTTTTT
TTTCTGATCTCTCT
CTGATGCCACAAATC 1 Ostreococus tauri
Ll
CTGATGCCACAAATC
TGTTTTCTGTATCT NADH 1 2 Sorgum bicolor
AURRRRNNNR
TGTTTTCTGTATCT
NADH 1 2 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-S
NADH 7 2 Zea luxurians
NADH 2 y5 2 Zea mays subsp. parviglumis
TATCTCTCTGTCTG NADH 1y 2 2 Zea perennis
LLLLLLLLLLd NADH 1y 2 3 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-C
TATCTCTCTGTCTG NADH 1 y5 2 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-T
NADH 1,2y5 2 Zea mays subsp. mays genotipo male-
fertile NA
Kinasa Ser/Thre 1 Triticum monococcum
NADH 1 3 Tripsacum dactyloides
TGGAAGCTGGGAAG Factor de estimulacion 1 1 Triticum monococcum
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ILLHELETLLL
TGGAAGCTGGGAAG

ITIAITITITITITICITIAIAIAIAIA NADH 5 2 Beta vulgaris subsp. vulgaris
TATTTTTCTAAAAA
ACGCAATTTCAACT NADH 1 1 Tripsacum dactyloides
ARRRANRANRIN NADH 1y5 1 Sorghum bicolor
ACGCAATTTCAACT NADH 1y 5 1 Oryza sativa
NADH 1 1 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-S
proteina ribosomal; 1 Zea luxurians
proteina de transporte de
membrana
NADH 1y 2 2 Zea mays subsp. parviglumis
NADH 2 1 Zea perennis
TCTAGAGAAAAAGGGAAA NADH 1y 2 2 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-C
TINNTRIRE Y NADH1y?2 1 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-T
TCTAGACAAAAAGGGAAA NADH 1 1 Zea mays subsp. mays genotipo male-
fertile NA
Atp sintetasa beta 1 Myristica fragrans
ATP sintetasa beta 1 Mauloutchia chapelieri
NADH 1y 5. 4 Beta vulgaris subsp. vulgaris
NADH 1,2y5 2 Tripsacum dactyloides
NADH 1y5 2 Sorghum bicolor
5S RNA ribosomal (rrn5- 1 Cucumis melo
2) gene
1 Nicotiana tabacum
ﬁ;ﬁﬁﬁﬁﬁﬁ; NADH 1y 2 1 Nicotiana tabacum
AGAAAAAGGGAAAG
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NADH 1y 5 1 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-S
NADH 2y 7 1 Zea luxurians
NADH5y 7 1 Zea mays subsp. parviglumis
NADH1y7 1 Zea perennis
NADH 7 1 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-C
NADH 7 1 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-T
TGCCTCTTGGCTTA NADH 1y 5 1 Zea mays subsp. mays genotipo male-
LHLLTTLLLLanl fertile NA
TGCCTCTTGGCTTA
nad 7 1 Triticum aestivu
NADH 1y 5. 2 Beta vulgaris subsp. vulgaris
NADH 1y 2. 2 Tripsacum dactyloides
NADH 7 1 Brassica napus mitochondrial DNA
NADH5y 2 2 Sorghum bicolor -S
NADH1y5 1 Oryza sativa
NADH 7 1 Nicotiana tabacum
Proteina ribosomal S2 1 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-S
ATPasa 9 cox 3 1 Zea luxurians
NADH 1y 2 1 Zea mays subsp. parviglumis
NADH1y5 1 Zea perennis
ATCCTCTACTGGTGG NADH 1y 2 3 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-C
HLLLERLELLnnn| NADH 1y 2 2 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-T
ATCCTCTACTGGTGG NADH 1,2 3 Zea mays subsp. mays genotipo male-
fertile NA
Transportador ABC 1 Triticum monococum
NADH 1y5 1 Tripsacum dactyloides
Citocromo ¢ 1 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-S
NADH 1y 2 1 Zea luxurians
GTGGAATAGCTTGC NADH 1 1 Zea mays subsp. parviglumis
1L NADH1y5 1 Zea perennis
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GTGGAATAGCTTGC NADH 5 2 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-C
NADH 1y5 1 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-T
NADH 1y 2 2 Tripsacum dactyloides
NADH 1 1 Zea mays subsp. mays genotipo male-
fertile NA
Nad 1y 5 1 Triticum aestivum
NADH5y 1 2 Beta vulgaris subsp. vulgaris
TCTGCCATCTCTGCTTCT
LLELERLL DLl
TCTGCCATGTCTGCTTCT
Kinasa Ser/Thr 1 Triticum monococcum
Cox 3, NADH 1 2 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-S
cox 1, rRNA ribosomal 1 Zea luxurians
NADH 1y 2 3 Zea mays subsp. parviglumis
NADH 2 1 Zea perennis
?HCIJ/IVIVI*AICIJHCIJCIJ/IXCIJIG?(IZI(IZ NADH 1y 2 2 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-C
NADH 1y 2 1 Zea mays subsp. mays genotipo CMS-T
CTTCAAACTCTTCCACTTACTC NADH 1,2 2 Zea mays subsp. mays genotipo male-
fertile NA
Nad ly 5;atp1ly9 2 Triticum aestivum
GATCTGGCATCTCTGCTTCTTC NADH 1y 2 1 Nicotiana tabacum
PELLRREETEEE B D
GATCTGGCATCTTTGCCTCTTC
TCTCAAAGGCAGGC NADH 5 1 Beta vulgaris subsp. vulgaris
H%Méé&ééé NADH 1y ?2 2 Nicotiana tabacum
AAAANGGTTGCCCCTTACT Nad1y5 1 Triticum aestivum
L LEEEEELnttl
AAAAAGGTTGCCCCTTACT
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CTTATGGGAAAACTTCCC

ITEHEL TEEnnd
CTTATGTGAAAACTTCCC

Nad1ly5

Triticum aestivum
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