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RESUMEN

Las invasiones bioldgicas son consideradas como un factor de gran impacto porque reducen la
biodiversidad, e incluso pueden tener efectos negativos en el ambito econdémico y de salud
publica. Kalanchoe delagoensis, K. daigremontiana, y su hibrido (Houghton) son especies
conocidas comUnmente como “madre de millones” que pertenecen a la familia Crassulaceae. Son
nativas de Mozambique y Madagascar, y han sido introducidas extensivamente en regiones

tropicales y subtropicales, convirtiéndose en invasoras en Estados Unidos y Australia.

K. delagoensis es tetraploide, mientras que K. daigremontiana es diploide, y en su area
natural de distribucién son capaces de hibridar para dar origen al hibrido triploide Houghton.
Una caracteristica importante de varias especies de este género, incluyendo a estas dos y su
hibrido, es la capacidad de desarrollar propagulos clonales en los margenes de las hojas, los

cuales tienen una alta sobrevivencia bajo distintos niveles de luz y agua.

Se estimo la diversidad genética, con base en ocho microsatélites de cinco poblaciones
introducidas en México de estas especies y del hibrido Houghton. En el caso de K.
daigremontiana y del hibrido s6lo se detect6 un genotipo multilocus en todas las poblaciones, las
cuales se encuentran separadas por hasta 411 kildmetros. En las poblaciones de K. delagoensis
también se registré un solo genotipo excepto en una poblacién (Tula, Tamaulipas), donde hubo
cuatro genotipos multilocus (A, B, C y D). Sin embargo, el 86% de los individuos pertenecen a
un solo genotipo, por tanto, los otros estan presenten en bajas frecuencias y son subconjuntos del
genotipo dominante. Es probable que los genotipos en esta poblacion sean resultado de un evento

de reproduccion sexual exitoso, el cual no ha ocurrido en las otras poblaciones.

La baja diversidad genotipica encontrada en las poblaciones de K. delagoensis y K.
daigremontiana sugiere que la invasion ocurrio a partir de la introduccion de un unico genotipo
de cada especie, y que las poblaciones se han expandido por crecimiento clonal. Ademas, la
presencia de un unico genotipo del hibrido muestra que estas especies no estan hibridizando

entre si en las poblaciones estudiadas.



ABSTRACT

Biological invasions are an important factor that causes biodiversity loss, and some invasive
species can have an economic and health impact. Kalanchoe delagoensis, K. daigremontiana and
their hybrid (Houghton’s hybrid) have been introduced in tropical regions, and are reported as
invasive species in United States and Australia. These species are native to Madagascar and
Mozambique, and are part of the Crasulaceae family. K. delagoensis is tetraploid while K.
daigremontiana is a diploid species, and in their native distribution area are able to hybridize to
originate the triploid Houghton’s hybrid. One outstanding feature of these succulent plants is the
growth of clonal propagules from the margin of their leaves, which present high survival under
different light and water conditions.

Using eight microsatellite loci, we estimated the genetic diversity of five introduced
populations of these species and their hybrid in Mexico. For K. daigremontiana and Houghton’s
hybrid, we recorded just one multilocus genotype in all populations, which were separated by up
411 km. The same occurred in K. delagoensis populations, except for one, where four multilocus
genotypes were present (A, B, C and D), although one genotype accounted for 86% of all
screened individuals of that population. The other three genotypes were in low frequencies and
did not present new alleles, indicating that they are subsets of the dominant genotype. It is likely
that genotypes B, C, and D are the result of a successful reproductive event, which seemingly has
not occurred in the other populations.

The lack of genotypic diversity found in the Mexican populations suggests that the
invasion by these two species occurred from the introduction of one genotype of each plant
species, and that the range expansion has been through by clonal growth. In addition, the
presence of just one genotype of the hybrid shows that K. delagoensis and K. daigremontiana are

not hybridizing in Mexican populations.



I. INTRODUCCION

La dispersion de especies de flora y fauna mediada por el hombre a sitios fuera de su rango de
distribucion natural, especialmente en los Gltimos siglos, ha sido una fuerza importante que ha
moldeado la biodiversidad mundial (Wilson et al. 2009). Aunque sélo algunas de las especies de
plantas introducidas invaden comunidades naturales o alcanzan altas densidades poblacionales,
aquellas que lo hacen representan un alto riesgo a la biodiversidad y pueden modificar
drasticamente su entorno (Muller-Scharer et al. 2004). Para cuando son perceptibles los dafios
ocasionados por las especies invasoras, generalmente ya han alcanzado grandes magnitudes y

con graves consecuencias (Comité Asesor Nacional sobre Especies Invasoras 2010).

En el dltimo siglo, derivado de la modernizacion del transporte, de las vias de
comunicacion y la gran apertura de rutas comerciales, la introduccién de especies exoticas se ha
incrementado. Aunado a esto, los cambios de uso de suelo, la alteracién de los ecosistemas y el
cambio climético estan incrementando la vulnerabilidad de muchos hébitats, haciéndolos adin

mas susceptibles a la invasion biol6gica (Wilson et al. 2009).

Los impactos ecoldgicos que causan las especies invasoras pueden ser dramaticos y
llegan incluso a causar la extincién de poblaciones y especies nativas, la degradacion de los
habitats (particularmente en ambientes insulares), la alteracion de procesos y funciones
ecoldgicas, la modificacion de los ciclos biogeoquimicos y de la estructura de los niveles tréficos
(Bossdorf et al. 2005). La introduccién y la dispersion de especies exoticas tiene como
consecuencia el desplazamiento de especies nativas por competencia, depredacién, transmision
de paréasitos y patdgenos, o por modificacion del habitat (Aguirre Mufioz et al. 2009; Comité

Asesor Nacional sobre Especies Invasoras 2010).

En general, las especies invasoras deterioran los recursos naturales y, en consecuencia,
los servicios ambientales, afectando asi la produccion de alimentos. De esta manera, pueden
repercutir negativamente en sistemas agropecuarios, dafiando la infraestructura publica,
degradando las tierras de cultivo, afectando la calidad del agua y los paisajes, que a su vez
pueden tener valor turistico o historico (Comité Asesor Nacional sobre Especies Invasoras,

2010). Es por lo anterior que el impacto de las especies invasoras puede representar elevados



costos, tanto por el dafio directo, como por el gasto invertido en su control y erradicacion
(Bossdorf et al. 2005).

En México residen al menos 46 de las 100 especies invasoras més dafiinas del mundo
(Aguirre Mufioz et al. 2009). La suma de plantas vasculares y vertebrados invasores registrados
en pais es de 1321 especies (Gonzélez et al. 2014), aunque esta cifra puede estar subestimada
debido a que los esfuerzos dirigidos a evaluar a las especies invasoras atienden principalmente a
actividades productivas y no a los ecosistemas naturales (Aguirre Mufioz et al. 2009).
Actualmente, las invasiones biologicas, junto con la destruccion del hébitat, representan los
factores de riesgo mas significativos y de mayor impacto (Sala et al. 2000; Aguirre Mufioz et al.
2009), y en el caso de los ecosistemas insulares, la introduccion de especies exdticas es la

primera causa de extincion de especies (Aguirre Mufioz et al. 2009).

1.1  Kalanchoe delagoensis y K. daigremontiana como especies invasoras

El género Kalanchoe es un grupo originario de Mozambique y Madagascar, pero actualmente se
encuentra ampliamente distribuido debido a numerosas introducciones en regiones tropicales y
subtropicales (Eggli, 2003). Una de las caracteristicas mas sobresalientes de algunas especies del
género Kalanchoe, incluyendo K. delagoensis y K. daigremontiana, es la produccion de
propagulos clonales (plantlets o pseudobulbilos) que surgen de meristemos ubicados en los
margenes de sus hojas, los cuales antes de que se desprendan ya cuentan con raices secundarias,
tallo y dos pares de hojas, ademas de una reserva de almidén y agua que aprovechan durante la
fase del establecimiento (Johnson, 1934). Es debido a esta caracteristica que estas especies son
comunmente conocidas como “madre de millones”, y se ha reportado que los pseudobulbilos
tienen una alta sobrevivencia bajo diferentes condiciones de luz y agua (Herrera y Nassar, 2009;
Guerra-Garcia, 2011).

Kalanchoe delagoensis es una especie invasora en Australia (Hannan-Jones y Playford,
2002), Sudafrica y Estados Unidos (http://environment.gov.au/biodiversity/trade-use). En el caso
de México, K. delagoensis se ha registrado en los estados de Querétaro, Veracruz e Hidalgo
(REMIB), aunque también ha sido observada en Tamaulipas, San Luis Potosi, Yucatan y en el

Distrito Federal (J. Golubov com. per.). Es una especie tetraploide, y no se han reportado



individuos diploides en su area de distribucion natural ni en sitios donde se ha introducido
(Hannan-Jones et al. 2005).

Por su parte, K. daigremontiana es una especie diploide que también presenta
propagacion clonal frecuente. Ha sido ampliamente introducida con fines horticolas y se ha
naturalizado en numerosas regiones (Hannan-Jones et al., 2005). Kalanchoe daigremontiana es
capaz de formar hibridos con otras especies del géenero con las que comparte su area natural de
distribucion en Madagascar (Boiteau y Allorge-Boiteau, 1995). Los horticultores han usado esta
propiedad para generar variedades interespecificas, incluyendo al hibrido “Houghton” (K.
delagoensis x K. daigremontiana; Hannan-Jones et al., 2005; Shaw 2008). Arthur Duvernoix
Houghton (1870-1938) produjo la cruza en la que K. delagoensis fue la especie parental de
polen, y le dio el nombre K. tubimontanum, aunque no lo publicé (Shaw 2008). Este hibrido es
triploide, presenta caracteristicas morfoldgicas intermedias, y se ha convertido en maleza en los

rangos de distribucién de sus especies progenitoras (Hannan-Jones et al., 2005; Shaw 2008).

En el caso de las poblaciones establecidas en México, se desconocen aspectos histdricos
importantes, como la procedencia de los individuos de las distintas poblaciones, el nimero de
introducciones y de individuos introducidos, hace cuanto ocurrieron, y la variacion genética
ancestral de éstos. Ademds, no se tiene informacién acerca de si K. delagoensis y K.

daigremontiana estan hibridizando en México.

En especies cuyas poblaciones han pasado recientemente por cuellos de botella, como es
el caso de las poblaciones introducidas, marcadores con bajas tasas de mutacion (por ejemplo las
aloenzimas) pueden presentar poca variacion. Asi, solo los loci con tasas de mutacién mayores
pueden ser informativos (Schldtterer 2000). Los microsatélites son repeticiones en tandem de
uno a seis nucledtidos que se encuentran en alta frecuencia en los genomas nucleares de la
mayoria de las especies (Selkoe y Toonen 2006). También son conocidos como simple sequence
repeats (SSR), variable number tandem repeats (VNTR) o como short tandem repeats (STR;
Selkoe y Toonen 2006). La secuencia de repeticiones de los microsatélites puede presentar
mutaciones debido a errores durante la replicacion de ADN, lo que cambia el nimero de
repeticiones y la longitud del fragmento (Schlétterer 2000).

Los microsatélites presentan altos niveles de diversidad alélica debido a que tienen

grandes tasas de mutacidn. Estos altos niveles de variacion genética los hacen un excelente



marcador genético para llevar a cabo estudios de procesos que ocurren a escalas de tiempo
ecologicas (Schlotterer 2000). Ademas, son marcadores moleculares selectivamente neutros y
segregan de forma mendeliana (Selkoe y Toonen 2006). Sin embargo, los microsatélites pueden
subestimar la diversidad alélica, ya que alelos del mismo tamafio pueden provenir de distintos
linajes (homoplasia). La homoplasia reduce la diversidad alélica que se observa y puede
sobreestimar el flujo génico cuando la tasa de mutacion es muy alta (Schlétterer 2000, Selkoe y
Toonen 2006).

Hannan-Jones et al. (2005) desarrollaron nueve microsatélites para K. delagoensis y K.
daigremontiana. A través del uso de estos microsatélites es posible evaluar los probables
escenarios de la historia de introduccién de K. delagoensis, K. daigremontiana y el hibrido
Houghton a México. Asimismo, estudiar genéticamente estas especies potencialmente permitiria
evaluar el mecanismo a través del cual se mantienen las poblaciones, esto es reproduccion sexual

o clonacion.



1. HIPOTESIS

Kalanchoe delagoensis y K. daigremontiana han pasado por al menos un cuello de botella al
invadir México, y el crecimiento clonal es frecuente en ambas especies, por lo que se espera
encontrar baja variacion genética en las poblaciones estudiadas.

Estas especies presentan crecimiento en forma de manchones densos, por lo que la
diferenciacion genética se encontrard entre manchones, y poca o nula diversidad clonal
dentro de ellos.

Debido a que son especies introducidas y las poblaciones se originaron hace relativamente
poco tiempo, se observard baja o nula diferenciacion entre éstas (a menos que se hayan
originado a partir de distintos eventos de introduccion).

Si esta ocurriendo hibridacion entre K. delagoensis y K. daigremontiana en las poblaciones
de México, se encontraran multiples genotipos del hibrido Houghton formados por distintas
combinaciones de los alelos presentes en las poblaciones mexicanas de las especies
parentales.



I11. OBJETIVOS

Objetivo general:

Conocer la diversidad genética de las poblaciones en México de las especies introducidas

Kalanchoe delagoensis, K. daigremontiana y su hibrido, con base a ocho loci de microsatélites.
Objetivos particulares:
e Estimar la diversidad genética de las siguientes poblaciones:

o K. delagoensis: Cadereyta y Mesa de Ledn (Querétaro), Tula (Tamaulipas), y en
la Reserva del Pedregal de San Angel (REPSA, D.F.).

o K. daigremontiana: Tula
o Hibrido Houghton: Cadereyta, Mesa de Ledn, REPSA y Tolantongo (Hidalgo).

e Comparar la diversidad genética entre poblaciones y entre especies.
e Determinar si existe hibridacién entre K. delagoensis y K. daigremontiana en México.

e ldentificar el principal mecanismo por el cual las poblaciones de ambas especies se

mantienen (crecimiento clonal o reproduccion sexual).



IV. ANTECEDENTES

4.1 Fases del proceso invasivo

La invasion bioldgica es un proceso que puede dividirse en fases, en cada una de las cuales hay
barreras bioticas y abidticas que la especie o poblacién debe superar para poder pasar a la
siguiente fase (Richardson et al. 2000; Blackburn et al. 2011). La introduccién ocurre cuando un
organismo o su propagulo ha sobrepasado una barrera geografica gracias a diversas actividades
humanas (Richardson et al. 2000). La primera fase es la introduccién deliberada o accidental de
la especie. Este proceso se ha incrementado en las ultimas décadas con el comercio internacional
y la globalizacion. Un ejemplo de introduccion deliberada son las plantas usadas en la agricultura
u horticultura, ademas de especies de animales consumidos o empleados por el hombre. En este
caso, la siguiente barrera es puesta por el hombre, ya que puede impedir que la poblacion se

escape del confinamiento y se expanda a ecosistemas naturales (Blackburn et al. 2011; Figura 1).

|
Terminologia < lExonca | 4
H Casual/ IntroducidaH H Naturalizada/ Establecida l—’
Fase Transporte Introduccién Establecimiento Dispersién

Barrera

Expansiones y caidas
lacionales

Fracaso en la invasion

Figura 1. Fases del proceso invasivo divididas por las barreras a las que se enfrentar las poblaciones
introducidas. Tomado y modificado de Blackburn et al. (2011).

Una especie se puede considerar naturalizada en un sitio introducido cuando las
poblaciones son autosustentables, lo que depende de procesos demograficos como la
sobrevivencia y la reproduccion. A su vez, los procesos demograficos son afectados por distintos
factores (Blackburn et al. 2011):



e Intrinsecos de la especie: estan relacionados con la biologia de los organismos, y entre
ellos se encuentra la tasa reproductiva y de mortandad, si es especialista o generalista, su
capacidad de competencia, etc.

e Factores del sitio: pueden ser bidticos, como la presencia de enemigos o de mutualistas; o
abioticos, por ejemplo, las condiciones climaticas.

e Factores estocasticos: especialmente influye la cantidad de individuos o propagulos que
son introducidos.

e Interaccidn entre los distintos factores.

El establecimiento es un proceso poblacional, donde los individuos pueden sobrevivir y
reproducirse en el ambiente exotico, pero la poblacion no se establecera si la tasa de crecimiento
a largo plazo es negativa. Generalmente se necesitan varios ciclos de sobrevivencia y
reproduccion para asegurar el establecimiento (Blackburn et al. 2011). También pueden ocurrir
procesos metapoblacionales, en los cuales existen poblaciones fuente y poblaciones sumidero, y
pueden desaparecer poblaciones y establecerse nuevas, como sucede comunmente en plagas
agricolas (Blackburn et al. 2011).

Finalmente, la especie se convierte en invasora cuando es capaz de expandirse a areas
lejanas al sitio donde fue introducida. En este punto ya ha superado barreras abioticas y bioticas
del area (Richardson et al. 2000). Sin embargo, mientras mas se disperse, mas distinto sera el
ambiente, por tanto, una poblacion expandiéndose enfrenta maltiples eventos de establecimiento
(Blackburn et al. 2011; Figura 1).

Los factores que pueden afectar la capacidad de las plantas en la velocidad y eficiencia de
la colonizacion incluyen una amplia tolerancia ambiental, altos niveles de plasticidad fenotipica,
mecanismos reproductivos (como la capacidad de autofecundacion, autocompatibilidad o
reproduccion asexual), nimero efectivo de migrantes y/o a largas distancias, altas tasas de
crecimiento poblacional y elevada capacidad competitiva. Estos mismos factores determinan el
éxito de especies que han sido trasladadas por el hombre fuera de sus rangos nativos y que deben
enfrentar nuevos ambientes (Beest et al. 2012). Asi, para que una planta invada una nueva region
debe tener altos niveles de tolerancia fisioldgica y de plasticidad fenotipica (Muller-Schérer et al.
2004; Richardson y Pysek 2006), como en el caso de la cianobacteria Cylindrospermopsis

raciborskii, que presenta comportamiento invasivo en Europa y Africa, y se ha reportado en



areas templadas fuera de su rango natural de distribucion (Briand et al. 2004). Esta bacteria
posee una gran tolerancia ambiental a un amplio rango de condiciones climaticas, y aunado al
cambio climético, han permitido su rapida expansion (Briand et al. 2004). Sin embargo, una
planta que no posea altos niveles de plasticidad o tolerancia puede invadir un habitat a partir de
una ventana de oportunidad, por ejemplo, cambios en el ambiente del sitio introducido
(Richardson y Pysek 2006). Para K. delagoensis, se ha visto que es capaz de enfrentar una gran

diversidad de condiciones luminicas e hidricas con éxito (Guerra-Garcia, 2011).

Otra posibilidad es que la poblacién sea capaz de diferenciarse genéticamente y que tenga
el potencial adecuado de adecuacion a través mutaciones que son sujetas a las nuevas presiones
de seleccion (Muller-Scharer et al. 2004; Richardson y Pysek 2006). Por ejemplo, el caso de las
plantas herbéceas Solidago altissima y S. gigantea, que fueron introducidas a Europa hace
aproximadamente 250 afios, provenientes de Norte América, y cuyas poblaciones en las zonas
introducidas muestran diferenciacién latitudinal genética y fenotipica (Weber y Schmid 1998).
Es importante mencionar que el alto nivel de tolerancia y plasticidad, y la diferenciacidn genética

no son procesos mutuamente excluyentes (Muller-Schérer et al. 2004).

La variabilidad genética que permite la adaptacién de las especies introducidas a nuevos
ambientes puede provenir de mutaciones nuevas o de variacion genética preexistente. Debido a
que durante el proceso invasivo la adaptacion al nuevo ambiente puede ocurrir de forma rapida
en pocas generaciones, se espera que en la mayoria de los casos se deba a alelos que ya existian
en la poblacion, por lo que el numero de individuos que arriban y la diferencia genética entre
ellos, determinan la variacion genética inicial y la capacidad de adaptase rapidamente. Ademas,
alelos neutrales o incluso deletéreos en el rango nativo pueden convertirse en ventajosos en el
sitio introducido (Prentis et al. 2008).

En la mayoria de las invasiones hay un proceso temporal con una fase lag poco después
de la introduccion (Suarez y Tsutsui 2008). Esta fase lag puede ser simplemente el resultado de
un patron de crecimiento poblacional (por ejemplo, las fases tempranas del crecimiento
exponencial) a partir de una pequefia poblacion inicial. Sin embargo, otra posibilidad es que
representa el tiempo durante el cual ocurre una evolucion adaptativa a las condiciones del nuevo
sitio. Pueden ocurrir cambios genéticos que permiten que la poblacion supere esta fase lag,
incluyendo eventos como introducciones secundarias, hibridacién o la adquisicion espontanea de

nuevos atributos geneéticos (Suarez y Tsutsui 2008). Aunque otros procesos o caracteristicas no
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geneéticas de la especie introducida también pueden contribuir a la superacion de la fase lag,
como mecanismos de defensa, ser buenos competidores, clonalidad, amplitud ecoldgica, altas
tasas de crecimiento, produccion de una gran cantidad de propagulos y la dispersion por medios
no especializados (Hager y Trelp 2003). Ademas, se ha argumentado que la fase lag podria
también estar relacionada con la incapacidad de los humanos para detectar poblaciones

pequefias, y no es en si misma una caracteristica de las especies (Suarez y Tsutsui 2008)

El éxito de las especies invasoras es comunmente atribuido a la ausencia de enemigos
naturales y competidores, quienes regulan a las poblaciones en sus &reas naturales de distribucion
(Allenforf y Kundquist 2003; Richardson y Pysek 2006). Adicionalmente Blossey y Noétzold
(1995) han propuesto que después de que las poblaciones introducidas quedan libres de sus
enemigos, pasan por cambios evolutivos que resultan en un mayor vigor. Si existe un trueque
entre la asignacion de recursos en crecimiento y defensa, la seleccion natural favorecera
genotipos con menos defensas pero mas competitivos (Blossey y Nétzold 1995). Sin embargo, es
necesario poner esta hipotesis a prueba haciendo estudios de jardin comun comparando la
cantidad de recursos asignados al crecimiento y a la defensa de individuos en las areas
introducidas e individuos provenientes del area natural de distribucién (Bossdorf et al. 2005)

Por definicidn, las especies introducidas arriban a regiones donde no evolucionaron, por
lo que enfrentan nuevas presiones de seleccion. La llamada “paradoja de las invasiones
bioldgicas” cuestiona como algunas especies introducidas pueden ser tan exitosas compitiendo
contra especies nativas supuestamente bien adaptadas a las condiciones locales, a pesar de los
problemas asociados con poblaciones pequefias, la falta de diversidad genética por el tamafio
pequefio inicial, y una supuesta carencia de adaptacion a las condiciones locales (Allenforf y
Lundquist 2003). Las plantas invasoras pueden evolucionar por deriva génica y/o endogamia, por
la creacion de nuevos genotipos a través de la hibridacion intra e interespecifica, y por cambios
dréasticos en los regimenes de seleccion impuestos por el nuevo ambiente, que pueden causar
rapidos saltos adaptativos, aunque este Ultimo proceso requiere la existencia de variacion

genética sobre la cual pueda actuar la seleccion (Richardson y Pysek 2006).
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4.2  Diversidad genética en poblaciones introducidas

El proceso de invasion puede ser facilitado por la presencia de un sustrato genético sobre el que
pueda actuar la seleccién natural (Lee 2002). Sin embargo, las invasiones bioldgicas
generalmente se asocian con cuellos de botella, ya que las poblaciones pueden ser fundadas a
partir de unos cuantos individuos o por un Unico o pocos eventos de introduccion, ademas de que
la poblacion introducida se encuentra aislada de flujo génico (Prentis et al. 2008). Es por eso que
la cantidad de eventos de introduccion, el nimero de individuos introducidos y la distancia
genética entre éstos determina en gran medida la diversidad genética de las poblaciones y su

capacidad de evolucionar (Lee 2002).

En poblaciones fundadoras pequefias, se espera que presenten menor variacion genética,
en comparacion con aquellas en su area de distribucion natural. EIl tamafio poblacional pequefios
puede ocasionar depresion por endogamia, deriva génica y baja capacidad de adaptacion (Roman
y Darling 2007; Prentis et al. 2008). Asi, la cantidad de individuos que llegan, el tiempo de
residencia, el nimero de introducciones, la composicion y similitud genética de los individuos
fundadores determinan la variacion genética en poblaciones introducidas, y pueden tener un gran
impacto en la probabilidad de invasién de una especie (Richardson y Pysek 2006; Wilson et al.
2009). Probablemente el tamafio poblacional en la introduccién sea uno de los factores de mayor
impacto, ya que al liberar muchos individuos en una nueva area se incrementa la probabilidad de
tener una muestra representativa de la diversidad genética fuente (Roman y Darlin 2007).
Ademas, la probabilidad de invasion se incrementa con el tiempo desde la introduccion inicial,
ya que se aumenta el banco de semillas o propagulos, la dispersion, el establecimiento y la

fundacidn de nuevas poblaciones (Richardson y Pysek 2006).

Por otro lado, en las poblaciones pequefias durante las primeras fases de la invasion, los
alelos deletéreos recesivos se expresan con mas frecuencia en estado homocigoto y pueden ser
eliminados con mayor efectividad por la seleccion que en poblaciones grandes. Sin embargo,
este proceso depende del tamafio efectivo de la poblacién que a su vez es determinado por
factores como el sistema reproductivo, la diferencia genética entre los individuos y el nimero de

introducciones, entre otras caracteristicas y procesos (Bossdorf et al. 2005).

Se espera que la diversidad genética en las poblaciones invasoras sea menor que en su
area natural de distribucion, resultado de los cuellos de botella por lo que ha pasado. Sin
11



embargo, una diversidad muy baja restringe su capacidad de establecerse y adaptarse. Pese a lo
anterior, no se han encontrado patrones claros entre el éxito de invasion y los niveles de
variacion genética, ya que hay numerosos ejemplos de plantas invasoras con diversidad genética
intermedia y alta (Tabla 1). Es destacable el caso de Ambrosia artemisiifolia en Francia, que
presenta una diversidad mayor en el rango de distribucion introducido que en el natural,
resultado de varios eventos de introduccion con individuos procedentes de diferentes poblaciones
nativas (Genton et al. 2005). En la revision realizada por Roman y Darling (2007) encuentran
que el 69% de las plantas acuéticas invasoras poseen una diversidad genética igual y superior a
las poblaciones nativas; inclusive en algunas poblaciones invasoras han ocurrido rapidos
cambios evolutivos en los nuevos ambientes. Estos resultados son consistentes con la hipotesis
que vincula el incremento en la presion del propéagulo (propagule pressure), es decir, la cantidad
de individuos introducidos y en nimero de introducciones, y el éxito de la invasion (Roman y
Darlin 2007).

Tabla 1. Ejemplos de especies introducidas con distintos niveles de diversidad genética.

Especie Poblacion estudiada  Marcador Referencia
Cero Pennisetum setaceum  Arizona, Californiay  ISSRs Poulin et al. (2005)
diversidad Hawai
genetica Alternanthera Sur de China RAPDs e Wang et al. (2005)
philoxeroides ISSRs
Eichhornia crassipes  China RAPDs e Weiguo et al.
ISSRs (2006)
Fallopia japonica Reino Unido RAPDs Hollingsworth y
Bailey (2000)
Elodea canadensis, Nueva Zelanda AFLPs Lambertini et al.
Egeria densa y (2010)
Lagarosiphon major
Diversidad Alliaria petiolata Canada y Estados ISSRs Meekins et al.
genética Unidos (2001)
media Pueraria lobata Sur de Estados Unidos  Alozimas Pappert et al. (2000)
Pennisetum ciliare Noroeste de México ISSRs Gutierrez-Ozuno et
al. (2009)
Hypericum Estados Unidos AFLPs Maron et al. (2004)
perforatum
Diversidad Ambrosia Francia Microsatélites ~ Genton et al. (2005)
genéticaalta  artemisiifolia
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Por el contrario, también existen casos de invasoras con diversidad genética baja o nula
(Tabla 1), resultado tanto de estrictos cuellos de botella como de que las poblaciones fueron
fundadas a partir de individuos similares genéticamente y/o pocos eventos de introduccién. En
estos casos la plasticidad fenotipica y la tolerancia fisioldgica tienen papeles muy importantes.
Daehler (2003) mostrd que las especies invasoras tienen mayor plasticidad que las especies
nativas con las que coocurren; sin embargo, no tomo en cuenta los niveles de variacion genética
en las especies que estudio. Ademas, aun cuando la varianza genética aditiva sea el substrato
sobre el cual actda la seleccion, estudios recientes indican que la varianza genética epistatica, la
variacion de un atributo en una poblacion debido a los efectos epistaticos, puede ser también
importante ya que, sin la generacion de nuevas mutaciones, la epistasis potencialmente puede

proveer nuevo sustrato para la accion de la seleccion (Lee 2002).

4.3  Poliploidia e hibridacion en especies invasoras

La poliploidia (la multiplicacién de todo el genoma) ha sido una fuerza importante en la
evolucion del genoma de los organismos eucariontes, y en particular de las plantas, donde es un
mecanismo por el cual puede ocurrir la especiacion (Arrigo y Barker 2012). Alrededor del 35%
de las especies de plantas tienen nimeros cromosémicos que indican que ocurrieron
duplicaciones del genoma recientemente. Se estima que aproximadamente el 15% de los eventos
de especiacion en las plantas con flores son resultado de la poliploidia (Arrigo y Barker 2012).
Estudios recientes han mostrado que los eventos de duplicacion fueron cruciales para el origen
de genes del desarrollo y de regulacién encontrados en los genomas de las angiospermas (De
Bodt et al. 2005). Estos eventos de duplicacion ancestrales probablemente tuvieron un papel

importarte en el origen y tasa de diversificacion de las angiospermas (De Bodt et al. 2005).

La poliploidia puede llegar a ser ventajosa ya que después de que se han formado los
organismos poliploides, pasan a través de un cuello de botella de inestabilidad (Comai 2005).
Los poliploides adaptados que evadan la extincion entran a una trayectoria evolutiva de
diploidizacion, durante la cual la redundancia gendémica se reduce (Beest et al. 2012). Los genes
duplicados pueden perderse o ser mantenidos. De conservarse, puede ocurrir subfuncionalizacion

en algunos genes duplicados, es decir, los genes se especializan en algun aspecto de las
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funciones originales, o también pueden adquirir nuevas funciones, a lo que se conoce como

neofuncionalizacion (Comai 2005; Beest et al. 2012).

Sin embargo, se ha sugerido que la poliploidia se presenta en mayor frecuencia entre las
plantas invasoras que entre las angiospermas en general (Prentis et al. 2008). La poliploidia
resultado de la duplicacion intraespecifica del genoma (autopoliploidia) o de la fusion de
genomas de distintas especies (alopoliploidia) potencialmente tiene consecuencias ecoldgicas y
evolutivas en el éxito las plantas introducidas (Beest et al. 2012). Se han registrado casos en los
que el nivel de ploidia de todos los individuos de poblaciones introducidas es mayor a la ploidia
en el rango natural de distribucion, como ocurre en Fallopia japonica en las poblaciones
invasoras en Europa (Hollingsworth y Bailey 2000). Probablemente, la alta frecuencia de
poliploides entre las invasoras se debe a que estos organismos con varias copias genéticas
pueden presentar mayor adecuacién, competitividad, capacidad de colonizacion, plasticidad

fenotipica y/o tolerancia fisiologica (Prentis et al. 2008).

Los organismos polipliodes poseen caracteristicas que les permiten mantener mayores
niveles de diversidad genética, y asi pueden compensar los problemas de poblaciones fundadas a
partir de pocos individuos (Richardson y Pysek 2006). La primera de estas ventajas es la
heterosis que puede promover que los popliploides sean mas vigorosos gque sus progenitores
diploides (Comai 2005). La heterosis o vigor hibrido resulta de la combinacién de informacion

genética y epistatica proveniente de los padres (Bansal et al. 2012).

Cuando surgen alopoliploides, los genomas parentales, que son divergentes entre si, se
fijan, mientras que en la progenie de un hibrido diploide la heterosis y la heterocigosis
disminuyen. El apareamiento forzado de los cromosomas homologos en los alopoliploides
impide la recombinacion entre genomas, manteniendo el nivel de heterocigosis a través de las
generaciones (Comai 2005). Esta forma de heterosis, denominada heterosis fija, resulta de la

interaccion favorable entre los genes en los genomas homdlogos (Bansal et al. 2012).

Por otro lado, la redundancia de genes permite el enmascaramiento de alelos recesivos
deletéreos, lo cual puede ser importante cuando se trata de poblaciones aisladas que han pasado
por cuellos de botellas severos, y la purga genética de alelos deletéreos no puede ocurrir debido a
los pocos individuos reproductivos (Comai 2005). La tercera ventaja de la poliploidia es que

puede tener efectos ventajosos en la sexualidad de los organismos, anulando sistemas de
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autoincompatilidad y permitiendo la autofertilizacion, ademas de que algunas veces pueden

formarse lineas altamente clonales (Comai 2005).

Algunos ejemplos de plantas invasoras donde se ha estudiado el papel de la ploidia en el
éxito de invasion son Impatiens glandulifera (Kollmann y Banuelos, 2004), Rubus alceifolius
(Amsellem et al. 2001) y Senecio cambresis (Abbott y Lowe 2004).

La hibridacion, tanto intra- como interespecifica, ha sido sugerida como ventajosa en el
proceso invasivo de plantas (Prentis et al 2008), ya que puede mitigar la pérdida de variabilidad
genética durante los eventos fundadores, y generar nuevos genotipos (Lee 2002). Como
evidencia que apoya esta hipotesis esta el caso de Ambrosia artemisiifolia y Cytisus scoparius,
gue han experimentado varios eventos de introduccién e hibridacion intraespecifica (Bossdorf et
al. 2005; Whitney et al. 2006). En el area de la Bahia de San Francisco, Estados Unidos, cuatro
especies de pasto del género Spartina fueron introducidas a partir de sus areas nativas en Europa,
Chile y el oeste de Norte América. Desde su introduccién, algunas de estas especies se han
dispersado ampliamente y han hibridizado con el pasto nativo S. folioso, produciendo clones

capaces de desplazar a las especies parentales (Ayres et al. 2004)

Los hibridos de la primera generacion pueden incrementar su adecuacion gracias a que
presentan heterosis fija, lo que podria resultar en un incremento de su tamafio, capacidad de
reproduccion, crecimiento y/o competencia (Prentis et al. 2008), probablemente resultado de
interacciones nuevas entre los genes, al enmascaramiento de alelos recesivos deletéreos, por la
transferencia de nuevos genes, o ventaja del heterocigoto (Lee 2002). Ademas, la recombinacion
puede generar nuevas combinaciones de alelos sobre los que la seleccion natural puede actuar y

producir fenotipos mejores para colonizar nuevos ambientes (Rieseberg et al. 2003).

La ventaja de los hibridos en el proceso invasivo tambien puede deberse a que tienen
caracteristicas nuevas o extremas con respecto a las lineas parentales. Estos fenotipos extremos
son resultado de la segregacién en la que los alelos de ambos padres se combinan para producir
caracteristicas extremas que superan a los valores fenotipicos en direccion positiva 0 negativa
(Rieseberg et al. 2003).

15



V. METODOLOGIA

5.1  Colecta de material biologico

Se colecto tejido vegetativo de individuos de K. delagoensis, K. daigremontiana y el hibrido
Houghton en las siguientes localidades: Mesa de Leon y Cadereyta, Querétaro; Tula,
Tamaulipas; Tolantongo, Hidalgo; la Reserva del Pedregal de San Angel (REPSA), en el Distrito
Federal (Tabla 2; Figura 2). Las dos especies y el hibrido no se encontraban en simpatria en
ninguna localidad, estando presentes sélo dos de las tres (principalmente K. delagoensis y el
hibrido) o, como en Tolantongo, s6lo se encontro el hibrido. Es importante destacar que las
localidades se encuentran separadas por distancias que van de los 45 km (Cadereyta-Mesa de
Leon) a los 411 km (REPSA-Tula; Tabla 3).

Dado que uno de los objetivos del estudio es conocer el principal mecanismo de
propagacion de la especie (reproduccion sexual o clonalidad) y la extensién del proceso clonal,
se llevd a cabo un segundo muestreo en la poblacion de K. delagoensis ubicada en Tula, donde
se encontraron varios genotipos multilocus. En este muestreo se colectd tejido de cinco
manchones: de cada uno de tomo6 una planta focal (la de mayor tamafio) y diez méas de su

alrededor, para un total de 55 individuos mas de K. delagoensis en este sitio (Tabla 2).

Tabla 2. Numero de individuos (n) colectados, fecha de colecta de cada especie (mes/afio) y las
coordenadas geogréaficas asociadas a las localidades.

Localidad Coordenadas Fechade K. delagoensis K. daigremontiana Hibrido
colecta (n) (n) Houghton (n)

Cadereyta, 20°55'14.26"N  08/2011 40 0 40
Querétaro 99°55'21.95"W

Mesa de Ledn, 20°41'11.51"N  11/2012 40 0 40
Querétaro 99°34'9.45"W

Tula, Tamaulipas 23° 0'37.71"N  08/2011 40 40 0

99°43'16.47"W 03/2012 55

Tolantongo, 20°35'36.70"N  01/2013 0 0 40
Hidalgo 99° 7'55.89"W

REPSA, Distrito  19°19'9.21"N  08/2011 40 0 40
Federal 99°10'55.95"W
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Figura 2. Ubicacion de las localidades de donde se colectd K. delagoensis, K. daigremontiana e hibrido.

Tabla 3. Distancia (km) entre las localidades donde se colect6 el material biolégico.

Tula Cadereyta Mesa de Lebn Tolantongo REPSA
Tula - 234 258 275 411
Cadereyta - 45 90 193
Mesa de Ledn - 47 157
Tolantongo - 140

REPSA -

5.2  Extraccion de ADN y amplificacion de microsatélites

El tejido colectado se colocé en silica gel y se conservd a -4°C hasta el procesamiento de la
muestra. Se extrajo el ADN utilizando el método de bromuro de amonio cetiltrimetilo (CTAB)
(modificado de Doyle y Doyle, 1990; Anexo A).

Se amplificaron los loci de microsatélites a través de una Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (Polymerase Chain Reaction; PCR) usando los parametros descritos por Hannan-
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Jones et al. (2005). Los componentes de la amplificacion fueron: 25ng de DNA, 2.5 mM MgCl,,
0.2 mM de cada primer, 0.2 mM de dNTP’s (Invitrogen), 5 uL de PCR buffer (5X) y 1U de Taq
polimerasa (Promega) en un volumen de reaccion final de 25 uL. Las condiciones de los ciclos
fueron de 94°C de temperatura de desnaturalizacion por 4 min, seguido por 35 ciclos que
consistian en 94°C por 30 s, 50°C por 30 s (excepto para el locus UQBdel161, que fue de 55°C),
72°C por 1 min, en un termociclador Applied Biosystem Mod. 2720.

De los nueve loci de microsatélites nucleares desarrollados por Hannan-Jones et al.
(2005), no se logro amplificar el UQBdel104, aun probando distintas concentraciones de los
reactivos y diferentes temperaturas de alineacion (las caracteristicas de los microsatélites,
condiciones de amplificacion y secuencias de los primers pueden ser consultadas en el anexo B).
Se verifico la amplificacion de los marcadores mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Los productos de PCR con los fragmentos de tamafio esperado se mezclaron para hacer
lecturas multiplex, y se enviaron al servicio de analisis de fragmentos del Roy. J. Carver
Biotechnology Center de la Universidad de Illinois en Urbana-Champaign, Estados Unidos. Los
andlisis se realizaron en un secuenciador automatico ABI Prisma 3730xI (Applied Biosystems),
con un marcador de pares de bases ROX400. Para conocer el tamafio de los alelos de cada locus
se empled el software Peak Scanner 1.0 (Applied Biosystems). Es importante notar que el
tamano de los alelos fue ajustado de acuerdo con los alelos reportados previamente por Hannan-
Jones et al. (2005) para que los resultados fueron comparables.

Se estimo el nimero de genotipos multilocus, el nimero de alelos por locus, el porcentaje
de loci polimérficos y el numero promedio de alelos por locus; ademas se obtuvo la proporcion
de genotipos distinguibles como G/N, donde G es el numero de genotipos multilocus y N el
tamarfio de la muestra (Ellstrand y Roose 1987). La heterocigosis observada (H) se calculé como

la proporcion de heterocigotos.
La similitud genética (F) entre genotipos se estimd de acuerdo con (Nei y Li 1979):
F =2ny/(ny + ny)

donde nyy es el nimero de fragmentos compartidos entre los dos genotipos, y ny + ny es el

numero total de fragmentos en ambas lineas. La distancia genética (D) se calculé como 1 - F.
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Se compararon los genotipos encontrados de K. delagoensis con los reportados por
Hannan-Jones et al. (2005) de poblaciones australianas y de Madagascar. Se construyd un
dendograma de distancias genéticas de Nei de los genotipos de la poblacion de Tula y los
australianos con el programa Populations 1.2.32 (Langella 2002).

19



VI. RESULTADOS

Se obtuvieron 17, 13 y 15 alelos en K. delagoensis, en K. daigremontiana, y en el hibrido
Houghton, respectivamente. En el caso de K. delagoensis se detectaron de uno (UQBdel161) a
cuatro (UQBdel001) alelos por locus; en K. daigremontiana de uno (UQBdel001, UQBdel107,
UQBdel165) a dos (UQBdel011, UQBdel024, UQBdel144, UQBdel161, UQBdel175); y en el
hibrido Houghton el rango fue de uno (UQBdel107, UQBdel161) a tres (UQBdel144). El
numero promedio de alelos por locus fue 2.12 para K. delagoensis; 1.62 para K. daigremontiana;

y 1.87 para el hibrido Houghton.

Unicamente se encontr6 un genotipo multilocus en las poblaciones de K. daigremontiana
(Genotipo 1; Tabla 4) y del hibrido Houghton (Genotipo I; Tabla 4). En el caso de las
poblaciones de K. delagoensis localizadas en Cadereyta, Mesa de Ledn, Tolantongo y REPSA se
identificd un genotipo multilocus (Genotipo A), mientras que en la poblacién ubicada en Tula se
encontraron cuatro genotipos (Genotipos A, B, C, D). Los genotipos de K. delagoensis
comparten cinco alelos (21.74%) con el hibrido, mientras que no comparte ninguno con K.
daigremontiana (Figura 3). Por su parte, K. daigremontiana y el hibrido comparten tres alelos
(13.04%), mientras que las dos especies y el hibrido comparten siete alelos (30.43%).
Finalmente, los alelos exclusivos de K. delagoensis son cinco, tres en K. daigremontiana y cero
el hibrido (Figura 3).

Tabla 4. Composicion alélica (tamafio en pb) de los genotipos multilocus encontrados en las poblaciones
de K. delagoensis, K. daigremontiana y el hibrido Houghton.

K. delagoensis <. daigremontiana Hibrido
Locus Genotipo A Genotipo B Genotipo C Genotipo D Genotipo 1 Genotipo |
UQBdel161 118 118 118 118 118, 120 118
UQBdel024 93, 105 93, 105 93, 105 93, 105 93, 97 93, 97, 105
UQBdel107 159 159 159 159 171 159
UQBdel144 110, 113 110, 113 110, 113 110, 113 110, 113 110, 113
UQBdel001 130, 132, 162, 168 132, 162,168 130,132, 162,168 132,162, 168 124 124, 130
UQBdel011 97, 101 97, 101 97, 101 101 101, 109 101, 109
UQBdel165 159, 162, 165 159, 162, 165 159,162 159, 162, 165 162 159, 162
UQBdel175 166, 168 166, 168 166, 168 166, 168 162, 166 166, 168
Frec. absoluta 242 7 4 2 40 160
Frec. relativa 0.949 0.027 0.016 0.008 1 1
Ho 0.750 0.625 0.750
GIN 0.019 0.025 0.006
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Figura 3. Diagrama de Venn donde estan representados los conjuntos de alelos de las dos especies (K.
delagoensis y K. daigremontiana) y del hibrido, y las intersecciones muestran los alelos que comparten.

En el segundo muestreo de la poblacion de K. delagoensis de Tula, organizado de
acuerdo a los manchones, los 95 individuos colectados pertenecian al genotipo A; por tanto, este
genotipo se encuentra en alta frecuencia (Tabla 4), mientras que los genotipos B, C y D estan
presentes en bajas frecuencias (Tabla 4). Ademas, estos tres genotipos no presentaron alelos

nuevos y son subconjuntos del genotipo A.

Se estimo la heterocigosis observada para las poblaciones de cada especie y del hibrido
(Tabla 4), encontrando la heterocigosis mas baja en K. daigremontiana. La proporcion de
genotipos distinguibles fue baja para todos los casos, aunque el hibrido Houghton mostré el
menor valor (0.006; Tabla 4). Dado a que los genotipos detectados de K. delagoensis en la
poblacién de Tula presentaron diferencias pequefias entre ellos, las similitudes genéticas fueron
altas (0.94-0.97), y, por lo tanto, las distancias genéticas fueron bajas (0.03-0.06; Tabla 5).

Tabla 5. Distancias (¥) y similitudes (*) genéticas entre los genotipos de K. delagoensis

Genotipo A Genotipo B Genotipo C Genotipo D
Genotipo A - 0.03¢ 0.03¢ 0.06+
Genotipo B 0.97* - 0.03¢ 0.03¢
Genotipo C 0.97* 0.97* - 0.03¢
Genotipo D 0.94* 0.97* 0.97* -
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En el dendograma construido con las distancias entre los genotipos de K. delagoensis
detectados en este trabajo y los reportados por Hanna-Jones et al. (2005; Figura 4), se observa
una clara separacion entre los genotipos australianos y de México; ademas, las distancias entre
los genotipos de México son muy pequefias, mientras que para los genotipos de Australia son
ligeramente mayores. Los doce genotipos detectados en las poblaciones de Madagascar no estan

incluidos dentro del dendograma porque no fueron reportados por Hannan-Jones et al. (2005)

—_—

Genotipo ¢

Genotipo b
Genotipo d
Australia
Genotipo a
Genotipo C
Genotipo A s
Genotipo B Meéxico
0.09 Genotipo D

e

Figura 4. Dendograma de los genotipos de K. delagoensis construido con las distancias genéticas de Nei.
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VII. DISCUSION

La presencia de un Gnico genotipo en las poblaciones en México para K. daigremoentiana y el
hibrido Houghton, ademas de la poca variacion existente entre los genotipos de K. delagoensis,
sugiere fuertemente que para cada especie ocurrid un unico evento de introduccion exitoso a

México, a partir del cual lo mas probable es que se hayan dispersado por crecimiento clonal.

Al comparar los resultados obtenidos con los reportados por Hannan-Jones et al. (2005),
quienes usaron los mismos microsatélites con individuos de poblaciones exdticas australianas,
asi como unos pocos de poblaciones nativas de Madagascar, se observa que las poblaciones
introducidas en Australia tienen una reduccién en la diversidad genética original; sin embargo, la
pérdida de variabilidad en ese caso no es tan significativa como en las poblaciones de México.
En los 92 individuos que analizaron provenientes de poblaciones australianas (invasoras) de K.
delagoensis, encontraron de 1 a 9 alelos por locus, un total de 31 alelos, de los cuales comparte 9
(37.5%) con los genotipos reportados en las poblaciones de México, y un rango de heterocigosis
observada de 0-1.0. Detectaron cinco genotipos multilocus pero el 95% de los individuos
colectados pertenecian a sélo dos genotipos, un patrén de dominancia similar al encontrado en
México. Por otro lado, en 12 individuos provenientes de Madagascar encuentran una mayor
diversidad genética, de 3 a 13 alelos por locus, un total de 62 alelos y una heterocigosis
observada de 0.4-1.0. Probablemente en Australia se introdujeron varios genotipos, ocurrié mas
de un evento de introduccion, y/o hubo recombinacion a traves de reproduccion sexual por
entrecruza, procesos que no han ocurrido en las poblaciones mexicanas de acuerdo a los datos

genéticos obtenidos en este trabajo.

Los eventos fundadores por los que pasan las especies introducidas reducen la diversidad
genetica; sin embargo, se ha sugerido que los cuellos de botella pueden llegar a tener un impacto
positivo al purgar alelos deletéreos y preservar lineas altamente clonales (Roman y Darlin 2007).
En este caso la purga de alelos no puede llevarse a cabo porque no hay recombinacion, pero si se

trata de lineas clonales con altas sobrevivencias bajo distintos ambientes.

Se ha propuesto que las especies que se han convertido en invasoras no provienen de un
muestreo aleatorio de toda la gama de diversidad posible, sino que en sus rangos nativos han

evolucionado rasgos que las predisponen a ser transportadas por el ser humano y a sobrevivir a
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los regimenes de seleccion a los que se enfrentan durante el transporte, introduccion,
establecimiento y propagacion (Suarez y Tsutsui 2008). En las especies que han sido
introducidas con fines ornamentales, como K. delagoensis y K. daigremontiana, es probable que
los individuos méas vigorosos sean inicialmente seleccionados por el hombre por su talla,
caracteristicas competitivas y/o reproductivas (Suarez y Tsutsui 2007). En el caso especifico de
K. delagoensis y K daigremontiana, quiza se seleccionaron por su facil propagacion y alta

sobrevivencia, ademas de que el hibrido parece tener una alta capacidad clonal.

Los resultados genéticos obtenidos se suman a los casos de invasiones bioldgicas en
plantas con bajas o nulas diversidades genéticas, como Pennisetum setaceum en Estados Unidos
(Poulin et al. 2005), Altenanthera philoxeroides y Eichhornia crassipes en China (Wang et al.
2005; Weiguo et al. 2006), Fallopia joponica en el Reino Unido (Hollingsworth y Bailey 200;
Tabla 1), presumiblemente resultado a los cuellos de botella por los que pasan las poblaciones al
ser introducidas. Contrario a lo anterior, en la revision realizada por Bossdorf et al. (2005)
encuentran que alrededor del 69% de las plantas invasoras tienen diversidades genéticas iguales
0 mayores a las poblaciones nativas, sin embargo, sélo el 30% de las especies que incluyen en la
revision presentan procesos de clonalidad o reproduccién asexual comun, lo que puede sesgar los
resultados. Por su parte, Roman y Darlin (2007) detectan que el 37% de poblaciones de plantas
acudticas invasoras muestran una diversidad genética significativamente menor a sus poblaciones
naturales. Lo anterior parece apoyar la hipotesis que relaciona positivamente el incremento en la
cantidad de propagulos arribados (propagule pressure) y el éxito de invasion (Von Holle y
Simberloff 2005; Wilson et al. 2009). Sin embargo, las poblaciones introducidas de K.
delagoensis, K. daigremontiana y su hibrido son exitosas a pesar de que derivan de un Gnico

evento de introduccion y su diversidad genética presenta una reduccién importante.

Las poblaciones introducidas con baja variacion genética disponen de mecanismos de
propagacion clonal o reproduccion asexual que pueden mitigar los efectos genéticos negativos
resultado de cuellos de botella, especialmente cuando los organismos muestran respuestas
plasticas a las nuevas condiciones ambientales o poseen fenotipos con una amplia tolerancia
ambiental (Sakai et al. 2001). A corto plazo, los beneficios ecoldgicos de la clonalidad pueden
sobrepasar las consecuencias a largo plazo de tener bajos niveles de diversidad genética y la
incapacidad de adaptarse a ambientes cambiantes o a patdgenos (Queller 2000; Suarez y Tsutsui
2007).
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El hecho de que los genotipos B, C y D de K. delagoensis encontrados en la poblacion de
Tula no presentan alelos Unicos y sean subconjuntos de los alelos del genotipo A, sugiere que
probablemente son resultado de un evento exitoso de reproduccién sexual, y no son producto de
nuevas introducciones 0 mutaciones somaticas. Para el caso de especies poliploides, no se ha
desarrollado ningun software que permita detectar y cuantificar alelos nulos, que son el resultado
de mutaciones en las regiones de los primers, por lo que no puede descartarse la presencia de

éstos en el este trabajo.

La deteccion de un unico genotipo del hibrido en todas las poblaciones muestra que
ambas especies no estan hibridizando en México, lo cual también es sugerido por el hecho de
gue no se encontraron poblaciones simpatricas de las dos especies y el hibrido. Estos resultados
sugieren que la hibridacion entre K. delagoensis y K. daigremontiana no ocurrié en México, sino
que un genotipo probablemente altamente exitoso del hibrido Houghton fue introducido y se ha

propagado clonalmente de forma independiente y extensa.

Kalanchoe delagoensis y K. daigremontiana son reportadas como especies autdgamas y
que no requieren polinizadores especificos para la entrecruza (Eggli 2003). En Venezuela, donde
K. daigremontiana es invasora, es capaz de producir mas de 16,000 semillas por planta, y aunque
la viabilidad de éstas no es alta (18%), forma un banco de semillas (Herrera y Nassar 2009). En
el caso de las poblaciones estudiadas en México, se ha observado la produccién de flores en
ambas especies. Sin embargo, se desconocen los mecanismos 0 barreras que impiden una

reproduccion sexual exitosa dentro de las especies, asi como la hibridacion.

Las dos especies estudiadas y el hibrido Houghton se encuentran bajo condiciones muy
similares de diversidad genética, aunque las poblaciones de K. delagoensis y del hibrido son mas
abundantes. Se ha propuesto que la poliploidia en las especies introducidas puede compensar la
pérdida de diversidad genética (Lee 2002). Asimismo probablemente la poliploidia que presentan
K. delagoensis y el hibrido les confiere ventajas en el proceso invasivo. Ademas, se ha
relacionado a la hibridacion con un incremento en la capacidad de competencia, talla y
reproduccion asexual y/o clonalidad (Ellstrand y Schierenbeck 2000; Otto y Whitton 2000; Soltis
et al. 2010).

El presente trabajo muestra que, pese a las desventajas a las que enfrentan las poblaciones

que han pasado por cuellos de botella, las poblaciones introducidas pueden ser exitosas y
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convertirse en invasoras aun con una diversidad genética baja, por lo que no debe subestimarse el
potencial de una especie para invadir aun si se introducen pocos individuos o si las poblaciones
fundadoras presentan bajos niveles de diversidad genética. Asi, en el desarrollo de estrategias
para el combate y prevencion de especies invasoras, se debe considerar que las poblaciones
pueden ser capaces de expandirse unicamente por procesos clonales y/o de reproduccion asexual,

y el papel de la diversidad genética en el proceso de invasion es relativamente bajo.

Dentro de principales limitaciones de este estudio se encuentra que solo se estima la
variabilidad genética a partir de marcadoras neutrales, y sélo con base en ocho loci. Faltaria
conocer lo que ocurre en loci sujetos a presiones de seleccion, ademas de si con una muestra
significativamente mayor de loci microsatélites hubiera sido posible determinar con més certeza
los niveles de variacién y estructura genética y, particularmente, haber podido evaluar los cuellos
de botella en estas poblaciones introducidas. Asimismo, hay que notar que la variacion en

marcadores no neutrales puede estar siendo subestimada (Roman y Darling 2007).
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VII1. CONCLUSIONES

Las poblaciones presentes en México de las especies de invasoras K. delagoensis, K
daigremontiana y el hibrido resultante de estas dos (Houghton) presentan diversidad

genetica significativamente baja.

En las cuatro poblaciones estudiadas del hibrido Houghton Unicamente se encontré un

genotipo, al igual que en la Gnica poblacion de K. daigremontiana.

En el caso de la poblacion de Tula de K. delagoensis se detectaron cuatro genotipos (A-D),

siendo el mas abundante el genotipo A, y el Gnico presente en las otras poblaciones.

Los genotipos B, C y D de K. delagoensis no presentaron alelos nuevos y son subconjuntos
del genotipo A, por lo que probablemente son resultado de reproduccion sexual exitosa, sin
embargo, este proceso parece no ser frecuente en las poblaciones, o es poco exitoso en el
establecimiento.

Los resultados muestran un nico genotipo en el hibrido Houghton y el hecho de que no se
encontraron poblaciones simpétricas de K. delagoensis, K. daigremontiana y el hibrido,
sugiere que no estd ocurriendo hibridacion en las poblaciones de Meéxico, sino que
probablemente ocurrié un evento de introduccién de un genotipo del hibrido, el cual parece

ser altamente exitoso.

Los datos genéticos muestran que las poblaciones de estas plantas invasoras estan
establecidas y se han propagado fundamentalmente por procesos clonales. A largo plazo, la
falta de diversidad genética limita el potencial evolutivo y adaptativo, pero a corto plazo,
estas especies parecen tener una alta sobrevivencia y una alta capacidad para invadir, sin que

ellos sea impedido por la baja o nula variabilidad genética observada.
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ANEXO A

METODO DE EXTRACCION DE ADN PAARA DOS ESPECIES DE Kalanchoe Y SU
HIBRIDO (modificado de Doyle y Doyle, 1987)

Reactivos:

Tris Ultra puro

Solucién stock: 1M Tris-HCI pH8
EDTA

Solucion stock: 0.5M EDTA pH8
Cloruro de Sodio

Solucién stock: 5M NaCl

CTAB

b-Mercaptoetanol

Cloroformo

Octanol

Isopropanol

Soluciones
Buffer CTAB 2X
Tris-HCI 100 mM pH 8, NaCl 1.4M, EDTA 20mM, CTAB 2% y b-Mercapto Etanol 0.3%.

(El b-Mercapto etanol se agrega justo antes de comenzar la extraccion y so6lo al volumen de

buffer que va a emplearse).
Cloroformo:Octanol 24:1

70% Etanol
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Antes de comenzar:

Preparar bafio maria a 60°C y la centrifuga a 4°C.

El isopropanol y el etanol deben estar frios (aproximadamente a 4°C)

Agregar el b-mercapto etanol al buffer.

Protocolo

1.

10.

Moler de 10 a 50mg de tejido en un mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un

polvo.

Agregar 1ml del buffer CTAB 2X y continuar moliendo. Se formara una mezcla densa

de tejido y buffer.
Recuperar la mezcla en un microtubo de 1.5ml y centrifugar 10 minutos a 13,000 rpm.

Desechar el sobrenadante y resuspender en 600ul de buffer CTAB usando una espatula.

No es recomendable usar vortex.
Incubar 10 minutos a bafio maria a 60°C.
Agregar 600 pl de cloroformo-octanol 24:1 y agitar hasta homogeneizar.

Centrifugar 10 minutos a 13,000 rpm vy transferir cuidadosamente el sobrenadante a un
nuevo tubo usando una micropipeta de 200ul. De forma alternativa, se pueden repetir los

pasos 6 y 7 si el sobrenadante tiene un color obscuro.

Para precipitar el ADN, se agregan 2/3 partes de isopropanol frio al volumen final de
sobrenadante recuperado. Incubar a 4°C de 30 minutos a una noche.

Centrifugar 10 minutos a maxima velocidad y cuidadosamente tirar el sobrenadante.

Lavar el pelet con 500ul de etanol al 70% frio y centrifugar 2 minutos a maxima

velocidad.

Repetir tirando cuidadosamente el sobrenadante. Dejar secar a temperatura ambiente y
resuspender en 100ul a 200ul de dd H,0
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ANEXO B

Tabla B1. Secuencias de primers de los microsatélites utilizados para el analisis genético de K.

delagoensis, K. dagremontiana y el hibrido de Houghton:

Microsatélite Forward Reverse
UQBdel104 AGAGAATGAAGAGGAAGAG TGGTTATGGTAGTAGTTGC
UQBdel161 CTTATCAGTGTTGGAGTCGT CAGCAGTTTCAATAATCGGC
UQBdell175 TGAATGAAATTGATCTCTCTC CTAGTCGTCACGATGGCA
UQBdel165 GCAGCCTTGATTTATTTCC CTCGCAGTGATTAGATGG
UQBdel001 AACTTTGAGAAACAGAGGGC ATTATAGCGGTAGGATCGGT
UQBhyb011 CACAAGTTTCCTGTAACCTC GCCAGTCTGCTTATTCATCT
UQBdel107 AGAGAATGAAGAGGAAGAG CAGCCTAAGCAACAGAAT
UQBdel144 ACCATACACATACTGACGC GATGACAAACTAAGAGCAAG
UQBhyb024 CGCTTACGGTATCGTCTG TATCCATCACCAATCAAACA

Tabla B2. Caracteristicas de microsatélites y condiciones de amplificacion empleadas en este

estudio.

Condiciones PCR

Grupo Primer t° de Concentracion Concentracion  Tamafio Repeticion  Colorante

alineacion de MgCl, de dNTP’s reportado primer

UQBdel024 50° 2.5mM 0.2mM 93-111 (CCCT), 6-FAM
Multiplex UQBdel107 50°0 2.5mM 0.2mM 159-177 (GTTTCT); NED
A UQBdel144 50°0 2.5mM 0.2mM 107-110 (CTT), HEX
UQBdel001 50°0 2.5mM 0.2mM 130 (GA) 44 HEX
UQBdel011 50°0 2.5mM 0.2mM 97-101 (CCT); NED

Multiplex UQBdel165 500 2.5mM 0.2mM 153-168 (TGG)g 6-FAM
B UQBdel175 500 2.5mM 0.2mM 166-174  (CA);TA(CA), NED

(CT),CA

UQBdel161 550 2mM 0.2mM 120-160 (TC)2 6-FAM

UQBdel104 178-212 (CT)z NED
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