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Resumen:
Arundo donax (carrizo gigante), es una especie originaria de Asia central e introducida a América
(California) via el Mediterraneo alrededor 1820, es una de las plantas invasoras de humedales
mas agresivas Yy dificiles de erradicar, representando una fuerte amenaza para los ecosistemas
naturales. Phragmites australis se encuentra ampliamente distribuido en Europa, Asia, Africa,
América y Australia. Los registros fésiles indican que esta especie ha estado presente desde
hace 40,000 afios en el Suroeste de los Estados Unidos, por lo que se considera nativa del
continente. En este trabajo se pretende hacer un analisis genético y filogeografico de las
poblaciones de A. donax y P. australis en México. Resultados preliminares con ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) y microsatélites de cloroplasto evidencian una falta de diversidad
genética en poblaciones analizadas de Arundo donax. Para Phragmites australis contamos con
microsatélites nucleares que estdn dando buenos resultados en andlisis preliminares de
diversidad genética y contamos con dos regiones no codificantes de cloroplasto con las que
estamos llevando a cabo la identificacibn de los linajes nativos e invasores para analisis
filogeograficos.
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1.- Introduccién

El carrizo gigante, Arundo donax y el carrizo comudn, Phragmites australis, son dos especies de
gramineas asociadas a humedales que pueden ser muy abundantes y llegar a ser dominantes en estos
ecosistemas, siendo consideradas como invasoras importantes en todo el mundo.

El transporte e introduccion exitosa de especies invasoras a nuevos lugares y héabitats es uno de
los principales componentes del cambio global antropogénico y estas especies son consideradas como
la segunda amenaza de pérdida mundial de diversidad bioldgica, después de la fragmentacion del
habitat (Vitousek, 1992, 1994; Walker y Steffen, 1997; Sala et al., 2000; Sakai et al., 2001; Mooney y
Cleland, 2001; Allendorf y Lundquist, 2003; Novak, 2007). Pero a pesar de que es claro que tienen
efectos negativos, poco se sabe sobre los mecanismos evolutivos que permiten la expansion del rango
geografico y evolucién de las especies invasoras (Sakai et al., 2001; Lavergne y Molofsky, 2007), por
lo que es necesario realizar evaluaciones directas del potencial ecologico y evolutivo y de sus
implicaciones para el éxito de cada una de las invasiones (Dlugosch y Parker, 2008).

Evolutivamente, las especies invasoras generalmente experimentan una fuerte reduccién en la
variacion genética debido al efecto fundador y a los cuellos de botella que ocurren durante la
colonizacién, ya que s6lo unos cuantos individuos son los que realizan la invasion original. Sin
embargo, se pueden presentar niveles altos de variacion genética si la invasion se realizé por un
elevado nimero de individuos fundadores o si estos fundadores vienen de diferentes areas de origen.
También la hibridacion intra- o inter-especifica puede generar nuevos genotipos dentro del area
introducida. La invasién a nuevos ambientes muchas veces implica cambios en los regimenes de
seleccion, causando evolucion adaptativa (Bossdorf et al., 2005). El estudio de la variacion genetica
también puede ayudar a predecir el potencial de las poblaciones de especies invasoras para adaptarse a
practicas de manejo, como pueden ser la evolucion de la resistencia a herbicidas o a agentes de control
bioldgico (Barrett, 1992; VVan Driesche y Bellows, 1996; Roux y Wieczorek, 2009).

Recientemente, con las aproximaciones filogeograficas y el desarrollo de marcadores
moleculares, se han identificado los origenes geogréaficos y las vias de invasion al comparar genotipos
(o haplotipos) introducidos y genotipos de poblaciones nativas e introducidas (Cristescu et al., 2001;
Hénfling et al., 2002; Wares et al., 2005; Okada et al., 2009). La identificacion de los origenes, vias de
dispersion y los vinculos entre los cuellos de botella, introducciones maltiples y el éxito de la invasion

son importantes para entender como los procesos evolutivos pueden ser incorporados en las estrategias



de manejo para contener, controlar y prevenir invasiones (Okada et al., 2009; Dlugosch y Parker,
2008).

Arundo donax y Phragmites australis son especies comunes en México, sin embargo se sabe
poco sobre su distribucion fina y casi nada de su ecologia en el pais, ademas se carece de informacion
sobre su diversidad genética, su filogeografia y del origen de sus poblaciones en México. El objetivo
final de nuestro programa de investigacion es entender si estas especies representan una amenaza real

para la diversidad biol6gica en la Republica Mexicana.

1.1. Phragmites australis: Esta especie se distribuye actualmente en Europa, Asia, Africa, América
y Australia. En Norte América los registros fosiles indican que ha estado presente en el suroeste de los
Estados Unidos cuando menos desde hace 40,000 afios (Hansen, 1978) y estudios paleoecoldgicos
indican que ha estado presente a lo largo del Atlantico y costas del Pacifico por varios miles de afios,
por lo cual es considerada como nativa al continente (Niering et al., 1977; Goman y Wells, 2000; pero
ver Holm et al., 1977 y Marks et al., 1993 para otras opiniones). Saltonstall (2002 y 2003) propone que
la distribucidn y abundancia de ésta especie se ha incrementado drésticamente en los Gltimos 150 afios,
particularmente en la costa del Atlantico de los E.U.A., ya que los registros botanicos de alrededor de
1800 la describen como rara 0 no comuan (Torrey, 1843; Dame y Collins, 1888). Sin embargo, ya a
principios de 1900 la especie fue considerada como mas abundante (Graves et al., 1910; Stone, 1910) y
en la actualidad ha sido reportada como invasora en diversas areas naturales de los Estados Unidos
(Saltonstall y Sweringen, 2006).

En un analisis genético utilizando ADN de cloroplasto (Saltonstall, 2002) encontré que las
poblaciones nativas de P. australis estan siendo desplazadas por linajes no-nativos provenientes de
Europa o Asia y que algunos de los linajes nativos fueron extintos o restringidos a pequefias regiones.
Este rapido desplazamiento de los linajes nativos alterd la distribucion y abundancia de esta especie en

los Estados Unidos, sugiriendo que los linajes invasores son altamente competitivos y agresivos.

1. 2. Arundo donax: Esta planta también tiene actualmente una amplia distribucion a nivel mundial,
incluyendo al Sureste de Europa, Australia, Norte de Africa y al continente americano (Perdue, 1958;
Zohary, 1962). Se considera que es originaria de Asia central (Polunin y Huxley, 1987) y que
supuestamente fue introducida a América, en particular a California y a México, a partir de poblaciones
previamente introducidas al Mediterraneo (Bell, 1997). En los E.U.A. se considera como una de las
plantas invasoras de humedales mas agresivas y dificiles de erradicar (Khudamrongsawat, et al., 2004),

representando asi una fuerte amenaza para sus ecosistemas naturales.



Al establecerse, A. donax interfiere con la regeneracion de la vegetacion riparia, ya que crece
rapidamente en nimero y en altura, por lo que la vegetacion nativa es desplazada por competencia por
radiacion solar, humedad y nutrientes, evitando la germinacion y desarrollo de nuevas plantas. Asi, A.
donax degrada a las zonas riparias, transformando a los habitats en areas no adecuadas para las especies
nativas (Oakins, 2001) y causa modificaciones sustanciales en las caracteristicas fisicas y quimicas de
un ecosistema, incluyendo el aceleramiento en el ciclo de incendios y dafios por las inundaciones (Bell,
1997; Dudley, 2000). Una comunidad de A. donax forma a menudo paredes impenetrables de material
vegetal, lo que evita el movimiento de especies de las biotas terrestre y anfibia, provocando la perdida
de diversidad en dichas areas. También tiene un impacto al consumir mucha agua; estudios
preliminares sugieren que puede utilizar veinte veces mas agua que la vegetacion riberefia nativa tipica
(Hendrickson y McGaugh, 2005). Las poblaciones monoespecificas, como las que forma A. donax, son
altamente susceptibles a enfermedades que alteraran la dinamica en el ciclo de nutrientes,
contribuyendo a la inestabilidad del ecosistema (Polunin y Huxley, 1987; Tillman, 1996; Hooper y
Vitousek, 1998; Mitchell et al., 2002).

Se han realizado analisis previos de la diversidad genética y de distribucion de genotipos en A.
donax. Por ejemplo, Khudamrongsawat, et al. (2004) analizaron poblaciones a lo largo del rio Santa
Ana cerca de Los Angeles, en el suroeste de California. Utilizaron dos tipos de marcadores moleculares
(isoenzimas y RAPDs), y encontraron niveles de variacion genética moderados para ambos
marcadores. Con isoenzimas encontraron s6lo ocho genotipos, todos los sitios colectados tenian mas de
un genotipo, y el cociente de clonalidad C/N (genotipos/ individuos analizados) fue de 8/87= 0.09, que
indica un alto nivel de clonalidad. Con RAPDs detectaron mayores niveles de variacion: 41 genotipos
en total, y un C/N total de 0.46. EI nimero de genotipos podria deberse a que hubo varias
introducciones de A. donax a California, combinadas con posterior dispersion vegetativa. En general, A.
donax es similar a otras especies de reproduccion asexual, pero el nivel de clonalidad usando RAPDs al
ser comparado con otras especies clonales indica que esta especie no es tan clonal (Khudamrongsawat
et al., 2004). Los niveles moderados de diversidad genética, asi como el tipo de reproduccién que
presenta esta planta podrian aumentar el potencial para el uso de agentes biologicos para su control y
erradicacion (Khudamrongsawat et al., 2004).

Los andlisis de genética de poblaciones y de la genealogia de genes nos permitiran contestar
preguntas ecologicas y evolutivas particulares en estas dos especies de carrizos invasores en México
como las siguientes: ¢Hay presencia de linajes invasores en las poblaciones de P. australis? {Hubo
desplazamiento de linajes en A. donax? ¢Hay evidencias de cuellos de botella en las poblaciones de A.
donax y P. australis? ¢Cual es el origen de estas especies? ¢Se han llevado acabo eventos maltiples de
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introduccién de A. donax y P. australis en México? ¢Hay uno o mas haplotipos predominantes?
¢Existe flujo génico a grandes distancias? Con estos datos podremos conocer la situacion actual de A.
donax y P. australis en nuestro pais y nos permitirdn un mejor entendimiento en la dindmica de las

invasiones.

2.- Objetivos del proyecto

2.1. General

Reconstruir la historia evolutiva de Arundo donax y Phragmites australis en poblaciones
representativas de los principales tipos de ambientes en la Republica Mexicana para evaluar si estas dos

especies representan un riesgo de invasion.

2.2. Particulares

1.- Estimar la diversidad y estructura genética de las poblaciones.

2.- Conocer los niveles de clonalidad e identificar los patrones de distribucion de los diferentes linajes.
3.- Estimar los niveles de flujo génico.

4.- Identificar las vias de introduccion.

5.- Identificar los linajes invasores.

6.- Estimar los origenes de las poblaciones introducidas.

3.- Indicadores de éxito.

Para este cuarto informe (final), el objetivo propuesto era tener extraido el 100% del ADN, el
100% del montaje de los marcadores moleculares y el 100% de los analisis genéticos, que implican las
corridas para obtener los datos moleculares y la captura digital de los datos. Entre los marcadores
moleculares, se indicaba que se iba a seleccionar de entre varias opciones, incluyendo: ISSR, o
microsatélites nucleares o del cloroplasto (Provan et al., 2004) y/o regiones no-codificantes de

cloroplasto.

Para este informe contamos con:

a) El 100% del montaje de los marcadores moleculares.



b) Tenemos el 100% de las extracciones de ADN para Arundo donax y Phragmites australis.
c) En los anélisis genéticos, corridas y captura de datos contamos con el 100% para Arundo donax y
Phragmites australis, con lo que cumplimos en su totalidad con el objetivo.

4.- Resumen de resultados (méas adelante se describen con detalle los Métodos y Resultados

usados y obtenidos, respectivamente).

4. 1. Arundo donax:

Esta especie tiene muy bajos niveles de variacién genética en general, y en particular en el
cloroplasto no detectamos variacion a nivel ADN, por lo que decidimos usar marcadores ISSR, que
pueden detectar variacion ain en casos donde esta es muy baja. Se analizaron entre 18 y 32 individuos
por poblacion, dando un total de 450 individuos analizados con los marcadores moleculares
biparentales ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) en 20 poblaciones pertenecientes a los estados de
Hidalgo, San Luis Potosi, Puebla, Michoacan, Coahuila, Jalisco, Veracruz y Nayarit (ver Tabla 1,
Figura 1 en Apéndice 1 y hoja muestras analizadas Arundo en archivo anexo). Utilizando los primers
827, 841, 846 y 850 obtuvimos un total de 84 loci (bandas) amplificados (ver hoja matriz ISSR en
archivo anexo), los cuales tienen pesos moleculares entre 220 y 1500 pares de bases (pb).

La poblacion que present6 el valor més alto de variacion genética fue la de La Escondida (Hs =
0.1501, P =38.09%) en el estado de Veracruz y la que presento el valor mas bajo fue la de La Montafia
(Hs = 0.0426, P =9.52%) ubicada en el estado de Nayarit (ver Tabla 2 en Apéndice 1 y hoja variacion
genética ISSRs en archivo anexo).

El valor promedio de diferenciacion genética, € (equivalente a la F), para todos los loci es de
0.517, comparativamente muy alto. Segun el analisis de AMOVA, el mayor porcentaje de la variacion
genetica se encuentra dentro de las poblaciones con el 40.88% de la variacion (ver Tabla 4 en Apéndice
1 y hoja Amova Arundo en archivo anexo), el resto se debe a diferencias entre poblaciones y grupos
geograficos (ver adelante). El flujo genico entre poblaciones se calculo a partir del valor de 8y nos dio
un estimado de Nm = 0.233, lo cual indica que el flujo génico es limitado y esto esta asociado con la
marcada estructura poblacional que presentan las poblaciones.

El anélisis de aislamiento por distancia realizado mediante la prueba de Mantel dio valores de r
= 0.1637 y P = 0.0244 (ver Figura 3 y hoja Mantel Arundo en archivo anexo), lo que indica que

aparentemente hay una correlacion entre las distancias genéticas y las distancias geograficas.



Phragmites australis:

En esta especie decidimos seguir una estrategia diferente, ya que aqui si encontramos regiones
del ADN de cloroplasto variable, lo que nos permite hacer un andlisis fino de su estructura genética,
nivel de clonalidad y filgoeografia. Asi, se amplificé y secuencié la region no-codificante del
cloroplasto trnT (UGU) a - trnL (UAA) b (Taberlet et al., 1991; Saltonstall, 2002) en una muestra
representativa de individuos (entre 6 y 27, en promedio 13.8) de veinte poblaciones localizadas en los
estados de Coahuila, Michoacan, Guanajuato, Veracruz, Tabasco y Jalisco (ver Figura 4, Tabla 5 en
Apéndice 1 y hoja muestras analizadas Phragmites en archivo anexo).

La diversidad nucleotidica () encontrada en las poblaciones de P. australis fue de = = 0.00251.
La diversidad haplotipica (Hg) global estimada fue de 0.86727 (ver Tabla 6 en Apéndice 1 y hoja
diversidad Phragmites en archivo anexo). Los analisis de diferenciacion genética y flujo génico
mostraron que las poblaciones se encuentran diferenciadas (Gs= 0.32705), lo cual sugiere un flujo
génico limtado entre ellas (Nm = 1.03).

En total se detectaron 42 haplotipos en las 20 poblaciones analizadas. Los haplotipos 1, 3y 19
son los que presentaron la distribucion geografica mas amplia. EI haplotipo 1 se encontrd en 13 de las
20 poblaciones analizadas, los haplotipos 3 y 19 presentaron una distribucion geogréfica un poco mas
restringida, encontrandose en nueve y ocho poblaciones respectivamente (ver Tabla 7, Figura 6 en
Apéndice 1y hoja frecuencia haplotipos en archivo anexo).

El analisis molecular de la varianza, AMOVA (ver Tabla 8 en Apéndice 1 y hoja Amova
Phragmites en archivo anexo) sugiere que el mayor porcentaje de la variacion se encuentra entre las
poblaciones dentro de los grupos (el equivalente a la Fy), con el 81.28 % de la variacion y el menor

porcentaje se encuentra entre los grupos, con 7.38% de la variacion.

5.- Metodologias generales.

5.1 Muestreos
Los registros de las localidades para las colecta de las dos especies se tomaron de material
depositado en el Herbario Nacional (MEXU), asi como de la base de datos de la Red Mexicana de
Informacion Sobre Biodiversidad (REMIB). Se colectaron hojas jovenes de cada tallo separadas al
menos 10 m de distancia el uno del otro, para asi minimizar la posibilidad de colectar individuos

conectados (ramets).



Para los analisis de diversidad y estructura genética de las dos especies, utilizamos poblaciones
representativas de los principales ambientes de la Republica Mexicana, asi como localidades relevantes
para reconstruir la historia de las invasiones para cada especie o0 que pudieran aportar informacion de

relevancia para los analisis genéticos.

5.2 Extraccién de ADN

A partir del material colectado, se obtuvo ADN para ambas especies siguiendo el protocolo
miniprep de Doyle y Doyle (1987). Este método consiste de manera general en el rompimiento de las
paredes celulares por medio de la pulverizacion con nitrégeno liquido en un mortero y la adicion de
buffer de extraccion CTAB 2X que sirve como detergente para solubilizar la membrana y eliminar
azucares, también se afiade la RNAsa y proteinasa K para digerir al ARN y a las proteinas. Con la
adicion de cloroformo-octanol se eliminan restos celulares, compuestos fendlicos y otras moléculas que
permanezcan en solucién; posteriormente el ADN es precipitado con la adicion de isopropanol frio,
seguido de una limpieza con etanol al 70% y finalmente es re-hidratado en agua ultra pura (para ver
detalladamente el protocolo de extraccion, consultar el Apéndice 2).

5.3 Amplificacion de ISSRs y ADN de cloroplasto (cpADN)

Realizamos la amplificacion de ISSRs en poblaciones de A. donax pertenecientes a los estados
de Hidalgo, San Luis Potosi, Puebla, Michoacéan, Coahuila, Jalisco, Veracruz y Nayarit (ver Tabla 1,
Figura 1 en Apéndice 1 y hoja muestras analizadas Arundo en archivo anexo) utilizando los primers
827, 841, 846 y 850. Los productos que se obtuvieron del PCR con los diferentes primers fueron
separados por medio de electroforesis en geles de agarosa al 2%, utilizando TAE 1X como buffer de
corrida. Los geles se tifieron con bromuro de etidio para poder ser visualizados en la lampara de luz
ultravioleta. En cada corrida de los geles se coloc6 ademas de los individuos un marcador de peso
molecular (ladder) de 100 pares de bases marca Invitrogen de 250 mg (1.0 mg/ml).

Cada gel fue fotografiado con una camara digital Kodak EDAS 240 y las imagenes fueron
digitalizadas usando el programa Kodak ID version 3.6. Después se procedio a realizar la lectura
cuidadosa de los mismos de manera manual. De esta manera se identificaron los patrones de los
diferentes loci amplificados y se ordenaron de acuerdo al tamafio en pares de bases. Asi se armo6 una
matriz de presencia (1) y ausencia (0) de bandas para cada individuo y para cada primer (ver hoja
matriz ISSRs en archivo anexo). Posteriormente, se realiz6 una depuracion de la matriz, eliminando a

los individuos en donde no se obtuvo amplificacion en uno o dos primers.



En P. australis utilizamos en los analisis muestras provenientes de los estados de Coahuila,
Michoacéan, Guanajuato, Veracruz, Tabasco y Jalisco (ver Tabla 5, Figura 4 en Apéndice 1 y hoja
muestras analizadas en archivo anexo). Amplificamos la region del cloroplasto utilizando los pares de
primers trnT (UGU) a + trnL (UAA) b (Taberlet et al., 1991; Saltonstal, 2002). Los productos de PCR
amplificados se mandaron a secuenciar de manera comercial en la Universidad de Washington, EUA,
en su High-Throughput Genomics Unit. La calidad de las secuencias obtenidas fue analizada con el
programa Consed (Gordon et al., 1998) y se corrobord la presencia de sitios variables mediante la
inspeccion manual de los cromatogramas correspondientes. Cada secuencia fue recortada en los
extremos para evitar la presencia de sitios variables originados por artefactos en la secuenciacion, los

alineamientos se realizaron con el programa Clustal X (Thompson et al., 1997).

6.- Métodos de analisis de genética de poblaciones.
6.1 Arundo donax

Se utilizé la matriz depurada de presencias y ausencias para calcular los parametros basicos de
variacion genética. Las frecuencias alélicas se obtuvieron en base a los alelos recesivos (q), esto es a
partir de los individuos sin banda (debido a que los heterdcigos no pueden ser distinguidos), calculando
la raiz cuadrada de la frecuencia de las ausencias (x), es decir g= X ” y la frecuencia del alelo
dominante como p = 1 - ¢. Para calcular la heterocigosis esperada promedio en una poblacién (Hs) se
utilizé la formula Hs = 1- Yp?, siendo pi la frecuencia promedio del alelo p para todos los loci
(Eguiarte, 1990; Nybom y Bartish, 2000), y toma valores que van de cero cuando no se registra
variacion en ninguno de los genes analizados, a uno cuando todos los loci son polimdrficos. Para
disminuir el sesgo se utilizo la correccion propuesta por Lynch y Milligan (1994) para marcadores
dominantes, en la cual el algoritmo propone realizar el analisis utilizando sélo las bandas con
frecuencias < 1-(3/N) para evitar seleccionar loci con altas frecuencias de alelos nulos (Lynch y
Milligan, 1994). El porcentaje de loci polimorficos se obtuvo utilizando el criterio del 95%, es decir
que solo se considera un loci polimorfico si el alelo mas comun tiene una frecuencia alélica maxima del
95%.

En el caso de la estructuracién genética, se calculd6 como analogo a la Fsr el coeficiente de
coancestria (0) y sus intervalos de confianza mediante bootstrap al que se le indicaron 5000 replicas
con intervalos de confianza del 95%. La Fst se obtiene a partir de Hr y Hs, donde Hs es la proporcion
de heterocigos esperados promedio a nivel de subpoblaciones y Hr es la proporcion de heterdcigos

esperados a nivel global (Eguiarte,1990; Nybom y Bartish, 2000), y se puede obtener a partir de la



siguiente formula: Fsr = ;_' S, Si es igual a cero nos indica que las poblaciones estan bajo equilibrio
T

de Hardy-Weinberg y si es igual a uno todas las poblaciones serian diferentes entre si, es decir no
comparten ningun alelo, lo cual se explicaria si en cada una de las poblaciones se hubiera fijado un
alelo (Eguiarte, 1990).

Para estimar el flujo génico se utilizé6 un método indirecto, el cual utiliza observaciones de las
frecuencias alélicas para deducir que cantidad de flujo génico ocurrié para producir los patrones
espaciales observados. Wright (1951) introdujo un método basandose en su modelo de islas, definiendo
Fst como la cantidad de consanguinidad causada por las diferencias en las frecuencias génicas entre las
poblaciones, calculando el flujo génico a partir del valor de Fsr.

Las distancias genéticas entre las poblaciones se estimaron mediante el algoritmo de Nei (1972)
y se graficaron mediante el método de Neighbor-Joining. Con el fin de saber si ésta especie sigue un
modelo de aislamiento por distancia se realizé la prueba de Mantel (1967), la cual permite evaluar la
correlacion que hay entre dos matrices, es decir, se puede establecer si existe una relacion entre la
distancia genética y la distancia geogréfica, para lo cual fue necesario generar la matriz de distancias
geograficas las cuales fueron calculadas a partir de las coordenadas geograficas mediante el programa
ARCVIEW 3.2. Cuando la correlacion es positiva y posee una p < 0.05 se considera que es
estadisticamente significativa y que existe aislamiento por distancia entre las poblaciones.

El porcentaje de variacion inter- e intrapoblacional se calculé mediante la prueba de andlisis de
varianza molecular (AMOVA; Excoffier, 1992), la cual calcula la distancia entre los diferentes
haplotipos (en el caso de los ISSRs, un haplotipo consiste en el patron de 1y 0 que representa todas las
bandas observadas y las ausencias de bandas para cada individuo) y produce estimados de los
componentes de la varianza que son similares a los estadisticos F de Wright. Los llamados estadisticos
@, reflejan la correlacion de la diversidad haplotipica en diferentes niveles de subdivision jerarquica, es
decir los individuos que integran a las poblaciones, los grupos de poblaciones y el total de las
poblaciones (Excoffier, 2001). Las poblaciones se organizaron en cinco grupos (Norte, constituido por
las poblaciones localizadas en el estado de Coahuila; Oriente, contiene a las poblaciones de los estados
de Hidalgo, San Luis Potosi y Puebla; Pacifico, que contiene a las poblaciones del estado de Jalisco y
Nayarit; Centro, conformado por las poblaciones de Michoacan y en el grupo denominado Golfo se
encuentran las poblaciones del estado de Veracruz).

La mayor parte de los andlisis se realizé con el programa TFPGA 1.3 (Miller, 1997), excepto el
AMOVA, que se realiz6 con el programa ARLEQUIN 2.0 (Schneider et al., 2000) y el dendrograma de
Neighbor-Joining que se elaboro6 con el programa MEGAS (Tamura, et al, 2011).
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6.2 Phragmites australis

Con los datos obtenidos de las secuencias de cpADN en muestras de 20 poblaciones localizadas
en los estados de Coahuila, Michoacan, Guanajuato, Veracruz, Tabasco y Jalisco (ver Tabla 5, Figura 4
en Apéndice 1 y hoja muestras analizadas Phragmites en archivo anexo), se estimaron los indices de
diversidad nucleotidica y haplotipica para cada poblacién y para el total de las poblaciones analizadas
con el programa DnaSP v. 4.50.3 (Rozas et al., 2008), que también fue usado para calcular la
diferenciacion genética (Gs) mediante el indice de Nei (1973) y el flujo génico.

Se elabor6 una matriz de distancia entre poblaciones a partir del nimero de sitios nucleotidicos
distintos entre secuencias. A partir de esa matriz se gener6 un dendrograma de distancia entre
poblaciones con el algoritmo Neighbor-Joining en el programa MEGAS (Tamura, et al, 2011).

El andlisis molecular de la varianza AMOVA se llevd acabo con el programa ARLEQUIN 2.0
(Schneider et al., 2000). Se definieron para el analisis cuatro grupos, denominados Norte, Centro, Oeste
y Sur. El primero contiene a las poblaciones del estado de Coahuila, el segundo contiene las
poblaciones de los estados de Michoacan, Guanajuato y Jalisco, el grupo Oeste incluye a las
poblaciones localizadas en Jalisco y el grupo del Sur contiene a las poblaciones de Veracruz y Tabasco.
La varianza fue particionada en tres componentes: 1) Entre grupos, 2) Entre poblaciones dentro de los
grupos y 3) Dentro de las poblaciones.

La correlacién entre distancias genéticas (diferencias nucleotidicas) y distancias geogréaficas
entre poblaciones fue analizada mediante la prueba estadistica de Mantel (1967) y se llevo a cabo con
el programa TFPGA 1.3 (Miller, 1997).

7.- Resultados
7.1 Arundo donax
Se analizaron entre 18 y 32 individuos por poblacion de 20 poblaciones, dando un total de 450
individuos (ver Tabla 1 en Apéndice 1y hoja muestras analizadas Arundo en archivo anexo). Este es un
numero de individuos por poblacion y de poblaciones adecuado para estudios de este tipo con estos
marcadores, donde el promedio segin Nybom (2004) de individuos es 16.8 y el promedio de
poblaciones es 10.73. Las diferencias en el nimero de individuos analizados se deben a que en algunas
de las muestras se obtuvo ADN de calidad pobre o moderada o que las amplificaciones por PCR en 1 ¢
2 primers fueron muy débiles. Se amplificaron un total de 84 loci, un nimero alto de marcadores para
estudios poblacionales (donde el promedio en estudios con ISSRs es de 54.9 loci, (Nybom, 2004)): 24
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loci con el primer 827, 21 loci con el primer 841, 20 con el primer 846 y 19 con el primer 850 (ver hoja
matriz de ISSRs en archivo anexo).

Para analizar la variacion genética de los 84 loci amplificados por medio de los ISSRs, se utilizo
fundamentalmente el programa TFPGA (Tools for Population Genetic Analyses) version 1.3 (Miller,
1997) con la correccion de Lynch y Milligan (1994) para marcadores dominantes.

La poblacion que presentd los valores de variacion genética mas altos fue la poblacion La
Escondida, en el estado de Veracruz, con una Hs= 0.15 y una P= 38.1%. La poblacion que presentd los
valores mas bajos fue la poblacion de La Montafia, localizada en el estado de Nayarit, con una Hs= 0.04
y P=9.5 % (ver Tabla 2 en Apéendice 1y la hoja variacion genética ISSRs en archivo anexo).

La estructura poblacional se obtuvo en base al coeficiente de coancestria (€) propuesto por
Cockerham (1969), el cual es equivalente a la Fst usando un enfoque de analisis de varianza. Se
obtuvo un valor promedio de @ para todos los loci de 0.517, con un intervalo de confianza al 95% de
0.434 a 0.593 (utilizando 5,000 replicas bootstrap). Este valor promedio de Fst se puede considerar
como muy alto. Por ejemplo, segin Nybom (2004), el promedio de la Fsr de 146 estudios usando
marcadores genéticos dominantes similares (RAPDS, ISSR y AFLPs) fue de 0.34. El flujo génico se
calcul6 a partir del valor promedio de &y nos dio un estimado de Nm = 0.233, lo cual indica que el
flujo génico es limitado.

Las distancias genéticas de las poblaciones fueron calculadas con el programa TFPGA version
1.3 (Miller, 1997) en base a la distancia no-sesgada de Nei (1972). Se obtuvo una distancia minima de
D = 0.0111 y una maxima de D = 0.1888, siendo las poblaciones de San Juan y Venados las mas
parecidas genéticamente y las dos mas diferentes fueron las poblaciones de San Lucas Pio y Montafia
(ver Tabla 3 en Apéndice 1y hoja distancias Arundo en archivo anexo).

Se construyo un dendrograma por medio del algoritmo de Neighbor-Joining (ver Figura 2 en
Apéndice 1), en donde se pueden ver de manera grafica las relaciones genéticas entre las poblaciones
analizadas. Se observa que se forman dos grupos bien definidos, siendo las poblaciones de San Juan y
Venados las localidades genéticamente mas cercanas, sin embargo no se detecta una relacién clara
entre las poblaciones geograficamente mas proximas. Por ejemplo, la poblacion de Rio, en el estado de
Nayarit, resulto ser genéticamente mas parecida a las poblaciones de Mancha y Escondida, ubicadas en
el estado de Veracruz, que a la poblacion Montafia localizada en el mismo estado de Nayarit; o la
poblacién de Cococingo, en el estado de Hidalgo, que resultdé ser genéticamente mas parecida a la
poblacion de Florida ubicada en el estado de Michoacan que a cualquiera de las poblaciones

pertenecientes al estado de Hidalgo; mientras que la poblacion de Cuatrociénegas se situé como la mas
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distante genéeticamente a todas las demas (ver Figura 2 en Apéndice 1). Estos patrones complicados
sugieren importantes eventos histéricos en su evolucion reciente en México, principalmente de efecto
fundador y cuellos de botella.

En el andlisis de aislamiento por distancia realizado mediante la prueba de Mantel con el
programa TFPGA version 1.3 (Miller, 1997) nos dio una r = 0.1637 y P = 0.0244, lo que sugiere que
hay una correlacion entre las distancias genéticas y las distancias geogréaficas entre cada par de
poblaciones que, aunque débil, indica que esta especie sigue en términos generales un modelo de
aislamiento por distancia, pero con las claras excepciones que mencionamos en el parrafo anterior (ver
Figura 3 en Apéndice 1 y hoja Mantel Arundo en archivo anexo).

Para analizar la distribucién de la variacion genética jerarquicamente de manera mas fina, se
realiz6 un andlisis de varianza molecular (AMOVA) utilizando el programa Arlequin version 2.0
(Schneider et al., 2000). Los resultados obtenidos nos indican que el menor porcentaje de la variacion
se encuentra repartida entre los cuatro grupos geograficos, con el 23.31% de la varianza genética entre
las poblaciones dentro de los grupos, mientras que los cinco grupos geograficos representan el 35.81%
de la variacion y el mayor porcentaje de la variacion se encuentra dentro de las poblaciones con el
40.88% (ver Tabla 4 en Apéndice 1 y hoja Amova Arundo en archivo anexo). El valor de

estructuracion total obtenido para esta comparacion (y que es andlogo a Fst) es de @st = 0.59118.

7.2 Phragmites australis

La secuencia de nucledtidos de ADN de cloroplasto (cpDNA) fue determinada para 276
muestras de 20 poblaciones pertenecientes a los estados de Coahuila, Guanajuato, Michoacan,
Veracruz, Tabasco y Jalisco. La longitud total obtenida para la region de trnT (UGU) a —trnL (UAA) b
fue de 800 pares de bases (pb).

La diversidad nucleotidica (z) encontrada en las poblaciones de P. australis fue de = = 0.00251.
Entre las 20 poblaciones analizadas, la diversidad nucleotidica oscilé de cero en las poblaciones El
Mojarral, Minatitlan, Estacion y Venta, localizadas en los estados de Coahuila, Veracruz y Tabasco (las
dos ultimas) respectivamente, a z = 0.00249 en la poblacion Pedrito en el estado de Michoacan (ver
Tabla 6 en Apéndice 1 y hoja diversidad Phragmites en archivo anexo).

La diversidad haplotipica (Hg) global estimada fue de 0.86727. Dentro de las poblaciones la
diversidad haplotipica minima fue de 0 en las poblaciones EI Mojarral, Minatitlan, Estacién y Venta, a
una méxima en la poblacion La Desviacion en el estado de Coahuila con un valor de Hy = 0.84848 (ver

Tabla 6 en Apéndice 1y hoja diversidad Phragmites en archivo anexo).
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Los analisis de diferenciacion genética y flujo génico mostraron que las poblaciones son
genéticamente diferentes, y que tienen limitado flujo génico entre ellas. El valor de estructuracion
genética G estimado fue de 0.32705 y el estimado de flujo génico (Nm) fue 1.03 (segun el programa
DNAsp).

A partir del calculo de distancias genéticas (nimero de diferencias nucleotidicas) entre las
secuencias de la regién no-codificante de cloroplasto trnT (UGU) a — trnL (UAA) b, se elaboré un
dendrograma de distancias entre las poblaciones analizadas. En este analisis de las 20 poblaciones de P.
australis se ve que se asocian en la parte superior las poblaciones pertenecientes al estado de Tabasco,
con excepcidn de la poblacion de La Estacion, que queda agrupada con las poblaciones de Minatitlan y
Moijarral, que a su vez son las localidades genéticamente mas cercanas. En la parte inferior del
dendrograma quedaron agrupadas tres de las cinco poblaciones localizadas en el estado de Jalisco y la
poblacién de Cuitzeo del estado de Michoacan es genéticamente mas parecida a este grupo de
poblaciones que a la poblacién de Pedrito. La poblacion La Reja de Jalisco es genéticamente mas
cercana a la agrupacion conformada por las poblaciones pertenecientes al estado de Tabasco, mientras
que las dos poblaciones mas distantes fueron La Desviacion en el estado de Coahuila y la de Melaque,
ubicada en el estado de Jalisco (ver Figura 5 en Apéndice 1). Este andlisis indica resultados
interesantes, ya que se observa que las poblaciones genéticamente mas parecidas no son
necesariamente aquellas que se encuentran geograficamente mas cercanas, sugiriendo de nuevo una
complicada historia evolutiva, puntuada por eventos de colonizacion a larga distancia, efectos de
fundador y cuellos de botella en algunas poblaciones y extinciones locales.

En total en P. australis en México se detectaron 42 diferentes haplotipos de cloroplasto entre las
20 poblaciones analizadas (ver Tabla 7 en Apéndice 1 y hoja frecuencia haplotipos en archivo anexo).
Los haplotipos 1, 3 y 19 son los que presentaron la distribucion geografica mas amplia. El haplotipo 1
se encontrd en 13 de las 20 poblaciones analizadas, los haplotipos 3 y 19 presentaron una distribucion
geografica mas restringida, encontrandose en 9 y 8 poblaciones respectivamente (ver Tabla 7, Figura 6
en Apeéndice 1 y hoja frecuencia de haplotipos en archivo anexo). Los haplotipos 7 a 11 solo se
encontraron en la poblacion de Mezquite, los haplotipos 12 a 16 se presentaron exclusivamente en la
poblacién de la Poza X. Los haplotipos 17 y 18 estan presentes en la poblacion de la Vereda y
Melaque, los haplotipos 20 y 21 en la poblacion Pedrito, los haplotipos 22, 23 y 26 se encontraron
principalmente en el estado de Jalisco y en la poblacion de Cuitzeo, asi como los haplotipos 24 y 25
que estan presentes de manera exclusiva en esta ultima poblacién. El haplotipo 27 sélo se encontro en
la poblacién Yuriria, el haplotipo 28 se encontr en tres poblaciones del estado de Tabasco y el
haplotipo 29 resulto ser exclusivo a la poblacion de Grijalva. El haplotipo 30, solamente se detecto en
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la poblacion de Melague, mientras que el haplotipo 31 quedo restringido a 3 poblaciones en el estado
de Jalisco y los haplotipos 32 a 35 son unicos a las poblaciones de Melaque, Barra, Majahua y Reja
respectivamente. Los haplotipos 36 a 42 so6lo fueron detectados en la poblacion el Ermitafio en el
estado de Jalisco (ver Tabla 7, Figura 6 en Apéndice 1 y hoja frecuencia de haplotipos en archivo
anexo). Esta abundancia de haplotipos Unicos indica bajo flujo génico entre las poblaciones.

Para analizar la distribucion de la variacion genética jerarquicamente, se realiz6 el andlisis de
varianza molecular (AMOVA), donde las muestras fueron organizadas en cuatro grupos denominados
Norte, Centro, Oeste y Sur. El analisis sugiere que el mayor porcentaje de la variacion se encuentra
entre las poblaciones dentro de los grupos con el 81.28 % de la variacion y el menor porcentaje se
encuentra entre los grupos, con 7.38% de la variacion (estimado con el programa Arlequin) (ver Tabla
8 en Apéndice 1 y hoja Amova Phragmites en archivo anexo).

En el anélisis de aislamiento por distancia realizado mediante la prueba de Mantel con el
programa TFPGA versién 1.3 (Miller, 1997) entre las distancias geogréaficas y el namero promedio de
diferencias nucleotidicas entre secuencias (ver Tabla 9 en Apéndice 1 y hoja distancias Phragmites en
archivo anexo) nos dio valores de r =0.1455 y P = 0.0420, lo que indica que en esta especie también
hay una correlacion entre las distancias genéticas y las distancias geogréaficas presentes entre cada par
de poblaciones. Es decir, que esta especie sigue en términos generales un modelo de aislamiento por

distancia (ver figura 7 en Apéndice 1 y hoja Mantel Pragmites en archivo anexo).

8.- Discusion

H.G. Baker, en dos articulos clasicos en la ecologia (1965, 1974) describio las caracteristicas
que podrian definir el sindrome de la planta invasora: habilidad para reproducirse tanto de manera
sexual como asexualmente, un rapido crecimiento de plantula a adulto reproductivo, adaptacién al
estrés ambiental y alta tolerancia a la heterogeneidad ambiental. Mas recientemente, Newsome y Noble
(1986) proponen que las especies invasoras exitosas germinan temprano y en masa, crecen rapido, son
competidoras agresivas y capturan eficientemente los recursos limitantes y como adultas sobreviven
bien durante mucho tiempo. Diferentes plantas invasoras tienen diversas caracteristicas y no todas
comparten la lista de Baker, pero se ha demostrado que se puede predecir con bastante éxito a las
posibles plantas invasoras analizando sus formas de crecimiento y las caracteristicas del ambiente
(Sakai et al., 2001).

Por otra parte, en una excelente revision sobre la genética de los organismos invasores,
Dlugosch y Parker (2008) describen que los cuellos de botella y efectos de fundador son importantes

fuentes de reduccién en la variacion genética en la mayoria, pero no en todos los organismos invasores.

15



Las especies invasoras que tienen altos niveles de variacion genética usualmente son el resultado de
varios eventos de introduccién. En 69 estudios de genética de poblaciones de organismos invasores,
tanto plantas como animales, se encontr6 que en promedio la variacion genética, medida como la
heterocigosis esperada por poblacion, Hs se reduce en un 15% en las poblaciones invasoras con
respecto a las originales (Dlugosch y Parker, 2008).

Por otro lado se ha descrito que a corto plazo un mejor indicador de la variacion genética puede
ser el nimero de alelos, tanto para la genética de la conservacion como para el estudio de las plantas
invasoras. En 59 estudios con estimaciones tanto de Hs como de riqueza alélica, la pérdida de alelos en
las poblaciones invasoras con respecto a las originales fue 5.1% veces mas intensa que la pérdida de
heterocigosis (Dlugosch y Parker, 2008).

Dentro de las plantas invasoras mas importantes de los Estados Unidos se menciona a
Phragmites australis y Arundo donax, mismas que presentan muchas de las caracteristicas de las
plantas invasoras descritas en el primer parrafo (Saltonstall et al., 2010). P. australis se ha sugerido que
es una de las angiospermas de mayor distribucion mundial (Ridley, 1930). En Estados Unidos P.
australis es una especie nativa y dominante de los humedales, pero se ha propuesto que su abundancia
es una sefal de perturbacién del humedal (Saltonstall et al., 2010). Crece en muchos tipos de habitats,
incluyendo humedales salobres y de agua fresca, corredores riparios y a la orilla de caminos. Una vez
establecida, es resistente a las inundaciones, soportando un amplio rango de salinidad. Re-emerge
facilmente después de que se remueve su biomasa aérea, por lo que su control puede ser dificil. Su
éxito posiblemente se deba en parte a su habito de crecimiento perenne y rizomatoso y a que se puede
reproducir tanto por semillas como clonalmente, ademas de que tiene altos niveles de plasticidad
fenotipica (Saltonstall et al., 2010).

Saltonstall (2002; Saltonstall y Hauber, 2007; Saltonstall et al., 2004) proponen tres linajes en
Norte América, que han descrito como las subespecies que discutimos a continuacién. Phragmites
australis ssp. americanus, designado como el linaje “Nativo de Norte América” y Se encuentra en todo
Estados Unidos; el linaje “Costa del Golfo”, que es la subespecie Phragmites australis ssp.
berlandieri, y se encuentra en el sur de Estados Unidos, de Florida a California; y el linaje “Introducido
de Europa”, P. australis, que se reconoce con el haplotipo de cloroplasto “M” (Saltonstall et al. 2010).
Los niveles de clonalidad, usando microsatélites e isoenzimas difieren entre cada uno de estos linajes,
siendo la mayor clonalidad la registrada en el linaje de la “Costa del Golfo”, Genotipos/ Muestra total
(C/N) en isoenzimas = 0.26, microsatélites = 0.63. Para los ‘“Nativos de Norte América, Introducidos y
Europeos” C/N es cercano a 1, tanto en isoenzimas como en microsatélites (Tabla 2, Saltonstall et al.
2010). Saltonstall et al. (2010) consideran que la alta diversidad del linaje “Introducido” en Norte
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América se debe a que han ocurrido varias introducciones diferentes. Sin embargo, los analisis de
genética de poblaciones para la especie con marcadores nucleares son complicados, debido a la
poliploidia de la especie, que varia entre poblaciones y subespecies y va de 2x hasta 22x (Saltonstall et
al. 2010). Por esa razon, no se pueden dar indices sencillos de la reduccion de la variacion genética en
términos de Hs o de la proporcion de loci polimorficos (P %). En parte por este problema, y para
obtener mayor resolucién, decidimos llevar a cabo el presente estudio utilizando un analisis formal de
genética de poblaciones y filogeogréaficos con el ADN de cloroplasto, que al ser heredado solo por via
materna simplifica los analisis y permite comparar diferentes poblaciones y ploidias.

En ocho poblaciones Mexicanas de Phragmites australis encontramos que la mayor parte de los
haplotipos de cloroplasto se relacionan con los que Saltonstall ha llamado el linaje de la “Costa del
Golfo”, pero la mayoria son nuevos haplotipos. También tenemos un grupo de haplotipos relacionados
con el linaje que ella llama “Nativos de Norte América”, representando nuevos y pocos haplotipos en
un sitio en Cuatro Ciénegas. Pero el resultado mas importante es que no se encontrd a ningun individuo
de los analizados para México con el genotipo invasor, M.

En la Tabla 10 (ver Apéndice 1 y hoja comparacion cloroplasto en archivo anexo) comparamos
nuestros resultados con otros estudios similares usando secuencias de cloroplasto en plantas mexicanas.
Encontramos un total de 42 diferentes haplotipos, que es un nimero alto considerando que Saltonstall
(2002) encontré 27 haplotipos para todo el mundo y sélo 11 nativos para Norte América. Los niveles
de variacién genética por poblacién (estimados como la diversidad nucleotidica (z)) parecen altos,
claramente superiores a los reportados en Oxalis alpina, las dos especies de Callitropsis o en
Pseudotsuga menziesii (Tabla 10).

La alta diversidad haplotipica en Phragmites australis en México, junto con el hecho que
encontramos gran cantidad de haplotipos unicos para el pais y la estimacion de variacion genética a
nivel nucleotido, = y la diversidad Hg, indican que es una especie nativa de México, y que el pais no ha
sido invadido por el genotipo invasor Europeo M.

La diferenciacion genética usando las secuencias de cloroplasto en Phragmites australis, Gg=
0.327 es relativamente baja para secuencias de cloroplasto, similar a la del conjunto de especies del
género Abies del sur de México (Jaramillo-Correa et al., 2008) (ver Tabla 10 en Apéndice 1 y hoja
comparacion cloroplasto en archivo anexo). De cualquier forma, el analisis de aislamiento por distancia
fue significativo, lo que indica que aunque la diferenciacion no es tan extrema como en otras plantas
Mexicanas, esta si existe, y es mayor entre mas lejanas estén las poblaciones.

Por otra parte, Arundo donax fue estudiado con RAPDs en Europa por Lewandowski et al.
(2003) y encontraron variacion y diferenciacion geografica. A lo largo de los ca. de 160 km del rio
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Santa Ana en los alrededores de Los Angeles en California, Khudamrongsawat et al. (2004) esudiaron
a A. donax con isoenzimas. Analizaron so6lo dos isoenzimas polimérficas, la ME (enzima mélica) y PGI
(fosfogluco-isomerasa), y pudieron distinguir ocho diferentes genotipos. Analizaron ocho poblaciones,
usando entre 8 y 19 plantas por poblacion. Usando el indice C/N (genotipos/ total de plantas)
encontraron indices entre 0.20 a 0.63 por poblacion. Ninguna poblacion es puramente clonal, aunque
en todas hay algin genotipo dominante. De hecho, dos genotipos representaron el 56% de todas las
plantas. Khudamrongsawat et al. (2004) también utilizaron RAPDs en sus analisis de los mismos
individuos y poblaciones. Usaron tres primers, que les dieron 9 loci polimérficos, con los que pudieron
distinguir 41 genotipos. Un genotipo fue el mas abundante, y represent6 el 26% de la coleccion. Los
cocientes C/N variaron entre 0.30 y 0.85; como se podria esperar, los RAPDs detectaron mayor
variacion genética, pero en las conclusiones son las mismas que para las isoenzimas: las poblaciones no
son completamente clonales, y todas presentan varios fenotipos, de 4 a 11, pero el tamafio de muestra
por poblacion (y el numero de poblaciones y el ambito geografico total) son muy pequefios.

Recientemente, en un estudio en todo Estados Unidos con 10 loci de microsatélites, J. Manhart
(en Saltonsall et al., 2010) encontr6 muchos genotipos y sefiales de multiples introducciones. En
contraste, Ahmad et al. (2008) analizaron 185 plantas de los Estados Unidos, 20 de Francia y 10
cultivares y considerando todas las muestras analizadas con el método de marcadores SRAP (Sequence
Related Amplification Polymorphism) obtuvieron 185 bandas repetibles y con los marcadores
relacionados con los elementos mdviles (TEs) detectaron 164 bandas repetibles. Ahmad et al. (2008),
encontraron que todas las muestras analizadas de A. donax, incluyendo los de Estados Unidos, los de
Francia y los cultivares son idénticos, con la excepcion de cuatro individuos, tres de ellos de California,
que diferian en una sola banda. Saltonstall et al. (2010) concluyen que éste articulo es erréneo, y que
sus resultados se deben a un artefacto de las técnicas empleadas, que detectan diferencias entre
especies, pero no tienen el poder de distinguir variacion genética dentro de una especie.

Nuestros resultados apoyan a los estudios de Lewandowski et al. (2003), Khudamrongsawat et
al. (2004) y los resultados preliminares de J. Manhart. En México, Arundo donax tiene niveles
similares a lo que se puede esperar en una especie herbacea e invasora. Por ejemplo, la Hs en RAPDs
para plantas anuales es de 0.13 (Nybom, 2004), que a su vez es el grupo de plantas con menores niveles
de variacién. En nuestro estudio con A. donax, la poblacion con el valor mas alto fue de Hs =0. 15, pero
la més baja fue de Hs =0.04. También los valores de C/N concuerdan en lo general con los reportados
por Khudamrongsawat et al. (2004) para RAPDs.

Dado que la variacion genética es baja en A. donax, no se pudieron detectar marcadores

polimorficos con el cloroplasto, pero los niveles de variacidon genética con los ISSRs permiten detectar
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diferenciacion genética elevada (Fst = 0.517), ya que por ejemplo, como mencionamos arriba, el
promedio de Fst de 146 estudios usando marcadores genéticos dominantes similares (RAPDS, ISSR y
AFLPs) fue de apenas 0.34 (Nybom, 2004). Los niveles de variacion genética también permiten
detectar aislamiento genético significativo con una prueba de Mantel: las poblaciones méas cercanas
geograficamente se parecen mas genéticamente, pero esta relacion dista de ser perfecta y hay mucha
dispersion en los puntos.

La heterogeneidad espacial en los niveles de variacion genética y el pobre ajuste (aunque
significativo) en el andlisis de aislamiento por distancia, sugieren que las poblaciones no han llegado al
equilibrio. Sin embargo, los 2 6 3 grandes clados que detecta el UPGMA sugieren varias
introducciones, y tal vez varios grupos genéticos que pueden estar adaptados a diferentes condiciones,
y que representan introducciones independientes. Asi, para A. donax posiblemente tengamos un clado
nortefio (Cuatro Ciénegas), uno del Altiplano y otro de las Costas de México. Sin embargo se necesitan
experimentos de transplantes reciprocos para conocer su vigor y adaptacion local, junto con analisis de
un mayor numero de poblaciones adaptadas a condiciones ambientales contrastantes y estudios
gendmicos (cantidad de ADN por ndcleo, diferencias en alelos en plantas de condiciones contrastantes,
etc., ver Turner et al. 2010).

En conclusion, podemos sefialar que ambos estudios representan uno de los trabajos de genética
de poblaciones mas completos que se han realizado en México, tanto por el nimero de poblaciones
como por el tamafio poblacional y el nimero de marcadores. Ambos estudios son Unicos para México
en el sentido que, hasta donde sabemos, son los mas detallados en especies consideradas como
invasoras. El estudio A. donax es el méas detallado que se ha publicado para la especie, ya que los otros
0 son aparentemente erroneos, o muy generales, o sélo cubren un area muy pequefia (de California). El
trabajo con P. australis es el analisis méas detallado de su genética de poblaciones usando cloroplasto,
ya que las descripciones de Saltonstall son muy generales y cualitativas.

Nuestros analisis sugieren que las dos especies parecen estar fuera del equilibro flujo génico/
deriva génica, que indican dinamicas poblacionales activas y recientes y en particular cuellos de
botella. Los datos sugieren que P. australis es una especie nativa, con muchos afios en México, lo que
se refleja en su alta variacion si se compara con EUA y no se detectd el linaje invasor. Por otra parte,
parece ser que A. donax sufrid varias introducciones al pais, o que en parte ha limitado el que se
reduzca mucho su variacion genética, ademas de obtenerse en en los analisis dos o tres clados. Estos
datos deben ser primordiales al considerar su manejo y es importante recalcar que aunque hay A.

donax en muchos sitios de la Republica, s6lo parece ser muy abundante en sistemas altamente
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perturbados, donde existe claramente un exceso de nutrientes que han sido generados por deficientes

manejos agricolas.
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Apéndice 1: Lista de tablas y figuras.

Tabla 1. Muestras analizadas con ISSR’s en Arundo donax

COORDENADAS:

Poblacion | Estado _[individuos | N [ MIN [ SeG | W [ MIN | SEG _ |FUENTE (GPS PRECISION
1|Huayateno Hidalgo 20 20° 40 57.36 98° 48 55.02 Garmin etrex 5
2|Venados Hidalgo 19 20° 28 18.3 98° 40 45 Garmin etrex 5
3|San Juan Hidalgo 18 20° 34 50.52 98° 45 46.08 Garmin etrex 5
4|Cococingo Hidalgo 24 200 36 14.64 98° 49 29.7 Garmin etrex 5
5|Tres Cruces Hidalgo 22 20° 30 58.44 98° 42 46.38 Garmin etrex 5
6| Xilotla Hidalgo 22 20 33 4.14 98° 44 16.38 Garmin etrex
7[Santa Ma. Del Rio_San Luis Potosi 20 21° 47 58.42 100° 43 42.24 Garmin etrex
8[Atempan Puebla 18 19° 50 10.9 97° 27 24.38 Garmin etrex
9| Tiripetio Michoacan 19 19° 33 17.02 101° 20 22.32 Garmin etrex

10|Charo Michoacan 19 190 46 24.19 101° 2 35.51 Garmin etrex 5
11{San Lucas Pio Michoacan 20 19° a7 40.86 100° 55 22.49 Garmin etrex 5
12|Florida Michoacan 24 19° 35 14.45 101° 18 5.89 Garmin etrex 5
13[Puente Jalisco 30 20° 22 187 103° 50 6.7 Garmin etrex 5
14{Cocula Jalisco 23 190 47 28.5 104° 13 46 Garmin etrex 5
15(Valle Cruya Coahuila 28 27° 47 40.08 100° 42 41.04 Garmin etrex 5
16[Cuatrocienegas Coahuila 32 26° 57 10.02 102° 6 17.76 Garmin etrex 5
17|Escondida Veracruz 23 18 35 39.2 95 3 4.6 Garmin etrex 5
18|La Mancha Veracruz 23 19 35 0.772 96 22 0.637 Garmin etrex 5
19(Rio Nayarit 25 20 46 5.4 105 27 50.5 Garmin etrex 5
20[Montafia Nayarit 21 20 53 39.1 105 24 36.2 Garmin etrex 5

Tabla 2 . Heterocigosis esperada (He) y porcentaje de loci polimorficos (P) con el criterio del 95% en Arundo donax

ESTADO POBLACION INDIVIDUOS ANALIZADOS (N) HETEROCIGOSIS (He) LOCI POLIMORFICOS (95%)
1[HIDALGO HUAYATENO 20 0.0842 21.4286
2[HIDALGO VENADOS 19 0.0809 21.4286
3|HIDALGO SAN JUAN 18 0.0695 19.0476
4|HIDALGO COCOCINGO 24 0.0471 13.0952
5[HIDALGO TRES CRUCES 22 0.0529 14.2857
6[HIDALGO XILOTLA 22 0.056 16.6667
7[SANLUIS POTOSI_SANTA MARIA DEL RIO 20 0.0609 15.4762
8[PUEBLA ATEMPAN 18 0.0998 285714
9[MICHOACAN TIRIPETIO 19 0.1153 32.1429

10[MICHOACAN CHARO 19 0.1331 33.3333
11|MICHOACAN SAN LUCAS PiO 20 0.097 25

12|MICHOACAN FLORIDA 24 0.0507 14.2857
13|JALISCO PUENTE 30 0.0782 19.0476
14|3ALISCO COCULA 23 0.0695 17.8571
15[COAHUILA VALLE CRUYA 28 0.0876 22,619
16{COAHUILA CUATROCIENEGAS 32 0.0544 16.6667
17|VERACRUZ ESCONDIDA 23 0.1501 38.0952
18|VERACRUZ MANCHA 23 0.0431 10.7143
19|NAYARIT RIO 25 0.0739 19.0476
20[NAYARIT MONTARA 21 0.0426 9.5238

Tabla 3. Distancias genéticas (Nei, 1972) y geograficas en Km en A. donax .En la diagonal superior en cursivas se muestran las distancias
geogréficas lineales en kilometros, en la diagonal inferior se muestran las distancias no sesgadas de Nei (1972).

HUAYATENG VENADOS SAN JUAN COCINGO  TRESCRUCES __ XILOTLA __ SANTAMARIA ATEMPAN TIRIPETIO CHARO SANLUGAS PIO_FLORIDA PUENTE CocuLA VALLECRUYA CUATROCEENEGAS _Escondida  Mancha Rio Montana
POBLACION DEL RiO
HUAYATENO 0.0000 26.1084 119190 82275 203109 158662 2204423 1668472 2884740 2508965  236.4444 2834507 5233945 5720824 745.1752 7198030 4504976 2800000  6OLO0S54 6854559
venapos 00157 00000 14.2932 20.4839 5.8099 102777 2530812 1437129 2938072  257.1937 2445158 2889330  537.0200 5834030  770.6477 7458206 4277945 2586040 7063075 7011079
[sanuan 00202 00111 0.0000 6.9034 8.4835 40214 2306253 1567580  289.4779 2523122 2307372 2845191 5284791  576.0567  757.4285 7317424 4407107  270.8427  696.9504 6915562
[cocmco 00629 00741 00813 0.0000 148114 105063 2328654 1635835  284.3737  247.0399 2345084 2793882 5220856  569.9601  753.4507 7266524 4475660 2777442  690.3866  684.9442
rescruces 0.0088 01179 01132 00631 0.0000 44687 2476120 1489734 2920038 2551566 2425158  287.0041 5335518  580.4154  765.2563 7400008 4330192 2635358 7025139  607.2316
[xioTLa 00932 01097 01174 0.059 00318 0.0000 2434602 1529956 2908057 2537855 2411780 2858695 5310048 5782531  761.0687 7356646 4369937 2672886  699.7092  694.3614
[santa maria DEL Ri0 00394 0.0262 0.0259 0.0749 0.1143 00952 0.0000 3062040 2418716 2130189  209.2442 2375569 3544954  419.2808  604.7365 530.8672  679.0021 5085584 5018257 4935120
[srempan 00372 00237 00232 0.0912 0.1284 01149 00257 0.0000 407.2782 3750095 3623783 4030479  667.9262 7080417  874.0484 866.8663 2840721  117.0441 8401210 8358236
ririETiO 00395 00239 00413 0.0777 01179 00011 00331 00302 0.0000 385362 503054 52353 2742703 3033936  840.9766 759.3227  668.0452  520.6568 4484638  446.8180
craro 00442 00263 00362 0.1034 0143 0.121 00423 0022 00204 0.0000 127726 333176 2980212 3331665 8163042 7403306 6409096 4896912 4723405 4697547
[san Lucas pio 00576 0039 0.0626 0114 0.1602 01343 0072 0.0501 0.0237 00234 0.0000 451719 3008467 3457155  B813.6587 7400219 6289315  477.1828 4840772 4813382
FLORIDA 00846 00971 01039 0.0184 0.0597 00509 00982 01132 0.0896 0.1191 01253 0.0000 2769792 3070586  837.2766 7563274 6645746 5166280 4512699  449.4834
PuENTE 00871 01039 01138 0.0049 0.0827 0.0606 01114 01036 01033 0.1138 0.1205 00812 00000 732444 8169713 6925553  033.8334 7842784 1743900 1725465
[cocuLa 01245 0136 01485 01179 0.0803 00878 01614 01604 0.1559 0.1669 0176 01044 00402 0.0000 888.8831 7619596 9713483 8229072  164.0969  168.3338
vaLLE cruva 00778 0.0884 0.0938 0.081 0.0696 00791 01025 01101 01042 0.1056 0.1185 00714 0.0288 00339 0.0000 1606465 11032034 9452601  859.2140  845.1614
cuntrociEnEGAs 00856 0.098 0109 0.0564 0.0963 0.062 00788 0.099 0074 0.0996 0.1148 00696 00904 01505 01071 00000 11205835  953.4240 7152190 7010063
Escondida 0.1451 01503 01601 0.1185 0.0809 00764 01603 01627 0145 0.1486 01713 01023 0.0699 0.0458 0.0512 0.1464 00000 1728513 1112.0610 1109.7796
Mancha 01432 0.1605 01622 0.1152 0.0644 00749 01673 01734 0.1656 01776 0.202 0.099 0.063 00281 0.0498 0.1583 00199 00000  956.8609  952.6896
Rio 01333 01386 0.146 0.1192 0.069 00835 01524 01572 0148 0.1544 01714 01031 00561 0.0161 0.0327 0.1598 00285 0.0166 00000 142385
Montafia 01357 01523 01587 0.1083 0.0929 00997 01788 01751 01676 0.1817 0.1888 00906 00627 00338 0.0514 0164 00594 0.0386 00466 0.0000)
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Tabla 4 . Resultados del analisis molecular de la varianza (AMOVA)
paralas poblaciones analisadas de Arundo donax

ORIGEN SUMA COMPONENTES ~ PORCENTAJE
DE LA VARIACION g.l. DE CUADRADOS DE LA VARIANZA DE LA VARIACION
Entre grupos 4 749.623 1.49007 Va 23.31
Entre poblaciones dentro de los grupos 15 795.166 2.28918 Vb 35.81
Dentro de las poblaciones 430 1123.805 2.61350 Ve 40.88

Tabla 5. Muestras analizadas con la region de cloroplasto en Phragmites australis

[ COORDENADAS:

Poblacién Estado [Individuos | N | MIN |  SEG | W [ MIN [ SEG  [FUENTE (GPS[ PRECISION
1|La Desviacion Coahuila 12 26 54 473 102 8 24.8 Garmin etrex 5
2|Rio Mezquites Coahuila 14 26 55 119 102 6 253 Garmin etrex 5
3|Mojarral Coahuila 6 26 55 22.38 102 7 22.26 Garmin etrex 5
4|La Poza X Coahuila 13 26 49 41.8 102 1 373 Garmin etrex 5
5|La Vereda Coahuila 15 26 49 473 102 3 32.1 Garmin etrex 5
6|Minatitian Veracruz 4 18 3 1.8 94 30 18.1 Garmin etrex 5
7[San Pedrito Michoacan 9 19 32 54.03 101 37 23.28 Garmin etrex 5
8[Cuitzeo Michoacan 20 19 53 44.6 100 54 39.8 Garmin etrex 5
9|La Fabrica Guanajuato 8 20 13 0.11 101 3 6.54 Garmin etrex 5

10| Yuriria Guanajuato 9 20 13 15.65 101 8 10.61 Garmin etrex 5
11|La Estacion ~ Tabasco 9 18 26 139 92 38 34 Garmin etrex 5
12|Grijalva Tabasco 15 18 30 417 92 39 36.3 Garmin etrex 5
13|Medellin Tabasco 15 18 5 24.4 92 51 54.8 Garmin etrex 5
14|Pantano Tabasco 15 18 22 02 92 40 49.3 Garmin etrex 5
15|Venta Tabasco 13 18 3 16.1 94 3 32.2 Garmin etrex 5
16|Melaque Jalisco 21 19 13 37.9 104 41 43.3 Garmin etrex 5
17|Barra Jalisco 20 19 12 448 104 41 234 Garmin etrex 5
1 Jalisco 19 19 49 48.1 105 21 40.3 Garmin etrex 5
19[Reja Jalisco 12 19 51 73 105 22 13.6 Garmin etrex 5
20|Ermitafio Jalisco 27 19 58 59 105 28 16.4 Garmin etrex 5

Tabla 6 .Valores de diversidad genética en Phragmites australis .
n: namero de secuencias, h: nimero de haplotipos, Hd: diversidad haplotipica,

Pi: diversidad nucleotidica

Estado [Poblacion n h Hd Pi
Coahuila  |La Desviacion 12 6 0.84848 0.00189
Coahuila Rio Mezquites 14 6 0.73626 0.00181
Coahuila Mojarral 6 1 0.00000 0.00000
Coahuila La Poza X 13 5 0.62821 0.00101
Coahuila La Vereda 15 3 0.25714 0.00054
Veracruz__[Minatitlan 4 1 0.00000 0.00000
Michoacan [San Pedrito 9 4 0.75 0.00249
Michoacan |Cuitzeo 20 7 0.82105 0.00204
Guanajuato |La Fabrica 8 2 0.42857 0.00058
Guanajuato |Yuriria 9 4 0.80556 0.00166
Tabasco La Estacion 9 1 0.00000 0.00000
Tabasco Grijalva 15 6 0.79048 0.00153
Tabasco Medellin 15 2 0.13333 0.00018
Tabasco Pantano 15 2 0.51429 0.13333
Tabasco Venta 13 1 0.00000 0.00000
Jalisco Melaque 21 10 0.85714 0.00210
Jalisco Barra 20 4 0.62105 0.00099
Jalisco Majahua 19 5 0.61988 0.00118
Jalisco Reja 12 5 0.66667 0.00134
Jalisco Ermitafio 27 11 0.84615 0.00195

TOTAL 0.86727 0.00251
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Tabla 7 . Frecuencias relativas de los haplotipos en las poblaciones analisadas de Phragmites australis.

Entre parentesis se muestra el nimero de individuos por haplotipo.

DESVIACION [ MEZQUITE] MOJARRAL | PozA X | VEREDA | MINATITLAN [PEDRITO[ cuiTzeO] FABRICA ] YURIRIA] ESTACION] GRIJALVA | MEDELLIN] PANTANO [ VENTA] MELAQUE] BARRA] MAJAHUA T REJA [ ERMITARO
Haplotipo 1 [ 0.167(2) 05(7) 1(6) 0 0867 (13) 1(4) 0333(3)| 02(4) | 075(6) [0333@3)| 19 | 00667 (1) 0 0 o |o3m| o 0 0167 (2) 0
Haplotipo 2 0.333 (4) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 [ 0 0.0833 (1) [
Haplotipo 3 [ 025(3) 0 0 0 0 0 0 01 o 022202 0 0.4(6) | 0.0667 (1) 0 0 | o0143@ | o0 |o00526() | 0583(7) | 0.0741(2)
Haplotipo 4 | 00833 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0667 (1) 0 0 o |ooae| o 0 0 0
Haplotipo 5 | 0.0833 (1) 0 o 0 0 o o 0 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 6 | 00833 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 7 0 0.214 (3) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 8 0 00714 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 9 0 0.0714 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 10 0 0.0714 (1) 0 0 0 o 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 11 0 0.0714 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 12 0 0 0 0.0769 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 13 0 0 0 0615 (8) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 14 0 0 0 0.0769 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o
Haplotipo 15 0 0 0 0154 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 16 0 0 0 0.0769 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 17 0 0 0 o 0.0667 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 18 0 0 0 0 0.0667 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o |ooae| o 0 0 0
Haplotipo 19 0 0 0 0 0 0 0sa@| o 025(2) | 0333(3) 0 0133 (2) 0 06(9) |1@3 |00ar6()| © 0 00833 (1) o
Haplotipo 20 0 0 0 0 0 0 ou1@| o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 21 0 0 0 0 0 0 0.111 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 22 0 0 0 0 0 0 0 0.35 (7) 0 0 0 0 0 0 0 0.19 (4) | 0.45(9)| 0.579 (11) 0 0.333(9)
Haplotipo 23 0 0 0 0 0 0 0 02(4) 0 0 0 0 0 0 0 | 00476(1) | 045(9)| 0.263(5) 0 0
Haplotipo 24 0 0 0 0 0 0 0 0.05 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 25 0 0 0 0 0 0 0 0.05 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 26 0 0 0 0 0 0 0 0.05 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0.05 (1) 0 0 0.222 (6)
Haplotipo 27 0 0 0 0 0 0 0 0 o o111 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 28 [ 0 0 [ [ 0 0 [ [ 0 ] 0.267 (4) | 0.933 (14) 0.4 (6) 0 0 [ 0 0 [
Haplotipo 29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0667 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0
Haplotipo 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0476 (1) 0 0 0 0
Haplotipo 31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0476 (1) 0 0.0526 (1) 0 0.0741 (2)
Haplotipo 32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o |ooaem| o 0 0 0
Haplotipo 33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.05 (1) 0 0 0
Haplotipo 34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 00526(1) 0 0
Haplotipo 35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0833(1) 0
Haplotipo 36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.037 (1)
Haplotipo 37 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.037 (1)
Haplotipo 38 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0741 (2)
Haplotipo 39 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0037 (1)
Haplotipo 40 [ 0 0 [ [ 0 0 [ [ 0 ] 0 0 [ 0 0 [ 0 0 0.037 (1)
Haplotipo 41 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0037 (1)
Haplotipo 42 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.037 (1)
Tabla 8. Resultados del andlisis molecular de la varianza (AMOVA)
paralas poblaciones analisadas de Phragmites australis
ORIGEN SUMA COMPONENTES PORCENTAJE
DE LA VARIACION g.]. DE CUADRADOS DE LA VARIANZA DE LA VARIACION
Entre grupos 3 209.529 0.30011 Va 7.38
Entre poblaciones dentro de los grupos 16 719.265 3.30577 Vb 81.28
Dentro de las poblaciones 256 118.145 0.46150 Vc 11.35
Tabla 9 . Distancias genéticas (diferencias nucleotidicas) y geogréficas en Km en P. australis . En la diagonal superior en italicas se
muestran las distancias geogréficas lineales en kilometros, en la diagonal inferior se muestran distancias genéticas promedio entre
poblaciones.
POBLACION _La Desviacion_Rio Mezquites_Mojarral_LaPozaX _La Vereda Minatitlan_San Pedrito_Cuitzeo _La Fabrica_Yuriria___La Estacion_Grijalva___Medellin__Pantano___Venta Melaque __Barra Majahua__Reja Ermitano
La Desviacion 0.0000 335794 107354 1402304 1154034 1201.08912  753.87677 72651342 691.00607 689.23205 1305.18022 1298.31197 1314.17777 1307.47614 123115353 B28.04186 B829.34050 793.60117 791.97527 783.85190
Rio Mezquites 1.91667 0.0000 159394 1206158 10.12985 1199.37039 75432391 726.60524 69114128 689.40943 1303.07795 1296.20045 1312.16292 1305.39038 1229.34821 829.75069 831.05483 79571167 794.00192 78593021
Mojarral 1.41667 078571  0.0000 1334678 11.19233 1200.64234 75471979 727.16234 691.67882 689.92807 1304.47162 1297.59682 131353026 1306.77914 1230.64887 829.51855 B830.81566 795.30118 793.58789 785.48634
LaPoza X 167308 114835 038462  0.0000  3.16569 1187.26064  744.73987 716.20513 680.91804 679.26850 1291.12728 1284.25730 1300.15318 129342739 1217.25955 82383370 B825.11550 790.96953 789.28566 781.43266
La Vereda 1.61667 0.9381 02 057436 0.0000 118951580  745.07892 716.96895 681.54965 679.86051 1293.66427 1286.80102 1302.62577 1295.05230 1219.57308 822.90222 824.18788 789.71195 788.02128 780.11138
a 1.41667 0.78571 0 0.38462 02 00000  765.16594 70053430 723.93669 73249154  200.72357 200.69209 173.27826 195.47489  47.13053 1080.08986 1079.38138 1156.25076 1157.50987 1169.81088
San Pedrito 231481 176984 111111 141026 123704 111111 00000 8287526 91.87968 8676940 950.76654 947.79528 933.83557 947.98957 811.05166 323.78178 32338484 39219703 39331427 404.96652
Cuitzeo 1.93333 235714 185 219615 196333 185 272778 00000 3658392 41.29817 88124132 877.89544 866.40589 878.86530 74557421 402.37675 40209711 465.13158 466.03766 476.43684
La Fabrica 1.66667 1.03571 025 059615  0.41667 0.25 1.13889 21 00000 881877 90128115 897.67626 887.85661 899.18525 768.40485 394.92611 39479410 45172006 45245122 46181888
Yuriria 1.66667 146825 077778 111111 093333  0.77778 146914 209444 086111 00000 910.02872 906.43290 89654186 907.92208 777.00205 386.52278 386.40213 442.97297 443.69823 453.03563
La Estacion 1.41667 078571 0 0.38462 02 0 111111 185 025 0.77778 00000 822060 4350134 842108 154.81401 1270.30865 1269.68369 134317960 1344.30854 1355.86080
Grijalva 150556 1.95714 14 169231 153778 14 1.88889 197 141667 1.33333 14 00000 4961023 1559337 15532881 1267.70639 1267.09098 1340.21780 1341.33382 1352.81185
Medellin 1.76667 243333 193333 217436 200889  1.93333 199259 2.18333 171667 1.42222 193333 0.86222 00000 3511407 126.15860 1251.21331 1250.54067 1325.88560 1327.08144 1339.01677
Pantano 218333 207143 14 163077 146667 14 153333 261 115 124444 14 122667 066667 0.0000 149.20161 1267.13778 1266.50332 1340.37116 134151343 135314230
Venta 241667 1.78571 1 123077  1.06667 1 1.22222 2585 075 111111 1 146667 106667 04 00000 1126.70261 1126.00374 1202.46304 1203.70486 121590624
Melaque 1.72619 173129 109524 145788 124444  1.09524 199471 170238 132143 151323 109524  1.66349 19873 2.01905 2 00000 165278 94.06526 96.32001 113.38558
Barra 24 302143 26 296154 266 26 333333 129 2825 267778 26 235333 244 31 35 197619 00000 9553854 97.81032 114.88488
Majahua 213158 277068 231579 269231  2.39649  2.31579 309942 124474 256579 24152 231579 210175 224912 291579 331579 178697  0.81053 00000  2.49451  19.69218
Reja 119444 15 0.91667 125 110556 091667 178704 168333 1125 119444  0.91667 136111 161667 175 135317 216667 189035  0.0000 17.26954
Ermitafio 2.27778 3.15079 27037  2.94587 277037 27037 341564 168704 291667  2.73663 27037 2.43457 25358 317037 3.55556 2194 140741 134503 221914 0.0000]
Tabla 10. Comparacién de indices de diversidad genética en analisis de secuencias de cloroplasto
Especie Dares de bases analizados oo T total poblaciones] 1 por pobt Faplotios Dol Bl poblacion i TSt pares de poblaciones Refer
Jacaratia mexicana 140 apBbeL and tnLF 6 % 704 1 0,008 Total= 091 pares de poblaciones 0.319a 05455 | . Anas D_etal (2010) Genet Resour Crop Evol |
Oxali alpina 1104 uH-psbaA spacer and ndh 20 [5a18, 10 usuaimene 8 0,0021 | promedio dimorficas=0.00006, 1=0.00064 11=0.78 hs=0.21 GST=073 Proz-Alquicira et al.. J. EVOL. BIOL. 23 (2010) 2163-2175
Caliropsis guadalupensis 1550 nS-mG spacer and tmLAmF 54 1 54 21 noest 0.00071 una poblacion 0,698 datos no estimados osas Escobar et al. 2011. PLoS ONE
rbesii 1550 nS-mG spacer and tmLmF 100 5 20 19 noest average h = 0,337 dalos no estimados Rosas Escobar et a, 2011. PLoS ONE
Pseudotsuga menziesii B3 S7-umL and rps15-psaC 20 11 11.72727273 2 0.000897 de 020.000932 total 0.79,por poblacion de 0.2 0.7 Gst-0.56 Gugger et al. 2011. New Phytologist 189: 1185-1199
Hunnemannia fumarifolia 2163 mH-psbA, pI32-mL(UAG) and ndhF-rpi32 85 7 5 7 noest datos no estimados GsT=0787 Sosa et al. (J. Biogeogr) (2009) 36, 18-27
Podocarpus matudae 1034 tmL— F and psbA-tmH spacers 157 16 9.8125 1 no est. datos no estimados datos no estimados Gst=0.707 Orenlas et al. (J. Biogeogr.) (2010) 37, 2384-2396
Abies flinckii variable cpDNA-SSR 3 loci 105 6 175 8 promedio pobl. rango 4a 10 | no est. datos no estimados 802 datos I et al. Molecular 17, 2476-2490
A. guatemalensis variable cpDNA-SSR 3 loci 160 10 16 11.2 promedio, rango5 a 14 no est. datos no estimados datos no estimados Js L et al. Molecular log) 17, 2476-2490
A. hickeli variable ©pDNA-SSR 3 loci 112 7 10.7 promedio, rango 9 a 13 no est. datos no estimados datos no estimados J; lk et al. Molecular 17, 2476-2490
A religiosa variable GPDNA-SSR 3 oci s 1 1445454545 92rangode6a 14 no est. datos no estimados cps datos no estimados Jaramillo-Correa et al. Molecular Ecolog 17,2476-2490
abies sur variable CPDNA-SSR 3 loci s 3 15.76470588 noest datos no estimados datos no estimados = Jaramillo-Correa et al. Molecular Ecology 17, 2476-2490
Phragmites australi 00 T (UGU) a - il (UAR) b 2 20 a2 000251 02 02000249 tota= 0.78480. pobl de 0 a 0.80556 Gsi= 0.32705 bajo PROYECTO GNO3S. CONABIO, 2011
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Figura 1. Distribucién geografica de las localidades analizadas en A. donax.
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Figura 2. Dendrograma construido por medio del algoritmo Neighbor-Joining (NJ) utilizando las distancias genéticas de Nei
(1972) en Arundo donax. Los colores indican los estados a los que pertenecen las poblaciones analizadas.
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Figura 4. Localizacion geogréfica de las poblaciones analizadas en Phragmites australis.
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Figura 5. Dendrograma de Neighbor Joining (NJ) de distancias genéticas (promedio de diferencias nucleotidicas) en
poblaciones analizadas de P. australis. Los colores indican los estados a los que pertenecen las poblaciones analizadas.
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MANTEL Phragmites australis
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Figura 7. Prueba de Mantel para evaluar el aislamiento por distancia entre cada par de poblaciones obtenida a partir del
promedio de las diferencias nucleotidicas entre secuencias y las distancias geograficas (km) en Phragmites australis.
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