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| Tesis y proyectos |

Evolucion de los sistemas reproductivos y de los mecanismos
de determinaciéon sexual en el género Rumex (Polygonaceae)

Tesis Doctoral Europea presentada por Rafael Navajas Pérez el dia 15 de diciembre de
2005 en la Facultad de Ciencias de la Universidad de Granada, dirigida por los Doctores

Manuel Angel Garrido Ramos y Manuel Ruiz Rejon.

Introduccién

Los estudios acerca del origen y la evolucién de la se-
paraciéon de sexos (condiciéon conocida como dioecia en
plantas) y de los cromosomas sexuales, son dos aspec-
tos que tradicionalmente han centrado la atencién de la
Biologia Evolutiva. La mayoria de las especies vegetales
son hermafroditas, siendo dioicas tan solo un 7 % de las
plantas con flor (Renner y Ricklefs, 1995). A pesar de es-
ta escasa representacion, la aparicién de la dioecia se ha
relacionado con una serie de factores ecoldgicos (Vamosi
et al., 2003) y se detecta como sistema reproductivo en
diversos grupos de plantas no estrechamente emparen-
tados, lo que sugiere su origen varias veces a lo largo de
la evolucién. La novedad evolutiva que supone la dioecia
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en plantas ha sido ampliamente investigada. Asi, se ha
determinado que la dioecia se ha originado varias veces
independientemente en el género Ribes (Senters y Soltis,
2003) y ha aparecido al menos dos veces en la historia
evolutiva del género Silene a partir de un ancestral gino-
dioico (Desfeux et al., 1996). En la familia Siparunaceae
la dioecia se ha originado también repetidas veces, aun-
que esta vez a partir de un ancestral monoico (Renner
y Won, 2001). El origen de la dioecia también ha sido
analizado en monocotiledoneas, donde parece que la gi-
nodioecia es un estadio intermedio mas comun que la
monoecia (Weiblen et al., 2000).

Por otro lado, los intentos de dilucidar los mecanis-
mos que gobiernan la aparicion de sexos separados en
plantas, han dado lugar a la descripciéon de cromosomas
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sexuales diferenciados (cf. Ruiz Rejon, 2004), aunque en
un namero muy reducido de especies (quiza, tan sélo en
una docena de ellas). El caso mas extendido es la pre-
sencia de sistemas XX/XY con un sistema de control ge-
nético del sexo basado en la presencia de un cromosoma
Y activo. Sin embargo, han sido descritas otras alterna-
tivas, tales como especies con sistemas cromosomicos
complejos y/o con sistemas de control genético basado
en el balance entre juegos autosémicos y cromosomas X
(cf. Ruiz Rején, 2004).

La presencia de cromosomas sexuales heteromorfi-
cos esta ampliamente extendida en animales, viniendo
las principales teorias de su origen y evolucién del anali-
sis de los cromosomas X e Y humanos fundamentalmen-
te (Ali y Hasnain, 2002; Skaletsky et al., 2003; Ross et al.,
2005). Sin embargo, los sistemas de cromosomas sexua-
les animales son muy antiguos (se estima que los cromo-
somas sexuales humanos aparecieron hace entre 240—
320 millones de afos) lo que hace muy dificil acceder a
las primeras etapas de su aparicion (Moore 2004). Pa-
ra rellenar dicha laguna, en la actualidad se estan inves-
tigando nuevos sistemas en etapas mas tempranas del
proceso evolutivo, como son los de peces (Volff y Schar-
tl, 2001; Phillips et al., 2005) y particularmente los de
plantas (Charlesworth, 2002), asi como los sistemas de
neoformacion de cromosomas sexuales como el de Dro-
sophila miranda (Bachtrog y Charlesworth, 2002), convir-
tiéndose algunas de estas especies en nuevos modelos
interesantes para comprobar dichas hipétesis.

Finalmente, a pesar de que plantas y animales han
desarrollado mecanismos de determinismo sexual poten-
cialmente distintos, es 16gico pensar que la arquitectura
genética de sus cromosomas sexuales haya seguido pa-
trones relativamente parecidos y, por tanto, comparables
(Negrutiu et al., 2001; Charlesworth, 2002).

Nosotros en este trabajo hemos utilizado como ma-
terial de estudio distintas especies del género Rumex
(Polygonaceae). Este grupo de plantas es especialmen-
te interesante porque incluye especies estrechamen-
te emparentadas con sistemas reproductivos muy di-
versos (hermafroditismo, poligamia, ginodioecia, monoe-
cia, dioecia). Asimismo, presenta especies dioicas con
sistemas de cromosomas sexuales en distintos esta-
dios evolutivos, esto es, sin cromosomas sexuales di-
ferenciados, con cromosomas sexuales heteromorficos
(XX/XY), con sistemas mudltiples de cromosomas sexua-
les (XX/XY1Y2). Por estas razones, creemos que se trata
de un modelo ideal para el estudio del origen y la evolu-
cion de los cromosomas sexuales y de la dioecia, con la
posibilidad de acceder a estadios intermedios e incipien-
tes del proceso de diferenciacion.

Objetivos

La finalidad de la investigacion llevada a cabo y ex-
puesta en este Resumen es la de contribuir al conoci-
miento de los sistemas reproductivos vegetales utilizando
como material de estudio las distintas especies del géne-
ro Rumex, que como hemos detallado anteriormente su-
ponen un singular modelo de estudio por sus especiales
caracteristicas. Por ello, nos hemos propuesto analizar
el proceso que ha seguido la evolucién de los sistemas
reproductivos, la evolucion de los sistemas de determina-
cién sexual y el origen y la evolucion de los cromosomas
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sexuales en este género. Concretamente, en esta Tesis
hemos pretendido alcanzar los siguientes objetivos:

Primero Revisar la filogenia actual del género Ru-
mex, basandonos en una serie de marcadores molecula-
res tanto nucleares como cloroplastidiales, centrandonos
principalmente en el origen y la evolucion de la dioecia
en este grupo de especies. Se pretende con ello dar res-
puesta a diferentes cuestiones evolutivas como son: i) si
la dioecia ha aparecido en Rumex una o varias veces; ii)
si los sistemas de control genético del sexo basados en
la presencia de un Y activo son anteriores a los basados
en el balance X y autosomas; iii) si los sistemas de cro-
mosomas multiples son derivados de sistemas simples
XX/XY; iv) si es posible inferir una nueva sistemética in-
fragenérica para las especies de Rumex congruente con
la evolucién de los sistemas reproductivos y la evolucion
cariotipica.

Segundo Analizar diferentes familias de ADN satélite
presentes en los genomas de las especies de Rumex,
por un lado con fines filogenéticos, y por otro, con el fin
de analizar su origen y evolucion y utilizarlas como mar-
cadores moleculares del proceso evolutivo de formacién
y degeneracion de los cromosomas sexuales de plantas
y de la evolucién de la dioecia.

Tercero Iniciar la caracterizacion citogenética de las
especies de Rumex con diferentes sistemas de determi-
nacion sexual y analizar el patron evolutivo de sus cromo-
somas sexuales.

Material y Métodos

En este trabajo hemos analizado un total de 31 es-
pecies pertenecientes al género Rumex, representantes
en su conjunto de todos los sistemas de determinacién
sexual y todos los niveles cromosémicos existentes en
el grupo, asi como representantes de todas y cada una
de las secciones de cada uno de los cuatro subgéneros
en los que se divide el género Rumex (ver [16]Tabla 1).
Asimismo, hemos utilizado la especie Fallopia convolvu-
lus también perteneciente a la familia Polygonaceae, co-
mo grupo externo. Mediante experiencias de PCR y em-
pleando cebadores universales (White et al., 1990; Ta-
berlet et al., 1991) hemos aislado y caracterizado los es-
paciadores intergenicos de genes ribosomicos (ITS1 e
ITS2) como marcadores nucleares, y el intron del gen clo-
roplastidial trnL y el espaciador intergénico existente en-
tre este gen y el trnF, como marcadores citoplasmaticos.
Las secuencias obtenidas fueron utilizadas para analisis
filogenéticos considerando tres criterios de optimizacion;
neighbor-joining (NJ), maxima parismonia (MP) y maxima
verosimilitud (ML), implementados por los softwares Me-
ga vs2.1 (Kumar et al., 2001) y PAUP* 4.0b10 (Swoford,
1998).

Por otra parte, hemos caracterizado cuatro familias de
ADN satélite presentes en distintas especies del género
con el objetivo de analizar su evolucion y sobre todo, el
papel que juegan en la evolucion de los cromosomas se-
xuales.

beSEG 21



Por un lado, hemos aislado distintas secuencias mo-
nomeéricas procedentes de los citados ADNs satélite me-
diante PCR, utilizando cebadores disefiados especifica-
mente (Shibata et al., 1999a, 1999b, 2000) y hemos lle-
vado a cabo un estudio comparativo del patron evolutivo
de las mismas (incluyendo tasas de mutacion y evolucion
concertada) empleando los sofwares Mega vs2.1 (Kumar
et al., 2001), DNAsp (Rozas y Rozas, 1999) y satDNA
(datos propios).

Adicionalmente, hemos analizado con fines cladis-
ticos la distribucién de cada una de estas familias de
ADN satélite en el conjunto de especies estudiadas, por
medio de técnicas de hibridacion tipo Southern-blot (ver
Garrido-Ramos et al., 1999) e hibridacién in situ (ver Sch-
warzacher y Heslop-Harrison, 2000).

Para completar este analisis, hemos llevado a cabo la
caracterizacion citogenética exhaustiva de distintas espe-
cies representativas del género, tanto en mitosis como en
meiosis (incluyendo el estudio de los complejos sinapto-
némicos), empleando técnicas de tincién convencionales
y de fluorescencia (ver Cunado y Santos, 1998, Schwar-
zacher y Heslop-Harrison, 2000).

Resultados y Discusion

Una nueva clasificacion del género Rumex basada en
caracteres moleculares y sus implicaciones evolutivas

Segun la actual clasificacion del género Rumex, ba-
sada fundamentalmente en criterios morfologicos, el gé-
nero se divide en cuatro subgéneros que incluyen es-
pecies hermafroditas, poligamas, ginodioicas, monoicas
y dioicas. De la distribucion de las especies dioicas en
distintas secciones y/o subgéneros, cosa que apoya es-
ta sistematica, se deduciria que la aparicion de la dioe-
cia y de los distintos sistemas de determinacién sexual
ha ocurrido varias veces a lo largo de la evolucion del
género.En contra de esta vision, la nueva filogenia mo-
lecular que nosotros hemos obtenido, demuestra un ori-
gen comun para todas las especies dioicas de Eurasia y
America hace entre 15 y 16 millones de anos (Figura 1).
Nuestra nueva sistematica ademas, apoya que entre el
hermafroditismo y la dioecia existiria un estadio interme-
dio correspondiente a la ginodioecia. Asi, todas las es-
pecies poligamas y ginodioicas de Eurasia y Africa se
agrupan en un clado monofilético que parece evolucio-
nar hacia la dioecia como lo demuestra la presencia de
la especie Rumex sagittatus, una especie dioica incipien-
te sin cromosomas sexuales diferenciados (Figura 1).Las
especies dioicas presentan sistemas de cromosomas se-
xuales en distintos estadios evolutivos, simples (XX/XY)
y complejos (XX/XY1Y2) y distintos sistemas de control
genético del sexo. Nuestros resultados demuestran por
primera vez la idea, hasta ahora basada en datos teé-
ricos, de que los sistemas de control genético del sexo
basados en el balance entre juegos autosémicos y cro-
mosomas X (X/A) son mas recientes y derivados de los
basados en la presencia de un Y activo (X/Y). Ademas,
demostramos que los sistemas de cromosomas sexuales
multiples (XX/XY1Y2) en Rumex habrian evolucionado a
partir de los sistemas simples (XX/XY) dos veces a lo lar-
go de la evolucion del género, una vez en America y otra
vez en Eurasia. Nuestra filogenia es, ademas, consisten-
te con la evolucién del numero basico de las especies
de Rumex, lo que implicaria una reduccién cromosémica
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desde el nivel x=10 de hermafroditas hasta x=8 y x=7,
propio de especies dioicas, con la aparicién de estadios
intermedios de especies poligamas-ginodioicas con x=9.
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Figura 1. Arbol resumen de la filogenia molecular de Rumex (Izg-
da.) Arbol construido segun el criterio de maxima verosimilitud
combinando las secuencias nucleares y cloroplastidiales anali-
zadas en esta Memoria (Dcha.) Arbol mostrando la correlacién
entre la filogenia y la evolucién de los sistemas reproductivos
(D: dioecia, G: ginodioecia, H: hermafroditismo, M: monoecia P:
poligamia) y de los nimeros cromosomicos basicos (tomado de
Navajas-Perez et al., 2005b).

Por dltimo esta filogenia tiene consecuencias impor-
tantes desde el punto de vista de la clasificacion taxo-
nomica actual del grupo, para la cual proponemos una
revision. En lineas generales, proponemos la inclusion
de todas las especies dioicas euroasiaticas y americanas
en un unico grupo, que a su vez estaria dividido en dos
subgrupos considerando especies con sistemas simples
(XX/XY) o complejos (XX/XY1Y2). Otros dos grupos es-
tarian formados por las especies ginodioicas, poligamas
y hermafroditas con x=8 y x=9, y las especies hermafro-
ditas estrictas con x=10 del subgénero Rumex, respecti-
vamente.

Estudio de cuatro familias de ADN satélite en el géne-
ro Rumex: implicaciones evolutivas y cladisticas

En este trabajo, hemos caracterizado cuatro familias
de ADN satélite presentes en el género Rumex. Tres de
ellas se han aislado inicialmente de la especie dioica Ru-
mex acetosa (XX/XY1Y2). Dos, la familia RAE180 y la
familia RAYSI, representan los principales constituyentes
de la heterocromatina de los cromosomas Y.La otra, la
familia RAE730, se encuentra acumulada en segmentos
heterocromaticos en la pareja autosémica VI. Mediante
un estudio del estatus de presencia/ausencia, nosotros
hemos utilizado estos satélites como marcadores cladis-
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ticos. En concreto, la familia RAE180 es compartida por
todas las especies dioicas, tanto con sistemas cromoso6-
micos simples como complejos (Figura 2A). Este ADN sa-
telite es interesante ya que en las especies euroasiaticas
con sistemas multiples se encuentra adicionalmente en
autosomas, aparte de en cromosomas Y, mientras que
en la especie Rumex suffruticosus, representante de las
especies XX/XY, solo presenta localizacion autosomica.
Esto podria indicar un origen muy antiguo de esta se-
cuencia. Por su parte, las familias RAYSI y RAE730 es-
tan presentes solo en el genoma de las especies dioi-
cas euroasiaticas con sistemas cromosomicos multiples
(XX/XY1Y2) (Figura 2B y 2C). Asimismo, hemos anali-
zado por primera vez la familia de ADN satelite RUSI,
localizada en regiones subteloméricas y pericentroméri-
cas que se encuentra acumulada especificamente en las
especies estrechamente emparentadas R. scutatus y R.
induratus, ambas hermafroditas(Figura 2). Todos estos
datos confirman la filogenia que previamente habiamos

Cc D

Figura 2. Hibridacion tipo Southern-blot sobre ADN genomico de
distintas especies del género Rumex: (1-2) m.f. R. acetosa, (3-4)
m.f. R. papillaris, (5-6) m.f. R. intermedius, (7-8) m.f. R. suffruti-
cosus, (9-10) m.f. R. acetosella, (11-12, 13-14) m.f. R. hastatulus
(razas de Texas y North Carolina), (15) R. bucephalophorus, (16)
R. maderensis, (17) R. scutatus, (18) R. induratus, (19) R. luna-
ria, (20-21) m.f. R. sagittatus, (22) R. roseus, (23) R. crispus,
(24)(25) R. conglomeratus, (26) R. obtusifolius 'y (27) R. patien-
tia, empleando como sonda la unidad monomérica de repeticién
del: A) satélite RAE180, B) satélite RAYSI, C) satélite RAE730 y
D) satélite RUSI.

A continuacién, hemos analizado la secuencia de es-
tas familias de ADN satélite, para comprender como se
originan y cuales son sus patrones evolutivos. De esta
forma, hemos comprobado que las secuencias de RAYSI
y RAE730 presentan un origen comun y que se habrian
formado a partir de la amplificacién de un satélite ances-
tral de 120 pb, a través de dos satélites intermediarios de
360 pb. Esto pone de manifiesto en cierta medida, la rela-
cién evolutiva entre los cromosomas sexuales de Rumex
y de los segmentos heterocromaticos, dos regiones muy
particulares del genoma. Las otras dos familias no han
mostrado relacion de parentesco entre si, ni con RAYSI
ni con RAE730.

Pero, ademas, la comparacion de las secuencias de
estos ADNs satélite entre especies emparentadas, nos
ha permitido analizar la dindmica evolutiva de los mismos.
Asi, hemos establecido que las familias de ADN satélite
relacionadas con los cromosomas Y, que no recombinan
entre si, RAE180 y RAYSI, presentan unas tasas de cam-
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bio y de evolucién concertada con valores que son apro-
ximadamente la mitad de los que presenta otro satélite
distribuido en un locus autosémico, RAE730. Es destaca-
ble que RAYSI (exclusiva de cromosomas Y) y RAE730
(exclusiva de autosomas), a pesar de tener un origen co-
mun, presentan patrones evolutivos marcadamente dife-
rentes en funcion de su localizaciéon. Asimismo, hemos
detectado la presencia de varias subfamilias de la familia
RAYSI, lo que supone un dato adicional de la naturaleza
no recombinante de los cromosomas Y de sistemas mul-
tiples, y de como esto afecta a la dinamica evolutiva de
los ADNs que portan. Se presentan hipotesis evolutivas
de como ha ocurrido el proceso de aparicion y expansion
de dichas subfamilias de ADN satélite.

Caracterizacion citogenética de algunas especies in-
teresantes del género Rumex, haciendo especial énfasis
en los distintos sistemas de cromosomas sexuales

Por Ultimo, hemos analizado citogenéticamente los
distintos sistemas de cromosomas sexuales existentes
en el género. De esta manera, hemos comprobado que
la especie Rumex acetosa y especies emparentadas se
caracterizan por ser portadoras de un sistema cromoso-
mico complejo XX/XY1Y2. Los cromosomas sexuales de
estos sistemas aparecen constituyendo un trivalente se-
xual durante la meiosis masculina en el que los extremos
del cromosoma X aparecen asociados a cada uno de los
Y por una pequefa region homologa, existiendo una am-
plia region con ausencia de complejo sinaptonémico que
incluye la region intersticial del cromosoma X, asi como
el resto de los cromosomas Y (Figura 3). Estas especies
parecen estar en un estadio evolutivo muy avanzado con-
siderando la teoria actual de los cromosomas sexuales.
Asi, hemos demostrado que los cromosomas Y de es-
tos sistemas se encuentran altamente degenerados por
la acumulacién de al menos dos familias de ADN satéli-
te, las familias RAE180 y RAYSI (Figura 4). Por otro lado,
hemos analizado especies como R. acetosellay R. suf-
fruticosus, con sistemas de cromosomas sexuales sim-
ples, XX/XY. Estas especies se encuentran en un estadio
intermedio en cuanto a la evolucion de sus cromosomas
sexuales se refiere. Concretamente, hemos observado la
presencia de cromosomas sexuales heteromorficos, que
presentan una marcada zona no homologa de asinapsis.
Podemos, por tanto, asumir que existen mecanismos que
impiden la recombinacion de este par cromosoémico ge-
nerando una region diferencial entre ambos cromosomas
sexuales. Sin embargo, por los datos obtenidos en esta
Memoria no parecen haber iniciado el proceso de dege-
neracién que acomparia a la evolucion de los cromoso-
mas sexuales, pues no existen en ellos familias de ADN
satélite.
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Figura 3. Diplotene de un macho de R. acetosa, donde se apre-
cia la formacién del trivalente sexual.

Figura 4. Hibridacién in situ fluorescente doble usando como
sondas las unidades de repeticion RAE180 (verde) y RAYSI (ro-
jo) sobre cromosomas metafasicos de R. papillaris.

Esta Tesis Doctoral, abre la interesante perspectiva,
por otro lado, de estudiar posibles especies dioicas sin
cromosomas sexuales diferenciados, que podrian supo-
ner una etapa aun mas incipiente del proceso evolutivo
de formacion de cromosomas sexuales.
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