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Resumen

La hibridacion entre especies cercanamente relacionadas generalmente promueve la introgresion
de alelos de una especie a otra. Este fendmeno genera frecuentemente patrones complejos de
variacion morfologica. Debido a esto, el estudio detallado del flujo génico interespecifico y de los
patrones morfologicos que exhiben los hibridos es de gran interés. En este trabajo se analizd un
complejo formado por dos especies nativas invasoras: Tithonia tubaeformis y T. rotundifolia
mediante el uso de 46 caracteres morfologicos (foliares, florales y de fruto) en cinco zonas
hibridas (N=150 individuos) y dos sitios puros para cada especie parental (N=80 individuos) en
Mexico. En general, T. tubaeformis difiere significativamente de T. rotundifolia en todos los
caracteres excepto en seis caracteres foliares y un caracter de inflorescencia. Los caracteres
morfologicos soportan la hipdtesis de hibridacion en este complejo. En general, los hibridos
mostraron 24.8% de caracteres de tipo parental, 26.1% de caracteres intermedios y 37.8% de
caracteres que exceden los valores de las especies parentales (transgresivos). Por lo tanto, los
hibridos presentan un mosaico de caracteres de tipo parental, intermedios y transgresivos.
Nuestros resultados sugieren que los individuos de las especies parentales son mas similares entre
si que con los individuos hibridos. Los resultados sugieren que existe un patron de flujo
unidireccional hacia T. rotundifolia. Las especies invasoras con incipientes barreras reproductivas
pueden afectar negativamente la estructura de la comunidad. Mas aln, éstas pueden amenazar por

asimilacion genética a especies relacionadas de distribucion restringida.



Abstract

Gene introgression frequently promotes natural hybridization among closely related species in
sympatric populations. This phenomenon usually produces complex patterns of morphological
variation. Therefore a detailed understanding of the dynamics of interspecific gene flow and its
morphological patterns is of widespread interest. A sunflower species complex occurring in
Mexico formed by two native invasive species, Tithonia tubaeformis and T. rotundifolia, was
analyzed using 46 morphological characters (leaf, flower and fruit) in five hybrid zones (N=150
individuals) and two pure sites for each parental species (N=80 individuals) in Mexico. In general,
T. tubaeformis differed significantly from T. rotundifolia in all the examined characters, except six
foliar and one inflorescence character. Morphological characters support the hypothesis of
hybridization in this complex, even though both species remain distinct in mixed stands. Hybrid
phenotypes were morphologically parent-like for 24.8% traits, intermediate for 26.1% traits, and
transgressive for 37.8% traits. Thus, individual hybrids appear to be a mosaic of parent-like,
intermediate and transgressive phenotypes. Our results suggest that individuals from the same
parental species were more similar among themselves than to putative hybrids, indicating
occasional hybridization with segregation in hybrid types or backcrossing to parents. Evidence
indicates a unidirectional pattern of gene flow towards T. rotundifolia. Therefore, invasive species
with insipient reproductive barriers may affect negatively the community structure. Moreover,

they may threaten the conservation status of closely related species through genetic assimilation.



. Introduccién

Hibridacion natural

El fendmeno de hibridacion natural se define como la cruza entre individuos de dos poblaciones o
grupos de poblaciones que pueden diferenciarse en al menos un carécter heredable (Arnold, 1997).
Este fendmeno ha sido estudiado formalmente desde mediados del siglo pasado con los trabajos de
Heiser (1947), Anderson (1949), Stebbins (1959) entre otros. Desde su publicacion, el papel de la
hibridacion en la evolucion ha sido cuestionado y se ha vuelto un tema de debate en la comunidad
cientifica. Por una parte, dentro del campo de estudio de la zoologia, la hibridacién es considerada
como un evento de poca importancia evolutiva, que conduce a una reduccion en los niveles de
adecuacion de las especies parentales (pero ver Dowling y Secor, 1997). Esta vision fue
promovida por dos de los zo6logos mas influyentes de su época, V. Grant y E. Mayr, al considerar
que “la hibridacién no juega un papel importante en la evolucion animal, basado en una gran
cantidad de evidencias que no deben descartarse a la ligera”. Por otro lado, en el campo de estudio
de la botanica, se ha considerado que la hibridacion natural es un fendmeno recurrente. Incluso
algunos creacionistas como Linneaus reconocieron que la hibridacion es capaz de originar nuevas

especies vegetales (Rieseberg, 1997).

Actualmente, existe una gran cantidad de estudios acerca de hibridacién natural en plantas,
en los cuales ha sido posible encontrar casos en los que este fendmeno tiene efectos negativos
(extincion de especies), como positivos (formacion de nuevas especies) en cuanto a diversidad y
riqueza. Sin embargo, es importante notar que la hibridaciéon tiene una distribucion heterogénea en
las diferentes familias y géneros de plantas. Con el fin de determinar la frecuencia y distribucion
del fendmeno de hibridacién, Whitney et al. (2010) estudiaron ocho floras regionales, incluyendo
~37,000 especies pertenecientes a 3,212 géneros y 282 familias de plantas vasculares. En general,
se encontrd que el 40.4% de las familias y el 16.2% de los géneros forman hibridos. Un resultado
interesante es que las familias que forman hibridos en cierta regién son mas propensas a hacerlo
en otras regiones, sugiriendo que la capacidad de formar hibridos depende en mayor medida de las
caracteristicas intrinsecas de la familia que a diferencias en las condiciones ambientales. Los

autores concluyen que la hibridacion en plantas es un fendGmeno comdn, mas no universal, ya que



la mayoria de los hibridos se encuentran concentrados en un reducido grupo de géneros (Ellstrand
et al., 1996; Whitney et al., 2010).

A pesar de que se conoce que la hibridacion es un fendmeno frecuente en plantas, sus
consecuencias pueden ser varias y dependen en gran medida del ambiente y de la estructura
genética de las especies participantes. En particular, se ha propuesto que la hibridacion puede
impactar los procesos evolutivos i) al incrementar la diversidad genética de las especies
participantes (Anderson, 1949), ii) al llevar al reforzamiento de las barreras reproductivas entre las
especies cuando la progenie hibrida presenta una baja adecuacion o bien, al rompimiento de estas
barreras si los hibridos presentan una mayor adecuacion (Ellstrand y Elam, 1993; Levin y
Francisco-Ortega, 1996). Asimismo, iii) la hibridacion puede generar nuevas especies (Stebbins,
1959), y por altimo, iv) la hibridacion puede llevar a la transferencia de alelos de una especie a
otra al existir retrocruzas de los hibridos con las especies parentales (i.e. hibridacion introgresiva).

a. Hibridacion introgresiva

La hibridacién introgresiva puede definirse como la incorporacion permanente de genes de una
especie a otra, debido a retrocruzas repetidas de los hibridos con las especies parentales (Harrison,
1993). La dindmica de la hibridacion introgresiva es altamente variable, ya que depende del
ambiente y de la historia de vida de las especies parentales. La introgresion se considera
unidireccional (asimétrica) cuando las retrocruzas ocurren Unicamente con individuos de una de
las especies parentales o bien, bidireccional (simétrica) cuando las retrocruzas ocurren con

individuos de ambas especies parentales (Arnold, 1997).

Las consecuencias de la hibridacion introgresiva dependen en gran medida de la intensidad
y la direccion con que se presente. En este sentido, la hibridacidn introgresiva puede plantear
distintos escenarios con respecto a la identidad genética de las especies participantes. Estos
escenarios son: i) la extincion de alguna de las especies (Rhymer y Simberloff, 1996), ii) el
aumento de la diversidad genética (Caraway et al., 2001), iii) un proceso de especiacion
(Schwarzbach et al., 2001) y iv) fusion de especies (Judd et al., 2002). Las consecuencias que
tiene la introgresion dependen de la direccidon y la intensidad con la que se presente. Por ejemplo,

si la introgresion es unidireccional hacia alguna de las especies parentales y el ndimero de
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retrocruzas es limitada, la introgresion puede dotar de nueva diversidad genética a la especie sobre
la cual ocurren las retrocruzas (Anderson, 1949; Caraway et al., 2001). Por otro lado, si existe
introgresion unidireccional y el nimero de retrocruzas es muy alto, la especie puede verse en
peligro de extincion por asimilacion genética (Rhymer y Simberloff, 1996; Levin y Francisco-
Ortega, 1996). Por dltimo, si la hibridacién introgresiva se da hacia ambas especies parentales,
puede llegar a ocurrir una fusion de las poblaciones, en el caso de que exista un rompimiento total

de las barreras reproductivas (Judd et al., 2002).

Barreras reproductivas
En la naturaleza existen barreras reproductivas que impiden el flujo génico entre especies

relacionadas. El establecimiento de estas barrera es un proceso gradual que se debe a la
acumulacién de cambios genéticos (Szymura y Barton, 1986), y se clasifican en precigoticas y
postcigoticas (Futuyma, 1998). Las barreras precigoticas impiden la fusion de gametos (formacion
de cigotos hibridos), y dentro de éstas se encuentra el aislamiento de habitat, temporal, etoldgico,
mecanico y la incompatibilidad gamética.

En el caso de que algunos de los mecanismos antes mencionados no sea efectivo, y se
Ilegue a formar un embrion hibrido, las barreras postcigdticas pueden llegar a disminuir la tasa de
sobrevivencia del cigoto hibrido asi como su capacidad reproductiva. Esto ocurre principalmente
mediante la inviabilidad del hibrido. Es decir, el hibrido puede morir en etapas embrionarias
tempranas debido a diferencias genéticas de los padres en el embrién, lo que lleva a una
combinacién de genes mal adaptada y por lo tanto a la muerte del hibrido (Judd et al., 2002). Por
su parte, si el embrion logra desarrollarse hasta la edad adulta, su adecuacién puede verse afectada
por esterilidad. En este caso, los gametos que produzca el hibrido no seran funcionales debido a
diferencias estructurales entre los cromosomas que evitan una correcta segregacion durante la

meiosis (Mooring, 2001).

Sin embargo, resulta paraddjico que a pesar de que existan una gran cantidad de barreras
en contra de cruzas interespecificas, la incidencia de individuos hibridos en condiciones naturales

es alta. Lo anterior puede abordarse desde tres distintos puntos de vista, i) si las cruzas se realizan



entre especies cercanamente relacionadas, es probable que los eventos de hibridacion se presenten
con mayor frecuencia, ya que es posible que las barreras reproductivas no estén adn bien
delimitadas debido a que la divergencia de las especies es relativamente reciente (Edmands,
2000). En contraste, ii) pueden existir altas tasas de hibridacion ain en especies en las que el
tiempo de divergencia no es reciente. Esto ocurre solo en el caso de que la hibridacion dote de
nueva variacion genética que sea positiva en términos de adecuacion para las especies. Entonces,
habria una seleccion en contra de fuertes barreras reproductivas y por lo tanto altas tasas de
hibridacién. Por Gltimo, iii) la alteracion del ambiente puede facilitar la formacion de zonas
hibridas, ya que se ha observado que la inferioridad hibrida suele ser dependiente del ambiente.
Esto debido a que en general, los hibridos parecen tener una mayor adecuacion gue los individuos

de las especies parentales en ambientes alterados (Harrison, 1993).

Zonas hibridas
Una zona hibrida ocurre en donde dos poblaciones genéticamente distintas se encuentran, cruzan y

producen hibridos fértiles o parcialmente fértiles (Barton y Hewitt, 1985). Las zonas hibridas
frecuentemente ocurren en ambientes que presentan algun disturbio, ya sea por causas naturales
(huracéanes, actividad volcanica, entre otras) o bien, por disturbios derivados de las actividades
humanas (agricultura, tala, incendios, ganaderia). En especies vegetales, es frecuente encontrar
que el aislamiento geografico y/o de habitat es una barrera frecuente a la hibridacion entre
especies cercanamente relacionadas (Arnold, 1997). Sin embargo, como resultado de los
disturbios por causas humanas, esta barrera reproductiva puede romperse. En este sentido, dichas
actividades pueden reducir el aislamiento ecoldgico al crear nuevos ambientes en los cuales ambas
especies pueden establecerse (ej. Riley [1938]), llevando a lo que Anderson (1949) denomino
“hibridacion del habitat”. En este caso, cuando las dos especies entran en contacto, pueden generar
individuos hibridos siempre y cuando no existan barreras genéticas (sistemas de
incompatibilidad). Asimismo, los disturbios (naturales o antropogénicos) pueden facilitar la
germinacion de semillas hibridas, la cual no se daria en habitats en ausencia de este disturbio
(Riley, 1938). En la literatura existen muchos casos en los que se ha reportado una alta incidencia
de individuos hibridos en ambientes con algun tipo de disturbio (ej. Cercocarpus [Rieseberg et al.,
1998], Argyranthemum [Brochmann et al., 2001], Quercus [Tovar-Sanchez y Oyama, 2004],
Psidium [L6pez-Caamal, 2009]).



En las ultimas décadas se han generado una serie de modelos que predicen la variacion en
las zonas hibridas tomando en cuenta factores como la seleccion natural y la dispersion. Los
marcos conceptuales que existen se pueden dividir en aquellos dependientes del ambiente y los
independientes del ambiente. Los modelos independientes del ambiente asumen que los hibridos
tienen una menor adecuacién que los individuos de las especies parentales en cualquier ambiente
(Arnold, 1997). Esto se atribuye a las diferencias en la estructura y el nimero cromosémico de las
especies parentales, lo cual conduce a una combinacion de genes mal adaptada en los hibridos
(seleccion enddgena). Dentro de esta categoria podemos encontrar al Modelo de Zona de Tension
(Barton y Hewitt, 1985), que supone que las zonas hibridas se comportan como clinas que se
mantienen debido a un balance entre la dispersion de los individuos de las especies parentales
hacia la region de sobrelapamiento y la seleccion enddgena en contra de los hibridos (Barton y
Hewitt, 1985). De manera similar, el Modelo de Reforzamiento (Howard, 1993) supone, al igual
que el modelo de tensién, que los hibridos presentan una menor adecuacién que las especies
parentales. Sin embargo, se propone que debido a la baja adecuacién de los hibridos, la seleccion
favorecera las cruzas conespecificas, de manera que se incrementarian las barreras reproductivas

entre especies (Howard, 1993)

Por otro lado, los modelos dependientes del ambiente suponen que la interaccion de los
hibridos con el ambiente en el que se desarrollan (seleccion exdgena) son los principales factores
que determinan los patrones de variacion dentro de la zona hibrida (Arnold, 1997). Dentro de esta
categoria se encuentra el Modelo de Superioridad Hibrida (Moore, 1997). Este modelo sugiere que
los hibridos pueden presentar una mayor adecuacion en ambientes distintos a los de las especies
parentales. EI modelo sugiere que a medida que los disturbios que provocan la formacion de
ambientes distintos a los de las especies parentales son eliminados, los hibridos seran
reemplazados por individuos puros de las especies involucradas (Moore, 1977). Por otra parte, el
Modelo de Mosaico (Harrison, 1986) propone que las zonas hibridas estan formadas por parches
de las poblaciones de especies puras y mezcladas, que no exhiben una distribucion continua a lo
largo de su distribucion. La distribucion de las especies parentales refleja una distribucion de

habitats y recursos en forma de parches (Harrison, 1986).



Identificacion y expresion de caracteres de individuos hibridos
Histéricamente, los caracteres morfoldgicos intermedios son empleados como la primera

evidencia de hibridacion en numerosos estudios (Anderson, 1949; Rieseberg et al., 1989; Randell
et al., 2004; Shiga y Kadono, 2007). Sin embargo, la presencia de individuos con caracteres
morfologicos intermedios entre dos especies no denota necesariamente un fendmeno de
hibridacion. Dobzhansky (1941) reconocié que un patron morfolégicamente intermedio puede
aparecer si una especie ancestral persiste después de originar a otras especies. Si la especie
ancestral presenta caracteres morfolégicos intermedios entre éstas, puede haber una interpretacion
errénea de hibridacion (retencién de caracteres plesiomorficos). Asimismo, la variacion que
exhiba una especie al ser sometida a distintas presiones ambientales, puede dar como resultado
que la especie presente caracteres morfoldgicos intermedios con respecto a otra especie,
presentandose entonces una convergencia ecoldgica (Holman et al., 2003). El ultimo proceso que
podria llevar a una interpretacion errénea de hibridacion, ocurre cuando en un linaje existe una
tendencia evolutiva. Por ejemplo, si en cierto linaje de plantas existe un tendencia hacia el
aumento en el tamafo de las estructuras florales, el taxdn que se encuentre en un paso evolutivo

intermedio exhibira una morfologia entre dos especies dentro del mismo linaje (Judd et al., 2002).

Por otro lado, existe una gran cantidad de casos en los que los individuos hibridos no
presentan caracteres morfologicos intermedios con respecto a las especies que les dieron origen.
En contraste, los hibridos pueden presentan caracteres extremos o transgresivos que pueden
exceder positiva 0 negativamente los valores de los caracteres en las especies parentales. Para
conocer la frecuencia de la transgresion, Rieseberg y Ellstrand (1993) analizaron datos de un gran
namero de estudios sobre hibridacion natural y artificial en plantas. En general, se encontr6 que el
10% de los caracteres medidos en los hibridos de primera generacion (F1) fueron transgresivos,
mientras que un 45% correspondié a caracteres intermedios y un 45% a caracteres de tipo
parental. Por otro lado, los hibridos de generaciones avanzadas (F2, retrocruzas) mostraron un
31% de caracteres transgresivos. Asimismo, los autores determinaron que 64% de los hibridos F1

y 89% de los hibridos de generacion avanzada presentaron al menos un caracter transgresivo.

Debido a los problemas que presentan los caracteres fenotipicos en la identificacion de

individuos hibridos, en las Ultimas décadas se ha enfatizado el uso de marcadores moleculares
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neutros (polimorfismos de ADN amplificados al azar [RAPD], secuencias simples repetidas
[SSR], polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion [RFLP], polimorfismos de
longitud de fragmentos amplificados [AFLP], polimorfismos de un solo nucleétido [SNP], entre
otros). Debido a que estos caracteres no estan sujetos a seleccion natural y debido a que se heredan
de forma mendeliana (i.e., aditiva), la identificacion de individuos hibridos es relativamente
sencilla. Sin embargo, es importante mencionar que la determinacion del fenotipo de los hibridos
resulta de gran importancia, ya que es sobre esta variacion sobre la que actua la seleccion natural y
no sobre los marcadores genéticos neutros. Ademas resulta importante estudiar el fenotipo de los
individuos hibridos debido a la creciente deteccion de caracteres transgresivos en éstos, ya que se
ha propuesto que estos pueden facilitar la colonizacién de ambientes diferentes a los de las

especies parentales (Rieseberg y Ellstrand, 1993; Rieseberg et al., 1999).

Especies invasoras e hibridacion introgresiva

Las especies invasoras se definen como aquellas especies exoticas que tienen un impacto negativo
sobre la biodiversidad nativa o bien, que afectan negativamente algunas actividades econdmicas
(Colautti y Maclsaac, 2004). Debido a esto, las especies invasoras han sido objeto de estudio de
ecblogos y bidlogos evolutivos. Sin embargo la definicibn mencionada de especies invasoras ha
sido cuestionada recientemente (Valéry et al., 2008). Esto debido a la ambigtiedad de los criterios
que se utilizan para su definicion (el criterio geogréfico y el criterio de impacto). En primer lugar,
al considerar solamente a las especies exoticas como potencialmente invasoras, se excluye
automaticamente de esta categoria a aquellas especies nativas que dominan la comunidad en una
sucesion local (Richardson et al., 2000). De hecho, algunos autores que descalifican a las especies
nativas como invasoras (ej., Pysek y Richardson, 2006), reconocen que la similitud funcional entre
las especies nativas que dominan durante una sucesion local y las especies exoéticas invasoras es
muy alta. Lo anterior revela la existencia de un mecanismo en comun en ambas situaciones (i.e.
presentan el mismo mecanismo ecoldgico [Valéry et al., 2008]). Debido a esto, Valéry et al.
(2008) consideran que el criterio geografico (exotico vs. nativo) no debe de tomarse en para
definir al proceso de invasion. Por otro lado, el criterio de impacto resulta problematico, ya que
muchos autores plantean que para que una especie sea considerada invasora, ésta debe tener un
impacto mayor sobre los ecosistemas a los que se incorpora (Inderjit, 2005). Sin embargo, es
dificil delimitar un limite para definir al impacto de una especie invasora como “mayor” y mas

aun para definir a este término. Debido a estas dificultades para definir a las especies invasoras,
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Valery et al. (2008) ofrecen una definicion mecanicista de especie invasora, la cual no incorpora
los criterios geograficos ni de impacto. Una especie invasora se define como la aquella que
adquiere una ventaja competitiva seguida de la desaparicion de obstaculos naturales para su
proliferacion, lo cual permite su rapida propagacion colonizando nuevas areas y volviéndose una

poblacién dominante (Valery et al. 2008).

Generalmente, las especies invasoras exdticas/nativas son vistas como plagas o malezas,
pues pueden afectar al hombre en su salud, a las vias de transporte y la conservacion de la
biodiversidad (Pimentel et al., 2000). Asimismo, las especies invasoras pueden afectar
considerablemente la estructura de las comunidades y el funcionamiento de los ecosistemas. De
hecho, las especies invasoras son consideradas como la segunda causa de pérdida de biodiversidad

a nivel mundial (Vitousek et al., 1997).

Sin embargo, resulta interesante notar que el nimero de especies invasoras es
relativamente bajo en comparacién con el nimero de especies que han sido introducidas a
diferentes regiones (Williamson y Fitter, 1996). Esta observacion sugiere que existen procesos
posteriores a la introduccion de la especie que favorecen la invasién. Recientemente, se ha
propuesto que la hibridacion interespecifica o intraespecifica puede promover la invasién
(Ellstrand y Schierenbeck, 2000; Schierenbeck y Ellstrand, 2009). Los mecanismos por los cuales
la hibridacién puede promover la invasién son: i) La creacion de novedad evolutiva. A pesar de
que la hibridacion da como resultado una gran cantidad de genotipos con una baja adecuacion, una
pequefia fraccion de éstos puede mostrar mayor adecuacion que ambas especies parentales,
facilitando la invasion por parte de los hibridos. Una forma en la que se puede dar esta novedad
evolutiva es mediante la aparicion de caracteres transgresivos; ii) Incrementando la variacion
genética. El incremento de la variacion genética via hibridacion introgresiva puede dotar a las
poblaciones de nuevas caracteristicas que faciliten la expansion de su area de distribucion y
participar asi en la invasion; iii) Generacién de mecanismos genéticos/reproductivos que
estabilizan a los hibridos. El desarrollo de algunos mecanismos como la agamospermia y el
crecimiento clonal pueden favorecer el establecimiento y proliferacion de individuos hibridos; por
ultimo, la hibridacion puede favorecer la invasion al iv) Reducir la carga genética. Las especies

con un bajo tamafio poblacional pueden acumular mutaciones deletéreas que disminuyen la
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adecuacion promedio de la poblacién. Si dos poblaciones de una especie con estas caracteristicas
forman hibridos, la recombinacion genética puede reducir la carga genética. De esta manera, se
crearian genotipos con mayor adecuacion y por lo tanto podrian participar en la invasion biolégica
(Schierenbeck y Ellstrand, 2009).

I1. Sistema de estudio

La familia Asteraceae

La familia Asteraceae es uno de los grupos mas diversos entre las angiospermas, el cual se
considera como uno de los principales componentes de la flora a nivel mundial, incluyendo
especies anuales, perennes, herbaceas o lefiosas (Judd et al., 2002). En México, la familia esta
representada por alrededor de 3,000 especies agrupadas en 340 géneros, de los cuales 63.4% son
endémicas a este pais (Villasefior, 1993). Debido a lo anterior, México ha sido considerado como
un centro de diversificacion de la familia Asteraceae (Villasefior, 1993). La amplia distribucion
geografica que presenta esta familia ha sido atribuida a una serie de caracteres que permiten una
rapida expansion en particular en sitios que presentan algin disturbio. Por ejemplo, Mani y
Saravanan (1999) sugieren que el amplio intervalo de distribucién que pueden tener las Asteraceae
puede deberse a que poseen una gran capacidad reproductiva y a eficientes procesos de
polinizacién y de dispersion de semillas. En este sentido, debido al incremento en el trafico de
especies, muchos de los integrantes de esta familia se han convertido en especies invasoras en
México, Sudamérica, Africa y Asia (Aparicio et al., 2003; Muoghalu y Chuba, 2005).

A pesar de que los amplios intervalos de distribucion de la familia Asteraceae han sido
atribuidos a su alta capacidad reproductiva, los estudios sobre la biologia reproductiva de las
Asteraceae son escasos. Lo anterior es atribuido a la dificultad que representa el manejo de sus
estructuras reproductoras, que por lo general son pequefias en comparacion otras familias (Torres
y Galetto, 2008). Sin embargo, existen algunos estudios de los cuales se pueden inferir algunos
patrones. Por ejemplo, Torres y Galetto (2008), al estudiar la biologia reproductiva de 30 especies
simpatridas de Asteraceae, encontraron que los principales 6rdenes que llevan a cabo la

polinizacién en esta familia son Hymenoptera, Diptera, Lepidoptera y Coleoptera. Asimismo,
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encontraron que Apis mellifera tuvo el mayor nimero de visitas (26%). En general, se considera
que la familia Asteraceae presenta una incompatibilidad esporofitica (Lafuma y Maurice, 2007).
Sin embargo, Torres y Galetto (2008) encontraron que el 50% de las especies que estudiaron
mostraban auto-compatibilidad. Asimismo, Ferrer et al. (2004) encontraron que las especies

anuales de Asteraceae frecuentemente presentan auto-compatibilidad.

Hibridacion introgresiva en la familia Asteraceae
En la literatura cientifica, los reportes sobre hibridacion en la familia Asteraceae son numerosos.

Por ejemplo Ellstrand et al., (1996) al analizar la frecuencia de hibridacion a nivel familia en cinco
floras estudiadas, encontraron que la familia Asteraceae era una de las mejor representadas. La
alta frecuencia de hibridacion en la familia refleja las incipientes barreras de flujo génico entre
especies, generando complejos patrones de variacion morfoldgica y genética intra e
interespecifica.

De acuerdo con una revision realizada para este trabajo, de 63 estudios revisados sobre
hibridacion en especies de la familia Asteraceae, 28.57% empled Unicamente caracteres
morfolégicos en la deteccidn de hibridacion, mientras que 38.1% emplea Unicamente marcadores
moleculares y por Gltimo, los estudios que emplean tanto marcadores morfoldgicos y moleculares
representan un 33.33%. Cabe mencionar que la mayor cantidad de estudios en los que se utilizan
solamente caracteres morfologicos, son los primeros estudios que se encuentran entre 1950 y
1980. Posteriormente, con la invencion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se
emplearon casi exclusivamente marcadores moleculares en la deteccion de hibridacion. Sin
embargo, en los ultimos afios se han utilizado tanto caracteres morfoldgicos como moleculares en
la deteccion de hibridacion, y se ha encontrado que los caracteres morfologicos soportan en

general la hipotesis de hibridacién derivada de los marcadores moleculares.

Por su parte, se revisaron 10 trabajos en los que se reportaba hibridacién en la familia
Asteraceae en los que se utilizaban unicamente marcadores morfoldgicos o una combinacion de
caracteres morfologicos y moleculares (Tabla 1). De éstos, se puede observar que el 100% de los

trabajos utilizan caracteres morfoldgicos foliares, mientras que solamente el 20% de los trabajos
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utilizan todas las estructuras. Por Gltimo, el trabajo con el mayor nimero de caracteres examinados

es el de Schwarzbach et al. (2001) en el que se evaltan un total de 41 caracteres morfologicos.

El género Tithonia: Descripcién e historia de vida de Tithonia tubaeformis y T.
rotundifolia
Dentro de la familia Asteraceae, el género Tithonia Desf. ex Jussieu es uno de los mas

representativos debido a su amplia distribucién geogréafica. De acuerdo con La Duke (1982) este
género contiene 11 especies nativas de México y Centroamérica con un numero cromosémico de
n=17, el cual se encuentra cercanamente relacionado con los géneros Viguiera y Helianthus (La
Duke, 1982). El género contiene especies perennes y anuales, las cuales se encuentran agrupadas
en las secciones Mirasolia y Tithonia respectivamente (La Duke, 1982). Los integrantes del
género Tithonia son considerados malezas arvenses y ruderales que presentan ciclos de vida cortos
(Espinosa-Garcia y Sarukhan, 1997). Como sucede con la mayoria de los integrantes de la familia
Asteraceae, el género Tithonia presenta una polinizacién via insectos, siendo el polinizador con
mayor nimero de visitas Apis mellifera (Lane, 1996). Por otro lado, la dispersion de las semillas
se da principalmente por gravedad, y no exhiben un crecimiento clonal (Castillo et al., 2007). Sin
embargo, las actividades humanas, como las practicas agricolas, favorecen el transporte de
semillas a otros ambientes, favoreciendo el establecimiento de estas especies (Larenas et al.,
2004).

Algunas especies anuales de este género, como T. tubaeformis y T. rotundifolia han sido
introducidas en otras regiones con fines ornamentales y medicinales (Rios, 1993, Larenas 2002;
Zavala et al., 2003; Muoghalu y Chuba, 2005; Alcorcés et al., 2007), exhibiendo con el tiempo un
comportamiento altamente invasivo. Por ejemplo, se ha llegado a declarar a T. tubaeformis como
una plaga nacional en Argentina (Larenas, 2002). En México, estas especies dominan los sitios
con algun tipo de disturbio (orillas de camino y tierras de cultivo). Debido a que estas especies son
consideradas como elementos tempranos en sucesiones locales (Castillo et al., 2007), tienden a
dominar dichos ambientes, los cuales son favorecidos y perpetuados por las actividades humanas
(agricultura y construccion de caminos). Por lo tanto, consideramos que estas especies caen dentro
de la definicion de especie invasora propuesta por Valéry et al. (2008), ya que al favorecerse las

condiciones para su proliferacion, estas pueden aumentar en numero e invadir nuevas areas.
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Tabla 1. Estudios sobre hibridacion natural en Asteraceae utilizando marcadores morfoldgicos.

NUmero de caracteres empleados por estructura

Género Autor y afio Conclusiones
Hojas  Frutos Inflorescencia Vegetativos*  Flores Ligulas Total
Con analisis estadisticos poco
Helianthus 5 3 6 4 1 3 22 Heiser, 1947 rigurosos, se describen
individuos intermedios solo en
algunos caracteres.
Stebbins y Daly Se describen individuos
Helianthus 1 - 2 - 1 1 5 ’ intermedios, asi como hibridos
1961 similares a las especies
parentales.
Brochmann et al., Los hibridos Ifl y F2 muestrzjm
Argyranthemum 6 - - - - 3 9 un claro patron de morfolo_g|a
2000 intermedia entre las especies
parentales
. Los individuos hibridos
Helianthus 1 - 6 2 2 1 12 Carney et al., 2000 presentan fenotipos intermedios
y similares a una especie parental
Schwarzbach et al La especie hibrida H. anomalus
Helianthus 12 7 9 9 - 4 41 B presenta 41.5% de caracteres
2001 transgresivos con respecto a sus
especies parentales
] Los hibridos estudiados
Helianthus 2 - - - - - 2 Lexer et al., 2003 presentan caracteres
transgresivos
. Los hibridos putativos mostraron
Scalesia 10 - - - - - 10 Rostgaard et al., 2003 g morfologia intermedia en el
80% de los caracteres medidos
Los caracteres foliares fueron
Borrichia 4 - 4 - - - 8 Catell y Clark, 2004  transgresivos negativos en los
hibridos putativos. Los deméas
caracteres resultaron intermedios
Helianthus 3 1 3 4 1 1 13 Nikolova et al., 2004 Tres caracteres medidos

* Indica caracteres relacionados con el tallo o crecimiento longitudinal

exhibieron transgresion
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Tithonia tubaeformis (Jacg.) Cass y Tithonia rotundifolia (Mill.) S. F. Blake son
plantas herbaceas anuales con un habito ruderal y arvense que presentan un amplio rango de
distribucion en México (Figura 1) y Centroamérica. T. tubaeformis puede alcanzar los 3 m de
altura, presentando tallos redondos altamente pubescentes. Presenta cabezuelas usualmente
solitarias con dos o tres series de filarias lineares altamente pubescentes. Las corolas de las
flores de la periferia son amarillas y trifidas en el apice. Presenta hojas alternas enteras con un
margen crenado o serrado. Los aquenios son largos de color negro o café. El vilano se
encuentra fusionado y presenta dos aristas desiguales y gruesas, aunque a veces pueden faltar.
Tithonia tubaeformis crece principalmente en terrenos de cultivo activos o abandonados entre
los 1000 y 2400 m s.n.m. presentando una gran variabilidad morfoldgica. Su periodo de

floracion es entre los meses de agosto y noviembre (La Duke, 1982).

Por su parte, T. rotundifolia es una hierba de hasta 4 m de alto con tallos redondos de
glabros a ligeramente pubescentes. Las inflorescencias se encuentran solitarias con dos a tres
series de filarias lanceoladas ligeramente pubescentes. Las corolas de las flores liguladas son
de color anaranjado y trifidas en el apice. Presenta hojas alternas enteras, y hojas 3 — 5
lobadas con un margen crenado o serrado. Los aquenios son pubescentes de color negro o
café, de 2 - 3 cm. Al igual que en T. tubaeformis, el vilano se encuentra fusionado
presentando aristas de 6 - 9 mm de longitud. Tithonia rotundifolia crece principalmente a la
orilla de carreteras y en terrenos de cultivo asociados a bosques tropicales hasta los 1000 m
s.n.m. Su periodo de floracidn se da entre noviembre y junio (La Duke, 1982).

Figura 1. Sitios de colecta
registrados en el herbario
MEXU de Tithonia
tubaeformis (verde) y T.
rotundifolia (rojo) en México.
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a. Hibridacion en el complejo Tithonia tubaeformis x Tithonia rotundifolia

En el género Tithonia los reportes de hibridacion son escasos e involucran solamente a las
especies T. tubaeformis y T. rotundifolia. Sin embargo, Reyes-Valdes et al. (2005)
realizaron cruzas controladas entre T. rotundifolia y Helianthus annuus, mostrando la
cercania que existe entre ambos generos. Por su parte, La Duke (1982) determind mediante
la evaluaciéon de viabilidad de polen la existencia de hibridacion entre las especies T.
rotundifolia y T. tubaeformis. No obstante, debido a que el polen de los hibridos putativos
mostraban una menor viabilidad (23%) con respecto al polen de las especies parentales
(~99%), La Duke considera que las cruzas se encuentran limitadas a hibridos F1, ya que

supone que éstos exhiben esterilidad.

Sin embargo, Rodriguez-Carmona (2010) mediante marcadores moleculares
(RAPD), realizd un andlisis de cuatro localidades simpatridas/mixtas y dos poblaciones y
alopatridas de T. rotundifolia y T. tubaeformis en México. En todas las localidades encontro
hibridos F1 e introgresién unidireccional y bidireccional dependiendo de la zona
simpatrida/mixta. Ademas, se documenta que 84% de los individuos que registraron
retrocruzas lo hicieron hacia T. rotundifolia. Por su parte, Aguilar-Mendiola (2010) analiz6
la estructura genética de las mismas localidades mediante el uso de RAPD. En las zonas de
contacto entre T. rotundifolia y T. tubaeformis, la diversidad genética mostrd un incremento
considerable (Hs=0.387) en comparacion con las poblaciones de las especies parentales
(Hs=0.167), soportando la hipétesis de hibridacidén entra ambas especies. A pesar de gque
estos estudios determinan que la hibridacion entre T. tubaeformis y T. rotundifolia ocurre
en condiciones naturales, no es menos importante conocer el fenotipo que muestran los
hibridos, ya que es sobre esta variacion sobre la que actla la seleccion natural y no sobre
las caracteristicas genotipicas neutras de los individuos. Ademas, la evidencia actual que
existe sobre la segregacion de caracteres transgresivos en los hibridos le da una mayor

importancia al estudio de los caracteres fenotipicos de los hibridos.

Es importante sefialar que en un sentido estricto, el término complejo ha sido
empleado para referirse a un grupo de especies cercanamente relacionadas cuyos limites

morfoldgicos no estan bien definidos, dificultando su clasificacién (ej. Mufioz y Devesa,
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2010). Sin embargo, en el presente trabajo se emplea el término complejo para referirse a
las poblaciones mixtas de T. tubaeformis y T. rotundifolia en las cuales, es dificil asignar a

los individuos como pertenecientes a alguna de las dos especies debido a la presencia de
individuos morfoldgicamente atipicos.
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1. Justificacion, Objetivos e Hipotesis

A pesar de que se ha caracterizado el fendmeno de hibridacion introgresiva entre Tithonia
tubaeformis y Tithonia rotundifolia mediante el uso de marcadores moleculares, no se han
realizado estudios que caractericen morfologicamente los individuos asociados a las zonas
hibridas del complejo T. tubaeformis x T. rotundifolia. Ademas, en México son escasos los
estudios que han abordado el fendmeno de hibridacion analizando diversas zonas hibridas y
empleando caracteres morfoldgicos foliares, florales y de fruto.

Por lo tanto, planteamos el siguiente objetivo general:

- Caracterizar con marcadores morfolégico foliares, florales y de fruto la hibridacion
natural en el complejo Tithonia rotundifolia x Tithonia tubaeformis en México, para
obtener patrones sobre los niveles de hibridacion e introgresion en relacion con la

distribucion geografica de las zonas hibridas.

Se pretende contestar los siguientes objetivos particulares:

- Determinar los caracteres morfologicos (foliares, florales y de fruto) que permiten la
diferenciacion entre Tithonia rotundifolia y Tithonia tubaeformis.

- Evaluar la importancia de cada uno de los caracteres morfologicos (foliares, florales y
frutales) en la explicacion del fenomeno de hibridacion en el complejo Tithonia
rotundifolia x Tithonia tubaeformis.

- Caracterizar el fenotipo (intermedio, de tipo parental, transgresivo) de los individuos
asociados a zonas hibridas del complejo Tithonia rotundifolia x Tithonia tubaeformis.

Asimismo, se plante0 la siguiente hipotesis:

- Si Tithonia rotundifolia se distribuye preferentemente en ambientes xéricos y T.
tubaeformis en ambientes mésicos, entonces, se espera que los individuos hibridos
mientras mas cercanos se encuentren a un ambiente xérico tendra una mayor similitud

morfoldgica con T. rotundifolia y viceversa.
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IV. Articulo: “Revealing introgressive hybridization between two
invasive sunflowers species: Tithonia tubaeformis and T.
rotundifolia complex”
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ABSTRACT

Gene introgression frequently promotes natural hybridization among closely related species
in sympatric populations. This phenomenon usually produces complex patterns of
morphological variation. Therefore, a detailed understanding of the dynamics of
interspecific gene flow and its morphological patterns is of widespread interest. A
sunflower species complex occurring in Mexico formed by two native invasive species,
Tithonia tubaeformis and T. rotundifolia, was analyzed using 46 morphological characters
(leaf, flower and fruit) in five hybrid zones (N=150 individuals) and two pure sites for each
parental species (N=80 individuals). In general, T. tubaeformis differed significantly from
T. rotundifolia in all the examined characters, except six foliar and one inflorescence
character. Morphological characters support the hypothesis of hybridization in this
complex, even though both species remain distinct in mixed stands. Hybrid phenotypes
were morphologically parent-like for 24.8% traits, intermediate for 26.1% traits, and
transgressive for 37.8% traits. Thus, individual hybrids appear to be a mosaic of parent-
like, intermediate and transgressive phenotypes. Our results suggest that individuals from
the same parental species were more similar among themselves than to putative hybrids,
indicating occasional hybridization with segregation in hybrid types or backcrossing to
parents. Hybrid index results suggest a unidirectional pattern of gene flow towards T.
rotundifolia. Therefore, invasive species with incipient reproductive barriers may affect
negatively the community structure. Moreover, they may threaten the conservation status of
closely related species through genetic assimilation.

Key words: introgressive hybridization; morphological traits; native invasive species;

Tithonia,; transgressive character.
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INTRODUCTION

Introgressive hybridization is a frequent phenomenon among plants (Whitney et al.,
2010), which is considered an important evolutionary force since it may drive to the
creation of new species and/or to an increase of the intraspecific genetic diversity
(Anderson, 1949; Rieseberg and Carney, 1998). In contrast with its creative role in plant
evolution, hybridization can lead to the extinction of rare species through genetic
assimilation (Rhymer and Simberloff, 1996; Levin and Francisco-Ortega, 1996) or by
introducing genetic impurities and thereby reducing perceived conservation value (e.g.,
Soltis and Gitzendanner, 1999; Levin, 2000). Consequently, hybridization frequently
produces complex patterns of morphological variation, which may confound taxonomic
identity (Arnold, 1997), and may necessitate an exploration of the degree and potential
threats of hybridization. Because of this, introgressive hybridization has become an
interesting topic in evolutionary, conservation and systematic biology.

Hybrid zones form in areas where individuals from genetically differentiated
populations meet, mate and produce offspring of mixed ancestry (Harrison, 1990; Arnold,
1997). Morphological intermediacy is the most important indication of hybrid origin, but
parental and transgressive characters can also appear (Rieseberg and Ellstrand, 1993;
Rieseberg and Carney, 1998). Therefore, it is well recognized that character expression in
hybrids is complex and unpredictable. Moreover, intermediacy can be observed in species
of non-hybrid origins (Wilson, 1992). Thus, morphological characters alone are of limited
value in detecting hybridization, and additional data are needed to prove hybrid origin. In
the past decades, hybrid zone recognition has been carried out mainly with DNA markers
(Karl and Avise, 1992; Elena-Rosello et al., 1992; Daehler and Strong, 1997; Hardig et al.,

2000; Tovar-Sanchez and Oyama, 2004). However, the morphological characterization of
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hybrids is important, because natural selection acts primarily on the phenotype rather than
on the genotype. In fact, several studies suggest that hybrids show extreme morphological
characters that exceed positively or negatively the characters of the parental species
(transgressive characters; deVicente and Tanksley, 1993; Rieseberg and Ellstrand, 1993).
Rieseberg et al. (1999) estimated the frequency of transgressive character expression. They
found that 155 out of 171 studies report at least one transgressive character, while 44% of
the 1,229 characters examined showed extreme values in comparison with the parental
species. These transgressive characters result important, because they may enable hybrids
to colonize environments novel or extreme to either parental species (Schwarzbach et al.,
2001; Lexer et al., 2003).

Hybridization and hybrid zones are common among Asteraceae species. Registries
include the Argyranthemum, Dubautia, Helianthus, Senecio, among other genus (Heiser,
1947, 1951; Freeman et al., 1991; Brochman et al., 2000; Caraway et al., 2001; Rieseberg
et al., 2003; Cattell and Karl, 2004; Trewick et al., 2004; Jérgensen and Mauricio, 2005;
Mréz et al., 2005; Zelaya et al., 2007). However, despite the perception that hybrid zones
are well documented among Asteraceae species, few comparative analysis of hybrid zones
have used leaf, fruit and flower morphological characters (Schwarzbach et al., 2001;
Rieseberg et al., 2003). In most of these studies, the detection of hybrid zones is based on
inflorescence and leaf characters (Heiser, 1947, 1951; Brochmann et al., 2000; Carney et
al., 2000; Nikolova et al., 2004).

Mexico is considered one of the centers of diversification of the Asteraceae family,
including 387 genera from which 67 are endemic (Villasefior, 1993). Although the genus
Tithonia (sunflower) is almost endemic to Mexico because it contains 10 out of 11 species,

there are scarce studies on their hybridization processes (LaDuke, 1982). In this study, we
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chose two annual species with a wide distribution range: T. rotundifolia (Mill.) S. F. Blake
and T. tubaeformis (Jacq.) Cass. These species are native to Mexico and Central America,
but have been introduced to other parts of the world where they have become invasive
species (Garcia et al., 2000; Larenas-Parada et al., 2004; Muoghalu and Chuba, 2005). In its
native range, T. tubaeformis is distributed in temperate zones above 1,000 m a.s.l. In
contrast, T. rotundifolia inhabits arid and tropical zones below 1,000 m a.s.l. When these
species are distributed in allopatry, they present noticeable morphological differences and
ecological preferences. However, atypical morphologies have been observed in sympatric
zones, suggesting that hybridization may explain the observed variation. Moreover, recent
molecular studies (RAPD’s) elucidated hybridization between T. tubaeformis and T.
rotundifolia in four mixed stands in Mexico (Rodriguez-Carmona, 2010). The mixed stands
analyzed in this study were the same as those studied by Rodriguez-Carmona (2010).

The goals of this paper were, i) to determine the morphological differences (leaf,
flower and fruit characters) between T. tubaeformis and T. rotundifolia, ii) document the
flow and direction of introgressive hybridization in their overlapping zones in Mexico, iii)
assess the taxonomic distinctness of the two species and the putative hybrids, iv) describe
and compare the patterns of morphological variation in sympatric zones between these
species, and v) correlate previous molecular analysis of hybrid zones between T.
tubaeformis and T. rotundifolia with the results obtained with the present morphological

analysis.

MATERIALS AND METHODS
Study species — Tithonia tubaeformis and T. rotundifolia are two annual diploid

species (n=17) native to Mexico and Central America (LaDuke, 1982), which occupy
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disturbed habitats as roadsides or croplands. These species show sporophytic
incompatibility, and thus are obligate outcrossers (Muoghalu and Chuba, 2005). T.
tubaeformis is an herb up to 3 m tall distributed in temperate zones from northern Mexico
to Panama. It presents highly pubescent leaves, and usually presents solitary inflorescences
with yellow ligules and up to 120 disk florets. This species is easily recognized by its linear
pubescent phyllaries. On the other hand, T. rotundifolia is an herb up to 4 m tall, found
from southern Mexico to Panama, inhabiting open areas in tropical forests. T. rotundifolia
presents 3-5 lobed leaves moderately pubescent. In this species, the inflorescences are
usually solitary, with orange ligules and up to 90 disk florets. Although T. tubaeformis and
T. rotundifolia are sympatric in many localities, there is a partial temporal isolation in the
flowering time, which may act as a barrier to hybridization. The principal flowering time
for T. rotundifolia is from November to January. In contrast, T. tubaeformis blooms from
August to November (LaDuke, 1982).

All the individuals used for this study, where previously identified with molecular
markers (RAPDs) (Rodriguez-Carmona, 2010).

Study sites and morphological measurements — Five sympatric zones were chosen
where T. tubeaformis and T. rotundifolia overlap geographically and temporally: Huautla,
Zacacoyuca, Teloloapan, Corral de Piedra and Cerro de Piedra. These localities were
chosen because they contain the highest numbers of atypical individuals of this complex.
Two allopatric localities were also chosen for each parental species, where they were
dominant and no hybrids were observed (Table 1, Fig. 1). No evidence exists of another
sunflower species hybridizing with plants of the species studied.

From each individual plant collected in the pure and sympatric zones, we collected

six leaves and six inflorescences randomly without any apparent damage. From each
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inflorescence collected, we randomly chose six of the following structures: ligules, outer
and inner phyllaries, disk florets, pales and achenes. These parts were attached by adhesive
tape to paper, where the characters were measured. In total, forty six morphological traits
were measured; fourteen in 1,380 leaves; eight in 1,380 inflorescences, six in 8,280 ligules;
eight in 8,280 phyllaries; three in 8,280 disk florets and seven in 8,280 achenes and pales
from 230 plants (Table 2).

Statistical analyses —Nested variance analyses (ANOVA) were conducted to
determine the effects of sunflower species, locality, and individual (plant) on the
morphological leaf, inflorescence and achene variability on each of the 46 characters (Table
2). Only parental species were included in this analysis. Plants were considered as a random
factor nested within species, because they were representative of each population.
Discontinuous data were transformed as V (x)¥2 + 0.5 (Zar, 2010).

In order to determine the number of intermediate, transgressive and parental-like
characters in each sympatric zone, the phenotypic characterization method was used
(Schwarzbach et al., 2001). Forty six characters were analyzed using an ANOVA with taxa
(T. tubaeformis, T. rotundifolia, putative hybrid) as independent variables. Significant mean
differences between taxa were determined with a Tukey multiple range test. When a
character differed significantly between taxa, the character was reported as transgressive
(negative or positive) if the value for the putative hybrid significantly exceeded the parental
species values. Otherwise the character of the putative hybrid was reported as intermediate,
tubaeformis-like, or rotundifolia-like.

In the five sympatric zones, the Anderson hybrid index (Anderson, 1949, 1953) was

used to identify F1 hybrid individuals and possible backcrosses. A histogram for each
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mixed stand was obtained. The Anderson hybrid index was calculated using the
morphological characters that differed significantly between parental species.

Principal component analysis (PCA) was used to assess the most useful characters
for taxonomic ordination between T. tubaeformis, T. rotundifolia and the putative hybrid
for each hybrid zone. Moreover, to know the degree of importance of each morphological
character in the ordination model, the correlation ( r ) between each variable
(morphological character) and each principal component (a < 0.05) was obtained. Also, we
conducted PCA for leaf, ligule, disk floret, inflorescence, phyllary, pale and achene
characters for each hybrid zone.

Finally, we performed linear regressions between principal component 1 (PC1)
scores derived from the morphological analysis with those obtained by Rodriguez-Carmona
(2010), in which PCA was performed with data derived from molecular markers (RAPD’s).
The purpose of this analysis was to test whether the morphology of each of the sunflower
structures (leaf, ligule, disk floret, inflorescence, phyllary, pale or achene) is significantly
related to their genetic identity. Rodriguez-Carmona (2010) studied all the sympatric zones
analyzed in this paper in the same season, except Cerro de Piedra. Because of this, the
sympatric zone of Cerro de Piedra was excluded in the regression analysis. STATISTICA
6.0 for Windows was used for all the statistical analyses (Statsoft, 1998).

At each sympatric zone, we considered as putative hybrids those who exhibited an

additive pattern of molecular (RAPD) marker according to Rodriguez-Carmona (2010).

RESULTS
Morphological analyses for parental and hybrid plants — All of the examined

characters in T. tubaeformis differed significantly from those of T. rotundifolia except TLL,
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LWP, MW, MWL, LWB and LA in leaf morphology and PL in inflorescence morphology.
Locality also had significant effects in all the characters examined except TLL, MWL,
LWB and LA in leaf morphology and PL in inflorescence morphology. On the other side,
individual plant did not differ significantly in the next leaf (NLL), and inflorescence (TIW,
DW, NOP, IH) morphological characters (Table 3).

Seven characters [NVLi (ligule), TLF, CTL (disk floret), NOP (inflorescence),
OPL, OPW and OPBW (phyllaries)] clearly separated without overlap between the two
species in the pure zones as well as in the mixed stands. Hence, they can be considered as
species-specific characters.

Hybrids phenotypes were morphologically parent-like for 24.8% traits, intermediate
for 26.1% traits, and transgressive for 37.8% traits. Thus, individual hybrids appear to be a
mosaic of parent-like, intermediate and transgressive phenotypes (Table 4). Although the
percentage of intermediate (13.04 in Zacacoyuca to 39.13% in Cerro de Piedra), parental-
like (19.57 in Cerro de Piedra to 32.60% in Corral de Piedra), positive transgressive (2.17%
in Corral de Piedra to 34.78% in Huautla), and negative transgressive characters (13.04% in
Huautla to 34.78% in Zacacoyuca) showed geographical variation among sympatric zones
(Table 4, Appendix).

The Anderson hybrid index was used to identify F1 hybrids and possible
backcrosses. In general, the frequency histogram (Anderson hybrid index) showed that in
all sympatric zones hybridization between T. tubaeformis and T. rotundifolia has occurred.
All sympatric zones showed probable F1 hybrids and backcrosses towards T. rotundifolia
(Fig. 2).

The first three principal components explained 55.67-59.86% of the variation in the

original data sets. In all localities, floral (TLF and CTL) and phyllary characters (IPW,
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IPBW, OPW and OPBW) were highly correlated with PC1. On the other hand, foliar
characters that showed the highest correlation with PC2 in Huautla and Zacacoyuca were
TLL, MWL, and LWA, in Teloloapan, Corral de Piedra, and Cerro de Piedra were TLL,
LL, MWL and LWB. Finally, paleae characters were highly correlated with PC2 in Cerro
de Piedra and Teloloapan (MWPa), leaf characters in Corral de Piedra, Huautla and
Zacacoyuca (LL, MWP, PW).

In general, the PCA analysis for each of the sympatric zone showed that when using
each of the structures (leaf, ligule, disk floret, inflorescence, phyllary, palea or achene), two
groups are formed, which clearly differentiate between T. tubaeformis and T. rotundifolia
(Figs. 3-9). Meanwhile, the putative hybrids were placed interspersed in the ordination
space (e.g., covering the variation of the parental species, Figs. 3-4). Otherwise, the
individuals of the sympatric zones formed a separate group, which was not intermediate
between the parental species (Figs. 5-9). When using the leaf characters, two principal
component axes are produced, which explain up to 74.31% (Huautla) of the variation of the
original data set. TLL and MWL showed the highest correlations with the first principal
component (CP1), while NLL was highly correlated with the second principal component
(CP2). Meanwhile, the ligule characters produced two principal components that explained
up to 84.45% (Zacacoyuca) of the variation in the original data set. MLiW and LIWA
showed the highest correlations with CP1, and LiL and NVLi were highly correlated with
CP2. PCA using the disk floret characters explained up to 99.36% (Cerro de Piedra) of the
original data set. The variables with the highest correlations with CP1 were TLF and CTL,
while CTW was highly correlated with CP2. When using the inflorescence characters, two
principal components where produced that explained up to 59.93% of the variation in the

original data set in Teloloapan. The variables TIW and NOP were highly correlated with
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CP1, while DW and PW showed high correlations with CP2. Phyllary PCA explained up to
92.24% in Zacacoyuca. IPW and OPBW were highly correlated with CP1, while IPL and
OPL were the variables with the highest correlations with CP2. The pale characters
produced two principal components that explained up to 86.96% (Huautla) of the original
data set. PaL and NPaA were highly correlated with CP1, while MWPa showed the highest
correlation with CP2. Finally, the achene characters produced two components that
explained up to 92.21 (Zacacoyuca). AwWL and AL were highly correlated with CP1, while
MAW showed a high correlation with CP2 (Figs. 3-9).

Regression analyses showed a significant relationship between morphological traits
such as disk floret, inflorescence, phyllary, palea, and achene and molecular markers for all
hybrid zones. Correlation coefficient varied from 0.30 (r*= 0.08) to 0.81 (r*= 0.65). On the
contrary, foliar and ligule traits did not show a significant relationship with molecular

markers, except for ligule characters in Zacacoyuca (Table 5).

DISCUSSION

Morphological differentiation between T. rotundifolia and T. tubaeformis —
Sunflowers usually present complex patterns of morphological variation, which may
confound taxonomic species identity (LaDuke, 1982). Interspecific hybridization and
shared ancestral polymorphisms are two of the most common hypothesis for the observed
pattern of variation (Kleinschmit et al., 1995; Bruschi et al., 2000; Tovar-Sanchez and
Oyama, 2004). Our results indicate that T. tubaeformis and T. rotundifolia form hybrids,
but they have noticeable morphological differences in their allopatric and sympatric

distribution. Also, Rodriguez-Carmona (2010) found a high number of diagnostic and
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species-specific RAPD markers for each parental species. These results suggest that these
species exhibit some degree of genetic cohesiveness.

Although the use of leaf morphology has been successful in differentiating species
(Rieseberg and Ellstrand, 1993), in this study ligule, disk floret, inflorescence, phyllary,
palea and achene characters clearly discriminate between the two species, while only 47%
of leaf traits showed differences among species. Up to our knowledge, this study is the only
one who makes such a detailed morphological description of T. tubaeformis and T.
rotundifolia. Also, this study highlights the importance of evaluating a large number of
characters when assessing the morphological differences among species.

Hybrid zones — Morphological evidence supports the occurrence of natural hybrid
zones between T. tubaeformis and T. rotundifolia. Results indicate that individuals of all
hybrid zones between T. tubaeformis and T. rotundifolia exhibit a mosaic of parental,
intermediate and transgressive characters. PCA analyses also supports this finding, as
putative hybrid individuals were either covering all the variation of the parental species or
they were grouped in a non intermediate space between the parental species (Figs. 3-9).
Although morphological intermediacy has been the first line of evidence on hybridization
processes (Anderson, 1949), recent studies show that a frequent consequence of
hybridization is the occurrence of transgressive characters. In this study, hybrid zones
showed in average 38% of transgressive characters. This percentage of transgressive
character expression is similar to that reported by Rieseberg et al. (1999), where 44% of
transgressive characters were found in a survey of 171 studies that report phenotypic
variation in hybrids. However, we believe that the percentage of transgressive characters
may be underestimated in hybrid zones between T. rotundifolia and T. tubaeformis because

transgressive character expression may be unequally distributed across the different hybrid
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classes (Rieseberg and Ellstrand, 1993). In order to determine the frequency of these
characters more precisely, future studies should determine the number of intermediate,
parental-like and transgressive characters in each of the hybrid classes (F1, backcrosses).

Interestingly, despite the number of intermediate and parental like characters
remained constant across the five sympatric zones, the number of positive and negative
transgressive characters showed differences between the hybrid zones studied. The
observed differences in the percentage of transgressive characters between hybrid zones
can be explained from two points of view, i) if we consider that putative hybrids are not
uniform (e.g., exhibit differential fitness), the pattern may be explained by differential
selection pressures acting at each hybrid zone, allowing the establishment of only some
hybrid genotypes, or ii) as putative hybrids have a greater genetic diversity, the observed
differences between hybrid zones may be the result of the greater phenotypic plasticity of
the hybrids. To rule out these two possible explanations, it would be necessary to assess
whether the transgressive characters in this study have an adaptive value and account for
the phenotypic plasticity of the different hybrid classes.

Putative hybrids between T. tubaeformis and T. rotundifolia generate a mosaic of
parental, intermediate and extreme or transgressive phenotypes. Therefore, hybrid
individuals enable colonization of new habitats, intermediate habitats between those of the
parental, or habitats that are truly extreme or novel relative to that of either parent. The
aforementioned suggest niche separation between parental and hybrid lines, and this would
be a requirement to explain how a new diploid hybrid species can survive and not be
outperformed by its parental species (Templeton, 1981; Schluter, 1998; Buerkle et al.,

2000).
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Hybrid zone dynamics — Disturbance has long been considered a key factor in
hybrid establishment, because these environments are either intermediate or novel to either
parental species where hybrids exhibit high levels of fitness (Riley, 1938; Anderson, 1949).
However, the hybridization process between T. rotundifolia and T. tubaeformis does not
appear to be the case. As mentioned earlier, both species establish and invade disturbed
habitats such as croplands and roadsides. Therefore, disturbance may not play an important
role in hybrid establishment. We propose that hybrid seed formation may be favored by a
partial breakdown of the self incompatibility in hybrids, and thus maintain hybrid zones. In
Asteraceae, self incompatibility is considered an ancestral character while self
compatibility is a derived state of annual species (Lane, 1996). Also, under xeric conditions
selection may favor self compatibility because in these habitats there is a low availability of
pollinators. Under this scenario, the hybrids between T. tubaeformis and T. rotundifolia
may exhibit a partial breakdown in self incompatibility and thus increase the number of
hybrid seed and maintain the hybrid zones.

It is important to note that hybrids between T. tubaeformis and T. rotundifolia
remain sympatric with the parental species, and no hybrids have been observed far from
pure species populations. However, it is well known that hybridization can generate novel
phenotypes that may colonize novel environments that may result in adaptive radiation
(Seehausen, 2004). Transgressive character expression in hybrids between T. tubaeformis
and T. rotundifolia may enable hybrids to colonize novel environments, as has been
described for other annual species of Asteraceae [e.g., Helianthus spp. (Rieseberg et al.,
2003)]. We believe that extreme characters in hybrids may enable them to colonize novel
habitats generated by human activities or by global warming. However, these issues need

further investigation.
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Results from molecular (Rodriguez-Carmona, 2010) and morphological analyses,
suggest that unidirectional introgression towards T. rotundifolia has occurred in at least
four sympatric zones. This finding coupled with the fact that T. rotundifolia individuals
have been observed in areas typical of T. tubaeformis (E. Tovar-S&nchez, personal
observation) suggests that introgressive hybridization has provided T. rotundifolia with new
genetic variation that has allowed this species to expand its original distribution range.
Ongoing phylogeographical research is trying to elucidate whether introgressive
hybridization accounts for the observed pattern.

Morphology vs. molecular markers — Morphological intermediacy in hybrids
assumes that all characters are polygenic and that they are expressed in an additive fashion.
However, during the past decade several studies have shown that hybrids rarely exhibit a
complete pattern of morphological intermediacy. These studies suggest that hybrids exhibit
a mosaic of intermediate, parental and transgressive characters (Rieseberg and Ellstrand,
1993; Rieseberg et al., 1999; Rieseberg et al., 2003). The sympatric zones between T.
tubaeformis and T. rotundifolia follow this pattern, as they showed a mixture of
intermediate, parental and transgressive characters. This lack of pattern of phenotypic
character expression in hybrids makes necessary the evaluation of other data, in order to
assess the correct ancestry of the individuals in a hybrid zone.

Molecular markers provide possible independent data which can be used to evaluate
hybridization, and can be directly compared with morphological results. In this study, PCA
analysis of morphological markers was regressed with PCA results obtained with molecular
markers (RAPD) at four sympatric zones of T. tubaeformis and T. rotundifolia. In general,
we found that leaf and ligule characters were not significantly related to the genetic identity

of the plants, while disk floret, inflorescence, phyllary, palea and achene morphology were
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significantly related to the CP1 scores from the molecular marker analysis. It is noteworthy
that leaf and ligule characters showed low percentages of intermediate characters, while the
others structures showed higher levels of intermediate characters across the four hybrid
zones. These differences in intermediate and transgressive character expression may
account mainly for the pattern observed in the regression analysis.

Moreover, the differences in the regression analysis suggest that each of the
structure’s morphology in T. rotundifolia and T. tubaeformis is under a different genetic
regime. Those structures that showed a high number of intermediate characters (except for
leaf and ligule) are very probable to be under polygenic control acting in an additive
fashion. Meanwhile, the structures that showed high number of transgressive characters
(leaf and ligule) may be under a different genetic control. It has been demonstrated that
transgressive character expression is mainly the result of the recombination of alleles of the
parental species with an opposing effect that result in an extreme trait when expressed in
the hybrids [i.e., complementary gene action (Rieseberg et al., 2003)].

As discussed above, different data sets (morphological and molecular data) lead us
to different conclusions about the hybridization process between T. tubaeformis and T.
rotundifolia. Hence, in order to assess the correct ancestry of putative hybrids, it is very
important to evaluate independent data sets. More specifically, when using morphological
characters, a large number of characters of different plant structures must be employed, as

each of these structures may express intermediate, parental or transgressive characters.

Hybridization between invasive species — Hybridization between two invasive species
may have several outcomes including the evolution of hybrid lineages (Arnold, 1997),

invasiveness in hybrid offspring (Schierenbeck and Ellstrand, 2009) and species extinction
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(Levin and Francisco-Ortega, 1996). As mentioned earlier, Mexico is considered a center of
diversification of the Asteraceae family, where many species have highly restricted
distributions. In this sense, hybridization between the invasive species T. tubaeformis and
T. rotundifolia has several conservation implications for species with restricted distribution.
First, unidirectional introgression towards T. rotundifolia may facilitate the colonization of
new environments. Also, transgressive hybrid phenotypes may invade extreme
environments to either parental species (Schwarzbach et al., 2001). If hybrids or pure
individuals are able to establish in new environments, restricted species may be
outcompeted by hybrids or pure parental individuals. On the other hand, there are reports of
hybridization of T. tubaeformis and T. rotundifolia with other species such as Helianthus
annuus (Reyes-Valdés et al., 2005), so it is possible that there may be hybridization with
restricted range species, which can lead to genetic assimilation (Rhymer and Simberloff,
1996) or demographic swamping (Prentis et al., 2007) of restricted species. Therefore, we
suggest that appropriate strategies should be taken to prevent contact of T. tubaeformis and

T. rotundifolia with other species in order to reduce the risk of extinction.
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Figure legends

Fig. 1. Map of sampled populations of Thitonia tubaeformis x T. rotundifolia complex. The
allopatric stand are represented by numbers 1, 2 (T. tubaeformis), 3 and 4 (T.
rotundifolia). The mixed stands are represented by numbers, 5 = Huautla, 6 =
Zacacoyuca, 7 = Teloloapan, 8 = Corral de Piedra and 9 = Cerro de Piedra.

Fig. 2. Frequency distribution of individuals vs. the Anderson hybrid index derived from 46
morphological characters in two pure and five hybrid zones. The number of each plant
evaluated is represented. The figure shows the cluster results of the pure or nearly pure
parentals in four zones (index = 0 or 92), a cluster for probable F; hybrids (index = 34.5—
57.5), probable backcrosses towards T. tubaeformis (index = 23.0-28.8), and finally

probable backcrosses toward T. rotundifolia (index = 63.3-69.0).
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Fig. 3. Principal component analysis for leaf morphology variation in Tithonia tubaeformis
x T. rotundifolia complex (eight measured characters) in five hybrids zones in Mexico.
See abbreviations in Table 1.

Fig. 4. Principal component analysis for ligule morphology variation in Tithonia
tubaeformis x T. rotundifolia complex (eight measured characters) in five hybrids zones
in Mexico. See abbreviations in Table 1.

Fig. 5. Principal component analysis for disk floret morphology variation in Tithonia
tubaeformis x T. rotundifolia complex (four measured characters) in five hybrids zones
in Mexico. See abbreviations in Table 1.

Fig. 6. Principal component analysis for inflorescence morphology variation in Tithonia
tubaeformis x T. rotundifolia complex (four measured characters) in five hybrids zones
in Mexico. See abbreviations in Table 1.

Fig. 7. Principal component analysis for phyllary morphology variation in Tithonia
tubaeformis x T. rotundifolia complex (six measured characters) in five hybrids zones in
Mexico. See abbreviations in Table 1.

Fig. 8. Principal component analysis for palea morphology variation in Tithonia
tubaeformis x T. rotundifolia complex (three measured characters) in five hybrids zones
in Mexico. See abbreviations in Table 1.

Fig. 9. Principal component analysis for achene morphology variation in Tithonia
tubaeformis x T. rotundifolia complex (14 measured characters) in five hybrids zones in

Mexico. See abbreviations in Table 1.
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able 1. Locality name, state, geographic coordinates, altitude, and sample size for the
Jllecting sites of Thitonia tubaeformis and T. rotundifolia in Mexico.

Locality State Lat N/ Long W Altitude (m) Sample size

[. tubaeformis stands

lardin Botanico D.F. 19°19°/99°11° 2321 20
-aseta D.F. 19° 14’/ 99° 08’ 2439 20
viixed stands

eloloapan Guerrero  18°24°/99°41° 1020 30
Zacacoyuca Guerrero  18° 18’ /99° 30’ 863 30
duautla Morelos 18°28’/99° 00’ 1080 30
~orral de Piedra Oaxaca 17°45°/97°44° 1830 30
~erro de Piedra Oaxaca 17°44’/97°44° 1840 30

I. rotundifola stands
Jicente Aranda Morelos 18°34°/99° 13’ 889 20

darhiitla Navara 180 AD° / QKO 21 21 2N



Table 2. List of the leaf, ligule, disk floret, inflorescence, phyllary, pale, and achene
characters examined for the Thitonia tubaeformis and T. rotundifolia complex in Mexico.

Character Units  Description

Foliar characters

TLL mm Total leaf length

LL mm Lamina length

LWP mm Length of winged petiole

PLBW mm Petiole length from the base to the beginning of the wing of petiole
MWP mm Maximal width of winged petiole
PW mm Winged petiole width at the base
MW mm Midvein width

MWL mm Maximal width of lamina

LWA mm Leaf width at apical 3

LWB mm Leaf width at basal Y5

NVL No. Number of veins of leaf

NLL No. Number of leaf lobes

LA cm?  Laminaarea

WPA cm? Winged petiole area

Ligule characters

LiL mm Ligule length

NVLi No. Number of veins of ligule

NDL No. Number of dentate lobes of ligule
MLiw mm Maximal ligule width

LIWA mm Ligule width at apical %5

LiwB mm Ligule width at basal '3

Disk floret characters

TLF mm Total length of disk floret

CTL mm Corolla tube length

CTW mm Corolla tube width

Inflorescence characters

TIW cm Total inflorescence width

DW mm Disk width

PW mm Peduncle width

NIP No. Number of inner phyllary series
NOP No. Number of outer phyllary series
NRF No. Number of ray florets

IH mm Inflorescence height

PL mm Peduncle length

Phyllary characters

IPL mm Inner phyllary series length

IPW mm Maximal inner phyllary series width
IPAW mm Inner phyllary series width at apical %
IPBW mm Inner phyllary series width at basal '
OPL mm Outer phyllary series length

OPW mm Maximal outer phyllary series width
OPAW mm Outer phyllary series width at apical 5
OPBW mm Outer phyllary series width at basal 3
Pale characters

NPaA No. Number of pale aristae

PaL mm Pale length

MWPa mm Maximal width of pale

Achene characters

NAA No. Number of achene awns

AwL mm Awn length

AL mm Achene length




Table 3. Mean = standard error and nested ANOVA results (F statistics) for all characters of Thitonia
tubaeformis and T. rotundifolia in Mexico. F significant at P = 0.001 (***); P =0.01 (**); P = 0.05
(*); and n.s. = not significant differences.

haracter

oliar characters

LL 200.92
L 147.04
WP 62.60
LBW 37.77
WP 7.93
W 2.36
W 0.85
WL 104.55
WA 57.42
WB 98.93
VL 8.50
LL 2.59
A 84.41
IPA 2.08
igule characters

iL 33.53
VLi 24.89
DL 2.40
ILiwW 15.38
iWA 13.94
iWwB 12,51
isk floret characters

LF 14.59
TL 8.62
T™W 212
florescence characters

W 63.55
w 20.27
W 9.61
IP 12.23
OoP 5.98
RF 12.93
q 17.59
L 21.29
hyllary characters

L 15.50
W 5.78
AW 474
BW 5.28
PL 21.28
PW 7.41
PAW 4.80
PBW 6.45

++H+HH+FH+FH+FH+FHFHF+ M+ H+H+

+ + H+ H+ + I+

+ + -+

+ +H+H+MH+ M+ H+H+

HH+H+ M+ H+H+ -+ I+

T. rotundifolia

4.03
2.67
1.69
0.94
0.21
0.05
0.02
2.44
1.18
2.32
0.07
0.07
5.99
0.14

0.11
0.08
0.02
0.05
0.08
0.04

0.03
0.02
0.01

0.99
0.30
0.22
0.14
0.09
0.07
0.16
0.43

0.07
0.03
0.03
0.03
0.11
0.03
0.03
0.04

207.40
154.53
59.60
33.75
10.32
2.19
0.83
98.60
48.98
94.16
8.90
1.13
77.61
294

42.64
14.65

2.03
14.56
12.80
12.34

11.23
6.64
191

92.08
22.05

8.74
10.43
11.23
13.94
14.13
20.24

20.07
4.39
3.66
3.52

29.86
4.99
4.38
3.39

+H+H+HMH+H+H+H+H+H+ M+ H+H+

+ + H+ H+ + I+

+ + -+

+ +H+H+H+ M+ ++

H+H+H+H++ H+ -+ I+

T. tubaeformis

3.13
2.39
1.45
0.88
0.23
0.04
0.02
191
0.93
1.81
0.08
0.03
2.43
0.10

0.18
0.04
0.01
0.07
0.06
0.07

0.03
0.07
0.07

1.15
0.28
0.47
0.16
0.15
0.11
0.19
6.54

0.16
0.05
0.04
0.03
0.15
0.04
0.03
0.03

F (Species)

d.f.=1,478
1.61 n.s.
435 **
1.81
9.76
57.88
6.96
1.12
3.67
31.68
2.69
13.01
468.63
1.55
24,90

d.f. =1, 2878
2162.8 ***
14166.67
225.96
87.87
121.40
4.41

d.f.=1, 2878
8007.90 ***
6415.30 ***
1072.40 ***

d.f.=1,478
420.43 ***
22.68
37.65
72.14
1029.22
57.20
189.36
247 n.s.

d.f. =1, 1438
665.76 ***
528.29 ***
430.70

1304.55

2150.96

2012.96

82.57

4074.89

n.s.
*%

*kk
*%

n.s.
n.s.
*hk
n.s.
*hk
*hk

n.s.
*hk

*kk
*kk
*kk
*kk

**

*kk
*kk
*kk
*kk
*kk

*kk

*kk
*kk
*kk
*kk
*kk

*kk

F (Locality)

d.f. =3, 476
1.68 n.s.
6.83 ***
4.84
7.88
21.57
2.88 *
21.49 ***
2.57 ns.
15.63 ***
1.72
7.10

159.27
1.12
13.16

d.f. =3, 2876
723.89 ***
4897.83
83.86
54.50
71.05
51.01

d.f. =3, 2876
2725.40 ***
2139.80 ***
477.50 ***

d.f.=3,476
278.33 ***
55.34
31.78
39.71
454.81
19.10
66.20
2.01 n.s.

d.f. =3, 1436
235.34 ***
195.59 ***
194.21
464.18
824.21
687.73

30.19

1599.22

**
*kk

*kk

n.s.
*hk

*kk

n.s.
*hk

*kk
*kk
*kk
*kk

*kk

*kk
*kk
*kk
*kk
*kk

*kk

*kk
*kk
*kk
*kk
*kk

*kk

F (Individual)

d.f. =19, 460
284 *k*k

351
3.93
4.27
3.27
3.39
2.69
3.05
2.97
2.80
3.40
1.53 n.s.
1.94 *

2.48 *k*k

d.f. =19, 2860
10.84 ***
3.23
12.67
21.04
10.67
13.42

d.f. =19, 2860
6.22 ***
4.30 **
13.91 ***

d.f. =19, 460
0.67 n.s.
0.44 n.s.
389 *k*k
2.51
0.62
2.60
1.38
2.31

d.f. =19, 1420
2.58 *kk

4.44 *kk

6.27
2.35
5.00
4.93
10.52
192 *

*kk
*kk
*kk
*kk
*kk
*kk
*kk
*kk
*kk

*kk

*kk
*kk
*kk
*kk

*kk

*kk

n.s.
*Ak

n.s.
**

*kk
*kk
*kk
*kk

*kk
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Continued Table 3

Character T. rotundifolia T. tubaeformis  F (Species) F (Locality)  F (Individual)
Pale characters df.=1,2878 d.f.=3,2876 d.f.=19,2860
NPaA 253 + 0.01 2.10 + 0.02 240.76 *** 81.06 *** 451 ***
PaL 13.56 + 0.03 11.94 + 0.04  915.32 *** 330.98 *** 733 ***
MWPa 5.30 + 0.02 6.08 + 0.03 49156 *** 276.32 *** 463 ***

Achene characters df.=1,2878 df.=3,2876 d.f.=19, 2860

NAA 143 = 0.01 1.15 + 0.02 178.99 *** 68.37 *** 12.07 ***
AwL 5.03 + 0.03 291 + 0.05 1047.67 *** 351.96 *** 770 ***
AL 11.50 + 0.03 8.47 + 0.05 1990.85 *** 751.88 *** 510 ***
MAW 245 + 0.01 255 + 0.01 36.35 *** 103.61 *** 558 ***

Table 4. Phenotypic characterization (%) procedure from the five hybrid zones of the
Thitonia tubaeformis and T. rotundifolia complex in Mexico (Schwarzbach et al. 2001).

Fenotipe Huautla Zacacoyuca  Teloloapan Corral de Cerro de
Piedra Piedra
Positive transgressive 34.78 8.69 10.86 2.17 13.04
Negative transgressive 13.04 34.78 30.43 15.21 26.09
Intermediate 28.26 13.04 26.08 23.91 39.13
Parent-like 23.91 26.08 21.73 32.60 19.57

Not significant 0 17.39 10.86 26.08 2.17



Table 5. Regressions analyses between morphological and molecular markers (RAPD’s) from the five hybrid zones of the

Thitonia tubaeformis and T. rotundifolia complex in Mexico. (*) = F significant at P < 0.05.

Structure Locality
Huautla Zacacoyuca Teloloapan Corral de Piedra
r? r F r? r F r? r F r? r F
Leaf 002 016 146 0.08 028 532 005 024 376 008 028 444
Ligule 001 0.14 1.2 0.09 0.3 5.94* 0.004 0.07 0.26 0 0.02 001
Disk floret 036 0.61 3421 041  0.64 42.42* 018 043 13.37* 027 052 19.33*
Inflorescence  0.65 0.81 113.75* 031 055 26.80* 042 0.65 42.89* 052 0.73 56.84*
Phyllary 044  0.66 46.42* 0.36 0.6 34.16* 017 042 12.92* 015 039 9.29*
Pale 038 0.62 36.54* 0.08 03 6.25* 013 036 8.96* 035 059 27.60*
Achene 035 059 32.13* 011 034 7.99* 022 047 16.74* 023 049 15.89*

51



20 L 2 S NS
P27 s
s 2
“n
3
LY
5* . 27
*6
18°
{
A
16° ) 200 il 4
I I kilomtlaters I I
[ Tithonia tubaeformis @ Tithonia rotundifolia sk Mixed stand
T T T
100° 98° 96°
Fig. 1

52



No. of individuals

P RPN
o~ oo
1

i
(7R

PP
(BN NY

=
PN WO OoOFR,r N WAOG or N W hA~OG OoOFr N WwWwhOU O R NWPA IO Ny ©©O©O

o

O, N WA

Ciudad Universitaria
Caseta México-Cuernavaca

0 5.8 115

T. tubaeformis

Fig. 2

17.3

230 288

Probable
backcrosses

345 403 460 518 575 633 690 748 805 86.3 92
. Probable T. rotundifolia
Putative
F1 backcrosses

53



LEAF

N Huautla
37 ° og
2 o 96° © o & ©
0 @ ZD o © ° )
L’T.’T OOO o DO" o © ° g
2 ol <] i
g oo o 0000 50, : g,
S wioge 2 o ¢ S
[ °< Y o,
’ "
-4
2 0 2 4
PC1 (63.80)
. Teloloapan
o (o] (:i"l
o , o> =5 4
o o N
21 %00 o %% °
~ o o & % ° ° —_
o 0. o © o o —
S o . o - o
hud ‘o QDJ‘SO a0 2
N Q N
O o 4 o° O
D._z, of o
° @
4
2 0 2 4
PC1(56.98)
\ Cerro de Piedra

PC2(12.13)
1

)
h

Fig. 3

PC1(58.28)

Zacacoyuca

[N)
h

(=
I

[¥)
h

o o o
o =] o
oo o° Goéjo
° [+] [+] A
2 *°
ry & a o
® A A Y
o 4o @
. A A A A
P
2 0 2
PC1 (56.52)

Corralde Piedra

~
1

[N
h

o
T

[N
h

IS
1

Ty
© T.rotundifolia (:‘"‘L':"\

o o
o 000 Q g & o
o © °
o0 o
° %, 2 A%n
o0t UL Lo,
o o
Q\
2 0 2
PC1 (58.36)

T. tubaeformis @\

[
A Putative hybrids <>

4

54



LIGULE

" Huautla N Zacacoyuca
: (i
2 g Q 2 \ ‘/
© GQ cBox o V
— o Lo — AQ
3 |aa . o o c<:}'cfJ P o Q i 2 %o °
© 0 a o o o 0
Q‘/ ” L % o QI, N R A‘ N o
8 \ /‘\ 8 A 4 PO %o 8
QL] | 2 ‘1 o, | i °© _ap 60
I i o © %% 7
A ~Y’/ ® o° \
4 -4
4 2 0 2 4 4 -2 0 2
PC1(54.47) PC1 (55.22)
. Teloloapan N Corralde Piedra
| % & Q
\ [+]
2 % o0 \' 21 °8 odgo%‘bo 8
Q OCb go o DO"‘b %4 °
D P . o PO °o %, ° > o a
N . a o ~ A .
o0 o 00 0+ o ° A [}
o o g “4co 0. g ) " o N
8 g “ M . LN) o
o 2 o o | v’ " D'-Z* /\
, (il
\ q/ N { ‘/
4 V 44 Y
4 2 0 2 4 4 2 0 2
PC1(51.65) PC1(52.70)
Cerro de Piedra
-
M
PO
2 % go° T.tubaeformis |/
S oo v
o] o g
- A C @ ° %o o
3 X 4 RT |
o 0- £ ° o T.rotundifolia Q
) A O 4oogl a
N
£ : 7\
2 (it A Putative hybrids |
{iif /
. v

PC1(51.71)

Fig. 4



DISK FLORET

» Huautla o Zacacoyuca
2 g 24 g
= o To 08,0, ° @ ‘ o o300 °
© Ou © @, Ire) o o ®o
5 S T AT O 00 . *foe 880 %
: * o 0%‘6?0 ° RI/ A “: ‘ o
@) D4 op O 4 4 0 °
0o ° o Q] o
o g °
-4 ‘ 4]
2 0 2 4 4 2 0 2 4
PC1(83.04) PC1(83.31)
. Teloloapan N Corralde Piedra
2- H 3 E
o
—~ 8 o o — o 6;50 o
o o o < %99 o ©
g o Oogoo%;"o o g o A °°€§§DG 08
) o " Fo o o Pl o ©
N OA o N
O a,he @ A O a o
D..zf A Lo o] o 4 00 =]
I -
4] i -4 .
2 0 2 4 4 2 0 2 4
PC1(83.36) PC1 (69.84)
. Cerro de Piedra
2 g T. tubaeformis
- 0 ol o o P00 ° o o i I
&0 Fy ] 7 oq,fgo ag T. rotundifolia
S Fo , °°
A o
o g . ) 4 Putative hybrids g
-4-]
2 0 2 4
PC1 (69.66)
Fig. 5

56



INFLORESCENCE

Huautla Zacacoyuca
- o o ¢ o
o oo s 000
o &P
2 ] o ¢ g 08 2- T2 U%G -] é)
© 8o o p o
~ 2 o 00 4 g > ] o &8
N~ > o o] &@ a © o go o
o 0 LA QN %ed
o R o° % 00 4
~ o % ¢ N N ° ° s g
8 o OO%’ ° A °. 8 n‘ 4
2 o o © A -2+ (-] .4 "
o A Ak
-47 T T T T -47 T T T T
-4 2 0 4 4 2 0 2
PC1(35.75) PC1(35.67)
Teloloapan Corralde Piedra
4 . g0 4 ° o
o oo o oo
[+]
2 ° %too ;’ 2 @ g o %"
— = Od [} — 2 o
£ & °° o 'g S Ogaw
2 o °o G L& N <§ o ™o
~ °©0g? @ 4 ~ ¢ ow e
O rog 040 O % ° N
o 5] ° o 450 4 o o .
B o ] i -2 N
o il %0
o ©
o]
4 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 4 ‘ ‘
-4 -2 0 2 4 -4 2 0 2
PC1(34.08) PC1(34.92)
N Cerro de Piedra
(]
o O‘o
2 % ¥ge T.tubaeformis
& (o]
~ o 00 4 )
N &o PIRT
S 0 Yoo, o o T.rotundifolia
o ° s0 o a0
N og a
O o o o
& ] o Lo A Putative hybrids
A
-4 ‘ .
4 -2 0 2 4
PC1(33.60)
Fig. 6

57



PHYLLARY

. Huautla \ Zacacoyuca
2 2
—~ DQO J — )
F‘r". 0 ®o °f ., g o o o % °
N~ U AD [o e [«] o [e)] 0,
. "B S% )
N A 2 A N " e o ° egéc?o"r? .
O " A o ‘A.l . &O o b
o 5. L,04 o, A h o o
{i [l
-4 , : : : . 4
4 2 0 2 4 -4 -2 0 2 4
PC1(67.28) PC1(62.61)
. Teloloapan Corralde Piedra
; .
2 2
—~ [+] ~
9 0o o: g o © o °
&07 [} ‘ ’ o og 00 of? &Di A ° o 8 (] gg wU
8 ° 2ot ¢ o 49 A% °° ¢ N A P90 @ ‘ °e °
A 4A o O R A b A
[a 5 Al o o i o 5 . °
o 3 8 o /& o o
@ . f‘l ° é?
[ A
{
-4 i : . . . 4 . . ; . .
4 2 0 2 4 -4 -2 0 2 4
PC1(63.17) PC1(59.03)

Cerro de Piedra

2 T. tubaeformis

© T.rotundifolia

PC2(22.32)
o
-]
B o
° o
%o
Qo0 ©
e °
o 8
=T

A Putative hybrids

n

»>

»

O

»
?;f-ﬁk,.

o

=

PC1(60.33)

Fig. 7

58



PALEAE
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Appendices 1. Phenotypic characterization (Schwarzbach et al. 2001) of the five putative
hybrid zones of the Thitonia tubaeformis and T. rotundifolia complex in Mexico (mean *
S.D.). Abbreviations of characters are described in Table 2. Asterisk indicate significant
differences among taxa (one way ANOVA test; *= P<0.05, **P=<0.01, ***= P<0.001,
n.s.= no significant differences). Mean values with the same letter for each taxa did not
differ at P<0.05 after a multiple comparison test (Tukey’s test).
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Character T. rotundifolia Hybrid T. tubaeformis Hybrid phenotype
HUAUTLA
Foliar
TLL 204.13 + 70.97° 262.72 + 89.53° 207.40 + 48.50° *** pos. transgressive
LL 149.97 + 46.43° 179.21 + 54.76" 154.53 + 37.07°  ** pos. transgressive
LWpP 60.32 + 25.84* 88.45 +39.4° 59.59 + 22.49° *** pos, transgressive
PLBW 36.38 + 13.81° 50.10 + 22.09° 3374+ 13.70° *** pos. transgressive
MWP 8.82 + 3.69° 13.36 +5.90° 10.32 +£3.64°  **  pos. transgressive
PW 2.35 + 0.85° 2.58 + 0.80° 219 £ 0.57°  **  pos. transgressive
MW 0.81 + 0.28" 0.97 +0.3%° 0.82+0.26°  *** pos. transgressive
MWL 105.65 + 42.39° 131.69 + 55.93° 98.60 + 29.71° *** pos. transgressive
LWA 58.72 + 20.00* 71.92 + 28.15° 48,98 + 14.35° **  pos. transgressive
LWB 100.42 + 41.73° 125.46 + 52.72° 94.16 + 28.09° *** pos. transgressive
NVL 868 + 1.26° 9.34 + 153 890+ 123  ** tubaeformis-like
NLL 229 + 1.06" 130 £0.93° 113+ 048" *  tubaeformis-like
LA 90.65 + 65.61° 131.77 + 93.02° 77.61 +37.67° *** pos. transgressive
WPA 2.16 + 1.58° 3.56 +2.22° 294 +151°  **  pos. transgressive
Ligule
LiL 33.89 + 4.45° 34.34 + 570 4231+641° *  intermediate
NVLi 23.75 + 4.16° 15.98 + 4.94° 1459 + 1.57°  ** intermediate
NDL 241 +0.64° 2.28 +0.69° 2.02 035" ** rotundifolia-like
MLiW 15.15 + 1.93° 11.96 +2.93° 1430 + 2.78°  *** neg. transgressive
LiIWA 13.78 + 2.95° 10.83 + 2.66 12.56 + 2.46°  *** neg. transgressive
LiwB 12.35 + 1.60* 10.08 + 2.59° 1212 £ 257c  *** neg. transgressive
Disk floret
TLF 14.13 + 1.09 12.12 + 1.57° 11.26 + 0.86° *** intermediate
CTL 8.30 + 0.95% 7.18 +0.91° 6.57 + 0.53° *** intermediate
CTW 2.05 + 0.25° 1.84 +0.28° 1.84 + 0.22° ***  tubaeformis-like
Inflorescence
TIW 66.14 + 11.23° 74.32 +12.63° 91.45 + 14.52° *** intermediate
DW 20.52 + 4.06° 20.61 + 4.25° 2215+ 4.18°  *** rotundifolia-like
PW 9.08 + 2.27° 6.98 + 2.12° 809+ 1.77°  *** neg. transgressive
NIP 12.63 + 243 13.63 +2.37° 10.42 £ 2.42°  **  pos. transgressive
NOP 6.26 + 1.62° 9.06 + 2.24° 11.22 + 2.25° *** intermediate
NRF 12.83 + 1.21° 1412 +1.92° 1393+ 1.75°  ** tubaeformis-like
IH 17.33 + 2.84° 15.76 + 2.98 14.25 + 2.84° % intermediate
PL 18.93 + 7.71° 14.60 + 4.30° 2223 £6.54°  *** neg. transgressive
Phyllary
IPL 15.40 + 2.16* 16.71 + 2.95" 20.08 + 4.27° ** intermediate
IPW 551 + 1.15° 468 +1.23° 4.39 £ 1.24° ***  intermediate
IPAW 466 + 1.01° 408 +1.19° 366+ 1.03° *** intermediate
IPBW 498 + 1.11° 3.97 +1.10° 350+ 0.82° *  intermediate
OPL 21.45 + 3.05% 22.63 + 2.66° 29.85 + 3.90° *** - intermediate
oPW 7.0 +1.33° 4.89 +158° 498+ 101° ** tubaeformis-like
OPAW 457 + 0.99* 3.81 +0.87° 438+ 0.87° *** neg. transgressive
OPBW 6.13 + 1.37° 4.00 + 1.76° 3.51 + 0.69° *** intermediate
Pale
NPaA 2.61 +0.64° 2.61 +0.61° 2.10 + 0.74° **  rotundifolia-like
PaL 1391 + 1.36° 14.34 +1.94° 1191+ 1.68°  *** pos. transgressive
MWPa 5.58 + 0.89* 6.31 +0.81° 598+ 1.07°  *** pos, transgressive
Achene
NAA 1.47 +0.59° 1.52 +0.53* 123 076"  ** rotundifolia-like
AwL 496 + 116 4,95 +1.17° 320+ 2.02° ** rotundifolia-like
AL 11.47 + 1.69* 11.73 + 1.78° 8.90 + 2.37°  *** rotundifolia-like
MAW 2.48 + 0.38° 2.65 + 0.24° 2.54 +0.39°  **  pos. transgressive
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Character

T. rotundifolia

Hybrid

T. tubaeformis

Hybrid phenotype

ZACACOYUCA
Foliar

TLL
LL
LWP
PLBW
MWP
PW
MW
MWL
LWA
LwWB
NVL
NLL
LA
WPA

Ligule
LiL
NVLi
NDL
MLiwW

Disk floret
TLF

CTL

CTw

Inflorescence
TIW

DW

PW

NIP

NOP

NRF

IH

PL

Phyllary
IPL
IPW
IPAW
IPBW
OPL
oPW
OPAW
OPBW

Pale
NPaA
PaL
MWPa

Achene
NAA
AwL
AL
MAW

201.21
145.50
61.82
37.22
8.22
2.37
0.81
104.94
55.94
99.42
8.76
2.50
84.18
212

33.89
23.75

241
15.15
13.78
12.35

14.29
8.43
2.02

66.29
20.19

8.84
12,51

6.21
12.95
17.33
19.10

15.36
5.58
4.61
5.05

20.82
6.90
4.98
5.99

2.49
13.64
5.50

1.47
4.96
11.47
2.48

+ 7097
+ 46.43°
+ 25.84°
+ 13.81°
+ 369
+0.85°
+0.28°
+ 42.39°
+ 20.00*
+ 41,73
+1.26
+ 1.06°
+ 65.61°
+ 1.58°

+ 4.45°
+ 4.16°
+ 0.64°
+1.93°
+ 2.95°
+ 1.60°

+ 1.09*
+ 0.95
+0.25°

+11.23°
+ 4.06°
+ 2.27°
+ 243
+ 1.62°
+ 1.21°
+2.84°
+ 7.71°

*221°
+ 1142
+0.98°
+1.13°
+3.07°
+ 1.46°
+ 12,54
+ 1.44°

+0.72°
+1.38°
+0.92°

+ 0.59°
+ 1.16°
+ 169
+ 0.38°

207.18 + 57.75°

148.62 + 35.71*°

61.65 + 27.56°
30.67 + 13.93°
9.22 +3.39°
2.36 +0.66*°
0.73 +£0.23°
105.42 + 36.26°
50.26 + 15.46°
98.19 + 35.63°
9.75 + 1.48°
111 +0.92°
86.20 + 47.4°
2.59 + 1.60°

34.80 + 6.46"
14.51 + 3.65°

2.02 +0.47°
11.68 + 2.02°
10.30 + 1.95°
10.08 + 1.83°

11.39 + 1.70°
6.58 + 1.34°
1.66 +0.21°

75.59 + 13.25
19.69 + 3.38*
3.88 +1.90°
12.61 213
8.81+1.71°
13.12 +0.98°
15.86 + 3.47°
9.43 +3.07°

14.17 + 2.15°
3.82 £0.85°
3.30 £0.79°
3.07 £0.69°

19.05 +2.91°
3.73+0.81°
3.23 £0.69°
2,92 £0.78°

1.92 +0.85
13.93 +1.98°
6.00 + 0.72°

1.94 +0.25
5.04 +0.92°
11.47 £ 1.33
2.70 +0.28°

205.98 + 49.43°
153.05 + 37.69"
50.34 + 22.71%
33.48 + 13.52°
10.25 + 3.67°
2.19 £ 0.57°
0.81 + 0.26°
98.13 + 30.13*
48.74 + 14.38°
93.81 + 28.42°
8.90 + 1.23°
1.11 + 0.45°
77.16 + 38.77°
2.90 + 1.53°

4231 + 6.41°
14.59 + 1.57°

2.02 + 0.35
14,30 + 2.76°
12,56 + 2.46°
12.12 + 2.57¢

11.27 + 0.86°
6.59 + 0.53
1.82 +0.22°

90.21 + 14.52°
21.98 + 4.18°
7.76 £ 1.77°
10.67 + 2.42°
10.99 + 2.25°
13.92 + 1.75°
14.46 + 2.84°
20.93 + 6.54°

19.62 + 4.38°
439 +1.21°
3.67 + 1.02°
3,50 + 0.83°

28.95 + 4.69°
4.89 + 1.0
4,30 + 0.88°
3.36 + 0.73°

2.08 + 0.75°
12.03 + 1.78°
6.15 + 1.38°

1.23 £ 0.76°
3.20 + 2.02°
8.90 + 2.37°
2.54 + 0.39°

*k

i

S :

i

Fokk

*

*Ak

ns.
n.s.

ns.

n.s.

intermediate

ns.

neg. transgressive
ns.
tubaeformis-like
ns.

pos. transgressive
tubaeformis-like
ns.
rotundifolia-like

intermediate
tubaeformis-like
tubaeformis-like
neg. transgressive
neg. transgressive
neg. transgressive

tubaeformis-like
tubaeformis-like
neg. transgressive

intermediate
rotundifolia-like
neg. transgressive
rotundifolia-like
intermediate
rotundifolia-like
intermediate

neg. transgressive

neg. transgressive
neg. transgressive
neg. transgressive
neg. transgressive
neg. transgressive
neg. transgressive
neg. transgressive
neg. transgressive

neg. transgressive
pos. transgressive
intermediate

pos. transgressive
rotundifolia-like
rotundifolia-like
pos. transgressive
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Character

T. rotundifolia

Hybrid

T. tubaeformis

Hybrid phenotype

TELOLOAPAN
Foliar

TLL
LL
LWP
PLBW
MwP
PW
MwW
MWL
LWA
LWB
NVL
NLL
LA
WPA

Ligule
LiL
NVLi
NDL
MLIW
LIWA
LiwB

Disk floret
TLF

CTL

CTW

Inflorescence
TIW

DW

PW

NIP

NOP

NRF

IH

PL

Phyllary
IPL
IPW
IPAW
IPBW
OPL
OPW
OPAW
OPBW

Pale
NPaA
PaL
MWPa

Achene
NAA
AwL
AL
MAW

200.87
145.19
62.01
37.64
8.10
2.23
0.79
101.95
54.81
96.98
8.80
217
81.83
2.16

33.89
23.75

241
15.15
13.78
12.35

13.80
8.23
2.00

68.23
20.52

8.48
12.41

6.57
13.08
17.18
18.51

15.45
5.31
4.41
4.78

21.47
6.70
4.48
5.76

2.52
13.89
5.50

1.47
4.96
11.47
2.48

+ 70.97%
+ 46.43"
+ 25.84*
+13.81%
+ 3.69°
+ 0.85
+0.28°
+ 42.39°
+ 20.00*
+41.73°
+ 1.26°
+ 1.06
+ 65.61°
+ 1.58"

+ 4.45°
+ 4.16*
+ 0.64°
+1.93*
+ 2.95
+ 1.60*

+ 1.09*
+ 0.95%
+ 0.25%

+11.23*
+ 4.06°
+2.27°
+ 243
+ 1.62°
+ 1.21%
+ 2.84%
+7.71°

+2.33°
+1.28
+ 1.07%
+ 1.26°
+ 2.96°
+ 1.64%
+ 1.01%
+ 1.69°

+0.73*
+ 1.68*
+0.88

+ 0.59°
+ 1.16°
+ 1.69°
+ 0.38°

184.32 + 52.07°
134.90 + 33.37°
51.65 + 22.65°
33.78 + 14.49°
7.70 + 3.44°
1.90 +0.58°
0.56 + 0.21°
90.60 + 31.16°
49.26 + 16.57°
88.98 + 30.47°
9.35 + 1.63°
1.41 +0.64°
71.80 + 40.30°
1.81 +1.11°

37.57 £ 4.78°
16.58 + 4.49°

1.77 £0.77°
14.20 + 2.48°
12.55 + 2.29°
11.88 + 2.09°

12.24 +1.99°
7.45 +1.39°
1.67 £0.24°

76.00 + 11.84°
20.92 + 4.04*°
6.17 + 2.97°
12.11 +2.03°
7.77 £ 1.68°
12.86 + 1.42°
16.19 + 3.74°
12.58 + 5.56

14.85 + 2.57°
4.04 +1.07°
3,51 +0.97°
3.54 +0.91°

22.30 £3.31°
501 + 1.79°
3.53 + 0.65
411 +1.83

2.64 +0.88°
14.94 +2.14°
6.41 +0.90

1.39 +0.68°
421 +1.70°
11.06 + 1.62°
2.81 +0.33°

207.40 + 48.50°
154.53 + 37.07°
59.60 + 22.49°
33.75 + 13.70°
10.32 + 3.64°
2.19 + 0.57°
0.83 + 0.26°
98.60 + 29.71°
48.98 + 14.35
94.16 + 28.09°
8.90 + 1.23°
1.13 + 0.48°
77.61 + 37.67°
2.94 + 1.51°

4231 + 6.41°
1459 + 1.57°

2.02 + 0.35°
14.30 + 2.78°
12.56 + 2.46°
12.12 + 2.57¢

11.26 + 0.86°
6.57 + 0.53°
1.84 + 0.22°

91.45 + 14.52°
22.15 + 4.18°
8.09 + 1.77°
10.42 + 2.42°
11.22 + 2.25°
13.93 + 1.75°
14.25 + 2.84°
22.23 + 6.54°

20.08 + 4.27°
439 + 1.24°
3.66 + 1.04°
3.50 + 0.82°

29.85 + 3.90°
4.98 + 1.01°
438 +0.87°
3.39 + 0.69°

2.10 £ 0.74°
11.91 + 1.68°
6.06 + 1.07°

1.23 £ 0.76°
3.20 + 2.02°
8.90 + 2.37°
2.54 + 0.39°

Fokk

¥

Piid

neg. transgressive
rotundifolia-like
neg. transgressive
n.s.
rotundifolia-like
neg. transgressive
neg. transgressive
n.s.
tubaeformis-like
n.s.

pos. transgressive
intermediate

n.s.
rotundifolia-like

intermediate
intermediate

neg. transgressive
neg. transgressive
tubaeformis-like
neg. transgressive

intermediate
intermediate
neg. transgressive

intermediate

n.s.

neg. transgressive
rotundifolia-like
intermediate
rotundifolia-like
intermediate

neg. transgressive

neg. transgressive
neg. transgressive
neg. transgressive
tubaeformis-like
intermediate
tubaeformis-like
neg. transgressive
intermediate

pos. transgressive
pos. transgressive
pos. transgressive

rotundifolia-like
intermediate
intermediate

pos. transgressive
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Character

T. rotundifolia

Hybrid

T. tubaeformis

Hybrid phenotype

CORRAL DE PIEDRA

Foliar
TLL
LL
LWP
PLBW
MWP
PW
MW
MWL
LWA
LWB
NVL
NLL
LA
WPA

Ligule
LiL
NVLi
NDL
MLIW
LIWA
LiwB

Disk floret
TLF

CTL

CTW

Inflorescence
TIW

DW

PW

NIP

NOP

NRF

IH

PL

Phyllary
IPL
IPW
IPAW
IPBW
OPL
OPW
OPAW
OPBW

Pale
NPaA
PaL
MWPa

Achene
NAA
AwL
AL
MAW

196.72
142.54
60.34
36.80
8.14
2.28
0.79
104.13
56.33
98.92
8.55
221
82.36
212

33.89
23.75

241
15.15
13.78
12.35

14.32
8.52
1.96

66.39
19.78

9.14
12.21

6.26
12.94
17.38
20.98

15.31
5.38
4.39
4.91

22.37
6.99
4.34
6.09

2.50
13.64
5.32

1.47
4.96
11.47
2.48

+ 70.97%
+ 46.43"
+ 25.84*
+13.81%
+ 3.69°
+ 0.85
+0.28°
+ 42.39°
+ 20.00*
+41.73°
+ 1.26°
+ 1.06
+ 65.61°
+ 1.58"

+ 4.45°
+ 4.16*
+ 0.64°
+1.93*
+ 2.95
+ 1.60*

+ 1.09*
+ 0.95%
+ 0.25%

+11.23*
+ 4.06°
+2.27°
+ 243
+ 1.62°
+ 1.21%
+ 2.84%
+7.71°

+ 2.52%
+ 1.30*
+ 113
+ 1.24°
+ 4.42°
+ 157
+ 117
+ 1.54

+ 0.68*
+ 1.67°
+ 0.90°

+ 0.59°
+ 1.16°
+ 1.69°
+ 0.38°

189.62 + 56.00°
128.65 + 35.86"
61.90 + 23.05°
33.04 +10.72°
10.80 + 4.50°

2.17 +0.61%°
0.65 + 0.23°
98.59 + 33.69°
47.95 + 15.83
92.55 + 33.03°
8.95 + 1.42°
1.04 +0.34°
82.10 + 46.65"
3.50 +2.11°

35.38 + 6.84°
17.82 + 3.86"

2.33 052
14.06 + 1.69°
12.35 + 1.54°
11.78 + 1.53°

12.07 +2.29°
7.26 + 1.65
1.49 +0.20°

75.16 + 10.43°
18.90 + 3.54°
8.11 +2.91°
11.69 + 2.36*
7.64 +1.87°
13.38 + 1.10*
14.91 +3.10°
15.57 +7.63°

14.63 + 3.55°
3.98 +1.34°
335+1.12°
344 +1.32°

23.04 +4.13%
4.96 +2.23°
2.99 + 0.68°
419 +2.19°

2.36 +0.71°
13.05 + 2.00°
5.36 + 1.15%

1.66 + 0.53%
413 + 1.56°
10.10 +2.37°
2.53 + 0.30°

206.18 + 47.96°
151.40 + 36.30°
59.86 + 21.92°
34.25 + 13.19°
10.42 + 3.71°
2.19 + 0.56°
0.79 + 0.26°
99.46 + 29.71°
49.80 + 14.54°
95.32 + 28.24°
8.94 + 1.27%
1.11 #+ 0.45°
77.61 + 38.50°
2.94 + 1.61°

4231 + 6.41°
1459 + 1.57°

2.02 + 0.35°
14.30 + 2.78°
12.56 + 2.46°
12.12 + 2.57¢

11.65 + 0.86°
6.87 + 0.53°
1.74 + 0.22°

88.44 + 14.52°
21.61 + 4.18°
7.87 + 1L.77°
10.76 + 2.42°
10.61 + 2.25°
13.80 + 1.75°
14.59 + 2.84°
21.49 + 6.54°

18.97 + 4.65°
4.26 +1.22°
3.55 + 1.02°
3.47 + 0.86°

28.83 + 4.79°
4.96 + 1.31°
4.09 + 1.00°
351 + 1.16°

2.14 + 0.74°
12.15 + 1.94°
5.98 + 1.03°

1.23 £ 0.76°
3.20 + 2.02°
8.90 + 2.37°
2.54 + 0.39°

Hk

Fokk

i

n.s.
rotundifolia-like
n.s.

n.s.
tubaeformis-like
n.s.

neg. transgressive
n.s.
tubaeformis-like
n.s.

n.s.
tubaeformis-like
n.s.
tubaeformis-like

intermediate
intermediate
rotundifolia-like
neg. transgressive
tubaeformis-like
neg. transgressive

intermediate
intermediate
neg. transgressive

intermediate

neg. transgressive
n.s.

n.s.

intermediate

n.s.
tubaeformis-like
neg. transgressive

rotundifolia-like
tubaeformis-like
tubaeformis-like
tubaeformis-like
rotundifolia-like
tubaeformis-like
neg. transgressive
intermediate

intermediate
intermediate
rotundifolia-like

pos. transgressive
intermediate
intermediate

n.s.
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Character

T. rotundifolia

Hybrid

T. tubaeformis

Hybrid phenotype

CERRO DE PIEDRA
Foliar

TLL
LL
Lwp
PLBW
MWP
PW
MwW
MWL
LWA
LwB
NVL
NLL
LA
WPA

Ligule
LiL
NVLi

Disk floret
TLF

CTL

CTW

Inflorescence
TIW

DW

PW

NIP

NOP

NRF

IH

PL

Phyllary
IPL
IPW
IPAW
IPBW
OPL
OPW
OPAW
OPBW

Pale
NPaA
PaL
MWPa

Achene
NAA
AwL
AL
MAW

201.43 * 70.97°
149.05 + 46.43"
60.32 + 25.84*
36.24 + 13.01°
821 + 3.04°
2.36 + 0.81°
0.76 + 0.17°
105.65 + 42.39°
55.64 + 18.42°
102.35 + 41.12°
8.48 + 1.26°
234 + 1448
87.52 + 58.41°
2.06 + 133

33.89 * 4.45°
23.98 + 4.07°
2.63 +0.62°
15.63 + 1.84°
13.64 + 2.08"
12.61 + 1.53°

14.13 + 1.09°
8.30 + 0.95
2.18 + 0.25°

64.17 + 11.08°
20.32 + 4.11°
9.17 +213°
11.46 + 2.27°
6.17 + 1.52°
12.31 + 1.17°
17.06 + 2.81°
19.22 + 7.31°

15.15 + 2.13*
5.60 * 1.11°
4.87 +1.01°
466 + 1.07°
21.00 *3.14*
6.89 + 133
4.04 + 093"
6.13 + 1.37°

2.47 +0.64°
13.46 + 1.08°
5.58 + 0.89%

1.47 + 0.59*
5.08 + 1.18°
11.97 + 1.69
2.48 + 0.38°

191.17 + 38.59°
137.46 + 24.93°
55.60 + 15.24°
35.72 + 10.56™
8.00 +2.34%
1.93 + 0.44°
0.61 +0.12°
93.74 + 21.43°
48.17 +12.43°
89.38 + 22.04°
9.57 + 1.20°
1.30 £0.54°
72.01 + 26.49°
2.09 +0.77°

37.39 +3.44°
16.33 + 4.48°

1.78 +0.42°
14.07 +2.01°
12.09 + 1.94°
11.98 + 1.53°

12.09 +1.84°
7.43 +1.11°
1.68 +0.13°

77.77 £9.38°
21.21 323

5.92 + 2.85°
12.43 +1.38°

7.99 +1.31°
13.20 +1.07°
16.33 + 3.09°
11.82 + 4.49°

14.88 + 1.69°
3.96 +0.76b
3.99 + 0.66°
3.53 + 0.64°

22.64 +2.05°
5.29 + 1.84°
5.01 + 6.81°
4.22 +1.70°

2.57 +0.63°
14.71 +1.94°
6.24 + 0.66°

1.37 £0.48°
4.39 +0.99°
10.15 + 1.10°
2.75 +0.31°

205.28 + 46.18°
154.53 + 37.07°
57.52 + 23.11°
32.15 + 13.73°
11.04 + 4.16°
2.62 +0.34°
0.78 + 0.21%
96.41 + 29.04°
46.35 + 13.43
94.16 + 28.09°
8.90 + 1.23°
1.10 + 0.48°
75.12 + 37.00°
3.06 + 1.14°

4231 + 6.41°
13.76 + 1.41°

2.13 +0.34°
13.30 + 2.23°
12.14 + 2.02°
11.45 + 2.14°

11.15 + 0.81°
6.33 + 0.36°
1.84 + 0.22°

91.33 + 14.02°
23.63 + 4.17°
8.34 + 1.15°
10.11  2.13°
10.25 + 2.16°
13.42 + 1.33°
13.22 + 2.376°
22.23 + 6.54°

19.15 + 4.53°
4.43 + 1.15°
3.36 + 0.97°
3.24 + 0.63°

27.24 + 3.08°
4.06 + 0.96°
437 + 0.85°
3.67 + 0.61°

1.97 £ 0.70°
11.06 + 1.68°
5.78 + 1.04°

1.18 + 0.76°
3.20 £ 2.02°
8.90 + 2.37°
2.43 + 0.39°

neg. transgressive
neg. transgressive
tubaeformis-like
parent-like
rotundifolia-like
neg. transgressive
neg. transgressive
tubaeformis-like
tubaeformis-like
neg. transgressive
pos. transgressive
intermediate
tubaeformis-like
rotundifolia-like

intermediate
intermediate
neg. transgressive
intermediate
neg. transgressive
intermediate

intermediate
intermediate
neg. transgressive

intermediate
rotundifolia-like
neg. transgressive
pos. transgressive
intermediate
tubaeformis-like
intermediate

neg. transgressive

neg. transgressive
neg. transgressive
intermediate
intermediate
intermediate
intermediate
pos. transgressive
intermediate

rotundifolia-like
pos. transgressive
pos. transgressive

intermediate
intermediate
intermediate
pos. transgressive

66



V. Discusion

Barreras a la hibridacion introgresiva entre Tithonia tubaeformis y T. rotundifolia

Un requisito para que exista el fenébmeno de hibridacion es el sobrelapamiento espacial de
las especies. Es decir, que ambas especies coexistan en la misma localidad. Sin embargo, es
importante notar que el hecho de que dos especies ocurran en simpatria no derivara
necesariamente en un fendmeno de hibridacion debido a la presencia de barreras

precigdticas y postcigoticas.

Tithonia tubaeformis y T. rotundifolia muestran un amplio intervalo de distribucion
geogréfica. Sin embargo, existe una divergencia parcial en la preferencia de habitat de cada
especie, presentando T. tubaeformis una preferencia por ambientes templados, mientras que
T. rotundifolia prefiere ambientes xéricos, principalmente en bosques tropicales (La Duke,
1982). A pesar de mostrar una divergencia en las preferencias de habitat, actualmente estas
especies se encuentran en simpatria en un buen nimero de localidades. Esto puede deberse
en parte a los constantes disturbios causados por las practicas agricolas que favorecen la
eliminacion de la cobertura forestal. Debido a que estas especies se establecen en ambientes
con algun tipo de disturbio, estas practicas favorecen la expansion de su area de
distribucion, aumentando la posibilidad de que T. tubaeformis y T. rotundifolia entren en

simpatria.

Sin embargo, aun cuando existen localidades simpatridas de T. tubaeformis y T.
rotundifolia, la hibridacion no ocurre en todos los sitios (Tovar-Sanchez, observacion en
campo). La ausencia de individuos hibridos en estos sitios puede explicarse por diferencias
fenoldgicas florales que muestran una variacion espacial y temporal (La Duke, 1982). De
acuerdo con observaciones en campo, existen sitios en los que no existe un sobrelapamiento
de las épocas de floracion de estas especies, presentandose en primer lugar la floracion de
T. tubaeformis y posteriormente la de T. rotundifolia. En algunas especies de compuestas,
existe evidencia de algunos factores ambientales que pueden afectar la fenologia floral
(Weber y Schmid, 1998; Calle et al., 2009; Hulber et al., 2010). En este sentido, las

observaciones para T. tubaeformis y T. rotundifolia pueden explicarse por el inicio de la
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temporada de lluvias, ya que ésta puede afectar diferencialmente la fenologia de estas

especies.

En este sentido, la variacion temporal en las épocas de floracion parece actuar como
una barrera reproductiva en T. tubaeformis y T. rotundifolia. Sin embargo, ya que se ha
demostrado hibridacion entre estas especies (Rodriguez-Carmona, 2010), es claro que
existen sitios en los que existe un sobrelapamiento en las épocas de floracion. Como ya se
ha mencionado, el inicio de la temporada de lluvias puede ser un factor importante en este
sentido. Debido a que el inicio de la temporada de lluvias varia tanto espacial como
temporalmente en México, la floracion de T. tubaeformis y T. rotundifolia estara en funcion
del inicio ésta, por lo tanto la fenologia floral actia como una barrera reproductiva parcial

entre estas especies.

Por otro lado, es interesante abordar el tema de la fertilidad de los hibridos. La Duke
(1982) reporta en una revision del genero Tithonia que los hibridos entre T. tubaeformis y
T. rotundifolia exhiben una importante reduccién en la fertilidad (viabilidad de polen de
23%) con respecto a las especies parentales. Debido a esto, La Duke considera que existe
esterilidad hibrida y que ésta actia como una fuerte barrera postcigética. Bajo la
perspectiva de La Duke, se plantea un escenario en el cual la seleccidon natural actuaria en
contra de los individuos hibridos, favoreciendo el desarrollo de fuertes barreras
reproductivas entre T. tubaeformis y T. rotundifolia. Sin embargo, actualmente existe
hibridacidn introgresiva entre T. tubaeformis y T. rotundifolia (Rodriguez-Carmona, 2010).
Si bien, los hibridos entre estas especies presentan una reduccion en cuanto a la viabilidad
de polen con respecto a individuos de las especies parentales (La Duke, 1982), es
importante mencionar que no todos los individuos hibridos son uniformes en este aspecto
(McKenzie et al., 2008; Mooring, 2008). En este sentido, pueden existir individuos hibridos
con mayor viabilidad de polen con respecto a la media de la poblacion hibrida, abriendo la
posibilidad de que exista hibridacion introgresiva. Incluso, si todos los individuos hibridos
exhibieran la misma viabilidad de polen (23%) la probabilidad para generar retrocruzas
viables es baja, pero existe. Por ejemplo, en un complejo de especies cercanas a Tithonia
sp. conformado por Helianthus annuus y H. petiolaris se encontré que la fertilidad de los
hibridos era de 10% (Heiser, 1947; Rieseberg et al., 1998). Con estos bajos niveles de
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viabilidad de polen, se ha encontrado un extenso fenomeno de hibridacion introgresiva e
incluso se han generado especies hibridas a partir de las especies de este complejo
(Schwarzbach et al., 2001; Lexer et al., 2003).

Zonas hibridas del complejo Tithonia tubaeformis x Tithonia rotundifolia

En una gran cantidad de trabajos existe cierta dificultad para asignar casos especificos de
zonas hibridas a algunos de los modelos descritos. Incluso se ha propuesto que cada zona
hibrida posee sus particularidades, por lo que la asignacion a un modelo en especifico
resulta dificil (Arnold, 1997). Més aln, muchos de los modelos han sido derivados a partir
de casos de hibridacion en animales, por lo que la comparaciéon con zonas hibridas de
plantas resulta dificil debido a las diferencias en las historias de vida entre estos grupos. Sin
embargo, aln con estas dificultades podemos hacer una propuesta sobre el modelo de zona

hibrida que se ajusta mejor al caso de Tithonia tubaeformis y T. rotundifolia.

Tithonia tubaeformis y T. rotundifolia son especies que se distribuyen
principalmente en zonas abiertas que presentan algun tipo de disturbio, como &reas de
cultivo y caminos. La distribucion en forma de parches que presentan estas especies refleja
la discontinuidad espacial que existe en cuanto a recursos y condiciones. Al igual que los
sitios alopatridos, las zonas hibridas de estas especies se encuentran distribuidas en forma
de parches. Por lo anterior, el modelo que se ajusta para las zonas hibridas de T.
tubaeformis y T. rotundifolia es el modelo de mosaico (Harrison, 1986). Asimismo, otra
observacion que apoya esta propuesta es la ausencia de una transicion morfoldgica gradual
de una especie a otra, la cual es una caracteristica diagndstica para otros modelos (egj.,
modelo de zonas de tension). Por otro lado, el modelo de mosaico propuesto por Harrison
(1986) es un modelo dependiente del ambiente. Dicho modelo supone que existe una
seleccion enddgena (i.e, factores genéticos) en contra de los hibridos, mientras que la
seleccion exogena (i.e., presiones ambientales) puede actuar tanto positiva como
negativamente para los genotipos hibridos. En este sentido, en el caso de los individuos
hibridos entre T. tubaeformis y T. rotundifolia existe evidencia de una seleccion endégena
en contra de los hibridos, la cual esta expresada por una reduccion en la viabilidad del
polen en hibridos putativos (La Duke, 1982). Sin embargo, debido a que en el presente

estudio no se evaluaron los componentes de adecuacion de los hibridos, no es posible
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conocer si existe una seleccién exdgena a favor o en contra de los genotipos hibridos.
Futuros estudios deberan evaluar la adecuacion de los hibridos bajo condiciones

controladas en el laboratorio.

Por otro lado, en numerosos estudios se ha encontrado que los individuos hibridos
exhiben una mayor similitud morfologica con la especie cuyo sitio alopatrido se encuentra
mas proximo (Tovar-Sanchez y Oyama, 2004). O bien, si la zona hibrida ocurre en el
habitat preferente para una de las especies parentales, los hibridos tendrdn una mayor
similitud morfoldgica con ésta. Este patron raramente discutido puede explicarse por i) la
presencia de una seleccién exdgena en contra de individuos hibridos morfoldgicamente
similares a la especie cuyo sitio alopatrido se encuentra lejos de la zona hibrida (Arnold,
1997) o bien, ii) por una elevada plasticidad fenotipica de los hibridos que les permita

exhibir morfologias similares a alguna de las especies parentales (ej. Carney et al., 2000).

El caso de las zonas hibridas entre T. tubaeformis y T. rotundifolia se ajusta al
patron mencionado. Las cinco zonas hibridas estudiadas se encuentran en ambientes tipicos
de T. rotundifolia (xéricos), por lo que los individuos hibridos mostraron una mayor
similitud morfoldgica con esta especie. Sin embargo, debido a que no se encontraron zonas
hibridas en ambientes propios de T. tubaeformis (mésicos) no se puede confirmar que el
patron se cumpla en el sentido opuesto. Por lo tanto, futuros estudios deberian emplear
hibridos derivados de cruzas controladas y llevar a cabo transplantes a sitios xéricos y

mésicos para conocer las causas del patron observado.

Formacion y mantenimiento de zonas hibridas entre Tithonia tubaeformis y T. rotundifolia
Los resultados indican que Tithonia tubaeformis y T. rotundifolia forman hibridos en las
cinco localidades estudiadas en el presente trabajo. Sin embargo resulta interesante
preguntarnos ¢qué factores favorecen la formacion y la permanencia de las zonas hibridas
entre estas especies? En una gran cantidad de trabajos el disturbio provocado por
actividades humanas ha sido sefialado como un prerrequisito para la formacion de zonas
hibridas (Anderson, 1949; Rieseberg y Gerber, 1995). Esto debido a que los sitios con

algun tipo de disturbio crean condiciones nuevas en las cuales los hibridos podrian
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presentar una mayor adecuacion que los individuos de las especies parentales (Anderson,
1949). Sin embargo, debido a que T. tubaeformis y T. rotundifolia se distribuyen
preferentemente en ambientes con algan tipo de disturbio, éste parece tener un papel menor

en la formacion de zonas hibridas.

Ya que los factores ambientales parecen tener un papel poco importante en la
formacion y establecimiento de zonas hibridas, las caracteristicas de historia de vida de
estas especies deberan tener un papel importante en este sentido. La poliploidia espontanea
en la progenie hibrida ha sido propuesta como un factor importante para el mantenimiento
de zonas hibridas. Sin embargo, la poliploidia generalmente aparece cuando las especies
parentales poseen nimeros cromosomicos distintos (Rieseberg, 1997). Para el caso de T.
tubaeformis y T. rotundifolia la poliploidia parece poco probable que exista, ya que ambas
especies parentales son diploides y presentan el mismo namero cromosomico (n=17; La
Duke, 1982). Por ultimo, en la literatura se sefialan algunas caracteristicas de historia de
vida que pueden favorecer el nimero efectivo de individuos hibridos en la poblacion.
Dentro de estas caracteristicas el crecimiento clonal es recurrentemente mencionado en
algunos grupos (Vila y D’antonio, 1998). De nuevo, el crecimiento clonal no se presenta en
T. tubaeformis ni en T. rotundifolia, por lo que éste no tiene un papel en la formacion y
mantenimiento de las zonas hibridas. Debido a que ni las caracteristicas ambientales
(disturbio) ni algunas de las caracteristicas intrinsecas mas mencionadas en la literatura
(poliploidia, crecimiento clonal) parecen tener un papel en el establecimiento y formacion
de zonas hibridas entre T. tubaeformis y T. rotundifolia discutiremos un argumento para

este caso.

Para el caso de T. tubaeformis y T. rotundifolia proponemos que un rompimiento
parcial en el patron de auto incompatibilidad en los hibridos puede favorecer la formacion y
el mantenimiento de las zonas hibridas. En general, se considera que la auto
incompatibilidad es un caracter ancestral de la familia Asteraceae (Lane, 1996). Sin
embargo, se ha encontrado que la auto compatibilidad puede aparecer en formas herbaceas
anuales (Ferrer et al., 2004). Asimismo, el nimero de especies que presentan algun grado
de auto compatibilidad es mayor bajo condiciones de estrés hidrico o en ambientes xéricos,

ya que en estos ambientes puede haber una baja disponibilidad de polinizadores (Ferrer et

71



al., 2004). A pesar de que las especies de Tithonia son especies auto incompatibles,
proponemos que los hibridos pueden presentar un rompimiento parcial de esta barrera. Bajo
este escenario, aun cuando los hibridos exhiben una reduccion en los niveles de fertilidad
del polen (La Duke, 1982), éstos pueden establecerse y generar semillas hibridas a partir de
su propio polen. De esta manera, no solo se favoreceria la formacion de zonas hibridas, sino
que el namero individuos hibridos se mantendria para la siguiente generacién, llevando al

mantenimiento de la zona hibrida.

Hibridacion entre especies invasoras

Actualmente se reconoce que las especies invasoras tienen efectos importantes sobre la
comunidad y los ecosistemas que invaden (Vitousek et al., 1997). A nivel comunidad las
especies invasoras pueden ocasionar la extincion de especies con distribucion restringida
por competencia o bien, por medio de la asimilacion genética de la especie rara (Rhymer y
Simberloff, 1996). Por su parte, a nivel ecosistema las especies pueden afectar la
circulacion de nutrientes al modificar las tasas de descomposicion (Driebe y Whitham,
2000). Si bien las especies invasoras tienen un efecto importante sobre los ecosistemas,
éstas pueden sufrir algin tipo de cambio genético que puede maximizar sus efectos en
dichos ecosistemas. Recientemente, se ha propuesto como una fuente de cambio a la
hibridacion interespecifica, ya que ésta introduce una gran cantidad de variacion genética
en las poblaciones participantes (Anderson, 1949; Ellstrand y Schierenbeck, 2000). En este
sentido, el fendmeno de hibridacion introgresiva entre Tithonia tubaeformis y T.

rotundifolia puede maximizar sus efectos negativos en los ecosistemas que se incorporan.

En primer lugar, la hibridacion introgresiva unidireccional hacia T. rotundifolia
puede dotar a esta especie de nueva variacion genética que le permita colonizar ambientes
en los que previamente no se encontraba. Esto traeria como consecuencia que esta especie
entrara en simpatria con otras especies de compuestas, pudiendo causar la extincion de
especies con distribucion restringida por dos vias principalmente, i) por exclusion
competitiva o bien ii) por asimilacién genética via hibridacion introgresiva. Consideramos
que esta Ultima es probable, ya que existen reportes de hibridacion de T. tubaeformis con
otras especies como Helianthus annuus (Reyes-Valdés et al., 2005). Ya sea que T.

rotundifolia sea un mejor competidor que las especies con distribucién restringida o que
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forme hibridos con estas especies, una gran cantidad de compuestas podrian estar
amenazadas. Lo anterior debido a que Meéxico es un centro de diversificacion de
Asteraceae, en donde una gran cantidad de especies son endémicas con una distribucion
altamente restringida (Villaserior et al., 1998).

Asimismo, la presencia de caracteres transgresivos en los hibridos puede amplificar
el efecto negativo de las especies individuales en el ecosistema (Ellstrand y Schierenbeck,
2000). En este sentido, la presencia de caracteres transgresivos en los hibridos puede
facilitar su incorporacién a ambientes extremos para los individuos de las especies
parentales (Rieseberg et al., 2003). La incorporacion de hibridos a nuevos hébitats puede
traer varias consecuencias en cuanto a la conservacion de especies. En primer lugar, los
hibridos pueden presentar una mayor capacidad competitiva y desplazar a las especies que
se encontraban en dicho ambiente. Un ejemplo esto es el caso de la hibridacion entre
Spartina alternifolia y S. maritima en las islas britanicas. Estas especies formaron un
hibrido estéril que sufrio una duplicacién cromosémica para originar a la especie S.
anglica. Esta especie hibrida presenta una mayor capacidad competitiva que las especies
parentales, por lo que ha invadido areas extensas en donde antes solo se encontraban

individuos de S. alternifolia y S. maritima (Ayres y Strong, 2001).

Por otro lado, debido a que los hibridos poseen caracteristicas nuevas en relacién a
las especies parentales, éstos pueden llegar a alterar algunos procesos en el ecosistema, tal
como la disponibilidad de nutrientes en el ecosistema. Esto debido a que al tratarse de
especies anuales, los hibridos entre T. tubaeformis y T. rotundifolia incrementarian
considerablemente los niveles de hojarasca en el ecosistema, y por lo tanto un incremento
en la disponibilidad de nutrientes en éste. Este incremento en los nutrientes conduciria a
profundos cambios en la estructura de la comunidad de especies asociadas (ej., Driebe y
Whitham, 2000).
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