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RESUMEN

Echinocereus Engelm. es el tercer género mas diverso (64 spp.) en Cactaceae. Se
distribuye en Norteamérica, desde el centro de México al centro de Estados Unidos. Analisis
filogenéticos previos sugieren que la delimitacién actual de Echinocereus representa un grupo
polifilético. Esos analisis no fueron contundentes debido al muestreo incompleto de taxones y
relaciones filogenéticas sin soporte, por lo que fue necesaria una reevaluacion de la monofilia del
género y su clasificacion infragenérica. Para abordar este problema se analizaron seis regiones
del ADN de cloroplasto para 59 especies de Echinocereus. El analisis filogenético apoyo soportd
la monofilia de Echinocereus si E. pensilis es excluido y reestablecido como el género
Morangaya y se recuperaron nueve clados principales en Echinocereus s. s.

El andlisis filogenético también sugiri6 que la yema errumpente, probablemente
represente la sinapomorfia de Echinocereus. Por lo tanto, el desarrollo de la aréola fue
investigado en 50 especies de Echinocereus a través de tres técnicas histologicas para entender
las modificaciones anatomicas que implica el desarrollo de una yema errumpente. Los resultados
mostraron que la aréola se sella de peridermis y el meristemo de la aréola se mueve y se encierra
por crecimiento diferencial de la epidermis y cortex que lo rodean. EI meristemo de la aréola se
diferencia en una yema vegetativa o floral, la cual se desarrolla internamente y rompe la
epidermis del tallo. Este caracter se interpreta como una adaptacion que protege al meristemo de
las bajas temperaturas.

Se sugiere que la inclusion de todas las fuentes de evidencia en un andlisis filogenético
produce una hipdtesis mejor soportada. En este sentido, se realizé un analisis combinado de las
secuencias de ADN de cloroplasto disponibles y un conjunto de 41 caracteres morfoldgicos. Este

analisis corroboré la monofilia de Echinocereus s. s., el cual incluy6 ocho grupos monofiléticos.



La filogenia recuperd a los taxones que se encontraban en clados no resueltos en el analisis
previo (p. ej. E. longisetus) en grupos monofiléticos o cambi6 la hermandad de algunos clados
reconocidos (seccion Wilcoxia, seccidn Erecti y seccién Triglochidiati). Los clados recuperados
en Echinocereus fueron propuestos como secciones del género, apoyadas por una combinacion

de caracteres morfologicos y moleculares.

Echinocereus se distribuye en 18 provincias biogeograficas de Norteamérica. A partir del
arbol de consenso estricto del analisis combinado y los datos de distribucion de las especies del
género, se realizaron analisis biogeogréficos para inferir la distribucion ancestral de
Echinocereus y sus secciones, asi como las relaciones historicas de las provincias biogeograficas.
Los analisis mostraron que la Sierra Madre Occidental fue el &rea ancestral de Echinocereus,
mientras que las secciones presentaron como areas ancestrales a tres provincias del norte de
México. Las provincias del sur de México formaron un grupo monofilético, mientras que las
provincias del norte de México y sur de los Estados Unidos formaron un grupo monofilético con
tres subclados. Los patrones de distribucidén en Echinocereus estan relacionados con los cambios

geoldgicos y climaticos documentados en los Gltimos diez millones de afios.



ABSTRACT

Echinocereus Engelm. is the third richest genus (64 spp.) in Cactaceae. It is distributed in
North America from central Mexico to central U. S. A. Previous phylogenetic analyses suggest
that Echinocereus is a polyphyletic group. Theses analyses were weak due incomplete taxa
sampling and lack of support, thus a reevaluation of the genus monophyly and its infrageneric
classification was necessary. To address these issues , six chloroplast DNA markers in a
phylogenetic analysis that included 59 species of Echinocereus were analyzed. The phylogenetic
analysis supported the monophyly of Echinocereus only if E. pensilis is excluded and
reestablished as the genus Morangaya. The topology recovered nine main clades in
Echinocereus s. s.

This phylogenetic analysis suggested that erumpent buds represent a synapomorphy of
Echinocereus. Therefore, the areole development was investigated in 50 species of Echinocereus
through three histological techniques in order to understand the anatomical modifications that
lead to the development of erumpent buds. The results showed that the areole is sealed by
periderm and the areole meristem moves and get enclosed by differential growth of epidermis
and cortex around. The areole meristem differentiates in vegetative or floral bud, which develops
internally and breaks through stem epidermis. This character is interpreted as an adaptation that
protects to meristem of low temperatures.

It has been suggested that inclusion of several kinds of evidence produces a better support
hypothesis. On this sense, we performed a combined phylogenetic analysis that included the
chloroplast DNA regions and a set of 41 morphological characters. The analysis corroborated the
monophyly of Echinocereus s. s., which included eight monophyletic groups. This phylogeny

recovered the taxa in unsolved clades of the previous analysis (e. g. E. longisetus) in



monophyletic clades or modified the relationships of some clades previously recognized (e. g.
section Wilcoxia, section Erecti and section Triglochidiati). The genus is supported by the
presence of erumpent buds and green stigma lobes. The recovered clades in Echinocereus are
proposed as sections of the genus. Each section is supported by a unique combination of
morphological and molecular characters.

Echinocereus is distributed in 18 biogeographic provinces of North America. From the
phylogeny of the combined analysis and the distributional data of the Echinocereus species we
performed biogeographic analyses to infer its ancestral distribution including the sections, as
well as the historical relationships of the North America provinces. Analyses showed that
Western Sierra Madre was the ancestral area for Echinocereus, while the sections presented as
ancestral areas the provinces of northern Mexico. The provinces of southern Mexico formed a
monophyletic group, whereas the provinces of northern Mexico and southern U. S. A. built up a
monophyletic group with three subclades. The distribution patterns of Echinocereus are related

to the geological and climatic changes of the last 10 mya.



INTRODUCCION

Echinocereus Engelm. (Cactaceae, Cactoideae) fue descrito por Engelmann a partir de
muestras colectadas por F. A. Wislizenus en el suroeste de los Estados Unidos y norte de México
(en Wislizenus, 1848). EIl género agrupd a especies columnares cortas, con flores diurnas, con
tubo receptacular no muy largo y semillas tuberculadas. Posteriormente, Echinocereus fue
tratado como un subgénero de Cereus Mill. (Salm-Dyck, 1850; Engelmann, 1859) compuesto
por especies norteamericanas y sudamericanas. Sin embargo, Schumann (1899) retomd el rango
de género para Echinocereus y lo integré con especies distribuidas en Norteamérica. Esta
propuesta de delimitacién norteamericana del género fue seguida por autores posteriores, aunque
la mayor discusion respecto a su circunscripcion ha sido la inclusién o exclusion de Wilcoxia
Britton & Rose (Britton y Rose, 1920, 1922) y Morangaya G. D. Rowley (Rowley, 1974) en
Echinocereus. Revisiones taxondmicas basadas en morfologia reconocen a Morangaya, Wilcoxia
y Echinocereus como géneros distintos (Bravo-Hollis, 1978; Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada,
1991); o bien, los incluyen como secciones dentro de Echinocereus (Taylor, 1985; Hunt et al.,
2006). También, algunos analisis filogenéticos basados en caracteres moleculares sugieren que
Wilcoxia pertenece a Echinocereus (Arias et al., 2005; Herndndez-Herndndez et al., 2011). Sin
embargo, la relacion de Morangaya con Echinocereus es controversial; los resultados de Wallace
y Fourquer (1995) y Barba (2012) sugieren que Morangaya es parte de Echinocereus; mientras

que Barcenas et al. (2011) sugieren su exclusion.

Debido a la diversidad morfoldgica encontrada en las especies de Echinocereus, varios
autores han dividido el género en diferentes entidades infragenéricas. Engelmann (1859) dividio
Echinocereus en dos secciones, mientras que Schumann (1899) propuso cuatro series; los

planteamientos de ambos autores estan basados principalmente en caracteres vegetativos.



Posteriormente, con base en una revision importante de los caracteres florales y vegetativos
dentro de Echinocereus se han reconocido entre siete (Taylor, 1985) y ocho (Taylor, 1993; Hunt
et al., 2006) secciones o tres subgéneros, uno de ellos compuesto por siete secciones (Blum et
al., 1998). Hasta el momento, s6lo el trabajo filogenético de Barba (2012), basado en dos
regiones de ADN de cloroplasto, presenta un buen muestro de las especies de Echinocereus,

aungue sus resultados no son concluyentes respecto a su clasificacion infragenérica.

A principio de la década pasada, las filogenias en Cactaceae basadas en caracteres
moleculares mostraron poca resolucion a nivel genérico, debido a que estos trabajos se
enfocaban en identificar los linajes mayores (subfamilias y tribus) en la familia (Nyffeler, 2002;
Wallace y Gibson, 2002; Crozier 2004). Recientemente, se han publicado analisis filogenéticos
dirigidos a la delimitacion de diversos géneros de Cactaceae, basados en muestreos mas
completos y en el uso de una mayor cantidad de marcadores moleculares. Por ejemplo, las
filogenias moleculares publicadas para Pereskia (Butterworth y Wallace, 2005; Edwards et al.,
2005); Gymnocalycium Pfeiff. (Demaio et al., 2011); Opuntia Mill. (Majure et al., 2012);
Peniocereus (A. Berger) Britton & Rose (Arias et al., 2005); varios géneros de la tribu
Rhipsalideae (Korotkova et al., 2011; Calvente et al., 2011) y la tribu Cacteae (Vazquez-Sanchez
et al. 2013), presentaron una buena resolucion y linajes bien soportados. Por lo tanto, un analisis
filogenético que incluya un muestro extenso de las especies de Echinocereus y de géneros
relacionados, asi como una mayor cantidad de marcadores moleculares permitiria resolver los
problemas de delimitacion de Echinocereus y su clasificacion infragenérica, ya que los estudios
sistematicos basados en caracteres moleculares proveen de una mayor cantidad de caracteres, se
obtienen facilmente, y pueden ser analizados bajo modelos de transformacion (Scotland et al.,

2003), por lo que representan un medio rapido y eficaz para estudiar aspectos evolutivos.



Sin embargo, los resultados de las filogenias moleculares han sido pobremente integrados
a la clasificacion de la familia Cactaceae (Nyffeler y Eggli, 2010; Hunt, 2012). La falta de
analisis de caracteres morfoldgicos ha promovido que muchos de los linajes monofiléticos
propuestos no contengan informacién de las sinapomorfias o caracteres diagndsticos de cada
taxdn. Aungue estos taxones estan apoyados y diagnosticados por caracteres moleculares, su
interpretacion es abstracta y carece de fines précticos. No obstante, en Cactaceae existe una gran
cantidad de monografias de la familia basadas en morfologia (p.ej. Schumann, 1899; Berger
1926, 1929; Britton y Rose, 1919-1923; Backeberg, 1966; Bravo-Hollis, 1978; Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada, 1991) y revisiones detalladas de los caracteres vegetativos y reproductivos en
la familia (Buxbaum, 1951-1955; Gibson y Nobel, 1986). Las clasificaciones propuestas en las
revisiones y monografias de la familia representan hipdtesis de la distribucion de los caracteres
en cada taxén y dan la pauta para proponer caracteres que puedan evaluarse en analisis
filogenéticos. Particularmente, los trabajos de Taylor (1985, 1988, 1989, 1993) y Blum et al.
(1998) representan monografias detalladas de la variacion morfologica y clasificacion de
Echinocereus, que aportan un antecedente importante para la evaluacion de los caracteres

morfoldgicos dentro del género.

Scotland et al. (2003) proponen que la mayoria de los caracteres morfoldgicos son
ambiguos y presentan problemas de conceptualizaciéon y codificacién de los mismos. En este
sentido, la conceptualizacién de los caracteres no depende s6lo de los organismos, también de la
habilidad del investigador, operacional o conceptual, para descomponer al organismo en
unidades entendibles y asignar la similitud de estas unidades entre los taxones (Richards, 2003).
Por ejemplo, el caracter morfologico mas distintivo de Echinocereus se observa en sus yemas

florales y vegetativas, las cuales no surgen justo en las aréolas como en el resto de las cactaceas,



sino que brotan rompiendo la epidermis adyacente a la aréola (Britton y Rose, 1922). Este
caracter es reconocido por Taylor (1985) como yemas errumpentes y probablemente represente
una sinapomorfia para el género. Sin embargo, el mismo Taylor (1985) menciona que no todas
las especies de Echinocereus presentan dicho caracter. En este contexto, es necesaria la revision
exhaustiva de todas las especies incluidas en el concepto mas amplio del género (Taylor 1985;
Hunt et al. 2006), para corroborar la presencia de este cardcter y su importancia en la
delimitacion de Echinocereus. AlUn mas importante es caracterizar el desarrollo anatomico de las
yemas florales o vegetativas para entender esta modificacion, Gnica en la familia, en un contexto

ecoldgico y evolutivo, y presentar una conceptualizacion adecuada del caracter.

Ademas, Farris (1983) sugiere la inclusién de todas las fuentes de evidencia para realizar
un analisis filogenético, por lo que Nixon y Carpenter (1996) sefialan que los datos deben ser
combinados para analizarse simultaneamente. El analisis simultaneo produce una hipétesis mejor
apoyada, ya que maximiza la congruencia entre diferentes fuentes de datos y permite emerger la
sefial secundaria. Si bien los caracteres morfologicos fueron descartados en un principio en la
reconstruccion filogenética basada en analisis probabilisticos (maxima verosimilitud e inferencia
bayesiana), debido a que no se habian incorporado modelos de evolucidn para estos caracteres;
recientemente se han incluido nuevos algoritmos en los programas de reconstruccion filogenética
probabilisticos (Lewis 2001; Nylander et al., 2004) que permiten realizar un anlisis simultdneo
para ambos tipos de datos. En Cactaceae, la morfologia ha sido utilizada bajo el marco de
filogenias moleculares para mapear caracteres (Edwards et al., 2005; Ritz et al., 2007), en la
reconstruccién de estados ancestrales (Herndndez-Herndndez et al., 2010) y en analisis
filogenéticos morfolégicos (Arias y Terrazas, 2006). Por lo tanto, ademas de una buena

representacion de las especies de Echinocereus y un mayor nimero de marcadores moleculares,



es necesario un buen conjunto de caracteres morfolégicos que proporcionen un mejor soporte a

las hipdtesis filogenéticas y provean de atributos que permitan identificar los linajes recuperados.

Finalmente, Echinocereus es uno de los géneros mas diversos en la tribu Echinocereeae
con 64 especies (Hunt et al., 2006). EIl género es nativo de las regiones aridas y semidridas del
centro y norte de México y del sur de los Estados Unidos y se encuentra en matorrales xerofilos,
bosques de encinos y bosques de coniferas; se distribuye en al menos diez regiones
biogeograficas propuestas para México (Morrone, 2006). La biogeografia historica propone dos
principales factores para explicar la diversidad biolégica: la dispersion y la vicarianza. Por lo que
a partir de una filogenia sélida, la historia evolutiva de este grupo taxonémico permitira conocer
la historia de las areas de distribucién (Luna-Vega, 2008), a través de la aplicacion de los
métodos de biogeografia cladista. También, es importante reconocer la historia de la distribucién
de ciertos grupos recuperados en la filogenia, por medio de un método que considere los eventos
de dispersion, vicarianza y extincion (Ronquist, 1997); por lo que un analisis de reconstruccion
de areas ancestrales basado en filogenia permitira reconocer, mediante una probabilidad, el area

ancestral de cada taxon.

Este trabajo de investigacidn esta dividido en cuatro capitulos, y tiene como objetivos: 1)
resolver los problemas taxonémicos de delimitacién del género Echinocereus, a través de un
analisis filogenético que incluya varios marcadores moleculares del ADN de cloroplasto
(capitulo 1: Phylogenetic relationships in Echinocereus (Cactaceae, Cactoideae) ); 2) explicar
detalladamente el desarrollo de las yemas errumpentes en Echinocereus, que representa uno de
sus caracteres diagndsticos y posiblemente se trate de una sinapomorfia para el género (capitulo
2: How and why does the areole meristem move in Echinocereus (Cactaceae)? ); 3) generar una

propuesta de clasificacién infragenérica con la filogenia resultante del analisis simultaneo de los



caracteres moleculares y morfolégicos (capitulo 3: Analisis filogenético de Echinocereus
(Cactaceae, Cactoideae, Echinocereeae) basado en caracteres morfoldgicos y moleculares; 4)
generar un cladograma resuelto de areas que represente una hipotesis robusta de la historia de las
areas biogeograficas del norte de México, asi como la posible area ancestral de cada clado
recuperado (capitulo 4: Patrones de distribucion del género Echinocereus (Cactaceae) y su

contribucion a la biogeografia histérica del norte de México).
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Echinocereus Engelm. (Cactoideae, Cactaceae) is a genus
that includes between 44 and 71 species (Taylor 1985, 1993;
Blum et al. 1998; Hunt et al. 2006). It is distributed from the
central U. S. A. (South Dakota) to southern Mexico (Oaxaca)
(Taylor 1985), where it has diversified in xeric scrubland, and
in pine-oak and deciduous tropical forests. Echinocereus is
morphologically heterogeneous, as seen in its growth forms,
stem thickness, root types, and flower size and shape (Fig. 1).

Engelmann (1848) described the genus Echinocereus as
including species with short, single or branched stems, few
to several ribs, lateral and diurnal flowers, a medium-length
receptacular tube with trichomes and spines, and black and
tuberculate seeds, assigning E. viridiflorus Engelm. as the spe-
cies type. The classification of Echinocereus within the
Cactoideae subfamily has been unstable. Schumann (1899)
placed Echinocereus in the tribe Echinocacteae, composed of
South American and North American genera. Britton and
Rose (1922) classified Echinocereus in the subtribe Echinocereinae,
while Berger (1926) placed it in the Nyctocerei group within
the tribe Cereeae. Buxbaum (1958) grouped Echinocereus,
Bergerocactus Britton & Rose, Machaerocereus Britton & Rose,
Rathbunia Britton & Rose, and Wilcoxia Britton & Rose in the
tribe Echinocereeae based on their cylindrical or globose
stems and their diurnal flowers with scales and spines on
the pericarpel and receptacular tube. Phylogenetic analyses
derived from molecular data suggest that Echinocereus is in
tribe Pachycereeae (sensu Gibson and Horak, 1978;
Echinocereeae sensu Hunt et al. 2006) and sister to the clade
composed of Escontria Rose, Myrtillocactus Console, Polaskia
Backeb., and Stenocereus (A. Berger) Riccob. (Wallace 2002;
Wallace and Gibson 2002; Arias et al. 2005, Hernandez-
Hernandez et al. 2011).

The circumscription of Echinocereus has changed since it
was described by Engelmann (1848). This genus was origi-
nally thought to include species in both North and South
America (Lemaire 1868; Riimpler 1886), but Schumann
(1899) later defined the genus as being limited to North
America. Subsequently, Purpus (1908) transferred Cereus
pensilis K. Brandegee to Echinocereus based on flower similar-
ity. Britton and Rose (1909) separated E. poselgeri Lem. as the
genus Wilcoxia Britton & Rose, but agreed with Purpus’s
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proposal and retained E. pensilis in Echinocereus (Britton and
Rose 1922). In contrast, Rowley (1974) separated E. pensilis
(K. Brandegee) J. A. Purpus and proposed the monotypic
genus Morangaya G.D. Rowley. The recognition of Morangaya
and Wilcoxia as independent genera has been supported by
various authors (Moran 1977, Bravo-Hollis 1978; Bravo-
Hollis and Sanchez-Mejorada 1991). However, Taylor (1985)
recognized them as sections of Echinocereus, a proposal that
has been accepted in recent literature (Blum et al. 1998;
Anderson 2001; Guzman et al. 2003; Hunt et al. 2006). The
generic circumscription proposed by Taylor (1985) was cor-
roborated by phylogenetic analysis (Wallace and Fourquer
1995) inferred from restriction enzymes and few taxa, where
E. pensilis was recovered as the sister taxon to the remaining
Echinocereus species. Recently, using a single marker (trnK-
matK), Barcenas et al. (2011) recovered E. pensilis as related to
Stenocereus, Polaskia, Muyrtillocactus, and Escontria. Finally,
using rpl16 and trnL-F, Barba (2012) recovered E. pensilis as
a member of Echinocereus.

The recognition and comparison of the morphological
diversity of Echinocereus have generated various infrageneric
classification proposals since the end of the 19th century
(Table 1). With a reduced sample, Miller (1988) analyzed the
systematic value of the floral pigments in Echinocereus; how-
ever, he concluded that these characters only allow close
species from certain sections to be grouped (sensu Taylor
1985). Presently, there are no studies that confirm whether
the infrageneric entities proposed for Echinocereus are mono-
phyletic (Barcenas et al. 2011). Within this context, the most
recent treatment of Cactaceae (Hunt et al. 2006) included 65
species of Echinocereus in eight sections (Table 1). This classi-
fication, based on morphological comparisons, represents a
useful hypothesis to test the monophyly of the genus and
sections proposed through phylogenetic analysis of a large
number of molecular characters.

Phylogenetic studies based on molecular characters
have contributed to the classification of subfamilies, tribes
and genera of Cactaceae (Butterworth et al. 2002; Nyffeler
2002; Arias et al. 2003; Crozier 2004; Arias et al. 2005;
Edwards et al. 2005; Ritz et al. 2007; Griffith and Porter
2009; Hernandez-Hernandez et al. 2011; Barcenas et al. 2011;
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Fic. 1. Morphology of selected Echinocereus species based on sections proposed by Hunt et al. (2006) (Table 1). A. Echinocereus pensilis (Sect.
Morangaya; Arias 1295, MEXU). B. E. engelmannii (Sect. Erecti; Arias 1813, MEXU). C. E. maritimus (Arias 1799, MEXU). D. E. acifer (Sect. Triglochidiati;
Sanchez 51, MEXU). E. E. scheeri (Sect. Triglochidiati; Sanchez 36, MEXU). F. E. stramineus (Sect. Costati; Arias 2049, MEXU). G. E. mapimiensis (Sect.
Echinocereus; Sianchez 84, MEXU). H. E. knippelianus (Sect. Echinocereus; Arias 1938, MEXU). L. E. bristolii; Arias 1836, MEXU). J. E. rigidissimus (Sect.
Reichenbachii; Arias 2021, MEXU). K. E. leucanthus (Sect. Wilcoxia; Arias 2011, MEXU). L. E. pulchellus (Sect. Pulchellus; Arias 1442, MEXU).



2014]

TaBLE 1. Historical infrageneric classification in Echinocereus.
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Author

Infrageneric entities

Schumann (1899)
Taylor (1985, 1988, 1989)

Four series: Graciles Engelm., Subinermes (K. Schum.), Prostrati K. Schum., Erecti K. Schum.
Eight sections: Morangaya (G. D. Rowley) N. P. Taylor, Erecti (K. Schum.) Bravo, Costati (Engelm.)

N. P. Taylor, Echinocereus, Triglochidiati Bravo, Reichenbachii N. P. Taylor, Wilcoxia (Britton & Rose)
N. P. Taylor, Pulchellus N. P. Taylor

Bravo-Hollis and Sanchez-Mejorada (1991)
Taylor (1993)
Blum et al. (1998)

Six sections: Subinermes, Scheera Backeb., Triglochidiati, Prostrati, Echinocereus, Erecti
Eight sections: Morangaya, Erecti, Costati, Echinocereus, Triglochidiati, Reichenbachii, Wilcoxia, Pulchellus
Three subgenera: Morangaya (G. D. Rowley) Lange, Triglochidiati (Bravo) W. Blum, Mich.Lange & Rutow,

Echinocereus (seven sections): Erecti, Costati, Subinermes, Echinocereus, Reichenbachii, Wilcoxia, Pulchellus

Hunt et al. (2006)

Eight sections: Morangaya, Erecti, Triglochidiati, Costati, Echinocereus, Reichenbachii, Wilcoxia, Pulchellus

Vazquez-Sanchez et al. 2013), but studies at the infrageneric
level are still scarce (Butterworth and Wallace 2004; Demaio
et al. 2011; Korotkova et al. 2011; Majure et al. 2012). This
study uses six coding and non-coding chloroplast molecular
markers to obtain the best possible resolution at different
taxonomic levels. These markers have proven their useful-
ness in phylogenetic studies within Cactaceae. The matK and
rbcL coding regions, combined with other chloroplast markers,
were previously used by Vazquez-Sanchez et al. (2013) to infer
the phylogeny of tribe Cacteae. Korotkova et al. (2011) and
Calvente (2012) demonstrated the usefulness of the psbA-trnH
and trnQ-rps16 intergenic spacers (IGS), in combination with
other chloroplast markers, to resolve phylogenetic relation-
ships in Rhipsalis (Cactaceae). The rpl16 intron has been used
often in phylogenetic studies of Cactaceae (e.g. Butterworth
et al. 2002; Arias et al. 2005), and the region composed of
the trnL intron and the trnL-trnF IGS (referred to here as frnl-
trnF) has been widely used in phylogenetic reconstruction in
Cactaceae due to a high percentage of informative sites (e.g.
Nyffeler 2002; Arias et al. 2003, 2005; Edwards et al. 2005).

In addition to including several plastid regions, this study
is also the first to include a broad sampling of the species
recognized in Echinocereus that encompass the morphological
variation observed in the genus. Therefore, the objectives of
this work are as follows: (1) to test the monophyly of
Echinocereus, (2) to resolve the relationship between E. pensilis
and the other Stenocereinae genera (Escontria, Myrtillocactus,
Polaskia, Stenocereus), and (3) to test whether the infrageneric
entities recognized by Hunt et al. (2006) represent natural
groups within Echinocereus.

MATERIALS AND METHODS

Taxon Sampling—The Echinocereus sampling included representatives
from the eight sections recognized by Hunt et al. (2006). We sampled 59
of the 65 species of Echinocereus recognized by Hunt et al. (2006), Baker
(2006a, 2006b), and Sanchez et al. (2013), as well as 10 representative
species of Escontria, Myrtillocactus, Polaskia, and Stenocereus because a
possible relationship with all of these genera was suggested by Arias
et al. (2005), Hernandez-Hernandez et al. (2011), and Barcenas et al.
(2011). The analyses included a total of 81 terminals. The ingroup
consisted of 71 individuals; whenever possible, a second sample for each
species of Echinocereus with two subspecies was included in the phyloge-
netic analyses (Appendix 1). The functional outgroup consisted of 10
individuals that include representatives of other genera of Echinocereeae
and Hylocereeae. The analyses included 459 new DNA sequences of
Echinocereus, as well as 25 sequences that were previously deposited in
GenBank by Arias et al. (2005), Butterworth and Wallace (2005),
Hernandez-Hernandez et al. (2011), and Korotkova et al. (2011). Voucher
information and the GenBank accession numbers of the samples used in
this study are provided in Appendix 1.

DNA Extraction, Amplification, and Sequencing—Samples from 1 cm®
stems were silica gel-dried, frozen and pulverized. The extraction
was achieved using the DNeasy plant mini kit (Qiagen, Inc., Valencia,

California). The total DNA was stored at -20°C. The sequences were PCR-
amplified in volumes of 25 pL. The following primers and profiles of
thermal cycles were used. For matK, we used the primers KIM3F and
KIM1R (CBOL Plant Working Group 2009), with a reaction profile of
94°C for 2 minutes; 30 cycles of 94°C for 30 sec, 48°C for 40 sec, and 72°C
for 40 sec; and a final extension of 72°C for 7 minutes. For psbA-trnH, we
used the primers psbA (Sang et al. 1997) and trnH (Tate and Simpson
2003), with a reaction profile of 94°C for 2 minutes; 29 cycles of 94°C for
30 sec, 52°C for 30 sec, and 72°C for 2 minutes; and a final extension of
72°C for 7 minutes. For rbcL, we used the primers rbcLA-F and rbcLA-R
(CBOL Plant Working Group 2009), with a reaction profile of 94°C for
2 minutes; 29 cycles of 94°C for 1 minute, 48°C for 1 minute, and 72°C for
2 minutes and 30 sec; and a final extension of 72°C for 7 minutes. For rpl16,
we used the primers rpl161R and rpl163F (Herndndez-Hernandez et al.
2011), and for trnL-F we used the primers ¢, d, e, and f (Taberlet et al.
1991). For these two markers we used a reaction profile of 94°C for
2 minutes; 30 cycles of 94°C for 1 minute, 50-55°C for 30 sec, and 72°C for
1 minute and 30 sec; and a final extension of 72°C for 7 minutes. Finally,
for trnQ-rps16, we used the primers trnQ2 and rps16X1 (Korotkova et al.
2010) with a reaction profile of 95°C for 2 minutes; 33 cycles of 95°C for
30 sec, 55°C for 1 minute, and 72°C for 1 minute; and a final extension of 72°C
for 10 minutes. The PCR products were sequenced at the High Throughput
Genomics Unit at the University of Washington (http:/ /www.htseq.org).

Phylogenetic Analyses—The sequences for each marker were assem-
bled using Sequencher v. 4.8 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI,
USA). The matrices were pre-aligned with Muscle (Edgar 2004) using
MEGA 5 (Tamura et al. 2011) and manually adjusted afterward with
Mesquite v. 2.75 (Maddison and Maddison 2010). Insertion-deletion
events (indels) were identified (Ochoterena 2009) and coded using the
simple coding method proposed by Simmons and Ochoterena (2000). A
concatenated matrix including the six markers and indels was created for
the phylogenetic analyses. A maximum parsimony (MP) analysis was
performed with TNT v. 1.1 (Goloboff et al. 2008), using only parsimony-
informative characters from the concatenated matrix. A heuristic search
was conducted with 100,000 random-addition sequence replicates,
retaining 10 trees from each replicate, exchanging branches using “TBR”
(tree-bisection-reconnection). Branch support values were calculated by
bootstrap (BS) (Felsenstein 1985) and jackknife (JK) resampling with
10,000 replicates (Farris et al. 1996) following the same search strategy
used in the MP analysis with TNT (Goloboff et al. 2008). For the Bayesian
analysis (BI), three molecular partitions were generated from the
concatenated matrix. DNA evolution models for partitions were esti-
mated using the Akaike information criterion (AIC) in jModelTest
v. 0.1.1 (Posada 2008), resulting in a TIM1 + I' model for the coding
marker partition (matK and rbcL), a GTR + I’ model for the non-coding
marker partition (psbA-trnH, rpl16, trnL-F, and trnQ-rps16), and an Mkv
model (Lewis 2001) for the indels partition. A partitioned Bl analysis was
performed in MrBayes v. 3.2 (Ronquist and Huelsenbeck 2003) and
consisted of two runs of four chains for five million iterations, saving
one tree every 100 generations, and beginning with one random tree.
The burn-in parameter was fixed at generation 750,000 using Tracer
v. 1.5 (Rambaut and Drummond 2007). With the remaining trees, a 50%
majority-rule consensus tree was generated. The trees obtained from the
MP and BI analyses were edited using FigTree v. 1.3.1 (Rambaut 2009).
To identify the contribution of INDELs to the tree resolution and support
of branches, we performed additional MP and BI analyses with a
concatenated matrix that did not include the previously coded INDELs.
Analyses were performed with identical parameters as described above.
The combined matrix and trees are available from TreeBASE (study
accession number 13983).

Ancestral States Reconstruction—The strict consensus tree from the
MP analysis of the concatenated data was used for assessing character
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evolution in Echinocereus. Some of these characters have been used in the
most comprehensive taxonomic treatments (Taylor 1985, 1988, 1989;
Blum et al. 1998) to circumscribe the genus and sections. The character
state assignments were based on our field study, the examination of
herbarium specimens, and the literature (Moran 1977; Taylor 1985, 1993;
Blum et al. 1998; Arias and Terrazas 2006; Vazquez-Sanchez et al. 2012).
The following characters were analyzed: 1) growth form: globose, glo-
bose-depressed, broadly cylindrical, narrowly cylindrical, and phyllo-
clade; 2) root type: fibrous, taproot, and tuberous; 3) floral bud origin:
non-erumpent and erumpent; 4) stigma lobe color: white, pale yellow,
and green; and 5) flower shape: funnel-shaped, broadly funnel-shaped,
and tubular funnel-shaped. The likelihood ancestral state reconstruction
method was implemented in Mesquite v. 2.75 (Maddison and Maddison
2010) using the unordered states assumption and the Mkl model for
discrete morphological characters. This analysis estimates the propor-
tional likelihood (P) of the morphological states on each node of a given
topology. The p value ranges from 0-1, where a value near 1 is more
likely to have been the ancestral state.

ResuLTs

Data Matrices—The complete matrix with six markers
included 4,995 bases, of which only 305 were parsimony
informative. We coded 44 informative INDELs that included
single sequence repetitions, deletions, and inversions
(Ochoterena 2009). Sequence statistics for each marker are
given in Table 2.

Phylogenetic Analyses—The MP analysis that included
informative sites and indels had 349 characters and resulted
in 36 equally parsimonious trees with a length of 768 steps
(Fig. 2). The BI analysis included 5,039 characters including
INDELs (Fig. 3). The MP strict consensus and BI majority-
rule consensus trees were congruent in their topologies.
However, the MP strict consensus tree was less resolved in
terms of species relationships than the BI majority-rule con-
sensus tree. The MP strict consensus tree showed a grade for
the clades V, VI, and a polytomy between VII, VIII, and IX,
while the BI majority-rule consensus tree showed a polytomy
for the clades V, VI, VII, and VIII + IX (Figs. 2, 3). Moreover,
the position of E. longisetus is somewhat uncertain; in the MP
strict consensus tree, this species is a poorly supported sister
taxon of clades V through IX, while in the BI majority-rule
consensus tree, E. longisetus plus clade IV are sister to clades
V through IX. The MP and BI analyses calculated using the
matrix without INDELs resulted in trees with lower branch
support (results not shown).

Both the MP and BI consensus trees revealed two signifi-
cant results. The relationships between Echinocereus pensilis,
Escontria, Myrtillocactus, Polaskia, and Stenocereus are strongly
supported (Figs. 2, 3; 97% MP BS / 99% MP JK, 1.00 BI PP).
Our results also indicate that E. pensilis is sister to Stenocereus
eruca, Escontria chiotilla, S. montanus, S. alamosensis, S. pruinosus,
Polaskia chichipe, Myrtillocactus schenckii, M. cochal, and
M. geometrizans. This clade of 10 species is defined in this
work as the Stenocereus group.
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The remaining species of Echinocereus form a well-
supported clade (Echinocereus s. s.) that is sister to the
Stenocereus group (Figs. 2, 3; 100% MP BS / 100% MP JK,
1.00 BI PP). Two main groups are recovered within the
Echinocereus s. s. Group A has 11 taxa with weak to moder-
ate support (<50% MP BS / 52% MP JK, 0.94 BI PP), while
group B includes the remaining 49 taxa, supported by <50%
MP BS / 62% MP JK, 1.00 BI PP. The affinities of E. longisetus
are unresolved, as it is the only species that differs in its
placement in the MP and BI trees. The nine clades in both
groups A and B are well supported in the BI majority-rule
consensus tree (Fig. 3); but, in the MP strict consensus tree,
the same clades receive from strong (e.g. clade III, 99% MP
BS / 99% MP JK; Fig. 2) to weak branch support (e.g. clade IX,
65% MP BS / 70% MP ]JK; Fig. 2). These nine clades do not
correspond to the sections recognized by Hunt et al. (2006),
with the exception of clade IX in which all of the species
from the Triglochidiati section are grouped.

Ancestral States Reconstruction—Parsimony optimization
of six morphological characters on the MP consensus tree is
shown in Figs. 4 and 5. The narrowly cylindrical growth form
is the ancestral state for Echinocereus s. s., with a reduction to
globose and globose-depressed stems that can be found
throughout Echinocereus s. s. lineages (Fig. 4A). Fibrous roots
are ancestral for Echinocereus s. s., whereas taproots have
arisen independently six times in Echinocereus, one time within
group A (E. knippelianus) and five within group B (E. chisosensis,
E. palmeri, E. pulchellus, E. schmollii, and E. sciurus) (Fig. 4B).
The erumpent origin of the floral bud is an apomorphy of
Echinocereus s. s.; however, within group A, a reversal occurred
in a subclade that includes five species with non-erumpent
floral buds (Figs. 4C, 6). Green stigma lobes clearly represent
an apomorphy for the Echinocereus s. s. clade; this feature has
long been diagnostic for this genus (Figs. 1 B-L, 4D). Figure 5
shows the reconstruction of floral shape, where funnel-shaped
was inferred to be the plesiomorphic state in Echinocereus s. s.

DiscussioN

Relationships of Echinocereus Within the Subtribe
Echinocereinae—The MP and BI topologies confirm that
Echinocereus s. s. (excluding E. pensilis) is sister to the genera
comprising the Stenocereus group (Figs. 2, 3). The molecular
phylogenies inferred here are consistent with Wallace (2002),
Arias et al. (2005), Herndandez-Hernandez et al. (2011), and
Barcenas et al. (2011). Results of these studies are similar to
the evolutionary relationships suggested by Berger (1926)
and Buxbaum (1958), who recognized a certain “affinity”
between Echinocereus and Stenocereus (e.g. Machaerocereus,
Rathbunia) due to the shared presence of a low columnar
growth form and the presence of diurnal flowers with scales
and spines on the pericarpel and receptacular tube; however,

TaBLE 2. Summary description of the various datasets and parsimony tree statistics.

matK psbA-trnH rbcL. rpll6 trnL-F trnQ-rps16 Combined
Length 800 530 579 1,240 1,191 655 4,995
Constant characters 696 395 483 954 920 515 3,963
Variable characters 104 135 96 286 271 140 1,032
Informative characters 32 44 25 86 80 38 305
% informative characters 4.00 8.30 4.31 6.93 6.71 5.80 6.10
Indels - 10 2 10 16 6 44
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Fic. 3. Majority-rule consensus tree of 42,500 trees resulting from Bayesian analysis of concatenated sequences of matK, rbcL, psbA-trnH, trnQ-rps16,
rpl16, trnL-F, and INDELs. Numbers above branches correspond to Bayesian posterior probabilities. Different colors represent sections according to

Hunt et al. (2006).
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the MP strict consensus tree.

Berger (1926) and Buxbaum (1958) did not discuss the rela-
tionships of Echinocereus and Stenocereus to the remaining
genera. Later, Gibson and Horak (1978) proposed a close rela-
tionship for Escontria, Myrtillocactus, Polaskia, and Stenoceretis,
based on stem anatomy, triterpene chemistry, and tannins in
funicular cells. Anatomical observations (unpublished data)
allow us to confirm the presence of tannins (ovules, funicles,
and stamens) in all Echinocereus species examined. Triterpene
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chemistry has not been addressed in Echinocereus, and its sup-
port for the relationships in the Stenocereus group remains
unconfirmed. Despite this, in accordance with the ICBN
principle of priority, the major clade that includes Echinocereus
s. s. + the Stenocereus group is referred to here as subtribe
Echinocereinae (Figs. 2, 3).

Echinocereus pensilis and Its Relationships—The place-
ment of E. pensilis as sister to the remaining taxa of the
Stenocereus group is consistent with Barcenas et al. (2011).
However, this phylogenetic relationship differs from the
results of Wallace and Fourquer (1995), who suggest that
E. pensilis is the earliest taxon to diverge within the genus
Echinocereus. The study by Wallace and Fourquer (1995)
included fewer taxa and was based on 12 chloroplast DNA
restriction enzymes, while the present study includes a
broader sampling of Echinocereus and related genera, and
includes six chloroplast DNA markers.

Previously, the circumscription and relationships of
E. pensilis were examined using morphological characters.
Rowley (1974) proposed the monotypic genus Morangaya for
E. pensilis (= Cereus pensilis), and Moran (1977) argued that
E. pensilis should be excluded from Echinocereus because it
does not share the typical characters (e.g. erumpent floral
buds and shoots, green stigma lobes; Figs. 1, 6). Moreover,
E. pensilis has long stems (up to 4 m), may be a climber or
low-growing plant, has vestigial leaves at the apex of the
stem, exhibits the generation of new spines in both young
and old stems, and forms adventitious roots, which do not
exist in Echinocereus s. s. However, Taylor (1985) considered
these to be non-specialized attributes without phylogenetic
significance, so this taxon was kept within the genus
Echinocereus. Our results are consistent with those proposed
by Rowley (1974) and Moran (1977), and, therefore, E. pensilis
should be excluded from Echinocereus. In addition, Loza-
Cornejo and Terrazas (2003) found that E. pensilis, like all of
the Stenocereus species, have silica bodies. This character was
considered to be a synapomorphy for Stenocereus and
allowed for Rathbunia to be incorporated into the genus
Stenocereus (Taylor and Gibson 1994; Terrazas and Loza-
Cornejo 2002). In a phylogenetic analysis of molecular (rpl16,
trnL-F) and morphological characters, Arreola (2006) shows
that E. pensilis is sister to the rest of the Stenocereus species.
However, our results are inconclusive with regard to the rela-
tionship between E. pensilis and the Stenocereus group because

F1c. 6. Floral bud origin in some Echinocereinae species. A. Echinocereus fendleri (erumpent; Arias 2023). B. Echinocereus pensilis (non-erumpent;
Arias 1295). C. Stenocereus pruinosus (non-erumpent; UNAM-Jardin Botanico C-08—-110).
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our sample includes only five of the 29 recognized taxa
(Gibson and Nobel 1986; Terrazas and Loza-Cornejo 2002;
Arreola 2006). Based on this phylogenetic study and the mor-
phological evidence that has been discussed, we propose
excluding E. pensilis from Echinocereus and re-establishing the
monotypic genus Morangaya (Rowley 1974) for this taxon.

Circumscription of Echinocereus s. s. and Its Infrageneric
Relationships—The genus Echinocereus may be recognized as
monophyletic if E. pensilis is excluded. Based on the present
study, Echinocereus s. s. consists of species that show two
main characters: erumpent floral buds (with a reversion in
E. barthelowanus, E. brandegeei, E. ferreirianus, and E. maritimus,
clade II) and green stigma lobes (Britton and Rose 1922;
Moran 1977; Taylor 1985; Blum et al. 1998; Hunt et al. 2006).
Our results also recovered nine major clades within
Echinocereus s. s., of which only clade IX represents a named
infrageneric entity (section Triglochidiati). In the remaining
clades, few informal taxonomic groups are recognized accord-
ing to the infrageneric classification proposed by Taylor
(1985, 1988, 1989, 1993) and Blum et al. (1998) (Figs. 2, 3;
clades I - IX).

CLADE I—This clade containing three species is highly sup-
ported (92% MP BS / 97% MP JK, 1.00 BI PP), but does not
correspond to any taxonomic section according to Hunt et al.
(2006), although E. stoloniferus and E. pentalophus are part of
the E. subinermis group of Reichenbachii according to Taylor
(1993). Echinocereus stoloniferus and E. pentalophus subsp.
leonensis share the presence of subterranean stems (rhizomes),
funnel-shaped flowers (Blum et al. 1998), and a receptacular
tube with a large quantity of long trichomes. The relationship
between E. pentalophus and E. knippelianus was strongly sup-
ported by the molecular characters (99% MP BS / 99% MP JK,
1.00 BI PP). The few (five to seven) broad ribs are potential
characters that could have phylogenetic significance. How-
ever, the morphology of the E. knippelianus flower is different
from the rest of the species in the clade. The distribution of
these species is disjunct, given that E. stoloniferus is found in
northwestern Mexico, especially in the Sierra Madre Occidental,
while E. knippelianus and E. pentalophus are native to northeast-
ern and central Mexico, in the Sierra Madre Oriental and the
region adjoining the Mexican Plateau.

Crape II—This clade is composed of five species, is highly
supported (97% MP BS / 97% MP JK, 1.00 BI PP), and partially
belongs to Erecti (Hunt et al. 2006). The species in clade II share
highly angled, cylindrical stems, flattened central spines, and
funnel-shaped flowers (Blum et al. 1998). In addition, in this
clade the floral buds emerge as non- erumpent (Fig. 6), which
appears to be the ancestral state for this clade (P = 0.992; Fig.
4C). The two subspecies of E. ferreirianus do not form a mono-
phyletic group because E. ferreirianus subsp. ferreirianus is sis-
ter to E. barthelowanus based on two molecular apomorphies.
The placement of these taxa is consistent with Hunt et al.
(2006), and, according to Taylor (1985), they share bicolored
perianth and pale green stigmas. Therefore, the taxa should be
re-evaluated using a comparative study that includes multi-
variate and molecular analyses to recognize species (e.g. Baker
and Butterworth 2013). All of the species that are recovered in
this clade are endemic to Baja California and Baja California
Sur, Mexico, which allows us to hypothesize that the diversifi-
cation of the clade began after the Oligocene epoch (30 Ma), at
the beginning of the separation and displacement of a south-
western portion of North America, currently the Baja California
Peninsula (Ferrusquia-Villafranca, 1998).
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Crape III—This clade of E. leucanthus and E. waldeisii is
strongly supported (99% MP BS / 99% MP JK, 1.00 BI PP).
Both species share slender stems, tuberous roots, elongated
fruit (Taylor 1985, 1989; Blum et al. 1998, 2008; Hunt et al. 2006),
and fibrous secondary xylem (Loza-Cornejo and Terrazas
2003). These morphological characters are also present in
E. poselgeri, which is why they were grouped in Wilcoxia
(Taylor 1985, 1989, 1993; Blum et al. 1998, 2008; Hunt et al.
2006). In this analysis, E. poselgeri is nested within clade IV,
suggesting that these characters were acquired indepen-
dently (e.g. tuberous roots, Fig. 4B). Our results support the
proposal by Blum et al. (2008) to recognize E. waldeisii as a
distinct species from E. poselgeri based on their differences in
spination and flower color. This clade has a disjunct distribu-
tion, given that E. leucanthus is endemic to the coastal region
of northwestern Mexico (Sinaloa, Sonora), whereas E. waldeisii
only inhabits a narrow strip of northeastern Mexico (San Luis
Potosi, Tamaulipas). Based on the phylogenetic hypothesis
and the disjunct distribution, we estimate that this lineage
could have experienced early diversification.

Crape IV—This clade of 11 species has moderate support
(80% MP BS / 88% MP JK, 1.00 BI PP) and is comprised of
two groups. The first includes E. poselgeri (with two samples
from different locations) and E. mapimiensis (91% MP BS /
93% MP JK, 1.00 BI PP), and the second includes the majority
of the species from the Costati section (Hunt et al. 2006) plus
E. schmollii (96% MP BS / 99% MP JK, 1.00 BI PP). This result
is consistent with the molecular phylogenies presented by
Arias et al. (2005), Hernandez-Hernandez et al. (2011), and
Barba (2012) in which E. poselgeri is recovered as sister to mem-
bers of Costati. A more detailed analysis of the morphology is
required to postulate characters that corroborate the relation-
ship between E. poselgeri and E. mapimiensis; however, both
taxa show similarities in the types of environments where they
are found, given that both prefer plains with sandy soils. They
also have relatively small seeds (1.0-1.5 mm in length) in com-
parison to the other taxa in the genus. The remaining Costati
taxa have erect stems that are generally branched and funnel-
shaped or broadly funnel-shaped flowers (Blum et al. 1998)
that are fuchsia-colored and turn brown when they are placed
in an alcohol-formalin solution (Taylor 1985). In addition,
many species in the clade have spines or bristles on the
receptacular tube, a character that is also shared by E. schmollii.
The E. cinerascens group, sensu Taylor (1993), is not recovered
as monophyletic. Our results confirm that E. berlandieri, E.
enneacanthus, E. stramineus, and E. viereckii form a monophyletic
group, and this relationship is consistent with studies by
Moore (1967) and, in particular, Miller (1988) that recover E.
enneacanthus and E. stramineus as sister taxa. The taxa from this
clade are widely distributed in Mexico (Hidalgo, Querétaro,
Guanajuato, San Luis Potosi, Zacatecas, Durango, Nuevo Leon,
Tamaulipas, Coahuila, and Chihuahua) and the U. S. A. (New
Mexico, Texas).

Crape V—This clade represents a group of two subspecies
of E. viridiflorus (99% MP BS / 99% MP JK, 1.00 BI PP)
included in the section Echinocereus (Hunt et al. 2006; Blum
et al. 2012) (Figs. 2, 3). Although Hunt et al. (2006) consider
the two taxa that were recovered in this clade to be subspe-
cies of E. viridiflorus, they can be recognized as separate spe-
cies, as proposed by Blum et al. (2012), because the size and
shape of the stem, number of ribs, and spination are differ-
ent. In addition, E. viridiflorus subsp. viridiflorus has two
molecular autapomorphies, whereas E. viridiflorus subsp.
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cylindricus has three autapomorphies. Both taxa share small
(8 cm long) funnel-shaped flowers that are yellow with
brown borders (Blum et al. 1998). Echinocereus chloranthus
and E. russanthus could not be included in this analysis, but
they do share certain significant morphological characters
with the two taxa in clade V, such as the shape and variation
in flower color; therefore, we predict that they belong to this
clade. The distribution of both taxa in clade V extends from
Mexico (Chihuahua, Coahuila) to the U. S. A. (Colorado,
Kansas, New Mexico, and Texas).

CLADE VI—Six species with moderate support (78% MP BS
/ 85% MP JK, 1.00 BI PP) are grouped and partially represent
the section Erecti (Hunt et al. 2006). This clade is made up of
E. engelmannii, E. fasciculatus, the E. fendleri group (E. bonkerae
and E. fendleri; Blum et al. 1998), and the E. pectinatus group
(E. dasyacanthus and E. pectinatus; Blum et al. 1998). The spe-
cies in this clade have erect stems and broad, funnel-shaped
flowers, a thick and rigid receptacular tube with few tri-
chomes, as well as fleshy, slightly protruding tepals at the base
(Taylor 1985; Blum et al. 1998). The inclusion of E. engelmannii
in this clade is also supported by the presence of certain floral
pigments that it shares with E. fendleri (Miller 1988). However,
our results do not confirm the proposal by Taylor (1993) and
Blum et al. (1998) who suggested a close relationship between
E. engelmannii, E. brandegeei, E. barthelowanus, E. ferreirianus,
and E. maritimus (clade II). The phylogenetic position of
E. nicholii from section Erecti is uncertain in our analyses.
Taylor (1985) considered it a subspecies of E. engelmannii,
which is inconsistent with our results. Interestingly, Parfitt
(1987) recognizes E. nicholii as an independent species because
it has a different ploidy level, pale pink flowers, and small
seeds with distinctive papillae. The taxa in clade VI are widely
distributed across northern Mexico (San Luis Potosi and
Tamaulipas to Sonora and Baja California) and the U. S. A.
(Texas to California).

CraDE VII—This clade contains six taxa with varying levels
of support (59% MP BS / 71% MP JK, 1.00 BI PP). It partially
includes the Reichenbachii and Pulchellus sections. Echinocereus
spinigemmatus is recovered as sister to the remaining taxa,
which form a group with higher support (98% MP BS / 99%
MP JK, 1.00). The similarity and possible relationship between
these two sections and Wilcoxia (clades III, IV; Figs. 2, 3) were
mentioned by Taylor (1993) and Blum et al. (1998), although
without much evidence. The species included in clade VII
(except E. spinigemmatus) have erect stems, funnel-shaped
flowers, a nectary that is generally less than 1 mm long, flexi-
ble and slender tepals, and fruits with little pulp, which are
dry when mature. The placement of E. rigidissimus between
clades I and II (group A), is surprising, as it has the short
cylindrical stem, linear-elliptic areoles, pectinate radial spines,
funnel-shaped flower, thin and bicolored perianth segments of
the E. reichenbachii group (sensu Taylor, 1985). On the other
hand, the two subspecies of E. pulchellus analyzed here are
placed in clade VII, but share two molecular autapomorphies
that could suggest a rapid lineage diversification within this
species. Therefore, a re-evaluation of the four subspecies cur-
rently included in E. pulchellus (sensu Hunt et al. 2006) should
be conducted, including specimens from distinct populations
and combining morphometric and nuclear DNA analyses.
The species that make up this clade are mainly distributed in
Mexico (Oaxaca to Coahuila and Nuevo Ledn) and extend into
the U. S. A. (Colorado to Texas).

Crape VIII—This clade is made up of ten species that have
medium to strong support (68% MP BS / 74% MP JK, 1.00 BI
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PP); these species were all previously placed in section
Reichenbachii (Hunt et al. 2006). Blum et al. (1998) recognized
the informal E. sciurus group with six species (E. bristolii,
E. grandis, E. pseudopectinatus, E. sciurus, E. scopolorum, and
E websterianus), which is maintained as a monophyletic group
with strong support (91% MP BS / 94% MP JK, 1.00 BI PP).
The species in clade VIII are distinguished by their short
stems, which branch very rarely, areoles with short and
numerous spines, funnel-shaped flowers, flexible and slender
tepals, a nectary between 1-4 mm long, and seeds that are 1—
1.5 mm in length (Taylor 1985; Blum et al. 1998). These species
are mainly distributed in a wide swath between northern and
northwestern Mexico (Coahuila to Sonora and Baja California
Sur), extending into contiguous zones in the southern U. S. A.
(Texas to Arizona). In particular, the E. sciurus group men-
tioned above appears to have diversified in the Sonoran
Desert, including the islands of the Gulf of California.

CrADE IX—This clade includes all of the species that were
classified in Triglochidiati (Hunt et al. 2006), although it is
recovered with varying levels of support (60% MP BS / 68%
MP JK, 1.00 BI PP). The number of species included in this
section differs in each study (Taylor 1993; Blum et al. 1998),
but our previous results support the recognition of nine spe-
cies, six of which are present in Mexico (Sanchez et al. 2013)
and five in the U. S. A. (Baker 2006b). This section includes
species with basal branching and red, tubular and funnel-
shaped flowers, a receptacular tube that is as long as or
longer than the perianth, and internal stamens that are longer
than the external stamens (Bravo-Hollis 1973; Blum et al.
1998; Sanchez et al. 2013). In addition, the species in this
clade consistently share the hummingbird pollination syn-
drome, as suggested by Taylor (1985) and Cota (1993).
Bravo-Hollis and Sanchez-Mejorada (1991) divide the mem-
bers of this clade into two sections, Triglochidiati and Scheera,
mainly based on the flower tube length; however, our results
do not allow these groups to be recognized. According to
the evolutionary hypothesis put forth by Blum et al. (1998),
E. scheeri retains the highest number of plesiomorphic attri-
butes, while Triglochidiati represents the sister group of the
rest of the Echinocereus species. However, our results reveal
that group A (clades I and II) is the earliest diverging clade
within Echinocereus. The species in clade IX are generally
distributed in high elevation and temperate regions from
west to northwest and northern Mexico (Guanajuato and
Jalisco to Chihuahua and Baja California), as well as in cen-
tral, south, and southwestern U. S. A. (from Wyoming to Texas
and California).

Ancestral State Reconstruction in Echinocereus s. s.—The
characters evaluated here are the most distinctive for
delimiting taxonomic groups within Echinocereus s. s. With
regard to growth form (Figs. 1, 4A), Echinocereus s. s. can vary
from globose, globose-depressed to narrowly cylindrical
(Bravo-Hollis and Sanchez-Mejorada 1991; Hunt et al. 2006).
The ancestral state reconstruction shows that the narrowly
cylindrical growth form is ancestral in the genus (P = 0.998).
Additionally, this study shows that there is a tendency
toward reducing the cylindrical stem in several lineages
within Echinocereus s. s., given that most of the species have
stems of less than 30 cm in length. In group A, the short stem
evolved to globose (e.g. E. ferreirianus subsp. lindsayi) and
globose-depressed (e.g. E. knippelianus; Fig. 1H), as also
occurred in group B (e.g. E. viridiflorus subsp. viridiflorus and
E. pulchellus; Fig. 1L).
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According to Taylor (1985), the tuberous root is a charac-
ter shared by three species of section Wilcoxia (E. leucanthus,
E. waldeisii, and E. poselgeri), but, interestingly, the analyses
presented here show that Wilcoxia is not a monophyletic
group; therefore, tuberous roots are homoplasious, while tap-
roots appear to have evolved independently in clades I
(E. knippelianus), IV (E. schmollii), VII (E. pulchellus), and VIII
(E. chisosensis, E. palmeri, and E. sciurus) as a strategy to store
reserves. Our analysis shows that both the tuberous root and
the taproot evolved from the fibrous root (Fig. 4B) (P = 0.999).

In the majority of cacti, floral buds appear in the upper
section of the areole (Gibson and Nobel 1986), but Britton
and Rose (1922) and subsequently Taylor (1985), Bravo-Hollis
and Sanchez-Mejorada (1991), Blum et al. (1998), and Hunt
et al. (2006) argue that in Echinocereus they are erumpent,
breaking the epidermis above the areole.

We found that erumpent flower buds represent the ances-
tral state in Echinocereus s. s. (P = 0.977), with a reversal to non-
erumpent floral buds in the species in clade II (E. maritimus,
E. brandegeei, E. ferreirianus, and E. barthelowanus, Fig. 4C). Tay-
lor (1985) had already recognized the existence of this same
group of species (clade II), which maintains “primitive” char-
acteristics in the development of the floral and shoot buds. The
adaptive significance of erumpent flower buds is not com-
pletely clear, but this trait may protect the buds from damage
caused by low temperatures when Echinocereus evolved in
regions with constant frost and temperatures below 0°C in
the winter. However, further research is needed to understand
the ontogenetic processes involved in this modification and its
relationship to protection at lower temperatures (Sanchez et al.
in mss.).

Stigma lobes in cacti are usually colored and have a papil-
lose texture. The green color is a synapomorphy for
Echinocereus s. s. (Fig. 4D, p = 0.988). It has been documented
that green stigma lobes are practically invariant within
Echinocereus s. s. (Cota 1993); however, it is possible to observe
variation in green tones in certain species (e.g. E. adustus, E.
ferreirianus, and E. knippelianus).

Our results showed that the ancestral floral form was fun-
nel-shaped (Fig. 5, p = 0.994) and that the remaining character
states were derived from there (Fig. 5). This hypothesis is
contrary to the one put forth by Blum et al. (1998), which
suggested that the plesiomorphic character in Echinocereus is
the tubular funnel-shaped flower. The broadly funnel-shaped
flower appears to have evolved independently in clades IV
(e.g. E. stramineus, Fig. 1F) and VI (e.g. E. engelmannii, Fig. 1B),
wherein it turned out to be the ancestral state. The tubular
funnel-shaped flower appeared only once in Echinocereus s. s.
and represents the ancestral state of clade IX (P = 0.999) (e.g.
E. acifer and E. scheeri, Fig. 1D, E). The funnel-shaped flower in
Echinocereus is associated with a generalist pollination syn-
drome (Cota 1993), and, therefore, the shifts to another charac-
ter state reflect a specialization tendency toward a certain
pollination syndrome, for example, hummingbird pollination
in Triglochidiati (clade IX). For this analysis, we only coded the
general shape of the flower; however, there are changes in
flower length, receptacular tube thickness, stamen length, and
nectary length that provide greater diversity than the general
shapes that are recognized here. A careful study of the mor-
phological changes that are mentioned here and an explora-
tion of their relationship with pollinators are in progress.

We conclude that the inclusion of a greater number of
cpDNA markers generated a more robust hypothesis of phy-
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logenetic relationships in Echinocereus s. 1., allowing us to
re-define the generic limits of Echinocereus s. s. and clarify its
relationship with the Stenocereus group, which is best treated
as part of an expanded Echinocereinae. By excluding
Echinocereus pensilis, the generic delimitation of Echinocereus
s. s. is supported by two morphological characters (erumpent
flower buds and green stigma lobes). This study has also
provided new insights into relationships within Echinocereus
s. s., as most of the nine clades are robust. Section Triglochidiati
was recovered as a monophyletic group, while the Costati,
Echinocereus, Erecti, Pulchellus, Reichenbachii, and Wilcoxia sec-
tions must be re-circumscribed based on these results. A more
thorough morphological revision will identify characters that
will be useful for re-defining sections within Echinocereus s. s.
It is also important to consider particular evolutionary factors
that might influence the present phylogenetic hypothesis.
Thus, it will be necessary to use nuclear DNA markers to
confirm the relationships of taxa with uncertain positions (e.g.
E. longisetus, E. adustus, and E. nicholii) and explore the possi-
ble hybrid origins of certain species (e.g. E. laui, E. poselgeri,
and E. schmollii). Additional chromosome counts are also
needed to better understand ploidy differences between taxa
(e.g. diploid E. arizonicus, tetraploid E. coccineus, and hexa-
ploid E. yavapaiensis in Triglochidiati; Baker 2006a, 2006b).
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AprPENDIX 1. List of accessions sampled in this study, presented in
alphabetical order, and following this format: Species, Provenance,
Voucher (HERBARIUM ACRONYM), and Gen Bank numbers in the
following order: matK/ rbcL/ psbA-trnH/ rpll16/ trnL-F/ trnQ-rps16. A
dash (-) indicates that the locus was not sequenced for that specimen.
Living voucher specimens are identified by their specimen number in
cultivation at the Boon Botanical Garden (BBG), Desert Botanical Garden
(DBG), and Huntington Botanical Gardens (HBG). Vouchers were col-
lected in Mexico unless otherwise noted.

Acanthocereus chiapensis Bravo. Chiapas: Guzmin 949 (MEXU) -/
KF783472/ KF783477/ DQ099985/ DQ099916/ KF783769; Chiapas:
Gomez 2100 (MEXU) HM041754/ -/ -/ -/ -/ —. Bergerocactus emoryi
(Engelm.) Britton & Rose. Baja Cal.: Arias 1307 (MEXU) KF783776/
KF783402/ KF783478/ DQ09999/ DQ099925/ KF783697. Cephalocereus
totolapensis (Bravo & T. MacDoug.) Buxb. Oaxaca: Terrazas 806
(CHAPA) KF783777/ KF783855/ KF783479/ KF783557/ KF783627/
KF783698. Echinocereus acifer (Otto ex Salm-Dyck) Jacobi. Zacatecas:
Sanchez 21 (MEXU) KF783779/ KF783404/ KF783480/ KF783559/
KF783629/ KF783700. Echinocereus adustus Engelm. Chihuahua: Sdnchez
23 (MEXU) KF783825/ KF783450/ KF783481/ KF783604/ KF783674/
KF783746. Echinocereus arizonicus Rose ex Orcutt. Chihuahua: Sdnchez
44 (MEXU) KF783780/ KF783405/ KF783482/ KF783560/ KF783630/
KF783701. Echinocereus barthelowanus Britton & Rose. Baja Cal. S.:
Sdanchez-Mejorada 4393 (MEXU) KF783846/ KF783473/ KF783532/
KF783621/ KF783691/ KF783770. Echinocereus berlandieri (Engelm.)
Haage. Nuevo Leén: Arias 1454 (MEXU) KF783781/ / KF783406/
KF783483/ KF783561/ KF783631/ KF783702. Echinocereus bonkerae
Thornber & Bonker. DBG 1991.0375, cult.: KF783782/ KF783407/
KF783484/ KF783567/ KF783632/ KF783703. Echinocereus brandegeei (J.
M. Coult.) K. Schum. Baja Cal. S.: Arias 1823 (MEXU) KF783783/
KF783408/ KF783485/ KF783562/ KF783633/ KF783704. Echinocereus
bristolii W. T. Marshall. DBG 1994.0679, cult.: KF783784/ KF783409/
KF783486/ KF783563/ KF783634/ KF783705. Echinocereus chisosensis
W. T. Marshall. Durango: Sdnchez 87 (MEXU) KF783848/ KF783475/
KF783534/ KF783623/ KF783693/ KF783772. Echinocereus cinerascens
(D. C.) Lem. Hidalgo: Arias 1732 (MEXU) KF783786/ KF783411/
KF783488/ KF783565/ KF783636/ KF783707. Echinocereus coccineus
Engelm. Chihuahua: Sdnchez 64 (MEXU) KF783787/ KF783412/
KF783489/ KF783566/ KF783637/ KF783708. Echinocereus dasyacanthus
Engelm. Chihuahua: Sdinchez 63 (MEXU) KF783788/ KF783413/
KF783490/ KF783568/ KF783638/ KF783709. Echinocereus engelmannii
(Parry ex Engelm.) Lem. Baja Cal: Arias 1813 (MEXU) KF783789/
KF783414/ KF783491/ KF783570/ KF783639/ KF783710. Echinocereus
enneacanthus Engelm. Durango: Sdnchez 74 (MEXU) KF783790/
KF783415/ KF783492/ KF783573/ KF783640/ KF783711. Echinocereus
fasciculatus (Engelm. ex S. Watson) L. D. Benson. U. S. A. Arizona:
Anderson 6186 (DES) KF783791/ KF783416/ KF783493/ KF783571/
KF783641/ KF783712. Echinocereus fendleri (Engelm.) Riimpler. Sonora:
Arias 2031 (MEXU) KF783792/ KF783417/ KF783494/ KF783572/
KF783642/ KF783713. Echinocereus ferreirianus subsp. ferreirianus H. E.
Gates. Baja Cal.: Lindsay s. n. (DES) KF783793/ KF783418/ KF783495/
KF783574/ KF783643/ KF783714. Echinocereus ferreirianus subsp.
lindsayi (JMeyran) N. P. Taylor. Baja Cal.: Arias 1814 (MEXU)
KF783794/ KF783419/ KF783496/ KF783575/ KF783644/ KF783715.
Echinocereus grandis Britton & Rose. Baja Cal.: Ldpez s.n. (MEXU)
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KF783795/ KF783420/ KF783497/ KF783576/ KF783645/ KF783716.
Echinocereus knippelianus Liebner. Nuevo Leén: Arias 2127 (MEXU)
KF783796/ KF783421/ KF783498/ KF783577/ KF783646/ KF783717.
Echinocereus koehresianus (G. Frank) W. Rischer. Sinaloa: Sinchez 14
(MEXU) KF783797/ KF783422/ KF783499/ KF783578/ KF783647/
KF783718. Echinocereus laui G. Frank. Sonora: Sdnchez 33 (MEXU)
KF783826/ KF783451/ KF783500/ KF783605/ KF783675/ KF783747.
Echinocereus leucanthus N. P. Taylor. Sonora: Terrazas 410 (MEXU)
KF783827/ KF783452/ KF783501/ DQ100001/ DQ099932/ KF783748.
Echinocereus longisetus (Engelm.) Lem. Coahuila: Guzmain 1501 (MEXU)
KF783798/ KF783423/ KF783502/ KF783579/ KF783648/ KF783719.
Echinocereus mapimiensis Anderson. Durango: Sinchez 84 (MEXU)
KF783849/ KF783858/ KF783535/ KF783624/ KF783694/ KF783773.
Echinocereus maritimus (M. E. Jones) K. Schum. Baja Cal. S.: Arias 1804
(MEXU) KF783799/ KF783424/ KF783503/ KF783580/ KF783649/
KF783720. Echinocereus metornii G. Frank. Coahuila: Sinchez 83 (MEXU)
KF783851/ KF783476/ KF783536/ KF783626/ KF783696/ KF783775.
Echinocereus nicholii (L. D. Benson) B. D. Parfitt. Sonora: Arias 2029
(MEXU) KF783800/ KF783425/ KF783504/ KF783581/ KF783650/
KF783721. Echinocereus nivosus Glass & R. A. Foster. Coahuila: Sdnchez
88 (MEXU) KF783854/ KF783457/ KF783537/ KF783608/ KF783678/
KF783752. Echinocereus palmeri Britton & Rose. Chihuahua: Sanchez 66
(MEXU) KF783801/ KF783426/ KF783505/ KF783582/ KF783651/
KF783722. Echinocereus pamanesiorum A. B. Lau. Zacatecas: Arias 1879
(MEXU) KF783802/ KF783427/ KF783506/ KF783583/ KF783652/
KF783723. Echinocereus parkeri N. P. Taylor. San Luis Potosi: Arias 2122
(MEXU) KF783803/ KF783428/ KF783507/ KF783584/ KF783653/
KF783724. Echinocereus pectinatus (Scheidw.) Engelm. San Luis Potosi:
Arias 1918 (MEXU) KF783804/ KF783429/ KF783508/ KF783569/
KF783654/ KF783725. Echinocereus pensilis (K. Brandegee) J. A. Purpus.
Baja Cal. S.: Arias 1295 (MEXU) KF783832/ KF783458/ KF783538/
KF783609/ KF783679/ KF783753. Echinocereus pentalophus (DC) Lem.
Querétaro: Arias 1737 (MEXU) KF783778/ KF783403/ KF783509/
KF783558/ KF783628/ KF783699. Echinocereus polyacanthus Engelm.
Chihuahua: Sdnchez 24 (MEXU) KF783805/ KF783430/ KF783510/
KF783585/ KF783655/ KF783726. Echinocereus poselgeri Lem. Tamauli-
pas: Arias 2000 (MEXU) KF783828/ KF783453/ KF783539/ KF783606/
KF783676/ KF783749. Echinocereus poselgeri Lem. Nuevo Leén: Arias
1452 (MEXU) KF783829/ KF783454/ KF783540/DQ100004/ DQ099935/
-. Echinocereus primolanatus Fritz Shwarz ex N. P. Taylor. Coahuila:
Arias 1959 (MEXU) KF783806/ KF783431/ KF783511/ KF783586/
KF783656/ KF783727. Echinocereus pseudopectinatus (N. P. Taylor)
N. P. Taylor. DBG 1994.0680, cult.: KF783807/ KF783432/ KF783512/
KF783587/ KF783657/ KF783728. Echinocereus pulchellus (Mart.) C. F.
Forst ex F. Seitz. Nuevo Leon: Arias 1442 (MEXU) KF783808/ KF783433/
KF783513/ KF783588/ KF783658/ KF783729. Echinocereus pulchellus
subsp. weinbergii (Weing.) N. P. Taylor. Zacatecas: Sinchez 08 (MEXU)
KF783809/ KF783434/ KF783514/ KF783589/ KF783659/ KF783730.
Echinocereus rayonesensis N. P. Taylor. Nuevo Leén: Arias 1947 (MEXU)
KF783810/ KF783435/ KF783515/ KF783590/ KF783660/ KF783731.
Echinocereus reichenbachii (Terscheck ex Walp.) Haage. Coahuila: Arias
1956 (MEXU) KF783811/ KF783436/ KF783516/ KF783591/ KF783661/
KF783732. Echinocereus rigidissimus (Engelm.) Haage. Sonora: Arias 2019
(MEXU) KF783812/ KF783437/ KF783517/ KF783592/ KF783662/
KF783733. Echinocereus santaritensis W. Blum & Rutow. U. S. A. Arizona:
Baker 13810 (DES) KF783813/ KF783438/ KF783518/ KF783593/
KF783663/ KF783734. Echinocereus scheeri (Salm-Dyck) Scheer. Chihuahua:
Sanchez 36 (MEXU) KF783814/ KF783439/ KF783519/ KF783594/
KF783664/ KF783735. Echinocereus schereri G. Frank. Durango: Sdnchez
72 (MEXU) KF783815/ KF783440/ KF783520/ KF783595/ KF783665/
KFE783736. Echinocereus schmollii (Weing.) N. P. Taylor. Querétaro: Arias
91 (MEXU) KF783831/ KF783456/ KF783521/DQ100005/ D099936/
KF783751. Echinocereus sciurus (K. Brandegee) Dams. Sinaloa: Arias
1836 (MEXU) KF783785/ KF783410/ KF783487/ KF783564/ KF783635/
KF783706. Echinocereus scopulorum Britton & Rose. Sonora: Arias 2017
(MEXU) KF783816/ KF783441/ KF783522/ KF783596/ KF783666/
KF783737. Echinocereus spinigemmatus A. B. Lau. Jalisco: Arias 1874
(MEXU) KF783817/ KF783442/ KF783523/ KF783597/ KF783667/
KF783738. Echinocereus stoloniferus W. T. Marshall. Chihuahua: Sdnchez
32 (MEXU) KF783818/ KF783443/ KF783524/ KF783598/ KF783668/
KF783739. Echinocereus stramineus (Engelm.) Engelm. ex F. Seitz.
Chihuahua: Arias 2049 (MEXU) KF783819/ KF783444/ KF783525/
KF783599/ KF783669/ KF783740. Echinocereus subinermis (Salm-Dyck)
Scheer. Sinaloa: Guzmdn 1312 (MEXU) KF783820/ KF783445/ KF783526/
KF783600/ KF783670/ KF783741. Echinocereus triglochidiatus Engelm.
U. S. A. Arizona: Earle sn. (DES), KF783821/ KF783446/ KF783527/
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DQ100006/ DQ099937/ KF783742. Echinocereus viereckii Werderm.
Tamaulipas: Arias 1996 (MEXU) KF783822/ KF783447/ KF783528/
KF783601/ KF783671/ KF783743. Echinocereus wviridiflorus Engelm.
subsp. wviridiflorus. U. S. A. New Mexico: Baker 14479 (MEXU),
KF783823/ KF783448/ KF783529/ KF783602/ KF783672/ KF783744.
Echinocereus viridiflorus subsp. cylindricus (Engelm.) N. P. Taylor.
Coahuila: Sdnchez 80 (MEXU) KF783847/ KF783474/ KF783533/
KF783622/ KF783692/ KF783771. Echinocereus waldeisii Haugg. San
Luis Potosi: Arias 2002 (MEXU) KF783830/ KF783455/ KF783530/
KF783607/ KF783677 / KF783750. Echinocereus websterianus G. E. Linds.
Sonora: Lindsay s.n. (DES) KF783824/ KF783449/ KF783531/ KF783603/
KF783673/ KF783745. Epiphyllum hookeri Haw. Chiapas: Bravo s.n.
(MEXU) KF783850/ KF783859/ KF783541/ KF783625/ KF783695/
KF783774. Escontria chiotilla (Weber ex K. Schum.) Rose. Oaxaca: Arias
891 (MEXU) KF783833/ KF783459/ KF783542/ KF783610/ KF783680/
KF783754. Eulychnia breviflora Phil. HBG 78399, cult.: —/ KF783860/
KF783543/ KF783619/ KF783689/ KF783767, BBG 26764, cult./
FN669772/ -/ —/ =/ —/ —. Lemaireocereus hollianus (F. A. C. Weber ex
J. M. Coult.) Britton & Rose. Puebla: Arias 1373 (CHAPA) KF783834/
KF783460/ KF783544/ AY181603/ AY181623/ —. Leptocereus
quadricostatus (Bello) Britton & Rose. PERU. Cabo Rojo: Arias 1464
(MEXU) KF783845/ KF783471/ -/ KF783620/ KF783690/ KF783768.
Leptocereus quadricostatus (Bello) Britton & Rose. ISU no ref., cult.:

-/ -/ AY851582 (Butterworth and Wallace 2005)/ -/ -/ -.
Myrtillocactus cochal (Orcutt) Britton & Rose. Baja Cal. S.: Orduiio s. n.
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(MEXU) KF783835/ KF783856/ KF783545/ KF783611/ KF783681/
KF783755. Muyrtillocactus geometrizans (Mart. ex Pfeiff.) Console.
Puebla: Arreola 1599 (CHAPA) KF783836/ KF783461/ KF783546/
KF783612/ KF783682/ KF783756. Myrtillocactus schenckii (J. A. Purpus)
Britton & Rose. Puebla: Terrazas 500 (CHAPA) KF783837/ KF783857/
KF783547/ AY181607/ AY181633/ KF783757. Neobuxbaumia laui (P. V.
Heat) D. R. Hunt. Oaxaca: Barba s.n. (MEXU) KF783838/ KF783462/
KF783548/ KF783613/ KF783683/ KF783758. Pachycereus pringlei
(S. Watson) Britton & Rose. Baja Cal. S.: Arias 1348 (CHAPA) KF783839/
KF783463/ KF783549/ AY181589/ AY181642/ KF783759. Peniocereus
lazaro-cardenasii (Contreras et al.) D. R. Hunt. Michoacan: Contreras 20
(MEXU) KF783853/ KF783464/ KF783550/ DQ100021/ DQ099952/
KF783760. Polaskia chichipe (Gosselin) Backeb. Puebla: Arias 1529
(MEXU) KF783840/ KF783465/ KF783551/ KF783614/ KF783684/
KF783761. Stenocereus alamosensis (J. M. Coult.) A. C. Gibson & K. E.
Horak. Sinaloa: Arias 1838 (MEXU) KF783841/ KF783466/ KF783552/
KF783615/ KF783685/ KF783762. Stenocereus eruca (Brandegee) A. C.
Gibson & K. E. Horak. Baja Cal. S.: Arreola 1614 (CHAPA) KF783842/
KF783467/ KF783556/ KF783616/ KF783686/ KF783763. Stenocereus
montanus (Britton & Rose) Buxb. Sonora: Arias 2004 (MEXU) KF783852/
KF783468/ KF783553/ KF783617/ KF783687/ KF783764. Stenocereus
pruinosus (Otto ex Pfeiff.) Buxb. Puebla: Arias 750 (MEXU) KF783843/
KF783469/ KF783554/ KF783618/ KF783688/ KF783765. Stenocereus
stellatus (Pfeiff.) Riccob. Puebla: Arias 1375 (MEXU) KF783844/
KF783470/ KF783555/ AY181590/ AY181640/ KF783766.
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e Background and Aims In Cactaceae, the areole is the organ that forms the leaves, spines and buds. Apparently,
the genus Echinocereus develops enclosed buds that break through the epidermis of the stem adjacent to the areole;
this trait most likely represents a synapomorphy of Echinocereus. The development of the areole is investigated
here in order to understand the anatomical modifications that lead to internal bud development and to supplement
anatomical knowledge of plants that do not behave according to classical shoot theory.

e Methods The external morphology of the areole was documented and the anatomy was studied using tissue clear-
ing, scanning electron microscopy and light microscopy for 50 species that represent the recognized clades and sec-
tions of the traditional classification of the genus, including Morangaya pensilis (Echinocereus pensilis).

e Key Results In Echinocereus, the areole is sealed by the periderm, and the areole meristem is moved and
enclosed by the differential growth of the epidermis and surrounding cortex. The enclosed areole meristem is differ-
entiated in a vegetative or floral bud, which develops internally and breaks through the epidermis of the stem. In
Morangaya pensilis, the areole is not sealed by the periderm and the areole meristem is not enclosed.

e Conclusions The enclosed areole meristem and internal bud development are understood to be an adaptation to protect
the meristem and the bud from low temperatures. The anatomical evidence supports the hypothesis that the enclosed
bud represents one synapomorphy for Echinocereus and also supports the exclusion of Morangaya from Echinocereus.

Key words: Areole meristem, Cactaceae, enclosed meristem, Echinocereus, enclosed bud, erumpent bud, sealed

areole, periderm.

INTRODUCTION

The shoot apical meristem in angiosperms shows active cell divi-
sion and differentiation, resulting in stem elongation and the for-
mation of leaves and buds. The buds are immature shoots located
in the axils of the leaves, which may grow to form vegetative or
reproductive branches (Simpson, 2006). In Cactaceae, the photo-
synthetic body or stem is represented by a long shoot (Mauseth,
2006) that bears a large quantity of areoles. The areole is the most
distinctive morphological trait and is recognized as a Cactaceae
synapomorphy. Traditionally, the areole has been recognized as a
structure homologous to the axillary bud (Buxbaum, 1951; Bravo-
Hollis, 1978; Gibson and Nobel, 1986). However, the areole is
recognized as a short shoot covered (Mauseth, 2006) with tri-
chomes and dynamically produces stems (long shoots), leaves,
spines and/or flowers. The study of areole morphology and ontog-
eny has revealed the dynamics of the areole meristem in
Cactaceae (Troll, 1937). Of the 1438 species accepted in the most
recent taxonomic synthesis of the Cactaceae family (Hunt ez al.,
2006), ~85 % have monomorphic areoles; trichomes, stems or
branches, leaves, spines and/or flowers are produced on the areole
surface. The remaining 15 % of the species, included in the sub-
family Cactoideae, show certain modifications in the morphology
and anatomy of their areoles, which are expressed in the place-
ment of their organs. For example, Coryphantha, Escobaria and
Neolloydia have pseudo-dimorphic areoles (Boke, 1952, 1961)

that are elongated over the tubercle and produce spines on the
proximal region and flowers or stems on the distal end. By con-
trast, Mammillaria has dimorphic areoles (Boke, 1953, 1955,
1958) in which a spiny areole appears on the apex of the tubercle
and a flower-bearing areole appears in the axil. Echinocereus pre-
sents monomorphic areoles, and according to Britton and Rose
(1922) ‘the flower-buds as well as the young shoots are deep-
seated in their origin and do not appear just at the areoles as in
most cacti and hence must break through the epidermis when they
develop’. Taylor (1985) called this trait an erumpent bud; how-
ever, he argued that it is not present in all members of
Echinocereus. Nevertheless, the erumpent bud has been recog-
nized as an identifying trait (Moran, 1977) and is one of the synap-
omorphies (Sanchez et al., 2014) of the genus. Despite the
unusual origin of the vegetative and floral buds in Echinocereus,
the morphology and development of the buds have not received
much attention in anatomical research. Therefore, this work aims
to describe the morphology and anatomy of the erumpent buds in
Echinocereus and postulates an adaptive scenario for this trait.

MATERIALS AND METHODS
Sampling

We collected 50 taxa that represent the recovered clades within
Echinocereus (Sanchez et al., 2014), as well as the sections
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recognized by Hunt et al. (2006). In particular, we included
Morangaya pensilis, E. brandegeei, E. maritimus and E. ferre-
irianus; according to Taylor (1985), these species represent
members of Echinocereus that diverge from the pattern de-
scribed by Britton and Rose (1922). The majority of the sam-
ples were collected in Mexico between 2007 and 2013; most of
these are maintained by cultivation in the Botanical Garden of
Instituto de Biologfa at UNAM, and the additional specimens
were deposited in the MEXU herbarium (Appendix 1). For the
50 taxa, a database including some climate information
(CENAPRED, 2013) and geographical references has been gen-
erated as part of the systematic study of the genus (available by
request from the first author).

Morphological and anatomical observations

Based on field and greenhouse observations, we documented
the origin of the floral and vegetative buds for the majority of
the species. Several areoles were sampled in the sub-apical re-
gion of the stem 2 months before the floral buds began to sprout
(January and February). The areoles were fixed in 52 % etha-
nol, 10 % formalin and 5 % acetic acid (Johansen, 1940). If
necessary, spines were removed from the samples to facilitate
sectioning. For light microscopy analysis, the areoles were
gradually dehydrated in fert-butyl alcohol (TBA) and included
in paraffin in a tissue processor (Leica TP1020) with 24-h im-
mersions starting at 50 % TBA. The samples were placed in
Histowax (Leica) paraffin with a melting point of 56-58 °C.
Longitudinal sections of 12 um were obtained with a rotary mi-
crotome (Leica RM2125). The sections were stained with safra-
nin and fast green (Johansen, 1940) and mounted in synthetic
resin. Using scanning electron microscopy, the areoles were
dehydrated in graded ethanol and critical point dried with an
Emitech K850 drier. They were mounted on aluminium stubs
with double-sided carbon conductive tape and coated with gold
using a Hitachi-S-2460N sputter coater. The samples were
viewed and photographed using a Hitachi-S-2460N scanning
electron microscope at 15kV. Lastly, another portion of the
sample was cleared with a modified Debenham’s (1939) treat-
ment. For clearing, the areoles were submerged in 70 % lactic
acid for 5 d and were washed with a 70 % glycerine solution,
which was replaced every 24 h for 3 d and changed every 24 h
to solutions of 50 % ethanol, 30 % ethanol and distilled water.
We obtained images during this phase of the treatment.
Afterwards, the areoles were bleached with a 50 % solution of
commercial NaClO for 30min on a hotplate at 40 °C and
washed with three changes of distilled water for 24 h. Lastly,
the areoles were stained with a solution of 0.03 % basic fuchsin
in ethanol and washed in 70 % ethanol until the desired contrast
was achieved.

RESULTS

Morphological observations of the areoles and buds in
Echinocereus and Morangaya

Echinocereus areoles were monomorphic and circular to oval
in shape (Fig. 1A). The immature areoles, which were very
close to the apex, showed a high density of long trichomes with
short and soft spines, whereas the mature areoles in the

sub-apical region presented short trichomes and sclerified
spines (Fig. 1A—C). All of the Echinocereus species that were
reviewed had erumpent buds, including the Echinocereus
species from the Baja California Peninsula, which have been
reported as taxa with non-erumpent buds (E. brandegeei, E. fer-
reirianus and E. maritimus) (Figs 1-3). In E. maritimus, a small
bud arose on the edge of the areole, and it was not clearly rec-
ognized as an erumpent bud when we employed only external
observations (Fig. 1J). The presence of erumpent buds may be
corroborated directly or indirectly in the species of the genus
throughout the three stages of development. During the first
stage, when approaching the flowering period, a protuberance
developed above the areole, corresponding to the ‘hidden’ floral
bud (Fig. 1B, C; arrows); the areoles associated with these pro-
tuberances did not show any modification on the surface or in
their spine organization (Fig. 1B-D). During the second stage,
the floral bud broke through the stem epidermis (Fig. 1E-G; ar-
rows). During the third stage, upon removal of the branches,
flowers or stem fruit, a large scar (4-5 mm) could be observed
outside the areole, without any modification to the areole; the
scar had a diameter of 1.5 mm (Fig. 1H). In addition, the devel-
opment of new branches occurred from the vegetative bud;
this action also broke the epidermis adjacent to the areole,
which upon emergence had its own areoles (Fig. 1I). By con-
trast, Morangaya pensilis (E. pensilis) showed circular mono-
morphic areoles, and both the immature and mature areoles
were densely covered by trichomes. This species presented
non-erumpent buds, and the floral bud developed within the
boundary of the areole on the surface; the floral bud did not
break through the epidermis (Fig. 1K, L). The scanning electron
photomicrograph of the M. pensilis areole showed the tepals
(Fig. 1L; red arrows) of the floral bud embedded in the tri-
chomes of the areole.

Anatomical development of the areoles and buds in Echinocereus

In the longitudinal sections of immature areoles, we observed
a superficial areole meristem surrounded by trichomes on the
distal end of the areole (Fig. 2B). As the areole matured, the
spines lignified and the base of the areole was sealed by a peri-
derm with six to ten strata (Fig. 2E, arrow). In general, the are-
oles in the sub-apical region of the stem were already sealed by
the periderm. After sealing the areole, significant growth oc-
curred in the epidermis and the cortex located above the are-
ole’s meristem (Fig. 2B, C, arrows). At the same time, the
meristem moved and was wrapped in these tissues (Fig. 2B, C);
therefore, the areole meristem was enclosed in the outer cortical
region and differentiated into floral or vegetative buds, which
grew diagonal to the areole axis (Fig. 2C, E). The cleared areole
corroborated the enclosing of the areole meristem (Fig. 2A, ar-
row) as well as the later development of the bud into the outer
cortical region and measuresd ~2 mm, which could not be ob-
served externally (Fig. 2A, D, G; arrows). The vascular trace
branches formed two groups of vascular bundles, one directed
towards the areole and another towards the bud. As the bud in-
creased in size, its vascular tissue became more evident
(Fig. 2E, G). In slender stems, such as those of E. poselgeri
(<2cm), the vascular traces were directly connected to the
stem’s vascular cylinder (not shown).

GTOZ ‘22 |1dy UO 001X3|A P BLIOUOINY [eUoIdeN PepsiBAlun e /610'seulnolpiosxo-qoe//:dny wolj pepeojumoq


http://aob.oxfordjournals.org/

Sdnchez et al. — Morphology and anatomy of the areole meristem in Echinocereus 21

FiG. 1. Areole and bud morphology. (A) Monomorphic areole in Echinocereus (E. scheeri Sanchez 36). (B) Areole with protuberance in E. pentalophus (Arias

1740). (C) Areole with larger protuberance in E. spinigemmatus (Arias 1874). (D) Areole with the floral bud showing (E. fendleri, Arias 2031). (E) Areole with

erumpent floral bud (E. pentalophus, Arias 1740). (F) Areole with erumpent vegetative bud in a species with putative non-erumpent buds (E. ferreirianus, Sanchez

95). (G) Scanning electron micrograph of erumpent bud (E. pentalophus, Arias 1740). (H) Scar formed after removing a flower (E. pectinatus, Terrazas 906). (1)

Vegetative bud breaking through stem epidermis (E. enneacanthus, Arias 1427). (J) Small floral bud in a species with putative non-erumpent buds (E. maritimus,

Sanchez 99). (K) Non-erumpent floral bud in Morangaya pensilis (Arias 1295). (L) Scanning electron micrograph of non-erumpent bud in M. pensilis (Arias 1295).
Scale bar (L) = 1 mm.
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FiG. 2. Areole and bud anatomical development. (A) Mature areole clearing (Echinocereus fendleri, Arias 2031). (B) Immature areole, longitudinal section (E. ferre-

irianus subsp. lindsayi, Sanchez 89). (C) Mature areole, longitudinal section (E. fendleri, Arias 2031). (D) Mature areole clearing with an enclosed bud (E. fendleri,

Arias 2031). (E) Areole with an enclosed bud, longitudinal section (E. fendleri, Arias 2031). (F) Enclosed bud, longitudinal section (E. scheeri, Sanchez 36). (G)

Areole clearing with an enclosed floral bud (E. fendleri, Arias 2031). (H) Areole, tangential section (E. pentalophus, Arias 1740). (I) Areole with an erumpent bud,

longitudinal section (E. pamanesiorum, Arias 1879). Scale bar (A, D, G) =1 mm; (B, C, E, F, I) =500 pm; (H) =250 um. Abbreviations: am, areole meristem; ar,
areole; e, epidermis; fb, floral bud; m, mucilage; p, periderm; po, podarium; sp, spine; t, trichomes; v, vascular trace.
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The areole’s longitudinal sections confirmed that the protu-
berance above the areole corresponded to the floral bud that
was developing internally. During this stage, when the protu-
berance was visible on the surface, the floral bud had initiated
perianth differentiation and was immersed in the outer corti-
cal tissue of the stem, surrounded by abundant mucilage cells
(Fig. 2E, F, I). As the floral bud increased in size, it caused
thinning of the rib cortex and epidermis. The epidermis be-
came translucent (Fig. 1C, D; arrows) and the floral bud be-
came evident underneath the epidermis (Figs 1C, D and 2E,
F). Afterwards, the epidermis covering the floral bud became
opaque (Fig. 1D) because the cells of the cortical tissue that
were in contact with the floral bud differentiated into a wound
periderm (Fig. 2H, arrows). The floral bud broke through the
epidermis and a large quantity of trichomes could be ob-
served through the opening (Figs 1G and 2F, I). For those
species that are endemic to Baja California, the areole was

sealed by the periderm; the internally developing buds broke
the epidermis or stem periderm to reach the surface, as exem-
plified by E. brandegeei (Fig. 3A, B). Another case is E. mar-
itimus, a species with small buds (1 mm) in the distal edge of
the areole (Fig. 3C); in this species, the small floral bud
showed several periderm strata at the base coming from the
stem (Fig. 3D). This observation was a result of the growth
of the enclosed bud breaking through the stem periderm
(Fig. 3D).

Anatomical development of the areoles and buds in
Morangaya pensilis

The longitudinal areole sections indicated that the areole
spines became lignified along with stem growth. The areole
base remained covered by trichomes and normal epidermal
cells; thus, the periderm did not develop and the tissue

FiG. 3. Areole and bud anatomical development (continuation). (A) Fresh longitudinal section of an areole of Echinocereus brandegeei (Sanchez 90). (B) Areole of

E. brandegeei with an erumpent vegetative bud, longitudinal section (Sanchez 90). (C) Areole clearing of E. maritimus, longitudinal section (Sdnchez 99). (D)

Areole of E. maritimus with an erumpent floral bud, longitudinal section (Sdnchez 99). (E) Fresh longitudinal section of an areole of Morangaya pensilis (Arias

1295). (F) Areole of M. pensilis with non-erumpent floral bud, longitudinal section (Arias 1295). Scale bar (A, E) = 1 mm; (B, C, D) = 500 pm. Abbreviations: ar, ar-
eole; fb, floral bud; p, periderm; sp, spine; t, trichomes; v, vascular trace; vb, vegetative bud.
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remained alive. The areole’s meristem was found in the distal
region of the areole but was not enclosed and remained on the
surface; thus, there was no internal bud development (Fig. 3E,
F). Floral bud development was superficial and never broke
through the stem epidermis adjacent to the areole. A single vas-
cular trace irrigated the areole, including the floral bud, al-
though greater development of vascular tissue was observed in
areoles with a floral bud (Fig. 3F).

DISCUSSION

Areole meristem movement and bud development

The early development of the areole in E. reichenbachii (Boke,
1951) supports our observations for the 50 Echinocereus spe-
cies in this study. The areole meristem is located on the distal
end, and the various periderm strata at the areole base devel-
oped after growth of the spine primordia. However, Boke
(1951) did not describe the cause of areole meristem movement
in areole development. The growth of the epidermis and cortex
located above and adjacent to the sealed areole may not be
compensated because the periderm seals and disrupts its
growth. This differential growth causes the tissue to curl and
the areole meristem located at the distal end to begin to move.
These tissues curl and form a loop; they fuse and the areole
meristem thus becomes enclosed. This process has been dis-
cussed by other authors; e.g. Dickinson (1978) proposed that
zonal growth and postgenital fusion are ontogenetic mecha-
nisms that provoke the displacement of axillary buds and mod-
ify the classic shoot organization, as observed in several
epiphyllous shoots (e.g. Turnera). Similarly, Kerstetter and
Hake (1997) noted that in certain cases differential growth al-
ters the position of the meristem in relation to other identifiable
parts of the plant. The movement of the areole’s meristem as a
result of differential growth has been observed in other
Cactaceae, such as Coryphantha and Mammillaria (Boke,
1952, 1953, 1955, 1958, 1961), although even in these genera
the enclosed meristem is non-existent. The enclosed areole
meristem in Echinocereus is demonstrated for the first time in
the Cactaceae family in this study. Although Ross (1982) pro-
posed, without showing evidence, that the areole meristem
moves during the ontogeny of the rib and that an endogenous
origin does not exist, the early development of the bud is clearly
internal due to the moving and enclosing of the meristem. The
enclosed areole meristem remains latent until it is defined as a
floral bud or a vegetative bud depending on the interaction of
the homeotic genes that are implicated in the identity of the
meristem (Molinero-Rosales et al., 1999). This phenomenon is
also observed in Coryphantha and Mammillaria, in which the
areole meristem and the flower-bearing meristem may develop
stems and flowers, respectively. Therefore, both vegetative and
floral buds in Echinocereus show internal development, as sug-
gested by Britton and Rose (1922). The ontogeny of the are-
ole’s meristem in Echinocereus may be summarized in four
stages after the formation of the spine primordia: (1) location of
the meristem on the distal end of the areole; (2) development of
the periderm at the base of the areole; (3) moving and enclosure
of the meristem due to differential growth; and (4) definition of
the meristem as a floral bud or a vegetative bud with internal
development.

Certain species of Echinocereus show modifications in the
areole and bud development patterns described above. For ex-
ample, in the Echinocereus group from Baja California, particu-
larly in E. maritimus, the areole is also sealed by the periderm
and the meristem also moves, but the internal development of
the bud never achieves a diameter greater than 1mm.
Therefore, the breaking through of the stem’s epidermis or peri-
derm is not as conspicuous as in the other species of the genus,
giving the impression that the Echinocereus group from Baja
California do not have erumpent buds, as proposed by Taylor
(1985). However, our evidence is convincing and shows that all
Echinocereus species develop erumpent buds.

In the case of E. knippelianus subsp. reyesii, the flowers
emerge in the areoles closer to the apex (Blum et al., 1998) and
do not emerge by breaking through the epidermis. For this spe-
cies, the determination of the areole’s meristem as a floral bud
occurs when the meristem is still superficial. While the devel-
opment of new branches always occurs in areoles that are close
to the base of the stem where the meristem is enclosed and the
development of the vegetative bud is internal, the long shoot
branches emerge by breaking the epidermis adjacent to the are-
ole. Therefore, in E. knippelianus subsp. reyesii the develop-
ment of the flowers only on the apex may be a result of the
globose-depressed growth form and basitonic branching.
Therefore, flowers must be formed quickly in the apex of the
stem to ensure that the delicate floral buds in the areoles do not
emerge close to the ground; this type of development prevents
damage due to friction with the substrate.

Adaptive significance of the movement of the areole meristem
and enclosed bud

Echinocereus is primarily distributed in the mountainous
areas of northwestern Mexico and the southwestern USA
(Taylor, 1985; Blum et al., 1998), where snowfall and frosts are
common during the winter (CENAPRED, 2013). In this con-
text, the enclosed floral buds in Echinocereus begin to differen-
tiate and grow during the winter months; therefore, the internal
bud development and the sealing of the areole by the periderm
represent traits that protect the bud against possible damage
from low temperatures. In addition, the enclosed bud is sur-
rounded by a large quantity of mucilage, which allows a grad-
ual flow of water from the cell towards the extracellular ice
crystals under freezing temperatures, and is thus less harmful to
cells (Goldstein and Nobel, 1991).

Moreover, Gibson and Nobel (1986) suggested that in many
members of Cactaceae, once the areole forms a flower and the
fruit has matured, the periderm develops to seal the stem areole,
thus preventing water loss and infection. In Echinocereus, this
process occurs prematurely before the areole develops a flower
or a stem and provides the same advantages. Even when the
new shoot emerges and breaks the epidermis, the exposed tis-
sues develop a wound periderm to seal and protect the stem
(Nawrath, 2002). As a consequence, the Echinocereus areoles
do not form new spines and only have a single flowering or
branching event upon sealing the areole, as has been reported in
the cephalia of certain cacti (e.g. Mauseth, 1989, 1999;
Vazquez-Sanchez et al., 2005, 2007). In contrast, other related
genera may generate new spines (e.g. Cephalocereus;

GTOZ ‘22 |1dy UO 001X3|A P BLIOUOINY [eUoIdeN PepsiBAlun e /610'seulnolpiosxo-qoe//:dny wolj pepeojumoq


http://aob.oxfordjournals.org/

Sdnchez et al. — Morphology and anatomy of the areole meristem in Echinocereus 25

Bércenas-Argiiello et al., 2014) or produce various flowering
events in a single areole (e.g. Lophocereus, Myrtillocactus and
Stenocereus; Mauseth, 2006).

Systematic implications of enclosed buds

Taylor (1985) suggests that the erumpent bud is a specialized
trait that is not found in all Echinocereus species, which is why
Morangaya pensilis was included in the genus. However, this
study revealed that the buds of Echinocereus are enclosed and
consequently erumpent and that the areole is sealed by the peri-
derm; however, in M. pensilis the buds are external and non-
erumpent, and the areole is not sealed by the periderm. The ana-
tomical mechanism of floral and vegetative bud development in
Morangaya is typical of what has been observed in the majority
of the Cactaceae. These results support the proposal to exclude
M. pensilis from Echinocereus (Moran, 1977; Sanchez et al.,
2014). Taylor (1985) also suggests that, in addition to
Morangaya, various Echinocereus taxa (e.g. Erecti section)
show non-erumpent buds. Our results refute this proposal be-
cause E. brandegeei, E. maritimus and E. ferreirianus show
enclosed buds that are erumpent. Therefore, our results support
the proposal of Sanchez et al. (2014), who recognize the erum-
pent bud trait as a synapomorphy of the genus.

In a broader context, the most recent phylogenies (Barcenas
et al., 2011; Sanchez et al., 2014) suggest that Echinocereus
and the Stenocereus group (Escontria, Morangaya,
Mpyrtillocactus, Polaskia and Stenocereus; Sénchez et al., 2014)
are sister groups. The innovation of the enclosed meristems and
the consequent development of enclosed buds in Echinocereus
had a determining role in the evolutionary process of this line-
age, which originated 4-6 = 1-7m.y.a. (Arakaki et al., 2011)
and has diversified extensively in specific regions of central
northern Mexico and the southern USA (64 species; Hunt ez al.,
2006). However, the Stenocereinae lineage did not diversify.
Thus, we conclude that in Echinocereus the sealing of the are-
ole by the periderm, the moving of the areole meristem and the
development of enclosed buds is a well-coordinated anatomical
process that represents a synapomorphic trait of the genus.
These modifications constitute an adaptation to protect the are-
ole meristem or bud from the low temperatures that prevail in
its habitat and promote the diversification of this lineage.
Although the anatomical process is described, it will be neces-
sary to investigate the molecular mechanism of the areole tis-
sues that causes the movement of the meristem and promotes
the diagonal growth of the bud to break the stem epidermis and
emerge.
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APPENDIX

List of species sampled in this study, presented in alphabetical
order, and following this format: Species, Voucher
(HERBARIUM ACRONYM), Provenance and
Observations: 1: External morphology of the areole exam-
ined; 2: Anatomical slides of the areole reviewed;
*Examined or reviewed but not shown in figures.

Echinocereus acifer (Otto ex Salm-Dyck) Jacobi, Sanchez 21
(MEXU), MEX, Zacatecas: 1*, 2*. Echinocereus adustus
Engelm., Sdnchez 23 (MEXU), MEX, Chihuahua: 1%*.
Echinocereus arizonicus Rose ex Orcutt, Sdnchez 44
(MEXU), MEX, Chihuahua: 1*. Echinocereus berlandieri
(Engelm.) Haage, Arias 1454 (MEXU), MEX, Nuevo Leé6n:
1*. Echinocereus brandegeei (J. M. Coult.) K. Schum.,
Sdanchez 90 (MEXU), MEX, Baja California Sur.: 1, 2.
Echinocereus chisosensis W. T. Marshall, Sdnchez 87
(MEXU), MEX, Durango: 1*. Echinocereus cinerascens
(D. C) Lem., Arias 1732 (MEXU), MEX, Hidalgo: 1*.
Echinocereus coccineus Engelm., Sdanchez 64 (MEXU),
MEX, Chihuahua: 1*. Echinocereus dasyacanthus Engelm.,
Sdanchez 63 (MEXU), MEX, Chihuahua: 1*. Echinocereus
engelmannii (Parry ex Engelm.) Lem., Sdnchez 104
(MEXU), MEX, Baja California: 1*. Echinocereus ennea-
canthus Engelm., Arias 1427 (MEXU), MEX, Durango: 1,
2% Echinocereus fendleri (Engelm.) Riimpler, Arias 2031
(MEXU), MEX, Sonora: 1, 2. Echinocereus ferreirianus H.
E. Gates, Sdnchez 95 (MEXU), MEX, Baja California: 1, 2.
Echinocereus ferreirianus subsp. lindsayi (J. Meyran) N. P.
Taylor, Sdnchez 89 (MEXU), MEX, Baja California: 1%, 2.
Echinocereus knippelianus Liebner, Arias 2127 (MEXU),
MEX, Nuevo Leén: 1*. Echinocereus knippelianus subsp.
reyesii Lau, Arias 1939 (MEXU), MEX, Nuevo Leon: 1%*.
Echinocereus koehresianus (G. Frank) W. Rischer, Sdnchez
14 (MEXU), MEX, Sinaloa: 1*. Echinocereus laui G.
Frank, Sdnchez 33 (MEXU), MEX, Sonora: 1%*.
Echinocereus leucanthus N. P. Taylor, Arias 1845 (MEXU),
MEX, Sonora: 1*. Echinocereus longisetus (Engelm.) Lem.,
Guzmdn 1501 (MEXU), MEX, Coahuila: 1*. Echinocereus
mapimiensis Anderson, Sdnchez 84 (MEXU), MEX,

Durango: 1*. Echinocereus maritimus (M. E. Jones)
K. Schum., Sdnchez 99 (MEXU), MEX, Baja California: 1,
2.  Echinocereus metornii  G. Frank, Sdnchez 83
(MEXU), MEX, Coahuila: 1*. Echinocereus nicholii
(L. D. Benson) B. D. Parfitt, Arias 2029 (MEXU), MEX,
Sonora: 1*. Echinocereus nivosus Glass & R. A. Foster,
Sanchez 88 (MEXU), MEX, Coahuila: 1*. Echinocereus
palmeri Britton & Rose, Sdnchez 66 (MEXU), MEX,
Chihuahua: 1%, 2*. Echinocereus pamanesiorum A. B. Lau,
Arias 1879 (MEXU), MEX, Zacatecas: 1*, 2. Echinocereus
parkeri N. P. Taylor, Arias 2122 (MEXU), MEX, San Luis
Potosi: 1%, 2% Echinocereus pectinatus (Scheidw.)
Engelm., Terrazas 906 (MEXU), MEX, San Luis Potosi: 1.
Echinocereus pentalophus (DC) Lem., Arias 1740 (MEXU),
MEX, San Luis Potosi: 1, 2. Echinocereus polyacanthus
Engelm., Sdnchez 24 (MEXU), MEX, Chihuahua: 1%, 2%,
Echinocereus poselgeri Lem., Arias 1452 (MEXU), MEX,
Nuevo Leén: 1%, 2*  Echinocereus primolanatus Fritz
Shwarz ex N. P. Taylor, Arias 1959 (MEXU), MEX,
Coahuila: 1*. Echinocereus pulchellus (Mart.) C. F. Forst ex
F. Seitz, Sdnchez 08 (MEXU), MEX, Zacatecas: 1%*.
Echinocereus rayonesensis N. P. Taylor, Arias 1947
(MEXU), MEX, Nuevo Leoén: 1*. Echinocereus reichenba-
chii (Terscheck ex Walp.) Haage, Arias 1956 (MEXU),
MEX, Coahuila: 1*. Echinocereus rigidissimus (Engelm.)
Haage, Arias 2019 (MEXU), MEX, Sonora: 1%,
Echinocereus scheeri (Salm-Dyck) Scheer, Sdnchez 36
(MEXU), MEX, Chihuahua: 1, 2. Echinocereus schereri G.
Frank, Sdnchez 72 (MEXU), MEX, Durango: 1%.
Echinocereus schmollii (Weing.) N. P. Taylor, Arias 91
(MEXU), MEX, Querétaro: 1*. Echinocereus sciurus (K.
Brandegee) Dams, Arias 1836 (MEXU), MEX, Sinaloa: 1*.
Echinocereus scopulorum Britton & Rose, Arias 2017
(MEXU), MEX, Sonora: 1*. Echinocereus spinigemmatus
A. B. Lau, Arias 1874 (MEXU), MEX, Jalisco: 1%.
Echinocereus stoloniferus W. T. Marshall, Sdnchez 32
(MEXU), MEX, Chihuahua: 1*. Echinocereus stramineus
(Engelm.) Engelm. ex F. Seitz, Sanchez 77 (MEXU), MEX,
Coahuila: 1*.  Echinocereus subinermis (Salm-Dyck)
Scheer, Guzmdn 1312 (MEXU), MEX, Sinaloa: 1%*.
Echinocereus viereckii Werderm., Arias 1996 (MEXU),
MEX, Tamaulipas: 1*.  Echinocereus  viridiflorus
Engelm., Sdnchez 80 (MEXU), MEX, Coahuila: 1*.
Echinocereus waldeisii Haugg, Arias 2002 (MEXU), MEX,
San Luis Potosi: 1*. Morangaya pensilis (K. Brandegee)
G. D. Rowley, Arias 1295 (MEXU), MEX, Baja California
Sur: 1, 2.
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CAPITULO 3

Analisis filogenético de Echinocereus (Cactaceae, Cactoideae, Echinocereeae)

basado en caracteres morfoldgicos y moleculares.

Resumen

Echinocereus es un género morfologicamente diverso formado por 64 especies, las cuales
han sido agrupadas en ocho secciones con base en atributos morfoldgicos. Se ha sugerido que la
inclusion de varias fuentes de evidencia en un analisis filogenético produce hipdtesis mejor
apoyadas. En este sentido, se realizd un analisis combinado de un conjunto de 41 caracteres
morfoldgicos y seis secuencias de ADN del cloroplasto. El andlisis corrobor6 la monofilia de
Echinocereus s. s., el cual incluyé ocho grupos monofiléticos. La filogenia integr6 en diferentes
clados a taxones que se encontraban en clados no resueltos en andlisis previos y cambi6 las
relaciones de algunos clados reconocidos. Sin embargo, los clados obtenidos no recuperaron la
clasificacion infragenérica actual. Por lo tanto, los clados monofiléticos se proponen como
secciones del género, soportadas por una combinacion de caracteres morfolégicos y moleculares.
Palabras clave: Analisis combinado, atraccion de ramas largas, extraccion de ramas largas,
Echinocerus poselgeri, inferencia bayesiana, parsimonia, Costati, Echinocereus, Erecti,

Reichenbachii, Sciuri, Subinermes, Triglochidiati, Wilcoxia.

Abstract
Echinocereus is morphologically diverse including 64 species, which have been grouped

in eight sections on base in morphologic traits. It has been suggested that the inclusion of several
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types of evidence in a phylogenetic analysis produces more supported hypotheses. Therefore, we
performed a combined phylogenetic analysis with a set of 41 morphological characters and six
chloroplast DNA sequences. The analysis corroborated the monophyly of Echinocereus s. s.,
which included eight monophyletic groups. The phylogeny integrated into different clades those
taxa which were in not resolved clades in previous analyses and changed the relationships of
some recognized clades. However, the clades did not recover the actual infrageneric
classification. Therefore, the clades in Echinocereus were proposed as section of the genus,
which are supported by a combination of morphological and molecular characters.

Key words: Combined analyses, bayesian inference, Echinocereus poselgeri, long branch
attraction, long branch extraction, parsimony, Costati, Echinocereus, Erecti, Reichenbachii,

Sciuri, Subinermes, Triglochidiati, Wilcoxia.

Introduccion

La familia Cactaceae es conocida por su morfologia distintiva, como la presencia de
aréolas, extrema suculencia, diferentes formas de crecimiento y gran diversidad floral (Gibson y
Nobel, 1986; Bravo-Hollis, 1978). Existen varias monografias donde se presenta la variacion
morfoldgica en la familia (p.ej. Schumann, 1899; Berger, 1926; Britton y Rose, 1919, 1920,
1922, 1923; Anderson, 2001), asi como trabajos con descripciones detalladas y discusiones
acerca de la diversidad morfoldgica en tallo, flor, fruto y semilla en Cactaceae (Buxbaum, 1951,
1953, 1955). A partir de este conocimiento se han generado diversas propuestas de clasificacion
(Britton y Rose, 1919, 1920, 1922, 1923; Endler y Buxbaum, 1974; Hunt, 1999; Hunt et al.,
2006) e incluso se han postulado algunas aproximaciones filogenéticas (Berger, 1926; Buxbaum,

1958). En la actualidad, el analisis de los caracteres morfoldgicos ha sido menor por el uso de
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caracteres moleculares. Los caracteres morfolégicos han sido se han mapeado en las filogenias
generadas (Rebutia K. Schum., Ritz et al., 2007; Echinopsis Zucc., Schlumberger y Renner,
2012) y han servido para reconstruir estados ancestrales en el contexto de filogenias moleculares
(Pereskia Mill., Edwards et al., 2005; Schlumbergera Lem. y Hatiora Britton & Rose, Calvente
et al., 2011; Gymnocalycium Pfeiff., Demaio et al., 2011; Echinocereus, Sanchez et al., 2014).
Su incorporacion en analisis filogenéticos es menos frecuente (Echinocereeae, Terrazas y Loza-
Cornejo, 2002; Pachycereus Britton & Rose, Arias y Terrazas, 2006).

Aungue las filogenias moleculares de Nyffeler (2002) y Wallace y Gibson (2002)
proveyeron de una estructura filogenética de los linajes mayores de la familia (subfamilias y
tribus); son pocos los andlisis filogenéticos moleculares en donde los géneros han sido
delimitados con robustez.  Entre ellos, destacan los trabajos para Mammillaria Haw.
(Butterworth y Wallace, 2004), Pereskia (Edwards et al., 2005); Rebutia (Ritz et al., 2007);
Gymnocalycium (Demaio et al., 2011); Opuntia Mill. (Majure et al., 2012); Echinocereus
(Sanchez et al., 2014); y diversos géneros de las tribus Echinocereeae (Arias et al., 2003, 2005;
Korotkova et al., 2010); Rhipsalideae (Korotkova et al., 2011) y Cacteae (Vazquez-Sanchez et
al., 2013). Sin embargo, analisis filogenéticos utilizando caracteres moleculares y morfoldgicos
analizados simultdneamente no han sido realizados en la familia Cactaceae.

Se ha propuesto que la morfologia debe integrarse en la reconstruccion filogenética a
través del estudio de pocos caracteres morfoldgicos, los cuales se examinan en el contexto de la
filogenia molecular, ya que se piensa que la mayoria de los caracteres morfoldgicos son
ambiguos, con problemas dificultad para establecer homologias y homoplasicos (p. ej. Scotland
et al., 2003). Wallace y Gibson (2002) argumentan que en Cactaceae los caracteres morfoldgicos

presentan mucha plasticidad y paralelismos (homoplasias). Sin embargo, la calificacion y
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designacién de las similitudes como homologias u homoplasias no es posible asumirlas a priori,
se deben explicar mediante un analisis cladistico, en el contexto de congruencia con otros
caracteres (De Pinna, 1991; Luna y Mishler, 1996). Asi, las filogenias moleculares han sido
usadas para proveer de una descripcién de la evolucion morfol6gica sin que pueda evaluar y
confirmar el potencial real de la morfologia en reconstrucciones filogenéticas. Mapear caracteres
morfoldgicos en una filogenia molecular omite la interaccion y congruencia de los datos y no
evalua si ciertos caracteres morfoldgicos sean sinapomorfias (Assis, 2009). Nixon y Carpenter
(1996) sugirieron que un analisis de datos combinados permite que la sefial filogenética comdn a
ambos tipos de datos genere relaciones no expresadas en analisis separados, por lo que es
recomendable utilizar evidencia molecular y morfologica para obtener filogenias confiables
(Donogue y Sanderson, 1992).

El género Echinocereus (Cactoideae, Echinocereeae) presenta cerca de 64 especies (Hunt
et al., 2006) con tallos cilindricos cortos (<50 cm), namero variable de costillas, flores
infudibuliformes, frutos con espinas y semillas negras, verrucosas (Engelmann, 1848).
Echinocereus se distribuye desde el centro de México hasta el centro de los Estados Unidos,
principalmente en matorrales xer6filos y en bosques de coniferas (Taylor, 1985). Recientemente,
Séanchez et al. (2014) resolvieron que Echinocereus es un grupo monofilético, si se incluye a E.
poselgeri Lem. y se excluye a E. pensilis (K. Brandegee) J. A. Purpus, especies que habian sido
segregadas en los géneros Wilcoxia Britton & Rose (Britton y Rose, 1922) y Morangaya G. D.
Rowley (Rowley, 1974) respectivamente. Se ha propuesto que la presencia de yemas
errumpentes (Sanchez et al., 2014, 2015) y los estigmas verdes (Sanchez et al., 2014)
representan las sinapomorfias morfoldgicas para el género, aunque dichos caracteres no se han

puesto a prueba en analisis filogenéticos.
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Echinocereus incluye una amplia diversidad tanto en caracteres vegetativos (raiz, tallo,
espinas), como reproductivos (flores, frutos y semillas) (Taylor, 1985; Bravo-Hollis y Sanchez-
Mejorada, 1991; Blum et al., 1998). Considerando el elevado nimero de especies y la diversidad
morfoldgica del género, se han hecho diversas propuestas de clasificacion infragenérica (Cuadro
1). Las clasificaciones de Engelmann (1849, 1859), Schumann (1899) y Bravo-Hollis y Sanchez-
Mejorada (1991) estan basadas principalmente en caracteres vegetativos. Mientras que las
propuestas de Taylor (1985, 1993); Blum et al. (1998) y Hunt et al. (2006), se basan en una
combinacién de caracteres vegetativos y florales. Las revisiones y monografias de Echinocereus
que proponen una clasificacién infragenérica (p. ej. Taylor, 1985, 1993; Blum et al., 1998; Hunt
et al., 2006) representan hipotesis de la distribucion de los caracteres que comparte cada taxon,
que pueden evaluarse en un andlisis filogenético. La filogenia de Echinocereus basada en
secuencias de ADN de cloroplasto (Sanchez et al., 2014), recuperd nueve clados, de los cuales
solo uno de ellos es equivalente con la seccidn Triglochidiati Bravo (Taylor, 1993; Hunt et al.,
2006), mientras que el resto de las secciones representaron grupos parafiléticos y polifiléticos.
Por ejemplo, las especies que componen a la seccion Erecti (K. Schum.) Bravo se agruparon en
dos clados distintos, a pesar de su similitud morfoldgica en la forma de las espinas. La seccion
Costati (Engelm.) N. P. Taylor tampoco agrupé a todas las especies que la componen, ya que E.
longisetus (Engelm.) Lem. se encuentra colapsado en el mismo nodo. Particularmente, las
especies E. poselgeri, E. waldeisii (antes considerada como subespecie de E. poselgeri) y E.
leucanthus de la seccion Wilcoxia (Britton & Rose) N. P. Taylor, comparten varios caracteres
morfoldgicos y anatdmicos. Sin embargo, la filogenia molecular no recupera a esta seccion como
monofilética, a pesar de su fuerte similitud morfoldgica. Esta incongruencia entre la morfologia

y los secuencias de ADN puede deberse a procesos de hibridacion (Sanchez et al., 2014) o
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atraccién de ramas largas (LBA). Por ejemplo, E. poselgeri no se agrupa con sus supuestos
hermanos, sino que se resuelve como grupo hermano de E. mapimiensis, en donde ambos
taxones representan ramas largas (Sanchez et al., 2014). Se ha propuesto que la inclusién de
algunos caracteres morfologicos podria cambiar la topologia en filogenias moleculares con
problemas de LBA (Bergsten, 2005) y proveer una mayor resolucion y soporte a la filogenia
(Wortley y Scotland, 2006). Por lo tanto, en este trabajo se realiza un analisis filogenético de
Echinocereus que incluye caracteres moleculares y morfoldgicos para: i) detectar las
sinapomorfias morfoldgicas del género (Sanchez et al., 2014); ii) evaluar la posibilidad de efecto
de LBA en la posicidn filogenética de E. poselgeri; iii) comparar los grupos monofiléticos
resultantes en Echinocereus con la clasificacion infragenérica de Hunt et al. (2006) y proponer

una nueva clasificacion infragenérica, en su caso.

Materiales y métodos

Muestreo de taxones. El andlisis incluyo a 59 especies de Echinocereus que representan
la diversidad morfoldgica del género e incorpora a las ocho secciones propuestas por Hunt et al.
(2006) vy a los nueve clados obtenidos en la filogenia de Sanchez et al. (2014). El muestreo de
taxones siguid la delimitacion de especies de Hunt et al. (2006) e incorpora los cambios segin
los estudios recientes de Baker (2006a, 2006b) y Sénchez et al. (2013) para la seccion
Triglochidiati, asi como la propuesta de Blum et al. (2008) para la seccién Wilcoxia. También se
incluyeron diez especies del grupo externo que representan el grupo hermano de Echinocereus

de acuerdo a filogenias recientes (Sanchez et al. 2014; Barcenas et al. 2011).
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Cuadro 1. Resumen histérico de la clasificacion infragenérica de Echinocereus.

Engelmann, 1849

Engelmann, 1859

Schumann, 1899

Taylor, 1985

Dos secciones.
Costati Engelm.,
Sulcati Engelm.

Cuatro secciones.
Pectinati Salm-Dyck,
Decalophi Salm-Dyck,
Pentalophi Salm-Dyck,
Graciles Engelm.

Cuatro series.
Graciles,

Subinermes K. Schum.,
Prostrati K. Schum. y
Erecti K. Schum.

Ocho secciones.

Morangaya (G.D.Rowley)
N. P. Taylor, Erecti (K.
Schum.) Bravo,
Echinocereus, Triglochidiati
Bravo, Reichenbachii N. P.
Taylor, Wilcoxia (Britton &
Rose) N. P. Taylor y
Pulchellus N. P. Taylor.

Bravo-Hollis y Sanchez-
Mejorada, 1991

Taylor, 1993

Blum et al., 1998

Hunt et al., 2006

Seis secciones.
Subinermes, Scheera
Backeb., Triglochidiati,
Prostrati, Echinocereus y
Erecti.

Ocho secciones.
Morangaya, Erecti, Costati,
Echinocereus,
Triglochidiati,
Reichenbachii, Wilcoxia y
Pulchellus.

Tres subgéneros.
Morangaya (G. D. Rowley)
Lange, Triglochidiati
(Bravo) W.Blum,
Mich.Lange & Rutow y
Echinocereus (con siete
secciones): Erecti, Costati,
Subinermes, Echinocereus,
Reichenbachii, Wilcoxia y
Pulchellus.

Ocho secciones.
Morangaya, Erecti,
Triglochidiati, Costati,
Echinocereus,
Reichenbachii, Wilcoxia y
Pulchellus.

Caracteres morfologicos. Un grupo de 41 caracteres morfoldgicos fueron incorporados en

una matriz editada en Mesquite (Maddison y Maddison, 2015), considerando atributos
vegetativos y reproductivos (Apéndice 1). Los datos fueron generados en la presente
investigacion (salvo aquellos que se indique) a través de trabajo de campo, revision de
ejemplares de herbario (ARIZ, ASU, BCMEX, CIIDIR, IBUG, MEXU y UNM), ejemplares
vivos (Jardin Botanico, UNAM vy Jardin Botanico EI Charco del Ingenio, A. C.), microtecnia
vegetal y revision bibliogréfica. Los caracteres cuantitativos se midieron en imagenes de
ejemplares de herbario y material fresco con el programa Image-Pro Plus V.6.0 (Media
Cybernetics, 2006). Para establecer estados de caracter, los datos cuantitativos se estandarizaron

y se realizaron pruebas de analisis de varianza y comparacién de medias de Tukey con el

programa SAS (SAS Institute, 1989). Para describir las formas planas se utiliz6 la terminologia
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de Simpson (2006). Los caracteres anatomicos de tallo y flor de las especies de Echinocereus
(datos no publicados) se obtuvieron a través de la técnica de anatomia vegetal convencional
(Johansen, 1940). Se incluy6 la informacién anatémica publicada para algunas especies de
Echinocereus por Mauseth (1993), Loza-Cornejo y Terrazas (1996), Mauseth y Plemons-
Rodriguez (1998), Mauseth et al. (1998), Loza-Cornejo y Terrazas (2003); e informacion
anatomica del grupo externo publicada por Gibson y Horak (1978), Terrazas y Arias (2002),
Terrazas y Loza-Cornejo (2000) y Fuentes (2004). Para describir la micromorfologia de las
semillas de Echinocereus (datos no publicados), se siguid la técnica empleada por Arroyo-
Cosultchi et al. (2006). Los caracteres de la semilla se describen usando la terminologia de
Barthlott y Hunt (2000) y Koch (2009). Para algunos taxones se incluyd la informacion de la
micromorfologia de las semillas de la tribu Echinocereeae (Frank, 1990a, 1990b, 1997; Blum et
al., 1998, 2005, 2008, 2012; Barthlott y Hunt, 2000; Arias y Terrazas, 2004; Arroyo-Cosultchi et
al., 2006; Blum et al., 2008; Felix y Blum, 2011).

Secuencias de ADN vy alineamiento. Se incluyeron seis marcadores de ADN de
cloroplasto, los espaciadores intergénicos (IGS) psbA-trnH, trnQ-rps16, el intron rpll6, la region
compuesta por el intron trnL y el IGS trnL-trnF (referido como trnL-F), la region codificante
matK flanqueda por el intron trnK (referida como trnK/matK) y la region codificante rbcL. La
utilidad de estos marcadores en estudios filogenéticos en Cactaceae ha sido probada y discutida
en publicaciones recientes (p. ej. Barcenas et al., 2011; Korotkova et al., 2012; Vazquez-Sanchez
et al., 2013; Sanchez et al., 2014). Se compilaron en total 399 secuencias de ADN generadas en
las filogenias de Arias et al. (2005), Barcenas et al. (2011) y Sanchez et al. (2014), las cuales
estan depositadas en GenBank (los niUmeros de acceso de GenBank se muestran en el Apéndice

2). Las secuencias fueron alineadas a mano y concatenadas en una sola matriz. Se generd una
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matriz binaria con los eventos de insercion y delecion (indels) en las secuencias de ADN, los
cuales se codificaron bajo el método de codificacién simple (Ochoterena, 2009). La alineacién
de secuencias de ADN Yy edicion de las matrices se realizd con el programa Mesquite 3.02
(Maddison y Maddison, 2015).

Andlisis filogenéticos. Las matrices de datos morfoldgicos (Apéndice 3), indels
(Apéndice 4) vy secuencias de ADN fueron concatenadas en una matriz final, la cual fue
analizada bajo el principio de parsimonia (MP). Un analisis de inferencia bayesiana (Bl), se
utilizé para corroborar la topologia obtenida por analisis MP. EIl analisis de MP se realiz6 en
TNT v. 1.1 (Goloboff et al., 2008), utilizando so6lo los caracteres informativos para parsimonia.
Se llevd a cabo una busqueda heuristica de 1000 secuencias de adicidn aleatoria con las cuatro
nuevas tecnologias de busqueda implementadas en TNT, salvando diez arboles por réplica e
intercambio de ramas por TBR. Los valores de apoyo fueron calculados a partir de 1000 réplicas
con la misma estrategia de la basqueda heuristica. El soporte de bootstrap fue estandar (BS) y se
muestran las frecuencias absolutas. El soporte de jackkniffe (JS) se calculé removiendo el 30%
de los caracteres y se muestran las frecuencias absolutas. Se calculé un arbol de consenso estricto
con los arboles mas parsimoniosos. El anélisis de Bl se realizé con MrBayes 3.2.1 (Ronquist y
Huelsenbeck, 2003) a partir de una matriz particionada que incluia a los caracteres morfoldgicos,
las seis secuencias de ADN vy los indels codificados. La particion de los caracteres morfoldgicos
y la particion de indels codificados fueron analizadas bajo el modelo de cambio Mkv. Para cada
secuencia de ADN, el modelo de sustitucion de nucleétidos fue de seis tipos de sustitucion (nts =
6), la frecuencia de nucle6tidos fue calculada a partir de los datos de cada secuencia, y una tasa
de variacién entre sitios, modelada como distribucion gamma mas una proporcion de sitios

invariantes (rates = invgamma). Los valores de probabilidad posterior bayesianas (BPP) fueron
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calculados usando dos corridas independientes de las cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC),
cada corrida con cuatro cadenas y 2000000 de generaciones. Las cadenas de Markov fueron
muestreadas cada 10000 generaciones, la convergencia de las MCMC fue examinada
visualmente y se descartd el 10% de los arboles muestreados, el resto de los arboles y BPP
fueron resumidos en un arbol de consenso de mayoria.

Analisis de extraccién de ramas largas (LBE). Propuesto por Pol y Siddall (2001) como
una prueba para corroborar atraccion de ramas largas (LBA), con el supuesto de que una rama
larga es capaz de atraer o ser atraida por otra rama larga en un analisis. La exclusion del andlisis
de una de las ramas largas permitiria a otra rama larga agruparse en el clado correcto. En caso de
incongruencia en la topologia de los analisis de MP y BI realiz6 un analisis de LBE con los
mismo pardmetros de los analisis de MP e IB.

Optimizacion de los caracteres. Una optimizacion inequivoca se realizd con WinClada
(Nixon, 2002) sobre el arbol consenso estricto para conocer el aporte de los caracteres en la
filogenia y reconocer sinapomorfias y/o homoplasias que definen cada uno de los clados
recuperados. En algunos casos una optimizacion “acctran” o “deltran” es preferida para
reconocer las regresiones o paralelismo que sustentan algunos nodos como lo sugieren

Agnarsson y Miller (2008).

Resultados

Matriz de datos. La matriz morfoldgica contd con 41 caracteres (Apéndice 1), de los
cuales 28 corresponden a la morfologia externa de raiz, tallo, espinas, flores, fruto y semilla; diez
son caracteres anatomicos de tallo y flor, dos corresponden a la micromorfologia de la semilla y

uno citologico. La matriz de secuencias de ADN incluyd 6666 sitios, de los cuales solo 248
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fueron informativos para parsimonia. Se codificaron 35 indels a partir de las seis secuencias de
ADN, de los cuales 12 corresponden a secuencias de repeticion simple (SSR), 16 son supresiones
0 gaps, cuatro inserciones y tres inversiones. El cuadro 2 muestra los detalles numéricos para las
secuencias de ADN incluidas en el andlisis. La matriz concatenada para el analisis de MP contd
en total con 324 caracteres informativos. La matriz concatenada para el andlisis de IB contd con

6742 caracteres.

Cuadro 2. Resumen de las caracteristicas numéricas de las secuencias de ADN analizadas.

P{?_g'ﬁ' rbcL rpl16  trnK/matk  trnL-F %2?6 Combo
Taxones incluidos 66/69 66/69 66/69 69/69* 66/69 66/69 69/69
Longitud 520 578 1238 2525 1159 646 6666
Sitios no informativos 485 558 1181 2472 1106 616 6418
Sitios informativos 35 20 57 53 53 30 248
% informativos 6.73 3.46 4.60 2.09 457 4.64 3.72
Indels 9 0 7 2 13 4 35

*14 taxones incluyen sélo la region codificante matK

Anadlisis filogenéticos. El analisis MP result6 en seis arboles mas parsimoniosos (L = 876
pasos, Cl = 0.45 y un RI = 0.73). Los analisis de MP y BI de los caracteres morfoldgicos y
moleculares combinados resultaron en topologias congruentes (Figs. 1 y 2). Las diferencias
entre ambas topologias fueron que, el arbol de consenso estricto agrupé a E. poselgeri en el
clado B; y el clado B es el grupo hermano del clado C; juntos (B y C) son el grupo hermano de
los clados D-H (Fig. 1). Por su parte el arbol de mayoria de Bl agrup6 a E. poselgeri en el clado
C; y el clado B representa un grado respecto al grupo formado por los clados C-H (Fig. 2A). Sin
embargo, el analisis de LBE a través de IB, que excluyd a Echinocereus mapimiensis, agrupo a
E. poselgeri en el clado B junto con E. leucanthus y E. waldeisii; y el clado B y C son grupos
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hermanos (Fig. 2B). Este resultado corroboré el efecto de LBA en la filogenia de Echinocereus.
La hipdtesis filogenética obtenida por el andlisis de MP sera utilizada para explicar los
clados/secciones dentro de Echinocereus, los datos de BPP del anélisis de LBE serén utilizados
s6lo como comparaciéon. Bajo ambos métodos (MP y BI) el género Echinocereus resultd
monofilético (BS, JS, y BPP = 100), dentro del cual se identificaron ocho clados principales con
soporte variable (A-H; Figs. 1 y 2). Los caracteres sinapomdrficos u homoplasicos observados al

optimizar los datos son retomados en la discusion de los clados.
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Figura 1. Arbol de consenso estricto del anélisis de MP: L = 879 pasos, Cl = 0.45y un Rl = 0.73.
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Figura 2. Arboles de consenso de mayoria representados como filogramas del analisis de BI. A. Filogenia resultante del anlisis que incluye todos los
taxones. B. Filogenia resultante del analisis LBE que excluyé a E. mapimiensis (rama larga). La sombra gris muestra a E. poselgeri y sus supuestos
hermanos.
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Discusion

Distintos métodos de reconstruccion filogenética (MP o analisis basados en modelos)
utilizando el mismo conjunto de datos, cominmente reportan topologias con diferencias menores
o diferencias que presentan un bajo nivel de apoyo (Rindal y Brower, 2011). Este mismo
fendmeno ha sido observado en analisis filogenéticos en Cactaceae (p. ej. Demaoi et al., 2011;
Vazquez-Sanchez et al., 2013); sin embargo, no se discuten las causas de esas diferencias. En
este caso, el analisis de los caracteres morfoldgicos y moleculares de Echinocereus mostré una
fuerte inconsistencia en relacion a la posicion de E. poselgeri. El analisis de MP ubic6 a E.
poselgeri en el clado B con soporte moderado (BS 70%, JK 80%) (Fig. 1); mientras que en el
andlisis de IB se agrupa en el clado C, con apoyo alto (BPP 0.99), como grupo hermano de E.
mapimiensis (Fig. 2A). Sin embargo, la prueba de LBE, que excluy6 a E. mapimiensis del
analisis de IB, recuper6 nuevamente a E. poselgeri en el clado B junto con E. leucanthus y E.
waldeisii (BPP 0.98) (Fig. 2B), como sucedio en el analisis de MP. El resultado de la prueba de
LBE sugiere un efecto de LBA de E. mapimiensis sobre E. poselgeri. La prueba de LBE que
excluyo a E. poselgeri del analisis de 1B no cambia la relacion de E. mapimiensis con el clado C
(figura no mostrada), que también se observa en el analisis de MP.

El método de MP ha sido citado como mas propenso a agrupar taxones de manera
incorrecta por el fendmeno de LBA (Bergsten 2005). En un andlisis filogenético realizado en
Cactaceae, Nyffeler (2002) sugiere el uso de maxima verosimilitud (método probabilistico de
inferencia filogenética) para evitar problemas de LBA. Sin embargo, nuestros analisis muestran
que al incluir los caracteres morfoldgicos, el analisis de MP pudo evitar el problema de LBA
sobre E. poselgeri, mientras que el analisis de IB mantiene el efecto de LBA. Este mismo

agrupamiento por LBA se encontré en la filogenia molecular de Echinocereus con seis
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marcadores del ADN de cloroplasto (Sanchez et al. 2014), y recupera a E. poselgeri como
hermano de E. mapimiensis, tanto en analisis de MP como de BI. Bergsten (2005) propone que al
afiadir caracteres morfoldgicos al analisis puede recuperarse una topologia mas precisa y evitar
problemas de LBA, como se observa en nuestros resultados. También, el andlisis de MP fue mas
apropiado para evitar el efecto de LBA, como lo sugieren Pol y Sidal (2001).

El andlisis de MP arroj0 resultados mas precisos al incluir a todos los taxones
muestreados sin mostrar un agrupamiento incorrecto por LBA y presentar diferencias menores en
la resolucion de los taxones terminales. Por lo tanto, se utilizo el &rbol de consenso estricto del
analisis de MP para describir las relaciones filogenéticas de Echinocereus y optimizar los
caracteres para reconocer sinapomorfias u homoplasias, considerando los principios de
congruencia ontoldgica y epistemoldgica (Assis y Rieppel, 2011).

El analisis combinado de los caracteres morfolégicos y moleculares bajo el método de
MP corrobord que el género Echinocereus es un grupo monofilético (100% BS, 100% JK; Fig.
1) si se excluye a Morangaya pensilis, como lo sugiere Moran (1977) al discutir su morfologia,
asi como Bércenas et al. (2011) y Sanchez et al. (2014) con el andlisis de caracteres moleculares.
El presente analisis filogenético incorpor6 a E. chloranthus, E. russanthus y E. papillosus, no
incluidos previamente (Sanchez et al.,, 2014), agrup6 a E. poselgeri en un clado
morfolégicamente congruente y, aunque la topologia es semejante a la obtenida previamente
(Sanchez et al., 2014), este analisis mostrd una filogenia més resuelta en los grandes clados. Por
ejemplo, el clado de E. viridiflorus (clado F) es el grupo hermano del clado de E. engelmannii
(clado G), quienes se revelan como grupo hermano del clado de E. triglochidiatus (clado H).
Aunque las diferencias son menores, las relaciones filogenéticas de estos clados tienen

implicaciones importantes en las interpretaciones biogeograficas (Sanchez, 2015, capitulo 4).
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Wortley y Scotland (2006), sugieren que el analisis combinado de los caracteres morfolégicos y
moleculares tiene un efecto positivo sobre la resolucion, aunque no tenga un efecto significativo
sobre los valores de soporte. En este caso, el arbol de consenso estricto (Fig. 1) mostro
disminucidn en varios de los valores de apoyo de los clados recuperados, respecto a la filogenia
mostrada por Sanchez et al. (2014), y pocos clados mostraron un mayor apoyo. Por ejemplo, el
clado G que agrupa a la mayoria de las especies de la seccion Erecti presentd un apoyo de BS
53% y JK 54%, mientras que en el trabajo de Sanchez et al. (2014) se reporta un soporte de BS
78% y JK 85%. Por otro lado, en el clado H que agrupa a la seccion Triglochidiati, mejoro el
apoyo en el analisis combinado (BS 98%, JK 99%), en comparacion con el apoyo (BS 60%, JK
68%) de la filogenia de Sanchez et al. (2014). El descenso general en los valores de soporte en el
arbol de consenso estricto, se debe a la inclusion de varios caracteres vegetativos que tienen una
amplia variacion dentro de los diferentes linajes de Echinocereus, pero que han sido importantes
en la delimitacion de especies (Baker, 2006a, 2006b; Sanchez et al., 2013), como el diametro del
tallo, nimero de costillas, nimero de espinas centrales, longitud de las espinas centrales, entre
otros (Apéndice 1). De acuerdo con de Carvalho (1996), a pesar de que varios de los clados
tengan bajos niveles de apoyo, un analisis que resulta en pocos arboles igualmente parsimoniosos

(seis en este caso), es evidencia de que existe congruencia entre los datos.

Echinocereus y su clasificacion infragenérica.

El método de reconstruccion filogenética por MP permite que las relaciones de ancestria-
descendencia estén reflejadas en la clasificacion de los organismos, en donde cada taxon
contiene informacion sobre los caracteres. La prueba de congruencia entre los caracteres, mas la

polarizacion de los estados (generalmente por enraizamiento), permite reconocer sinapomorfias

51



y/u homoplasias (Assis, 2009). Si bien las sinapomorfias son preferidas, al ser evidencia
empirica de monofilia (Assis y Rieppel, 2011), las homoplasias son datos importantes, ya que
pueden estar apoyando gran parte de los nodos en un analisis filogenético y por lo tanto son
fundamentales en la diagnosis de los grupos (de Carvalho, 1996; Assis, 2009). La optimizacion
de los caracteres sobre el arbol de consenso estricto, mostr6 que tanto los caracteres
morfoldgicos, indels y secuencias de ADN, son importantes en la definicion de los clados
recuperados. Echinocereus y los principales clados recuperados dentro del género son definidos
a continuacién por estados sinapomorficos (si presentes) y una combinacion de estados
homoplasicos morfoldgicos y moleculares, como se ha hecho en otros linajes de angiospermas
(p. ej. Hughes et al., 2004; Norup et al., 2006).

Género Echinocereus (BS y JK 100%). Este linaje incluye a todas las especies propuestas
por Hunt et al. (2006), excepto E. pensilis (Morangaya pensilis). La exclusion de Morangaya
pensilis ha sido ampliamente discutida por Moran (1977) y Sanchez et al. (2014) y es
corroborada en este andlisis, donde M. pensilis no presenta los caracteres que definen al género.
Echinocereus se define por los estados sinapomorficos: presencia de yemas errumpentes, color
del estigma verde y xilema secundario no fibroso; y los estados homoplasicos: forma de
crecimiento cilindrica, didmetro del tallo de 2 a 15 cm, flores con color dominante rosa y
embrion con cotiledones cortos (Apéndice 1). EI desarrollo de yemas errumpentes ha sido
reportado para todas las especies de Echinocereus y descrito en detalle por Sanchez et al (2015),
quien sugiere que este caracter favorecid la diversificacion del género, hasta el momento las
yemas errumpentes no han sido reportadas en otro taxon de Cactaceae. Fuera de Echinocereeae,
estigmas verdes han sido reportados en Opuntia (p. €j. O. robusta, Bravo-Hollis, 1978) y

Mammillaria (p. ej. M. dioica, Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991); mientras que el xilema
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secundario no fibroso ha sido descrito para diversas especies de la tribu Cacteae (p. ej.
Mammillaria, Lophophora, Vazquez-Sanchez et al., 2011). La forma de crecimiento cilindrica,
aungue homoplasico, es un caracter distintivo en Echinocereus, ya que se encuentra dentro de un
linaje con una tendencia hacia la forma de crecimiento columnar. También las secuencias de
ADN incluidas definen a Echinocereus por 15 sitios sinapomorficos, dos sitios homoplasicos, asi
como un indel sinapomdrfico y un indel homoplasico. Actualmente, el género es dividido en
ocho secciones (Hunt et al., 2006, Cuadro 1). Sin embargo, esta clasificacion no refleja las
relaciones filogenéticas reconocidas para el género, por lo que aqui se presenta una propuesta de
clasificacion infragenérica (Apéndice 5).

Seccion Subinermes (Clado A, BS 55%, JK 63%, BPP 1; Figs. 1, 2 y 3A). Este grupo de
diez especies morfoldgicamente heterogéneas, incluyé a taxones previamente clasificados en las
secciones Reichenbachii, Pulchellus y Erecti (Hunt et al., 2006). Esta seccion esta soportada por
una homoplasia morfoldgica, pared periclinal de la semilla hemisférica (Figura 3B, Apéndice 1)
y un sitio sinapomorfico del ADN. Este clado también fue recuperado por Séanchez et al. (2014),
pero con menor soporte. Dentro de este clado, se encontrd el grupo formado por E. stoloniferus,
E. pentalophus y E. knippelianus, apoyado principalmente por caracteres moleculares, aunque la
presencia de rizomas también permite reconocerlo. Taylor (1993) agrupa E. stoloniferus y E.
pentalophus en la seccion Reichenbachii, en el grupo informal Subinermes, pero a E.
knippelianus lo incluye en la seccion Pulchellus. De acuerdo con Lange (com. pers.) existen
algunas poblaciones de hibridos de E. pentalophus y E. knippelianus; sin embargo, la revision
morfoldgica no mostrd evidencia de hibridacion. Otro grupo dentro de la seccién Subinermes con
un fuerte soporte lo integran las especies endémicas de Baja California e Islas del Golfo de

California, antes agrupados en la seccion Erecti (Taylor, 1985). La sinapomorfia morfol6gica del
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grupo es la presencia de haces corticales con fibras floematicas, ademas de seis sitios
sinapomarficos en las secuencias de ADN. De acuerdo con Taylor (1985), este grupo de especies
no presenta yemas errumpentes; sin embargo, Sanchez et al. (2015) demuestran que este grupo
de especies también desarrolla yemas errumpentes como el resto de las especies de
Echinocereus. La distribucion disyunta de la seccion Subinermes en la Sierra Madre Occidental,
Baja California y el Desierto Chihuahuense sugieren que este linaje diversifico durante el
levantamiento final de la Sierra Madre Occidental y la formacién del Golfo de California
(Sanchez, 2015, capitulo 4).

Seccién Wilcoxia (clado B, BS 75%, JK 80%, BPP 0.98, Figs. 1, 2B y 3C). Este clado
formado por tres especies, recuperd a las especies clasificadas previamente por Blum et al.
(2008) en la misma seccion, excepto E. schmollii que se agrupé en el clado hermano. E.
poselgeri es agrupado por primera vez en el mismo clado con su supuesta especie hermana (E.
leucanthus, Taylor, 1985), ya que en filogenias previas (Arias et al., 2005; Sanchez et al., 2014)
no se habian recuperado como grupo monofilético, por efecto de LBA, como ha sido descrito
anteriormente. El grupo se caracteriza por cuatro caracteres sinapomorficos, presencia de raices
tuberosas (Fig. 3D), fruto de forma eliptica, madera fibrosa sin radios y no presentan hipodermis
colenquimatosa; asi como por algunos caracteres homoplasicos como la forma de crecimiento
columnar, el didmetro del tallo menor a 2.2 cm y la pared periclinal de la semilla con
ornamentacion rugosa (Apéndice 1). Las secuencias de ADN también apoyaron a este clado con
cuatro sitios homoplasicos. Este grupo de especies representa un linaje con una alta
especializacion de sus caracteres vegetativos, particularmente de tallo y raiz (Taylor, 1985). La
madera fibrosa sin radios que presentan las especies de este grupo proporciond un mayor soporte

mecanico a los tallos delgados y sumamente largos (Loza-Cornejo y Terrazas, 1996). Este grupo

54



también presenta una distribucion disyunta, sus especies habitan en la Costa Occidental del
Pacifico y en el Desierto Chihuahuense, por lo que su distribucion ancestral fue probablemente
mas amplia (Taylor, 1985) y anterior al levantamiento de la Sierra Madre Occidental (Sanchez,
2015, capitulo 4).

Seccion Costati (clado C, BS y JK < 50%, BBP 0.99, Figs. 1, 2 y 3E). Este clado agrupé
a las nueve especies propuestas por Hunt et al. (2006) como parte de la seccion Costati, pero
debe ser expandida para integrar provisionalmente a E. mapimiensis y E. schmollii. En el analisis
filogenético de Sanchez et al. (2014), E. longisetus se recuperé6 como miembro de este grupo.
Este clado se definié por dos homoplasias morfoldgicas, presencia de tricomas cortos en los
aréolas del tubo receptacular de la flor y presencia embriones con cotiledones largos (Apéndice
1). También, pueden reconocerse un par de sitios homoplasicos en las secuencias de ADN, al
utilizar algun tipo de optimizacién (Acctran o Deltran). De acuerdo con Taylor (1993), el grupo
se define porque las flores se tornan de color marron al ser fijadas en formalina. Cortes
anatomicos de las flores de E. parkeri (Sanchez, datos sin publicar) muestran la presencia de
taninos en la epidermis de los tépalos (Fig. 3F, Apéndice 1). La optimizacién Acctran reconoce
la presencia de taninos en la epidermis de los tépalos como un caracter homoplasico diagndstico
de la seccion Costati, ya que varios miembros del grupo hermano del género (p. ej. Escontria
chiotilla, Myrtillocactus geometrizans) presentan taninos en la epidermis de los tépalos (Fuentes,
2004). La presencia de taninos en la epidermis de los tépalos de E. mapimiensis aln debe ser
corroborada, aunque evidencia preliminar muestra que las flores fijadas se tornan de color
marrén (Blum, com. pers.). La incorporacion de E. schmollii al clado resulta controversial, ya
gue no presenta ninguno de los caracteres arriba citados y se agrupa en Costati por los caracteres

moleculares. Sanchez et al. (2014) sugieren que E. schmollii pudo presentar un evento de
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hibridacion con E. cinerascens, ya que comparten el area de distribucidn, pero esa hipétesis debe
ser confirmada por la inclusion de secuencias de ADN nuclear. Los caracteres morfoldgicos de
E. schmollii muestran una afinidad con las secciones Sciuri y Reichenbachii. Las especies de este
clado se distribuyen en el Desierto Chihuahuense y la Sierra Madre Oriental y representan la
expansion y diversificacion del género hacia al este, después de que el género se origind en el
noroccidente de México (Sanchez 2015, capitulo 4).

Seccidén Sciuri (clado D, BS y JK < 50%, BPP 0.92, Figs. 1, 2 y 3G). Este clado esta
formado por once especies, miembros de la secciones Reichenbachii y Pulchellus (sensu Hunt et
al., 2006). Incluye a E. adustus como el grupo hermano del resto de las especies del grupo, las
cuales forman un grupo monofilético con un soporte bajo (BS 53% y JK 58%, Fig. 1). Este grupo
también es recuperado en la filogenia de Sanchez et al. (2014). La seccion Sciuri fue apoyada
por dos caracteres morfoldgicos homoplésicos: tallos solitarios que regularmente no ramifican y
nectario con tejido nectarial lateral corto (Fig. 3H, Apéndice 1). Las secuencias de ADN
apoyaron este clado con un sitio homoplasico y un indel sinapomérfico (SSR de cuatro bases)
del marcador psbA-trnH. Cabe resaltar que la longitud de tejido nectarial no esta asociada a la
longitud del nectario, ya que E. adustus presenta un nectario largo, con tejido nectarial basal
corto (Sanchez, datos no publicados). Dentro del clado se recuperan dos grandes grupos; uno
formado por seis especies que habitan las macizos rocosos en la Sierra Madre Occidental,
Desierto de Sonora y Costa Occidental del Pacifico Mexicano, EI Cabo e islas del Golfo de
California y el segundo grupo formado por cuatro especies que habitan la Sierra Madre
Occidental y macizos rocosos del norte del Desierto Chihuahuense.

Seccion Reichenbachii (clado E, BS 55% y JK 59%, BPP 0.99, Figs. 1, 2 y 3I). Grupo de

cincos especies que comprende algunas previamente incluidas en las secciones Reichenbachii y
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Pulchellus (sensu Hunt et al., 2006), reconocido también en el trabajo de Sanchez et al. (2014).
Las homoplasias que sustentan este grupo son la forma hemisférica de la pared periclinal de la
semilla y la presencia 10-12 costillas, esta ultima se observé como un paralelismo bajo
optimizacion deltran. Las secuencias moleculares apoyan este clado con un sitio sinapomorfico,
uno homoplasico y un indel homoplasico (delecion de 54 sitios en el marcador trnL-F). E.
spinigemmatus es el taxon mas tempranamente diversificado del clado. Las cuatro especies
restantes forman un clado con un buen soporte (BS 98%, JK 99%) y muestran como
homoplasias, la presencia de frutos con pulpa semiseca (Fig. 3J) y no presentan espinas centrales
(Apéndice 1). E. laui y E. schmollii que presentan un posicion filogenética debatible, también
presentan el indel de 54 sitios en trnL-F y frutos con pulpa semi-seca. Es probable que al incluir
marcadores de nlcleo para corroborar eventos de hibridacién en E. laui y E. schmollii (Sanchez
et al., 2014) ambos taxones aniden en la seccion Reichenbachii.

Seccién Echinocereus (clado F, BS 98%, JK 99%, BPP 1, Figs. 1, 2 y 3K). Este clado
incluyd a tres especies que tradicionalmente habian sido clasificadas dentro de la seccion
Echinocereus (Hunt et al., 2006), con excepcién E. mapimiensis (clado C, seccidén Costati). Este
pequefio clado, con tres especies, se reconoce por cuatro caracteres morfolégicos homoplasicos:
flores con una longitud menor a 4 cm, longitud del nectario de 1-2 mm, tejido nectarial en
posicion lateral y longitud de la semilla pequefia (Fig. 3L, Apéndice 1). Las secuencias de ADN
definen al clado con cuatro sitios sinapomarficos. Ademas de estos caracteres, el color amarillo o
marron de sus flores constituye un caracter que, en combinacién con la longitud de la flor,
permite reconocer a los miembros de esta seccion. Recientemente Blum et al. (2012), describen
nuevas especies pertenecientes a este grupo (p. ej. E. blumii, E. canus), la revisién de sus

caracteres morfologicos permite ubicarlas con claridad dentro de este clado. La seccidn
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Echinocereus presenta la distribucién mas nortefia dentro del género, ya que E. viridiflorus se
distribuye hasta las Praderas Semiéridas de Oklahoma, EE. UU.

Seccion Erecti (clado G, BS 53%, JK 54%, BPP 0.97; Figs. 1, 2 y 3M). Este clado
recuperd a siete especies que formaban parte de la seccién Erecti propuesta por Hunt et al.
(2006). El clado esta soportado por la forma de embudo amplio del tubo receptacular, que se
reconoce como paralelismo (Fig. 3N, Apéndice 1). Las secuencias de ADN apoyan el grupo con
un sitio sinapomérfico y uno homoplasico, ademas de un indel sinapomorfico (inversion de 14
sitios) en el marcador rpl16. La forma del tubo receptacular y el tamafio de las flores esta ligada
al sindrome de polinizacién, para miembros de este clado se ha reportado polinizacion por abejas
(p. €j. E. engelmannii, E. fasciculatus Grant y Grant, 1979), en donde el néctar no es la principal
recompensa, sino la cantidad de polen que ofrecen al visitante (Cota, 1993). Dentro de la seccion
Erecti se forman dos grupos, uno de ellos diversificé en el norte de Desierto Chihuahuense;
mientras que el otro grupo diversificd en la Sierra Madre Occidental, las Montafias de Gila y
Baja California. Al igual que en la filogenia de S&nchez et al. (2014), E. nicholii no se agrup6 en
este clado a pesar de que comparte una gran cantidad de caracteres morfoldgicos con la seccién
Erecti (Apéndices 1 y 3), que incluso lo llevd a ser considerado como subespecie de E.
engelmannii (Benson, 1982). Incongruentemente, E. nicholii se presenta como grupo hermano de
la seccién Triglochidiati, aunque no presenta soporte (BS y JK < 50%, BPP 0.59) y su
hermandad esta sustentada por un sitio homoplasico del marcador trnQ-rps16. Debido a que su
posicion es claramente ambigua y no existe informacion adicional que justifique su relacion con
la seccion Triglochidiati, en este trabajo se mantiene a E. nicholii como un taxén con

clasificacién incierta.
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Seccion Triglochidiati (clado H, BS 98%, JK 99%, BPP 1, Figs. 1, 2 y 30). Este linaje ha
sido ampliamente reconocido con base en la morfologia unica de su flor (Taylor, 1985, Fig. 3P),
e incluso ha sido propuesto como un subgénero dentro de Echinocereus (Blum et al., 1998). Las
especies de este clado presentan cinco caracteres morfologicos homoplasicos: el tubo
receptacular hasta 1.5 veces mas largo que el perianto, los estambres internos mas largos que los
externos, anteras de color parpura, el color dominante de la flor rojo y embrién con cotiledones
largos. Ademas, el clado esta apoyado por dos sitios sinapomorficos y cuatro sitios homoplasicos
de las secuencias de ADN. Los caracteres florales de la seccion Triglochidiati son referidos
como adaptaciones al sindrome de polinizacién por colibries que presenta el grupo (Taylor,
1985; Cota, 1993). Dentro de esta seccidon se define un grupo que presenta ramificacion por
rizomas (p. ej. E. scheeri) y otro grupo que presenta flores dimérficas (p. ej. E. polyacanthus).
Aunque E. yavapaiensis no fue incluido en el analisis, porque no se contd con ninguna secuencia
de ADN, sus caracteres morfoldgicos florales indican la pertenencia a esta seccion. Esta seccion
se distribuye principalmente en la Sierra Madre Occidental, Montafias de Gila, y algunos taxones
se han dispersado a la Cordillera Occidental en EE. UU., y en Baja California y el Desierto

Chihuahuense en México (Sanchez, 2015, capitulo 4).

Evolucion de caracteres.

Forma de crecimiento. Debido a la diversidad en el grado de suculencia y la forma de los
tallos, la evolucion de la forma de crecimiento (Buxbaum, 1951) y la definicién correcta de estas
formas de crecimiento (Vazquez-Sanchez et al., 2012) ha tenido particular interés en Cactaceae.
En la tribu Echinocereeae domina la forma de crecimiento columnar en arbustos y arboles

mayores de 1.5 m de longitud. En Echinocereus, el estado ancestral de la forma de crecimiento
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cilindrico derivo de manera independiente en tres estados adicionales (Apéndice 1): globoso (p.
ej. E. subinermis), columnar (p. ej. E. poselgeri) y cilindrico decumbente (p. ej. E. scheeri); en
ninguno de los casos las plantas rebasan los 1.5 m de longitud. Es probable que esta forma de
crecimiento con tallos cortos, represente un evento de paedomorfosis, el cual resulta en la
retencion de caracteres juveniles en especies derivadas (Box y Glover, 2010). Asi, la
disminucion en el tamafio del tallo en Echinocereus permitié alcanzar una edad reproductiva en
pocos afos de crecimiento con generaciones de corto tiempo. De acuerdo con Smith y Donoghue
(2008), los linajes con generaciones cortas presentan una tasa de evolucién molecular mayor que
aquellos linajes con generaciones largas, promoviendo la diversificacion. También, la forma de
crecimiento de cilindros cortos permitié a las especies de Echinocereus explotar sitios con poco
suelo, al no requerir mucho sustrato para sostenerse. La forma de crecimiento puede relacionarse
con algunas modificaciones anatomicas en el tallo de la planta, por ejemplo, las plantas con
forma de crecimiento columnar presentan una madera fibrosa, mientras que algunas especies
cilindricas decumbentes solo presentan parches de fibras en el cilindro vascular (Sanchez, datos
sin publicar). La relacion entre la forma de crecimiento y sus caracteres anatdmicos podra ser
evaluada a través de un analisis alométrico (p. ej. Vazquez-Sanchez y Terrazas, 2011).

Tipo de raiz. De acuerdo con Bravo-Hollis (1978), las raices en algunos miembros de
Cactaceae pueden almacenar agua. En Echinocereus, el tipo de raiz ancestral es fibrosa, sin
embargo adquirié dos estados nuevos durante la evolucion del género (Apéndice 1). El sistema
radicular en donde la raiz principal esta engrosada (tap-root engrosada, p. ej. E. palmeri)
aparecio paralelamente en seis ocasiones dentro del género; mientras que las raices secundarias
engrosadas (raices tuberosas, p. ej. E. leucanthus) aparecieron una vez dentro del género y

definen a la seccion Wilcoxia. Sanchez et al. (2014) proponen que las raices tuberosas se
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adquirieron al menos dos veces dentro del género, ya que, en dicho analisis, la seccion Wilcoxia
no se recuperd como un grupo monofilético. Es probable que las raices engrosadas surgieran
como una respuesta a la reduccion en la longitud o diametro del tallo, que provocd una pérdida
del tejido de almacenamiento, por lo que raiz tomé el papel de érgano de almacenamiento de
agua. Este fendmeno también se observa en otras especies con tallos delgados (p. ej. Peniocereus
zopilotensis, Arias et al., 2005) o tallos cortos (p. ej. Ariocarpus agavoides, Bravo-Hollis, 1978).

Forma del tubo receptacular. De acuerdo con Arias y Terrazas (2006), la forma de la
familia Cactaceae representa un caracter complejo. Se propone que la forma floral basica esta
dada principalmente por la forma del tubo receptacular, aunque otros caracteres como la longitud
y su asociacion con la longitud y color del perianto, permiten reconocer una mayor diversidad
floral. El estado plesiomorfico de la forma del tubo receptacular en Echinocereus es
infundibuliforme regular, el cual se ha transformado en dos estados derivados (Apéndice 1). El
tubo receptacular infundibuliforme amplio se origind de manera independiente en dos linajes
distintos (p. ej. E. engelmannii y E. enneacanthus); mientras que el tubo receptacular
infundibuliforme tubular se origind independientemente en tres ocasiones (p. ej. E.laui, E.
adustus y E. triglochidiatus). Las especies con flores de tubo receptacular infundibuliforme
regular e infundibuliforme amplio presentan polinizacion diurna por himenopteros (Cota, 1993).
Las diferentes longitudes del tubo receptacular y la asociacién del perianto y sus modificaciones
promovieron un sindrome de polinizacion mas estricto, al atraer o excluir tipos especificos de
abejas, abejorros y avispas. El tubo receptacular infundibuliforme tubular es tipico de la seccion
Triglochidiati, aunque se encuentra en especies como E. adustus y E. laui. En este caso, el tubo
receptacular funciona como un caracter de exclusién, ya que la forma angosta del tubo no

permite la entrada de cualquier visitante (Cronk y Ojeda, 2008). La especificidad del polinizador
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estd dada por los caracteres del perianto, el de color rojo en las especies de la seccion
Triglochidiati, sugiere la visita de colibries (Taylor, 1995), y la longitud del tubo receptacular
favorecera la visita de diferentes especies de colibries. Mientras que en el caso de la E. adustus y
E. laui, el color rosa palido del perianto favorece la visita de mariposas nocturnas (Sanchez, obs.
pers.), aungque permanecen abiertas durante el dia y no excluyen la visita de otros polinizadores.
La estrategia de trabajo en el estudio filogenético de Echinocereus representa un esquema
eficaz para abordar la sistematica de grupos vegetales diversos y morfolégicamente
heterogéneos. Una primera aproximacion basada en ADN de cloroplasto (Sanchez et al., 2014)
permitid entender los limites del género y su relacion con géneros cercanos, y generé una
evaluacion preliminar de la clasificacion infragenérica tradicional. Aunque la utilizacion de
marcadores de nucleo es recomendable, estos marcadores han sido pobremente utilizados en
Cactaceae (Edwards et al., 2005; Calvente et al., 2011; Majure et al., 2012; Ritz et al., 2012) y se
ha demostrado que ITS tiene pardlogos, con un alto grado de polimorfismo intra-individual
(Harpke y Peterson, 2006) lo cual no es adecuado en analisis filogenéticos porque puede generar
hipotesis filogenéticas incorrectas. Por lo anterior, la inclusion de un grupo de caracteres
morfoldgicos que han pasado por los criterios de reconocimiento de homologia, representé el
complemento l6gico para corroborar y robustecer la filogenia molecular. En este trabajo se
resume la importancia de la integracion de los caracteres morfologicos y los caracteres
moleculares, ya que permitid la aparicion de una sefial filogenética secundaria al interactuar con
los caracteres moleculares y evitd la atraccion de ramas largas dentro de algunos clados. Con
base en los caracteres morfoldgicos, se establecié el caracter o conjunto de caracteres para

diagnosticar las secciones del género recuperadas en los analisis filogenéticos.
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Figura 3. Miembros de las secciones reconocidas de Echinocereus y caracteres distintivos.
A. E. stoloniferus (D. Sanchez 32, MEXU). B. Pared periclinal de la testa de la semilla en E.
pentalophus (S. Arias 1746, MEXU). C. E. poselgeri (S. Arias 2129, MEXU). D. Raices tuberosas en
E. poselgeri (S. Arias 1492, MEXU). E. E. viereckii (S. Arias 1996, MEXU). F. Flores con taninos
en la epidermis de los tépalos en E. berlandieri (S. Arias 1454, MEXU). G. E. metornii (D. Sanchez
83, MEXU). H. Nectario en la flor de E. adustus (D. Sanchez 23, MEXU). I. E. schereri (D. Sanchez
72, MEXU). J. Fruto con pulpa semi-seca en E. schereri (D. Sanchez 72, MEXU). K. E. viridiflorus
(D. Sanchez 80, MEXU). L. Flor de E. viridiflorus (D. Sanchez 80, MEXU). M. E. engelmannii (D.
Sanchez s. n.). N. Flor de E. fendleri (S. Arias 2023, MEXU). O. E. coccineus (D. Sanchez 79,

MEXU). P. Flor de E. polyacanthus (D. Sanchez 24, MEXU).
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Apéndice 1. Definicion de caracteres y estados de caracter en Echinocereus.

1. Habito. De acuerdo con Judd et al. (2008) el habito se refiere al aspecto general de la
planta y distingue tres formas principales: hierba, arbusto y arbol. Este concepto es adoptado por
Vazquez-Sanchez et al. (2012), en un estudio de la tribu Cacteae y puntualiza que el habito es un
caracter diferente a la forma de crecimiento. En la tribu Echinocereeae, se reconocen dos habitos,
el arbustivo y el arborescente.

(0) Habito arbustivo, (1) habito arborescente.

2. Forma de crecimiento. Vazquez-Sanchez et al. (2012), distinguen entre los conceptos,
habito, forma de vida y forma de crecimiento. Los autores establecen cuatro formas de
crecimiento a partir de la relacion del diametro y longitud de la parte aérea del tallo en varias
especies de la tribu Cacteae. Sin embargo, la tribu Echinocereeae muestra una mayor variacion
en la altura y didametro de los tallos de las especies que la conforman. Por lo tanto, aqui se
establecen otros estados de caracter, con base en el método utilizado por Vazquez-Sénchez et al.
(2012). Columnar erecta, si la altura de la planta es mas de diez veces que el diametro del tallo y
puede sostener su propio peso (p. ej. Pachycereus pringlei). Columnar decumbente, si la altura
de la planta es mas de diez veces que el diametro del tallo y no puede sostener su propio peso (p
ej. Stenocereus alamosensis). Cilindrica erecta, la altura es dos y hasta diez veces mayor que el
diametro del tallo y puede sostener su propio peso (p. ej. Echinocereus dasyacathus). Cilindrica
decumbente, la altura es de dos y hasta diez veces mayor que el diametro del tallo y no puede
sostener su propio peso (p. ej. E. pentalophus). Globoso, si el tallo tiene aproximadamente la

misma altura que didmetro.
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(0) Forma de crecimiento columnar erecto, (1) forma de crecimiento columnar decumbente, (2)
forma de crecimiento cilindrica erecta, (3) forma de crecimiento cilindrica decumbente, (4)
forma de crecimiento globoso.

3. Tipo de tallo. La mayoria de las especies de cactaceas presentan sélo tallos aéreos. Sin
embargo, algunas especies tienen tallos subterrdneos, los cuales pueden ser verticales u
horizontales. Taylor (1985) describe la presencia de tallos subterraneos horizontales (caudex) en
la seccion Pulchellus (p. ej. E. pulchellus), en donde existe una regién aérea y una region
subterranea. Blum et al. (1998) sefialan la existencia de tallos subterraneos horizontales en
Echinocerus (p. ej. E. scheeri), en donde los tallos jovenes son subterraneos y al crecer la parte
superior del tallo es aérea.

(0) Tallos aéreos, (1) tallos subterraneos verticales (caudex; Simpson, 2006), (2) tallos
subterraneos horizontales (rizoma; Simpson, 2006).

4. Diametro del tallo. De acuerdo con Sanchez et al. (2013) este caracter permite
reconocer grupos de especies en Echinocereus seccion Triglochidiati. EI didmetro del tallo se
midio6 en la zona media de individuos maduros en las especies incluidas en el analisis. El analisis
de varianza (P<0.05) y el analisis de comparacion de medias de Tukey (P<0.05) permitio
reconocer tres estados de cardcter.

(0) Tallos con diametro < 2.2 cm, (1) tallos con diametro 2.2 a 15 cm, (2) tallos con didmetro >
15 cm.

5. Ramificacion del tallo. En Cactaceae, las ramas laterales surgen de las aréolas; no
obstante, los tallos de las especies de la familia presentan un gran nimero de aréolas, la
ramificacion puede o no presentarse (Gibson y Nobel, 1986). Este fenébmeno también se puede

observar en Echinocereus, en el que existen especies con ramas laterales (p.ej. E. pentalophus, E.
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brandegeei); y otras que ramifican solo si existe un dafio en el meristemo apical del tallo,
presentando por lo regular tallos solitarios (p. ej. E. pectinatus, E. sciurus).
(0) Tallos ramificados, (1) tallos solitarios.

6. Numero de costillas. Las costillas en la familia Cactaceae representan podarios en
hileras verticales (Zuccarini, 1837). Todas las especies de la tribu Echinocereeae presentan
costillas; sin embargo, el nimero de costillas puede variar entre las especies. Dicho caracter
resultd importante para distinguir grupos de especies de Echinocereus seccion Triglochidiati
(Sanchez et al., 2013). El namero de costillas se contd en individuos maduros de las especies de
Echinocereus. El analisis de varianza (P<0.05) y el analisis de comparacién de medias de Tukey
(P<0.05) permitio reconocer cinco estados de caracter:

(0) Tallos con <5 costillas, (1) tallos con 5-9 costillas, (2) tallos con 10-14 costillas, (3) tallos
con 15-23 costillas, (4) tallos con >23 costillas.

7. Tipo de raiz. La presencia de raiz fibrosa es la condicion general en las cactaceas. Sin
embargo, en la tribu Echinocereeae se observan algunos taxones que presentan raices
engrosadas. En Echinocereus definimos dos tipos de raices engrosadas: las que se derivan de la
raiz principal (taproot, p.ej. E. schmollii), y las que se derivan de las raices secundarias formando
raices tuberosas (p. €j. E. poselgeri).

(0) Raiz fibrosa, (1) raiz principal engrosada (taproot), (2) raices secundarias engrosadas
(tuberosas).

Las espinas en las aréolas de las cactaceas son elementos morfolégicos muy distintivos en
la familia. Diversos autores han descrito la gran variacién que existe en las espinas dentro de la
familia (p.ej. Buxbaum, 1951; Gibson y Nobel, 1986). Esta variacion puede observarse en el

namero de espinas, forma de las espinas, arreglo de las espinas en la aréola, entre otros. Si bien
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existen algunas clasificaciones respecto a las caracteristicas de las espinas, éstas combinan
atributos, que representan varios caracteres complejos. El género Echinocereus no es la
excepcion y muestra una gran variacion en los caracteres de las espinas. Los siguientes
caracteres codifican por separado algunos de los atributos mas distintivos de las espinas
(caracteres 8-11).

8. Numero de espinas centrales. No obstante la variabilidad de este caracter para algunas
especies, se ha mostrado su utilidad para distinguir grupos de especies de la seccion
Triglochidiati (Sanchez et al., 2013) de Echinocereus. A partir de un anlisis de varianza
(P<0.05) y comparacion de medias de Tukey (P<0.05) del nimero de espinas centrales en
individuos maduros de las especies de Echinocereus.

(0) Aréolas con 1-2 espinas centrales, (1) Aréolas con 3-6 espinas centrales, (2) Aréolas con >6
espinas centrales, (3) Aréolas con 0 espinas centrales.

9. Forma de las espinas centrales. En cactéceas, la forma de las espinas es un atributo que
permite distinguir especies. Para Echinocereus, Taylor (1985) propone que la forma de la espina
central permite reconocer a algunos grupos de especies (p.ej. grupo E. engelmannii). A partir de
la variacion encontrada en el género, la forma de la espina se observa en corte transversal de la
base de la espina. Se propone la forma circular para aquellas que muestran un circulo u 6valo en
su base, forma angulada para aquellas que muestran un triangulo o un rombo equilatero en su
base y forma aplanada para aquellas que muestren un rombo con el eje horizontal del doble de
longitud respecto al eje vertical.

(0) Espina central circular, (1) espina central angulada, (2) espina central aplanada.
10. Consistencia de las espinas en las aréolas del tallo. Las espinas en Cactaceae

presentan diferente consistencia y pueden ser rigidas o flexibles (Gibson y Nobel, 1986). De
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acuerdo con Mosco (2009), la dureza y flexibilidad de las espinas estan relacionadas con el grado
de esclerificacion de las mismas. En Echinocereus, existe un grupo de especies con espinas
flexibles en las aréolas del tallo, que se pueden doblar facilmente sin que se rompan, las cuales
son definidas como espinas setosas, mientras que otras especies presentan espinas rigidas que se
quiebran al doblarse.

(0) Espinas de consistencia rigida, (1) espinas de consistencia setosa.

11. Arreglo de las espinas radiales. El conjunto espinas en la aréola puede presentar
diferentes configuraciones, de acuerdo a la orientacion de sus espinas radiales. En algunas
especies se puede observar un arreglo radial de las espinas, es decir, apuntando en todas
direcciones (p.ej. E. acifer). Mientras que otras especies presentan un arreglo pectinado de las
espinas radiales, en donde la mitad de éstas presenta una orientacion hacia el lado izquierdo y la
otra mitad hacia el lado derecho de la aréola. En algunos casos, el arreglo pectinado puede
presentar un surco que corre por en medio de la aréola (p.ej. E. adustus) o bien no distinguirse
surco alguno (p.ej. E. pectinatus). Por lo tanto se distinguen tres arreglos.
(0) Arreglo radial, (1) arreglo pectinado con surco, (2) arreglo pectinado sin surco.

12. Desarrollo de las yemas. Sanchez et al. (2015) muestran que el meristemo de la aréola
se mueve y queda encerrado en el cortex del tallo. Cuando el meristemo de la aréola se desarrolla
como una yema vegetativa o floral, brota rompiendo la epidermis circundante a la aréola. Taylor
(1985) llama a este caracter como yemas errumpentes.

(0) Yemas florales no errumpentes, (1) yemas florales errumpentes.
13. Color del estigma. Los estigmas de la flor en la familia Cactaceae presentan diversos

colores (p.ej. rojos, amarillos, verdes) De acuerdo con Taylor (1985) en Echinocereus los
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estigmas pueden presentar tonos de color que van del amarillo palido al verde. La revision de
este caracter permite establecer dos estados de caracter.
(0) Estigmas en tonos de color amarillo, (1) estigmas en tonos de color verde.

Las formas de la flor descritas por Buxbaum (1953) para Cactaceae no son suficientes
para abarcar la variacion encontrada en la tribu Echinocereeae. Arias y Terrazas (2006) sugieren
que se trata de un caracter complejo y que la forma de la flor debe de ser sujeta a un estudio
anatomico que permita comprender las regiones involucradas en este érgano. Por lo tanto, los
caracteres 14-17, tratan de descomponer la forma de la flor para un mejor entendimiento de su
evolucion en el grupo.

14. Forma del tubo receptacular de la flor. En Echinocereus la diversidad floral es notable
Taylor (1985) y Cota (1993) sefialan que la morfologia floral esta relacionada con el sindrome de
polinizacion de las especies. De acuerdo con Blum et al. (1998) se pueden distinguir al menos
tres formas. Nuestras observaciones concuerdan con los formas de la flor propuestas por este
autor, y proponemos que se deben establecer con base en la forma del tubo receptacular. La
forma fue establecida al medir el diametro del tubo en la region inferior, region media y regién
superior del tubo receptacular (x: y: z). Infundibuliforme regular: el diametro en la base del tubo
receptacular aumenta de manera gradual hasta rebasar el doble de diametro en el &pice del tubo
(1: 1.5: 2.3). Infundibuliforme amplia: el didmetro del tubo receptacular aumenta bruscamente
por un recurvamiento del tubo para superar el doble de diametro en el pice del tubo (1: 1: 2.5).
Infundibuliforme tubular: el diametro en la base del tubo receptacular va aumentando poco a

poco hasta alcanzar el doble de diametro (1: 1.3: 2).
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(0)) Tubo receptacular infundibuliforme regular (1: 1.5: 2.5),
1) tubo receptacular infundibuliforme amplio (1: 1: 2.5),
(2) tubo receptacular infundibuliforme tubular (1:1.5:2).

15. Relacion de la longitud del tubo receptacular con la longitud del perianto.
Independientemente de la forma del tubo receptacular de la flor, en Echinocereus el tubo
receptacular y el perianto presentan diferentes longitudes, lo cual permite distinguir diferentes
combinaciones de ambos caracteres. El analisis realizado por Sanchez et al. (2013), muestra que
este relacion permite reconocer especies en la seccion Triglochidiati. Con base en el analisis de
varianza (P<0.05) y el andlisis de comparacién de medias de Tukey (P<0.05), establecieron
cuatro estados de caracter.

(0) Perianto hasta 1.5 veces mas largo que el tubo receptacular,
(1) perianto mas de 1.6 veces mas largo que el tubo receptacular,
(2) tubo receptacular hasta 1.5 veces mas largo que el perianto,
(3) tubo receptacular mas de 1.6 veces mas largo que el perianto.

16. Longitud de la flor. Al igual que el caracter anterior, el analisis de Sanchez et al.
(2013), muestra que este caracter longitud de la flor permite reconocer especies en la seccion
Triglochidiati. El analisis de varianza (P<0.05) y el andlisis de comparacién de medias de Tukey
(P<0.05), establecieron tres estados de caracter.

(0) Longitud de la flor de 4 — 8.5 cm, (1) longitud de la flor > 8.5 cm, (2) <4 cm.

17. Relacion de la longitud de los estambres internos y externos. En Cactaceae, los
estambres surgen a lo largo del tubo receptacular de la flor. En algunas especies, la longitud de
los filamentos de los estambres de las series basales (estambres internos) es mayor, mientras que

las series superiores (estambres externos) son mas cortos. En otras especies, los filamentos de los

estambres de las series basales y superiores presentan wuna longitud similar.
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(0) Longitud de los estambres internos y externos similar, (1) longitud de los estambres internos
mayor a la longitud de los estambres externos.

18. Longitud del nectario. En Cactaceae, se conoce como nectario al cilindro formado por
la region interna del tubo receptacular, que incluye al tejido nectarial y almacena el néctar
producido. En Echinocereeae la longitud del nectario es variable, tan solo en Echinocereus,
existen flores con nectarios largos, debido a su sindrome de polinizacion por colibries (Taylor,
1985) o nectarios cortos en donde la produccion de néctar es minima (Cota, 1993). Por lo tanto,
se sugieren los siguientes estados de caracter a partir de un analisis de varianza (P<0.05) y
comparacion de medias de Tukey (P<0.05) para los taxones incluidos en este estudio.

(0) Longitud del nectario > 9 mm, (1) longitud del nectario de 3-8 mm, (2) longitud del nectario
de 1-2 mm.

19. Posicién del tejido nectarial. Independientemente de la longitud del nectario, los
cortes longitudinales de la flor permitieron distinguir que las células del tejido nectarial se ubican
en diferentes posiciones dentro del nectario. Lateral, cuando se observa que el tejido nectarial se
ubica en las paredes laterales internas del tubo receptacular, siendo mas largo que ancho. Basal,
cuando se observa que el tejido nectarial se ubica en la base de las paredes laterales internas del
tubo receptacular, siendo isodiamétrico.

(0) Posicion lateral, (1) posicion basal.

20. Color de la antera. Las flores en antesis de algunas especies de Echinocereus
permitieron distinguir que las anteras dehiscentes pueden presentar una coloracion distinta a la
del grano de polen. Blum et al. (1998) sugieren que el color de la antera es (til para reconocer
grupos de especies. Aqui se reconocen dos estados de caracter.

(0) Anteras con tonos de color amarillo, (1) Anteras con tonos de color purpura.
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21. Color dominante de la flor. En las angiospermas, el color de la flor esta definido
principalmente por el perianto y esté asociado al sindrome de polinizacién que cada taxén puede
presentar. En Echinocereus, los tépalos pueden presentar un solo color o mostrar varios. Sin
embargo, existe un color dominante, el cual se presenta en el tercio superior de los tépalos
internos. Taylor (1985) y Blum et al. (1998) proponen que el color de la flor es un caracter
diagndstico para reconocer a algunos grupos en Echinocereus. El color dominante de la flor se
establece a partir de la tabla provista por World Color  Survey
(http://www.icsi.berkeley.edu/wcs/data.html).

(0) Blanco (A), (1) Amarillo (C9-11), (2) Purpura (H32-36), (3) Rosa (E36-39, F36-39), (4) Rojo
(E1-4, F1-4), (5) Café (11-4).

22. Tono del color de la garganta del perianto. En Cactaceae, las flores pueden presentar
distintos colores en diferentes regiones de los tépalos. La diferenciacion de color en la garganta
de la flor es, en algunos casos, contrastante con el del tercio superior de los tapalos, y puede
representar una guia para el polinizador efectivo. Blum et al. (1998) sugieren que el color de la
garganta de la flor puede ser un caréacter importante para el reconocimiento de grupos de especies
en Echinocereus. Al comparar el color dominante de la flor con el tono del color de la garganta,
se pueden distinguir tres estados.

(0) Garganta que contrasta con el tercio superior de los tépalos por sus colores claros, (1)
garganta que contrasta con el tercio superior de los tépalos por sus colores obscuros, (2) garganta
sin contraste de color con el tercio superior de los tépalos.

23. Sexualidad floral. La presencia de flores unisexuales ha sido reportada en diversas
especies de la familia Cactaceae. Hoffman (1992) y Baker (2006b) han descrito flores

funcionalmente femeninas en Echinocereus. Las observaciones realizadas en campo corroboran
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la existencia de poblaciones de algunas especies de la seccion Triglochidiati con dimorfismo
floral, en donde algunos individuos producen flores pistiladas, mientras que otros individuos
presentan flores bisexuales.

(0) Flores bisexuales, (1) flores unisexuales.

24. Longitud de los tricomas de las aréolas del tubo receptacular de la flor. Una de las
caracteristicas de las aréolas en Cactaceae es que estan cubiertas por tricomas. En Echinocereus
las aréolas del tubo receptacular de la flor presentan tricomas cortos en algunas especies,
mientras que en otras existen tricomas largos, dando la apariencia de densidad (Taylor, 1985;
Blum et al., 1998). Estos autores proponen que la densidad de los tricomas en el tubo
receptacular permite distinguir grupos de especies. Por lo tanto, este caracter fue evaluado
midiendo la longitud de los tricomas de las aréolas del tubo receptacular, a través de un analisis
de varianza (P<0.05) y un analisis de comparacion de medias (P<0.05). Este andlisis establece
los siguientes estados de caracter.

(0) Tricomas cortos: < 1.5 mm; (1) tricomas largos: >1.5mm.

25. Consistencia de las espinas en las aréolas del tubo receptacular de la flor. En
Cactaceae, las espinas de las aréolas del tubo receptacular de la flor pueden ser rigidas o flexibles
(setosas). La dureza y flexibilidad de las espinas estan relacionadas con el grado de
esclerificacion de la espina (Mosco, 2009). En Echinocereus, se observa que independientemente
de la consistencia de las espinas del tallo, algunas especies presentan una consistencia diferente
en las aréolas del tubo receptacular de la flor. Por ejemplo E. parkeri presenta espinas rigidas en
el tallo, pero espinas flexibles (setosas) en las aréolas de tubo receptacular.

(0) Espinas de consistencia rigida en las aréolas de la flor, (1) espinas de consistencia setosas en

las aréolas de la flor.
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26. Forma del fruto. En Cactaceae los frutos son globosos o piriformes de dimension
variable (Bravo-Hollis, 1978). En un plano, esta forma puede representarse de acuerdo a su
relacion de largo y ancho (Simpson, 2006). En Echinocereus se reconocen dos estados de
caracter para la forma plana del fruto.

(0) Forma circular del fruto, 1:1- 6:5; (1) forma eliptica del fruto, 2:1 - 3:2.

27. Consistencia de la pulpa del fruto. Los frutos en Cactaceae son frutos accesorios, no
obstante, son tratados como bayas (Buxbaum, 1955). En Echinocereus, la mayoria de las
especies muestra frutos tipo baya, en donde los funiculos son jugosos, mientras que otras
especies presentan frutos semi-secos o secos en los que los funiculos no son jugosos.

(0) Fruto con pulpa jugosa, (1) fruto con pulpa seca.

28. Nivel de ploidia. Los reportes de especies poliploides en Cactaceae han sido
constantes (p. ej. Pinkava et al., 1973; Cota y Philbrick, 1994). Cota y Wallace (1995)
argumentan que en Echinocereus los caracteres citologicos, como el nimero de cromosomas,
proveen informacion adicional para caracterizar especies. Se reconocen dos estados de caracter.
(0) Complemento cromosémico diploide, (1) complemento cromosdmico tetraploide.

29. Capas celulares en la hipodermis. Por lo general en la subfamilia Cactoideae existe
una hipodermis por debajo de la epidermis (Terrazas y Arias, 2002). La hipodermis esta
compuesta por colénquima, su grosor y cantidad de estratos celulares varia entre las especies
(Loza-Cornejo y Terrazas, 2003).En Echinocereus y géneros hermanos se reconocen cuatro
estados de carécter.

(0) Hipodermis con 1-2 capas, (1) hipodermis con 3-5 capas, (2) hipodermis con >6 capas, (3)

hipodermis ausente.

84



30. Cuerpos de silice en la epidermis del tallo. Las inclusiones celulares como cuerpos de
silice, representan caracteres taxonémicos importantes a diferentes niveles taxondémicos (Prychid
et al., 2003). En Cactaceae, Loza-Cornejo y Terrazas (2003) muestran la presencia de cuerpos de
silice en la epidermis e hipodermis de Echinocereus pensilis y Stenocereus.

(0) Epidermis sin cuerpos de silice, (1) epidermis con cuerpos de silice.

31. Xilema secundario. Terrazas y Arias (2002), sugieren que en Cactoideae el xilema
secundario o madera se puede dividir en dos grandes grupos: madera fibrosa y madera no
fibrosa. El primer tipo de madera presenta porosidad difusa con vasos solitarios o arreglados en
pequefios grupos, fibras, parénquima paratraqueal escaso y radios por lo general esclerificados.
El segundo tipo de madera presenta vasos, una matriz de traqueidas de banda ancha, parénquima
paratraqueal escaso Yy radios no lignificados. Loza-Cornejo y Terrazas (1996) muestran que en
algunas especies de Echinocereus existe madera fibrosa en donde los radios desaparecen.

(0) Xilema secundario fibroso con radios, (1) xilema secundario fibroso sin radios, (2) xilema no
fibroso.

32. Tipo de haces corticales del tallo. El tejido vascular puede encontrarse fuera del
cilindro vascular, ya sea en haces corticales o haces medulares. En Cactaceae encontramos haces
corticales sélo en la subfamilia Cactoideae. Los haces corticales son colaterales, formados por
floema y xilema primario y/o floema y xilema secundario (Terrazas y Mauseth, 2002). Se ha
reportado que algunas especies presentan haces corticales con fibras floematicas (Terrazas y
Loza-Cornejo, 2002) o haces corticales con fibras xilematicas, aunque estas Ultimas son raras
(Mauseth y Sajeva, 1992). Se reconocen dos estados de caracter para este analisis.

(0) Haces corticales sin fibras floematicas, (1) haces corticales con fibras floematicas.
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33. Taninos en la epidermis de los funiculos de los 6vulos. Buxbaum (1962) reporta la
presencia de pigmentos en las células de epidermis del funiculo en Myrtillocactus, a las cuales
Ilamé células perla (“Perlzellen”). Gibson y Horak (1978) identifican estas células pigmentadas
en Polaskia y Stenocereus, entre otros géneros. Fuentes (2004) realiza un estudio anatdmico de
las flores de especies de columnares mexicanas y corrobora la presencia de taninos en la
epidermis del funiculo en algunos géneros (p.ej. Myrtillocactus, Stenocereus, Polaskia). La
autora detecta que otros géneros como Lophocereus o Pachycereus carecen de estos taninos en la
epidermis del funiculo del évulo.

(0) Epidermis de los funiculos sin taninos, (1) epidermis de los funiculos con taninos.

34. Taninos en la epidermis del cuerpo del 6vulo. Independientemente de la presencia de
taninos en los funiculos del évulo, algunos géneros presentan células con taninos en el resto del
6vulo. En Stenocereus se observan taninos en la epidermis del funiculo y en el cuerpo del 6vulo,
mientras que en la mayoria de los Echinocereus s6lo se observan taninos en la epidermis del
cuerpo del 6vulo, no en los funiculos.

(0) Epidermis del 6vulo sin taninos, (1) epidermis del évulo con taninos.

35. Taninos en la epidermis de los filamentos de los estambres. Ademas de los “células
pigmentadas” (taninos) en la epidermis del 6vulo, Gibson y Horak (1978) mencionan que estos
taninos también se encuentran en los filamentos de los estambres. Este caracter es corroborado
por Fuentes (2004) para algunos géneros columnares.
(0) Epidermis de los filamentos de los estambres sin taninos, (1) epidermis de los filamentos de
los estambres con taninos.

36. Taninos en la epidermis de la antera. Gibson y Horak (1978) y Fuentes (2004)

reportan que algunas especies pueden presentar taninos en la epidermis de los filamentos, asi
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como en la pared de la antera. En Echinocereus se observan taninos en la epidermis de los
filamentos de los estambres, pero no en la epidermis de la pared de la antera.

(0) Epidermis de la pared de la antera sin taninos, (1) epidermis de la pared de la antera con
taninos.

37. Taninos en la epidermis de los tépalos. También, los tépalos pueden presentar taninos
en las células epidérmicas (Gibson y Horak, 1978; Fuentes, 2004). En Echinocereus s6lo algunas
especies presentan este caracter. Taylor (1993) propone que el grupo Costati de Echinocereus
puede reconocerse por la presencia de “pigmentos” (taninos) en los tépalos.

(0) Epidermis de los tépalos sin taninos, (1) epidermis de los tépalos con taninos.

38. Longitud de los cotiledones del embrion. Buxbaum (1955) menciona que en
Cactoideae existe una tendencia en el embrion a reducir el tamafio de los cotiledones y trasladar
las sustancias de reserva al hipocotilo. Blum et al. (1998) sugieren que en Echinocereus podemos
encontrar semillas con cotiledones largos y semillas con cotiledones cortos. La extraccion de los
embriones de las semillas permitié reconocer tres estados.

(0) Embrién con cotiledones muy largos: > 1 mm), (1) embrién con cotiledones largos: > 0.5
mm, (2) embrién con cotiledones cortos: <0.5 mm.

39. Longitud de la semilla. Este caracter se refiere a la distancia que existe desde la zona
apical de la semilla a la regién hilo-micropilar. Para este caracter no se contd con suficientes
semillas para realizar un analisis estadistico y establecer los estados de caracter. Por lo tanto, se
utilizan los estados de caracter propuestos por Barthlott y Hunt (2000) en su estudio de la
diversidad de semillas en Cactoideae.

(0) Muy larga: 3.0-3.9 mm, (1) larga: 2.0-2.9 mm, (2) media: 1.2-1.9 mm; (3) corta 0.9-1.1 mm.
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40. Forma de la pared periclinal de las células de la testa en la region lateral. Al igual que
en la epidermis del tallo, la pared periclinal de las células de la testa de la semilla presentan
distintos niveles de convexidad. Los estados de caracter asociados a la pared periclinal de las
células son descritos por Koch (2009). Aqui se reconocen cuatro estados para el grupo de
taxones estudiado.

(0) Pared periclinal plana, (1) Pared periclinal convexa, (2) Pared periclinal hemisférica, (3)
Pared periclinal cupular.

41. Ornamentacion de la region lateral de la testa. Las paredes anticlinales de las células
de la region lateral de la semilla pueden presentar diversos grados de individualidad. En las
especies estudiadas se encuentran semillas en donde las paredes anticlinales de cada célula no se
distinguen dando una escultura lisa; en otras semillas las paredes anticlinales son muy distintivas,
permite observar la individualidad de cada célula, mostrando una escultura verrucosa; en otras
semillas las paredes anticlinales no se distingue completamente y las células de la region lateral
parecen estar unidas, dando una apariencia de cadenas de células tipico de una escultura rugosa.

(0) Lisa, (1) Verrucosa, (2) Rugosa.
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Apéndice 2. Lista de los numeros de acceso de las secuencias de cloroplasto de GenBank
incluidas en el analisis.
Las especies se encuentran ordenadas alfabéticamente y las accesiones corresponden al

siguiente orden: rbcL, psbA-trnH, rpl16, trnL-F, trnQ-rpsl6, trnK/matK.

Cephalocereus totolapensis (Bravo & T. MacDoug.) Buxb.: KF783855, KF783479,
KF783557, KF783627, KF783698, — / KF783777. Echinocereus acifer (Otto ex Salm-Dyck)
Jacobi: KF783404, KF783480, KF783559, KF783629, KF783700, — / KF783779.
Echinocereus adustus Engelm.: KF783450, KF783481, KF783604, KF783674, KF783746,
FN997021/ KF783825. Echinocereus arizonicus Rose ex Orcutt: KF783405, KF783482,
KF783560, KF783630, KF783701, — / KF783780. Echinocereus barthelowanus Britton &
Rose: KF783473, KF783532, KF783621, KF783691, KF783770, FN997309/ FN997309.
Echinocereus berlandieri (Engelm.) Haage: KF783406, KF783483, KF783561, KF783631,
KF783702, FN997365/ FN997365. Echinocereus bonkerae Thornber & Bonker: KF783407,
KF783484, KF783567, KF783632, KF783703, — / KF783782. Echinocereus brandegeei (J. M.
Coult.) K. Schum.: KF783408, KF783485, KF783562, KF783633, KF783704, FN997311/
FN997311. Echinocereus bristolii W. T. Marshall: KF783409, KF783486, KF783563,
KF783634, KF783705, FN997228/ KF783784. Echinocereus chisosensis W. T. Marshall:
KF783475, KF783534, KF783623, KF783693, KF783772, — |/ KF783848. Echinocereus
chloranthus (Engelm.) Hort. F.A. Haage: —, —, —, —, —, HQ620870/ HQ620870.
Echinocereus cinerascens (D. C.) Lem.: KF783411, KF783488, KF783565, KF783636,
KF783707, FN997038/ KF783786. Echinocereus coccineus Engelm.: KF783412, KF783489,

KF783566, KF783637, KF783708, — / KF783787. Echinocereus dasyacanthus Engelm.:
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KF783413, KF783490, KF783568, KF783638, KF783709, FN997564/ KF783788.
Echinocereus engelmannii (Parry ex Engelm.) Lem.: KF783414, KF783491, KF783570,
KF783639, KF783710, FN997528/ KF783789. Echinocereus enneacanthus Engelm.:
KF783415, KF783492, KF783573, KF783640, KF783711, FN997508/ FN997508.
Echinocereus fasciculatus (Engelm. ex S. Watson) L. D. Benson: KF783416, KF783493,
KF783571, KF783641, KF783712, FN997220/ FN997220. Echinocereus fendleri (Engelm.)
Rumpler: KF783417, KF783494, KF783572, KF783642, KF783713, FN997566/ FN997566

Echinocereus ferreirianus H. E. Gates, KF783418, KF783495, KF783574, KF783643,
KF783714, FN997372/ KF783793. Echinocereus grandis Britton & Rose: KF783420,
KF783497, KF783576, KF783645, KF783716, FN997344/ KF783795. Echinocereus
knippelianus Liebner: KF783421, KF783498, KF783577, KF783646, KF783717, FN997181/
KF783796. Echinocereus koehresianus (G. Frank) W. Rischer: KF783422, KF783499,
KF783578, KF783647, KF783718, FN997010/ KF783797. Echinocereus laui G. Frank:
KF783451, KF783500, KF783605, KF783675, KF783747, FN997186/ KF783826.
Echinocereus leucanthus N. P.Taylor: KF783452, KF783501, DQ100001, DQ099932,
KF783748, FN997230/ KF783827. Echinocereus longisetus (Engelm.) Lem.: KF783423,
KF783502, KF783579, KF783648, KF783719, FN997515/ FN997515. Echinocereus
mapimiensis Anderson: KF783858, KF783535, KF783624, KF783694, KF783773, FN997198/
FN997198. Echinocereus maritimus (M. E. Jones) K. Schum.: KF783424, KF783503,
KF783580, KF783649, KF783720, FN997333/ KF783799. Echinocereus metornii G. Frank:
KF783476, KF783536, KF783626, KF783696, KF783775, — / KF783851. Echinocereus
nicholii (L. D. Benson) B. D. Parfitt: KF783425, KF783504, KF783581, KF783650,

KF783721, FN997031/ KF783800. Echinocereus nivosus Glass & R. A. Foster: KF783457,
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KF783537, KF783608, KF783678, KF783752, FN997045/ FN997045. Echinocereus palmeri
Britton & Rose: KF783426, KF783505, KF783582, KF783651, KF783722, FN997301/
FN997301. Echinocereus pamanesiorum A. B. Lau: KF783427, KF783506, KF783583,
KF783652, KF783723, FN997199/ FN997199. Echinocereus papillosus A. Linke ex
Ruempler, —, —, —, —, —, FN997200/ FN997200. Echinocereus parkeri N. P. Taylor:
KF783428, KF783507, KF783584, KF783653, KF783724, FN997144/ FN997144.
Echinocereus pectinatus (Scheidw.) Engelm.: KF783429, KF783508, KF783569, KF783654,
KF783725, HMO041682/ HMO041682. Echinocereus pentalophus (DC) Lem.: KF783403,
KF783509, KF783558, KF783628, KF783699, FN997260/ KF783778. Echinocereus
polyacanthus Engelm.: F783430, KF783510, KF783585, KF783655, KF783726, FN997219/
FN997219. Echinocereus poselgeri Lem.: KF783453, KF783539, KF783606, KF783676,
KF783749, FN997511/ KF783828. Echinocereus primolanatus Fritz Shwarz ex N. P. Taylor:
KF783431, KF783511, KF783586, KF783656, KF783727, — / KF783806. Echinocereus
pseudopectinatus (N.P.Taylor) N. P. Taylor: KF783432, KF783512, KF783587, KF783657,
KF783728, — / KF783807. Echinocereus pulchellus (Mart.) C. F. Forst ex F. Seitz:
KF783433, KF783513, KF783588, KF783658, KF783729, FN997023/ KF783808.
Echinocereus rayonesensis N. P. Taylor: KF783435, KF783515, KF783590, KF783660,
KF783731, FN997242/ FN997242. Echinocereus reichenbachii (Terscheck ex Walp.) Haage:
KF783436, KF783516, KF783591, KF783661, KF783732, FN997395/ FN997395.
Echinocereus rigidissimus (Engelm.) Haage: KF783437, KF783517, KF783592, KF783662,
KF783733, FN997400/ KF783812. Echinocereus russanthus Weniger: —, —, —, —, —,
FN997001/ FN997001. Echinocereus santaritensis W. Blum & Rutow: KF783438,

KF783518, KF783593, KF783663, KF783734, — / KF783813. Echinocereus scheeri (Salm-
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Dyck) Scheer: KF783439, KF783519, KF783594, KF783664, KF783735, FN997029/
FN997029. Echinocereus schereri G.Frank: KF783440, KF783520, KF783595, KF783665,
KF783736, — / KF783815. Echinocereus schmollii (Weing.) N. P. Taylor: KF783456,
KF783521, DQ100005, DQ099936, KF783751, FN997435/ FN997435. Echinocereus sciurus
(K. Brandegee) Dams: KF783410, KF783487, KF783564, KF783635, KF783706, FN997413/
KF783785. Echinocereus scopulorum Britton & Rose: KF783441, KF783522, KF783596,
KF783666, KF783737, FN997194/ FN997194. Echinocereus spinigemmatus A. B. Lau:
KF783442, KF783523, KF783597, KF783667, KF783738, FN997394/ FN997394.
Echinocereus stoloniferus W. T. Marshall: KF783443, KF783524, KF783598, KF783668,
KF783739, — / KF783818. Echinocereus stramineus (Engelm.) Engelm. ex F. Seitz:
KF783444, KF783525, KF783599, KF783669, KF783740, FN997145/ FN997145.
Echinocereus subinermis (Salm-Dyck) Scheer: KF783445, KF783526, KF783600, KF783670,
KF783741, FN997022/ FN997022. Echinocereus triglochidiatus Engelm.: KF783446,
KF783527, DQ100006, DQ099937, KF783742, FN997312/ FN997312. Echinocereus viereckii
Werderm.: KF783447, KF783528, KF783601, KF783671, KF783743, KF783822/ KF783822.
Echinocereus viridiflorus Engelm.: KF783448, KF783529, KF783602, KF783672, KF783744,
— | KF783823. Echinocereus waldeisii Haugg: KF783455, KF783530, KF783607, KF783677,
KF783750, — / KF783830. Echinocerues websterianus G. E. Linds: KF783449, KF783531,
KF783603, KF783673, KF783745, FN997425/ KF783824. Escontria chiotilla (Weber ex K.
Schum.) Rose: KF783459, KF783542, KF783610, KF783680, KF783754, AY015308/
AY015308. Morangaya pensilis (K. Brandegee) G. D. Rowley: KF783458, KF783538,
KF783609, KF783679, KF783753, FN997053/ KF783832. Myrtillocactus geometrizans (Mart.

ex Pfeiff.) Console: KF783461, KF783546, KF783612, KF783682, KF783756, FN997236/
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KF783836. Pachycereus pringlei (S. Watson) Britton & Rose: KF783463, KF783549,
AY181589, AY181642, KF783759, FN997217/ FN997217. Polaskia chichipe (Gosselin)
Backeb.: KF783465, KF783551, KF783614, KF783684, KF783761, FN997401/ KF783840.
Stenocereus alamosensis (J. M. Coult.) A. C. Gibson & K. E. Horak: KF783466, KF783552,
KF783615, KF783685, KF783762, FN997117/ KF783841. Stenocereus eruca (Brandegee) A.
C. Gibson & K. E. Horak: KF783467, KF783556, KF783616, KF783686, KF783763,
HMO041777/ KF783842. Stenocereus montanus (Britton & Rose) Buxb.,, KF783468,
KF783553, KF783617, KF783687, KF783764, FN997471/ KF783852. Stenocereus stellatus
(Pfeiff.) Riccob.: KF783470, KF783555, AY181590, AY181640, KF783766, FN997498/

FN997498.
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Apéndice 3. Matriz de datos morfologicos.
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Apéndice 4. Matriz de indels de las secuencias de DNA de cloroplasto.
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Apéndice 5. Resumen nomenclatural de Echinocereus y su clasificacion infragenérica.

Echinocereus Engelm., Wisliz. Tour North Mexico: 91 (1848). Cereus subgén. Echinocereus
Engelm., Proc. Amer. Acad. Arts 3: 278 (1856). Lectotipo (designado por Britton &

Brown 1913): Echinocereus viridiflorus Engelm.

Blum et al. (1998) sugieren que Echinocereus se divide en tres subgéneros (Cuadro 1)
que no reflejan las relaciones filogenéticas del género. La propuesta seccional de Hunt et al.
(2006) tampoco representa un clasificacion natural, por lo tanto, con base en nuestra filogenia

proponemos la siguiente clasificacion seccional para el género Echinocereus.

Echinocereus seccion Subinermes (K .Schum.) Mich. Lange, Echinocereenfreund 8: 16 (1995).
Echinocereus ser. Subinermes K. Schum., Gesamtbeschr. Kakt.: 246 (1899). Especie tipo:
Echinocereus subinermis Salm-Dyck ex Scheer.

Incluye: Echinocereus barthelowanus Britton & Rose, Echinocereus brandegeei (J. M.
Coult.) K. Schum., Echinocereus ferreirianus H. E. Gates, Echinocereus knippelianus Liebner,
Echinocereus laui G. Frank, Echinocereus maritimus (M. E. Jones) K. Schum., Echinocereus
pentalophus (DC.) Lem., Echinocereus rigidissimus (Engelm.) Haage, Echinocereus stoloniferus

W. T. Marshall, Echinocereus subinermis Salm-Dyck ex Scheer.

Echinocereus seccion Wilcoxia (Britton & Rose) N. P. Taylor, Gen. Echinocereus: 134 (1985).
Wilcoxia Britton & Rose, Contr. U.S. Natl. Herb. 12: 434 (1909). Especie tipo:

Echinocereus poselgeri Lem.
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Incluye: Echinocereus leucanthus N. P.Taylor, Echinocereus poselgeri Lem.,

Echinocereus waldeisii Haugg.

Echinocereus seccion Costati (Engelm.) N. P. Taylor, Piante Grasse 13 (4, Suppl.): 94. 1994,
[1993 publ. 1994]). Cereus seccion Costati Engelm., Mem. Amer. Acad. Arts. ser. 2, 4:
50 (1849). Especie tipo: Echinocereus enneacanthus Engelm.
Incluye: Echinocereus berlandieri (Engelm.) Haage, Echinocereus cinerascens (DC.)
Lem., Echinocereus enneacanthus Engelm., Echinocereus longisetus (Engelm.) Lem.,
Echinocereus mapimiensis Anderson, Echinocereus nivosus Glass & R. A. Foster, Echinocereus
parkeri N. P. Taylor, Echinocereus rayonesensis N. P. Taylor, Echinocereus schmollii (Weing.)
N. P. Taylor, Echinocereus stramineus (Engelm.) Engelm. ex F. Seitz, Echinocereus viereckii

Werderm.

Echinocereus seccion Sciuri Sdnchez & Arias. sect. nov., inéd. Plants with cylindrical stems,
solitary stems (rarely branched) with 5 to 15 ribs, areoles with 3 to 6 acicular central
spines, funnel-shaped receptacle tube, flower 4 to 8.5 cm long, nectar chamber 3 to 8 mm
long, lateral and short nectarial tissue, floral areole trichomes >1.5 mm long, juicy
fruit pulp, seed with convex periclinal cell wall, embryo with short cotyledons. Four sites
simple sequence repeat in psbA-trnH cpDNA marker. It differs from Echinocereus
seccion Reichenbachii which has dry fruit pulp, seed with hemispherical periclinal cell
wall and 54 sites gap in trnL-F cpDNA marker. Especie tipo: Echinocereus sciurus (K.

Brandegee) Dams, Monatsschr. Kakteenk. 14: 130 (1904).
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Incluye: Echinocereus adustus Engelm., Echinocereus bristolii W. T. Marshallx,
Echinocereus chisosensis W. T. Marshall, Echinocereus grandis Britton & Rose*, Echinocereus
metornii G. Frank, Echinocereus palmeri Britton & Rose, Echinocereus primolanatus Fritz
Shwarz ex N. P. Taylor, Echinocereus pseudopectinatus (N. P. Taylor) N. P. Taylor*,
Echinocereus sciurus (K. Brandegee) Dams*, Echinocereus scopulorum Britton & Rose*,
Echinocereus websterianus G. E. Linds*. * = Incluidas en el grupo informal Sciurus segiin Blum

et al. (1998).

Echinocereus seccion Reichenbachii N. P. Taylor, Gen. Echinocereus: 105 (1985). Especie tipo:
Echinocereus reichenbachii (Terscheck ex Walp.) Haage.
Echinocereus seccion Pulchellus N. P. Taylor, Gen. Echinocereus: 140 (1985).
Incluye: Echinocereus pamanesiorum A. B. Lau, Echinocereus pulchellus (Mart.) C. F.
Forst ex F. Seitz, Echinocereus reichenbachii (Terscheck ex Walp.) Haage, Echinocereus

schereri G. Frank, Echinocereus spinigemmatus A. B. Lau.

Echinocereus seccién Echinocereus. Engelm. Cereus seccion Sulcati Engelm., Mem. Amer.
Acad. Arts. ser. 2, 4: 50 (1849). Especie tipo: Echinocereus viridiflorus Engelm.
Incluye: Echinocereus chloranthus (Engelm.) Haage, Echinocereus russanthus Weniger,

Echinocereus viridiflorus Engelm.

Echinocereus seccion Erecti (K.Schum.) Bravo, Cact. Suc. Mex. 27: 16 (1982). Echinocereus

serie Erecti K.Schum., Gesamtb. Kakt. 247 (1987). Cereus subseccion Erecti (K.Schum.)
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Berger, Rep. (Annual) Missouri. Bot. Gard. 16: 80 (1905). Especie tipo: Echinocereus

engelmannii (Parry ex Engelm.) Lem.

Incluye: Echinocereus bonkerae Thornber & Bonker, Echinocereus dasyacanthus
Engelm., Echinocereus engelmannii (Parry ex Engelm.) Lem., Echinocereus fasciculatus
(Engelm. ex S. Watson) L. D. Benson, Echinocereus fendleri (Engelm.) Rumpler, Echinocereus
nicholii (L. D. Benson) B. D. Parfitt*, Echinocereus papillosus A. Linke ex Rimpler,

Echinocereus pectinatus (Scheidw.) Engelm. * Provisionalmente en esta seccion (ver discusion).

Echinocereus seccion Triglochidiati Bravo, Cact. Suc. Mex. 28: 109 (1973). Echinocereus
subgénero Triglochidiatus (Bravo) W. Blum, Mich. Lange & Rutow 1998: 357. Especie
tipo: Echinocereus triglochidiatus Engelm.

Incluye: Echinocereus acifer (Otto ex Salm-Dyck) Jacobi, Echinocereus arizonicus Rose
ex Orcutt, Echinocereus coccineus Engelm., Echinocereus koehresianus (G. Frank) W. Rischer,
Echinocereus polyacanthus Engelm., Echinocereus santaritensis W. Blum & Rutow,
Echinocereus scheeri (Salm-Dyck) Scheer, Echinocereus triglochidiatus Engelm., Echinocereus
yavapaiensis M. A. Baker~*.

*Ver discusion.
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CAPITULO 4

Patrones de distribucidn de las especies del género Echinocereus (Cactaceae) y su

contribucién a la biogeografia historica del norte de México

Resumen

Echinocereus es el género méas diverso en la tribu Echinocereeae con 64 especies. Se
distribuye en el norte de América, desde el centro de México al centro de los Estados Unidos,
abarcando 18 regiones biogeograficas. Datos del herbario MEXU y las bases de datos de la
REMIB y SEINet fueron tomados para establecer la distribucion de las especies de Echinocereus
y géneros relacionados. Se realizé una reconstruccion de areas ancestrales para la filogenia mas
reciente de Echinocereus y un analisis de biogeografia historica (BPA) de las provincias del
norte de México. EIl andlisis de reconstruccion de éareas ancestrales mostré a la Sierra Madre
Occidental como el area ancestral para el género Echinocereus y las secciones Subinermes,
Sciuri, Reichenbachii. El Desierto Chihuahuense resulté el area ancestral para las secciones
Wilcoxia y Costati. Mientras que un area compuesta por la Sierra Madre Occidental, las
Montafias de Gila y el Desierto Chihuahuense resulté el &rea ancestral de las secciones
Echinocereus, Erecti y Triglochidiati. El cladograma general de areas mostré que las provincias
del sur de México forman un grupo monofilético, mientras que las provincias del norte de
México y sur de los Estados Unidos formaron un grupo monofilético con tres subclados. Estos
patrones de distribucién de Echinocereus y las secciones que lo componen se relacionan con

eventos geoldgicos importantes, como el levantamiento de la Sierra Madre Occidental, que
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provoco la aridificacion del norte de América, la separacion de la Peninsula de Baja California y
la aparicion de la Faja Volcanica Transmexicana. También, los ciclos glaciares e interglaciares
que ocurrieron durante los ultimos 5 millones de afios que provocaron la contraccidn y expansion
de la distribucion de algunos linajes.

Palabras clave: analisis de Parsimonia de Brooks, Bayesian Binary Method MCMC, corredor
boscoso “trans-altiplano”, Desierto Chihuahuense, Montafias de Gila, reconstruccion de areas

ancestrales, refugios del plioceno, revolucion del Mioceno, Sierra Madre Occidental.

Abstract

Echinocereus is the most diverse genus in tribe Echinocereeae with 64 species. It is
geographically distributed in North America from central México to central U. S. A. covering 18
biogeographic provinces. Data from the MEXU herbarium and the REMIB and SEINet data
bases were taken to stablish the distribution of the Echinocereus species and related genera. We
performed an ancestral area reconstruction for the most recent phylogeny of Echinocereus, and a
historical biogeographic analysis (BPA) of the provinces from northern Mexico. The ancestral
area reconstruction showed that Western Sierra Madre was the ancestral area for genus
Echinocereus and sections Subinermes, Sciuri, and Reichenbachii. Chihuahuan Desert resulted
the ancestral area for sections Wilcoxia and Costati. A composed area formed by Western Sierra
Madre, Gila Mountains, and Chihuahuan Desert, was the ancestral area for sections
Echinocereus, Erecti y Triglochidiati. The area cladogram indicated that southern provinces of
Mexico form a monophyletic group; while Northern provinces of Mexico and southern provinces
of U. S. A. form a monophyletic group with three subclades. The distribution patterns of

Echinocereus and their sections are related with the uplift of Western Sierra Madre, which
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caused the aridification of North America, the separation of the Baja California Peninsula and
the formation of the Trans-Mexican Volcanic Belt. Also, the glacial and interglacial cycles,
which occurred during the last 5 my, caused the contraction and expansion on the geographical
range of some linages.

Key words: ancestral area reconstruction, Bayesian Binary Method MCMC, Brooks Parsimony
analysis, Chihuahuan Desert, Gila Mountains, Miocene revolution, Pliocene refuges, trans-

Altiplano corridor, Western Sierra Madre.

Introduccion

La familia Cactaceae es un grupo monofilético (Nyffeler, 2002; Wallace y Gibson, 2002),
formado por 1438 especies agrupados en 127 géneros (Hunt et al., 2006). México representa el
centro de diversidad méas importante de la familia (Herndndez y Bércenas, 1995). Entre los
géneros de cactaceas mas diversos en México (Hunt et al., 2006) estan Mammillaria (163 spp.),
Opuntia (75 spp.), Echinocereus (64 spp.) y Coryphantha (42 spp.). Echinocereus presenta una
alta tasa de especiacion (Hernandez-Hernandez et al., 2014), es el género mas diverso y tiene la
distribucién mas amplia dentro de la tribu Echinocereeae, que agrupa a las cactaceas columnares
de América del Norte. Echinocereus se distribuye en matorrales xerofilos, bosques de encinos y
coniferas (Taylor 1985), principalmente en las provincias biogeograficas del norte de México
(sensu Morrone et al. 2006) y suroeste de los Estados Unidos (sensu U. S. EPA 2010). Taylor
(1985) menciona que el oeste de México es el centro de radiacién de Echinocereus y considera
que la clasificacion infragenérica “muestra una relacion” con la distribucion geografica de las
especies del género. Este autor resalta que la Sierra Madre Occidental ha funcionado como una

barrera en el aislamiento de especies y grupos de especies y menciona que la distribucion de la
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seccidn Erecti representa la contraparte en el oeste, de las secciones Echinocereus y Costati, que
habitan en la region este de México y Estados Unidos. Filogenias recientes del género
Echinocereus (Sanchez et al. 2014; Sanchez, 2015, capitulo 3) corroboran que sélo algunas
secciones son monofiléticas (p. ej. Triglochidiati); sin embargo, la mayoria de la secciones
propuestas por Taylor (1985) son grupos parafiléticos o0 monofiléticos, por lo que s6lo algunos
patrones de distribucion coinciden con las hip6tesis biogeograficas de este autor.

El trabajo biogeogréfico en Cactaceae consta de publicaciones que discuten el origen
sudamericano Yy caribefio de varios linajes tempranos de la familia (Buxbaum, 1969; Wallace,
2002). Existen analisis biogeograficos de las cactaceas de Chile (Moreira-Mufioz, 2011) y las
cactaceas columnares de América del Norte (Davila-Aranda et al., 2002). Para México, algunos
estudios han contribuido al conocimiento de los patrones de distribucién, diversidad, endemismo
y conservacion de las cactaceas en el Desierto Chihuahuense (Hernandez y Barcenas, 1995;
Gomez-Hinostrosa y Hernandez, 2000; Hernandez y Gomez-Hinostrosa, 2005, 2011) y la Sierra
Madre Oriental (Santa Anna del Conde et al., 2009). Asimismo, existen algunas discusiones
biogeograficas breves concernientes a las filogenias moleculares de algunos grupos de Cactaceae
(p. ej. Pereskia, Butterworth y Wallace, 2005; Rhipsalis, Calvente et al., 2011; Opuntia, Majure
et al., 2012; Cacteae, Vazquez-Séanchez et al., 2013). Hasta el momento, no existe un analisis de
distribucién y biogeografico que muestre los patrones geograficos de las secciones de
Echinocereus y su relacion con los procesos geoldgicos y ecolégicos en México.

En biogeografia histérica, la biogeografia cladistica asume una correspondencia entre las
relaciones taxondmicas y las relaciones de areas (Morrone y Crisci, 1995). Dentro de la
biogeografia cladistica (Morrone, 2005) se han categorizado dos tipos de aproximaciones, con

base en patrones y en eventos (Ronquist, 1995). La primera aproximacion establece
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explicaciones entre los patrones de distribucion y los procesos evolutivos acontecidos después (a
posteriori) de obtener los primeros resultados del andlisis (Ronquist y Sanmartin, 2011). La
segunda especifica las distribuciones ancestrales y los procesos biogeograficos directamente en
la reconstruccion, por lo que no es necesaria una explicacion a posteriori (Sanmartin, 2006).

Los objetivos de este trabajo fueron: 1) elaborar los mapas de distribucién de los
diferentes clados recuperados para Echinocereus, de acuerdo a la ultima propuesta filogenética
(Sanchez, 2015, capitulo 3); 2) proponer el area (provincia) de distribucién ancestral del género y
de cada uno de sus clados internos, asi como los eventos de dispersién y vicarianza asociados a
éstos, a través de un analisis basado en eventos; ¢) generar una hipotesis sobre la relacion de las
provincias biogeogréaficas de América del Norte basada en las relaciones filogenéticas de
Echinocereus y géneros relacionados, a partir de un analisis basado en patrones como el analisis

de Parsimonia de Brooks.

Materiales y métodos

Taxones. ElI muestreo de taxones estd basado en la filogenia para la subtribu
Echinocereinae (géneros Echinocereus, Escontria, Morangaya, Myrtillocactus, Polaskia y
Stenocereus) del trabajo de Sanchez (2015, capitulo 3; Fig. 1A), asi como en la filogenia de la
subtribu Pachycereinae (géneros Bergerocactus, Carnegiea, Cephalocereus, Lophocereus,
Mitrocereus, Neobuxbaumia, Pachycereus, Peniocereus y Pterocereus) del trabajo de
Herndndez-Hernandez et al. (2011, Fig. 1B). Se obtuvieron registros de 60 especies de
Echinocereus y 29 especies del grupo hermano (Pachycereinae y otros géneros de

Echinocereinae), a partir de la revision de ejemplares de herbarios de MEXU, las bases de datos
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de la Red Mundial de Informacién sobre Biodiversidad (REMIB) (CONABIO, 2012) y la
Southwest Environmental Information Network (SEINet, 2013).

Areas de endemismo. Echinocereus presenta una distribucion amplia en América del
Norte, por lo que se utilizaron las Ecorregiones de Norteamérica Nivel Il (U. S. EPA, 2010) con
algunas modificaciones, con el fin de homologarlas con las provincias biogeograficas del norte
de México reconocidas por Morrone (2006). La figura 2A y el cuadro 1 muestran la ubicacion y
el nombre de las provincias biogeograficas, acronimo y cédigo utilizados en este trabajo.

Distribucién de Echinocereus. Se generaron siete mapas de distribucion de Echinocereus
y sus secciones, y del grupo externo (Sanchez, 2015, capitulo 3; Hernandez-Hernandez et al.,
2011) con la base de datos generada por el primer autor, que consta de 3136 registros. Se
trazaron los puntos de distribucion sobre la capa modificada de las Ecorregiones de
Norteamérica Nivel Il (U. S. EPA, 2010), en conjunto con la capa de 30 arc-second Digital
Elevation Model of North America (US Geological Survey, 2010) con el programa Quantum Gis
2.01 (http://qgis.osgeo.org).

Andlisis biogeograficos. Se realizd una reconstruccion de areas ancestrales con el
programa RASP 2.1b (Yu et al., 2015), a través del “Bayesian Binary Method MCMC” (BBM).
El BBM realiza un procedimiento estadistico para inferir la distribucion geogréfica en nodos
ancestrales y permite inferir los estados ancestrales mientras pesa cada valor de acuerdo a la
probabilidad dados los datos (Ronquist y Huelsenbeck, 2003). El analisis BBM utiliz6 como
archivos de entrada al archivo del arbol de consenso estricto de la filogenia de Echinocereus
(Fig. 1A) y un archivo separado con la distribucién de los taxones. Se corrieron simultdneamente
diez cadenas MCMC para cinco millones de generaciones, con una frecuencia de muestreo cada

100 generaciones y descartando 500 arboles, utilizando el modelo JC + G. El nUmero maximo de
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areas agrupadas en la reconstruccion del area ancestral fue igual a seis. El enraizamiento se
generd con la distribucion del grupo externo.

Se realiz6 un analisis de Parsimonia de Brooks (BPA; Brooks, 1990) para indagar las
relaciones de las regiones biogeograficas. En este caso, las areas se consideran analogas a los
taxones y los componentes como analogos a los caracteres. A partir de las filogenias antes
citadas, se generaron los cladogramas de areas, al sustituir los taxones por sus areas actuales de
distribucion (Figs. 1Ay 1B).

Los componentes fueron codificados en una matriz binaria (Cuadro 2) asignando un “1”
cuando contenian al area 6 “0” cuando el area estaba ausente en el componente (Zandee y Ross,
1987; Contreras-Medina et al., 2007). Un area hipotética fue codificada con ceros para enraizar
el arbol. El analisis de parsimonia se generé en TNT (Goloboff et al., 2008), realizando una
busqueda heuristica con 10,000 puntos de partida, reteniendo 10 arboles por replica, intercambio

de ramas por TBR y retencion de 10,000 arboles en la memoria.
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Cuadro 1. Provincias biogeograficas utilizadas en este trabajo (modificadas de las provincias

propuestas por Morrone 2006 y las Ecorregiones de América del Norte Nivel I, U. S. EPA

2010).

Provincias biogeograficas Acrénimo Cadigo
Grupo externo GE -
California California D
Cordillera Occidental COcc P
Costa del Golfo de México GolfoMex S
Costa Occidental del Pacifico Mexicano ~ PacOcc Q
Costa Sur del Pacifico Mexicano PacSur G
Depresion del Balsas DepBal C
Desierto Chihuahuense DesChi E
Desierto de Baja California DesBCal M
Desierto de Sonora DesSon N
Desiertos frios DesFrios A
Faja Volcanica Transmexicana FVoITMex K
El Cabo Cabo F
Montafas de Gila Gila L
Peninsula de Yucatan Yucatan T
Planicie Costera de Texas-Louisiana PCTexLou J
Planicie Semiarida de Tamaulipas-Texas PSTamTex I
Praderas Semiaridas Centrales del Sur PradSaCSur 0]
Sierra Madre del Sur SMSur H
Sierra Madre Occidental SMOcc R
Sierra Madre Oriental SMOr B
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Figura 1. Cladogramas taxonomicos - areas. A. Relaciones filogenéticas de Echinocereinae (modificado de Sanchez 2015). B. Relaciones
filogenéticas de Pachycereinae (modificado de Hernadndez-Hernandez et al. 2011). Letras después de los nombres representan sus areas de

distribucion actual Los nimeros sobre las ramas representan los componentes codificados. (ver cuadro 1).
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Resultados

Distribucion de Echinocereus. La distribucion de Echinocereus abarca las provincias
biogeograficas del norte de México y suroeste de Estados Unidos (Fig. 2B). El registro mas
meridional corresponde a E. pulchellus (Mart.) C. F. Forst ex F. Seitz. en el estado de Oaxaca,
México, en la Sierra Madre del Sur (Figs. 2B y 3A) y el registro mas nortefio corresponde a E.
viridiflorus, en el estado de Dakota del Sur, Estados Unidos, en las Praderas Semidridas
Centrales del Sur (Figs. 2B y 3B). El registro mas oriental estd representado por E.
reichenbachii en Oklahoma, Estados Unidos, en las Praderas Semiaridas Centrales del Sur (Figs.
2B y 3B) y el registro mas occidental es para E. maritimus en Baja California, México, en la
region de California (Fig. 2B y 2C).

Las especies de Echinocereus se encuentran representadas en 16 provincias
biogeograficas de México y sur de Estados Unidos. Las provincias que presentan un mayor
namero de especies son la Sierra Madre Occidental (27 spp.), el Desierto Chihuahuense (24
spp.) y la Sierra Madre Oriental y las Montafias de Gila con (11 spp. cada una) (Figs. 2 y 3). Las
especies pertenecientes a linajes relacionados con Echinocereus de las subtribus Echinocereinae
y Pachycereinae se encuentran en el sur de México y regiones costeras de los estados de Baja
California, Baja California Sur, Chiapas, Guerrero, Oaxaca, Puebla, Sinaloa, Sonora y
Tamaulipas (Fig. 2B). Las figuras 2 y 3 muestran la distribucion disyunta de las secciones
Subinermes (K .Schum.) Mich. Lange, Wilcoxia (Britton & Rose) N. P. Taylor, Sciuri Sdnchez &
Arias y Reichenbachii N. P. Taylor; y la distribucion continua de la secciones Costati, Erecti,

Echinocereus y Triglochidiati.
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Subinermes

e E. barthelowanus

e FE. brandegeei

e FE. ferreirianus

o E. maritimus

e E. knippelianus
E. laui

E. pentalophus.,_
E. rigidissimus
E. stoloniferus
E. subinermis

* Echinocereus
* Otros Echinocereeae

Costati

e E. berlandieri
e [ cinerascens
o E enneacanthus
o E. longisetus

o E. mapimiensis
e E npivosus

e o e 0o 0

E. parkeri .
E. rayonesensis
E. schmollii

E. stramineus
E. viereckii

Figura 2. Distribucién de Echinocereus. A. Provincias biogeograficas utilizadas en este trabajo (ver cuadro 1). B. Distribucion general de

Echinocereus. C. Distribucion de la seccidon Subinermes. D. Distribucién de la seccién Costati.
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Reichenbachii
E. pamanesiorum
* E pulchellus
o E. reichenbachii
L
L]

E. schereri
E. spinigemmatus

Wilcoxia
® E lencgnthus

& P %
Sciurus E. poselgeri

= E. palmeri . E waldeisii
e E. adustus o E. primolanatus o
o E. bristolii o E. pseudopectinatus Echinocerens
@ E. chisosensis e E. sciurus = E. ehloranthus
E. grandis * FE. scopulorum o E. russanthns
e E metornii ©  E. websterianus E. viridiflorus

Triglochidiati

Erecti ® E acifer

o [E. bonkerae " ® E. arizonicus
E. dasyacanthus E. leding ® E. coccinens
o E engelmannii  © E. nicholit @ E. koehresianus E. scheeri d
E. fasciculatus ~ ® E. papillosus ., ° 350 500 km ¢ E polyacanthus o E. triglochidiatus \gig ° 250 500 km
e E. fendleri o E. pectinatus g r7 ® E santaritensis o E. yavapaiensis —? o

Figura 3. Distribucion de Echinocereus continuacion. A. Distribucion de la secciones Reichenbachii y Sciuri. B. Distribucion de la seccion

Wilcoxia y Echinocereus. C. Distribucion de la seccion Erecti. D. Distribucion de la seccion Triglochidiati.
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Reconstruccion de areas ancestrales. El andlisis de reconstruccion de areas ancestrales
(Fig. 4) mostro que la Sierra Madre Occidental es el &rea de distribucion ancestral para el género
Echinocereus (nodo 123, probabilidad bayesiana, P = 0.74). Para el clado A que incluye s6lo a la
seccion Subinermes, también la Sierra Madre Occidental result6 como el area de distribucién
ancestral (nodo 122, P = 0.87); asimismo se identificaron dos eventos de vicarianza dentro de
dicha seccion. Para el clado B, que incluye al resto de las secciones, el area ancestral esta
representada por un area compuesta por la Sierra Madre Occidental y el Desierto Chihuahuense
(Fig. 4; nodo 113, P = 0.37) y se reconoci6 un evento de vicarianza. Dentro del clado B, el grupo
1, formado por las secciones Wilcoxia y Costati, presentd al Desierto Chihuahuense como area
ancestral (Fig. 4; nodo 112, P = 0.84). Esta provincia también es el area ancestral para las
secciones Wilcoxia y Costati por si solas (Fig. 4, nodo 111, P = 0.63; y nodo 109, P = 0.93,
respectivamente). En el grupo 2, formado por las secciones Sciuri, Reichenbachii, Echinocereus,
Erecti y Triglochidiati, la Sierra Madre Occidental es el area ancestral (Fig. 4; nodo 100, P =
0.40). También, la Sierra Madre Occidental es el area ancestral de las secciones Sciuri (Fig. 4;
nodo 99, P = 0.71) y Reichenbachii (Fig. 4; nodo 89, P = 0.72). El subclado que agrupa la
secciones Echinocereus, Erecti y Triglochidiati (nodo 85) presenta como area ancestral a la
conjuncion de la Sierra Madre Occidental, las Montafias de Gila y el Desierto Chihuahuense
(Fig. 4; nodo 85, P = 0.44). La seccion Echinocereus presenta como area ancestral a una region
formada por el Desierto Chihuahuense y las Montafias de Gila (Fig. 4; nodo 83, P = 0.61). La
seccion Erecti (Fig. 4; nodo 81, P = 0.65) y la seccidn Triglochidiati (Fig. 4; nodo 74, P = 0.24)
tuvieron como area ancestral al complejo de la Sierra Madre Occidental, las Montafias de Gila y

el Desierto Chihuahuense.
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Andlisis de Parsimonia de Brooks (BPA). ElI BPA de las provincias biogeogréaficas de
América del Norte resulté en seis arboles igualmente parsimoniosos. El arbol de consenso
estricto present6 una longitud (L) = 271, un indice de consistencia (IC) = 0.41 y un indice de
retencion (IR) = 0.51. Este arbol mostré a dos clados principales (I y 11; Fig. 5). El clado | agrupd
a las provincias del Sur de México, en donde la Costa del Golfo de México y la Peninsula de
Yucatan son el grupo hermano del subgrupo formado por la Costa Sur del Pacifico Mexicano, la
Sierra Madre del Sur y la Depresion del Balsas (Fig. 5). El clado Il incluy6 a las provincias del
Norte de México y Sur de los Estados Unidos. Dentro del clado Il existe una politomia de cuatro
ramas: tres subclados (Ila, 1lb y llc) y las Praderas Semiaridas Centrales del Sur (Fig. 5). El
subclado Ila comprendio a las provincias: Costa Occidental del Pacifico Mexicano, Desierto de
Sonora y El Cabo. El subclado Ilb agrupé a cinco provincias, en donde el subgrupo formado por
la Faja Volcénica Transmexicana, la Sierra Madre Oriental y el Desierto Chihuahuense son el
grupo hermano de la Planicie Costera de Texas-Louisiana y la Planicie Semiarida de
Tamaulipas-Texas. El subclado llc incluyd seis provincias: Cordillera Occidental, Desiertos

frios, Montafas de Gila, Sierra Madre Occidental, California y Desierto de Baja California.
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Figura 5. Cladograma resuelto de &reas, a partir de uno de los arboles més parsimoniosos del analisis de

parsimonia de Brooks.

Discusion

Distribucion y area ancestral de Echinocereus. Sanchez et al. (2015) sostienen que
Echinocereus ha logrado habitar las regiones biogeograficas del Norte de México y Suroeste de
los Estados Unidos debido al surgimiento de algunas innovaciones morfoldgicas, como la
presencia de yemas errumpentes y abundante mucilago, que le permiten tolerar heladas durante
el invierno. La mayoria de las especies de Echinocereus no supera los 30 cm de altura, Garcia-
Varela y Rada (2003) sugieren que las plantas que crecen cercanas al suelo estan expuestas a
temperaturas mas frias, por lo que la tolerancia al frio adquirida por el ancestro de Echinocereus
representd un factor importante para la diversificacion del género con esta forma de crecimiento
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cilindrica y corta. La forma de crecimiento cilindrica es ancestral para Echinocereus, estos tallos
paedomorficos (Sanchez, 2015, capitulo 3), sin alcanzar una gran longitud, alcanzan la madurez
sexual. En contraste, los géneros restantes de Echinocereinae y Pachycereinae relacionados con
Echinocereus no tienen una gran tolerancia a heladas (Nobel 2002), ademas presentan una forma
de crecimiento columnar, y deben alcanzar una longitud del tallo considerable para madurar
sexualmente (p. ej. Stenocereus y Pachycereus). Estos rasgos morfolégicos no les permitieron
diversificar en las areas donde habita Echinocereus. Esta hipdtesis se corrobora en el patron de
distribucién de Echinocereus y géneros relacionados (Figura 2B), que coincide con los
resultados de Davila-Aranda et al. (2002), quienes mostraron que los linajes hermanos de
Echinocereus se distribuyen en regiones célidas, a lo largo de la costa del Pacifico mexicano,
centro y sur de México y norte de América Central.

Este escenario biogeografico de distribucién sur a norte, por las costas de México, de los
géneros de Echinocereinae (excepto Echinocereus) y Pachycereinae, y la ocupacion del centro y
norte de México y suroeste de los Estado Unidos por el género Echinocereus, al parecer esta
relacionado con la “revolucion del Mioceno” expuesta por Van Devender (1995, 2002), quien
sostiene que erupciones volcanicas depositaron cenizas rioliticas y basaltos de hasta 2 km de
grosor (35 - 12 ma) sobre la orogenia Laramide (90 - 40 ma), en donde la formacion de cuencas,
fallas y extensiones (15 - 5 ma) conformaron la moderna Sierra Madre Occidental. El
levantamiento la Sierra Madre Occidental, en conjuncion con la Sierra Madre Oriental, provoco
la aridificacién del centro-norte de México, al bloquear el paso de humedad de ambos océanos,
el Pacifico y el Atlantico. Este nuevo régimen climatico segregd a las especies tolerantes a la

sequia y al frio a tipos de vegetacién como bosques de coniferas y pastizales.
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El levantamiento de la Sierra Madre Occidental es congruente con el analisis de
reconstruccion biogeografica (Fig. 4), sugiriendo que ésta es el area ancestral del género
Echinocereus, como ya lo habia sugerido Taylor (1985). Las edades de divergencia calculadas
para el “stem” de la tribu Echinocereeae son de 8.7 - 4.7 ma y de 7.16 — 3.05 ma para el “stem”
de Echinocereus (Arakaki et al., 2011; Hernandez-Hernandez et al., 2014). Por lo tanto, el origen
de la tribu y en particular del género Echinocereus, debe ser forzado a su maxima edad de
divergencia para encajar con la edad de la “revolucién del Mioceno”. Hasta el momento se
acepta que las edades de los linajes no son estables debido a la escasez de evidencia fosil, lo cual
hace dificil generar una calibracion mas confiable que mejore los analisis y edades estimadas
(Hernandez-Hernandez et al., 2014). Un ajuste en las edades de divergencia de la tribu podria

empatar con mayor robustez con las edades de los eventos geoldgicos aqui citados.

Distribucién y areas ancestrales de las secciones de Echinocereus. Con excepcion de
pocos rasgos fisiograficos, el paisaje de Norteamérica estaba practicamente formado cuando el
linaje Echinocereus divergio hace 7.16 — 3.05 ma (Arakaki et al., 2011; Hernandez-Hernandez et
al., 2014) en la Sierra Madre Occidental. La diversificacion de los linajes dentro del género fue
resultado de su expansion geogréafica hacia el Desierto Chihuahuense (Hernandez-Hernandez et
al., 2014), teniendo como limite la Faja Volcénica Transmexicana en el centro de México (19 -
1.8 ma, Gomez-Tuena et al., 2007). El calentamiento global durante el Plioceno y los ciclos
glaciales e interglaciales del Pleistoceno (Crowley, 1996; Van Devender, 2000; Davis y Shaw,
2001) provocaron cambios en la distribucion de las especies (Davis y Shaw, 2001), como se
observa en los linajes de Echinocereus, a través de eventos de vicarianza (p. €j. nodo 118,

seccidn Subinermes), dispersién (p. ej. nodo 109, seccidn Costati), extincion y especializacion
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ecoldgica (p. ej. nodo 74, secciones Echinocereus, Erecti y Triglochidiati) lo cual promovié la
diversificacion del género.

La seccién Subinermes (Fig. 4, clado A, nodo 122) tiene como area ancestral a la Sierra
Madre Occidental, aunque presenta una distribucion disyunta (Figs. 2C; 4; 6A). Un primer
evento de vicarianza separé a las especies endémicas de Baja California (nodo 116, E.
barthelowanus, E. brandegeei, E. maritimus y E. ferreirianus), de su grupo hermano (E.
subinermis, E. laui y E. rigidissimus) que habita en la Sierra Madre Occidental. Este evento
vicariante esta relacionado con la separacion de la peninsula de Baja California de la porcion
continental de América del Norte ocurrida hace 5-6 ma (Umhoefer et al., 1994). Un segundo
evento vicariante separd a un grupo de especies que habitan el Desierto Chihuahuense-Sierra
Madre Oriental (E. knipellianus y E. pentalophus) de su grupo hermano que ocupa la Sierra
Madre Occidental (E. stoloniferus). Al parecer, este segundo evento vicariante esta relacionado
con los ciclos glaciales del Pleistoceno, en donde la expansion del bosque alcanz6 areas con
condiciones mas frias y secas provocando cambios en la distribucion y abundancia de arbustos y
suculentas (Van Devender, 1995; Metcalfe, 2006).

El clado B mostr6 como area ancestral a una region compuesta por la Sierra Madre
Occidental-Desierto Chihuahuense (Fig. 4), que se interpreta como una expansion en la
distribucién de este linaje, a partir del cual divergieron el resto de las secciones de Echinocereus.
La expansion de los bosques de pino pifionero y enebro en el Plioceno provocaron que las
comunidades arbustivas de los desiertos estuvieran restringidas al sur del Desierto Chihuahuense
y a la porcion baja del Valle del Rio Colorado (Van Devender, 1995). Estos “refugios” estan
asociados con el evento de vicarianza que dividio al clado B en dos grupos, el primero con el

Desierto Chihuahuense como area ancestral (Fig. 4, incluye las secciones Wilcoxia y Costati) y
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el segundo (Fig. 4, incluye secciones Sciuri, Reichenbachii, Echinocereus, Erecti, vy
Triglochidiati) con la Sierra Madre Occidental como area ancestral.

Nuestros resultados sugieren que la seccion Wilcoxia es el grupo mas tempranamente
diversificado del clado B y con una distribucion marcadamente disyunta; esta seccion se origind
en el Desierto Chihuahuense y se dispers6 hacia la Sierra Madre Oriental, la Planicie Semiarida
de Tamaulipas-Texas y la costa occidental del Pacifico Mexicano (Figs. 3B, 4 y 6A). De acuerdo
con Taylor (1985), este patron de distribucidén sugiere que antiguamente la seccion fue mas
exitosa y el intervalo de distribucidn se contrajo posteriormente.

La seccién Costati también se origind, dispersé y especio en el Desierto Chihuahuense y
la vertiente oeste de la Sierra Madre Oriental (Figs. 2D,4 y 6A). EI Valle del Mezquital en
Hidalgo, México (Wells y Hunziker, 1976) y el Bolsén de Mapimi en Coahuila y Durango,
México, han sido propuestos como un refugio para los matorrales y suculentas desérticas durante
el Pleistoceno (Van Devender y Burgess, 1985). Lo anterior esta apoyado con la existencia de
polen de E. enneacanthus en el Bolsén de Mapimi a finales del Pleistoceno (Van Devender y
Burgess, 1985). Posteriormente en el Holoceno, las comunidades de arbustos desérticos
(incluyendo las especies de esta seccion) pudieron expandirse al mismo tiempo en que los
bosques se retraian (Van Devender, 1990). Este mismo patrdn de distribucion ha sido reportado
para la tribu Cacteae (Vazquez-Sanchez et al., 2013), grupo ampliamente diverso en el Desierto
Chihuahuense (Hernandez y Gémez-Hinostrosa, 2005).

Los resultados sugieren que la Sierra Madre Occidental es el area ancestral de las
secciones Reichenbachii y Sciuri, mismas que presentan una distribucién disyunta en varias
provincias biogeograficas mexicanas (Figs. 3A; 4; 6B). La mayoria de las especies que

componen estas secciones presentan una distribuciébn muy restringida, muchas de ellas
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endémicas de una o dos localidades del norte de México y sur de los Estados Unidos (p. €j. E.
chisosensis en Chisos Mountains, Texas y San Pedro de las Colonias, Coahuila, ambos en el
Desierto Chihuahuense; E. schereri en Minas Navidad, Durango, en el Desierto Chihuahuense;
Blum et al., 1998). E. spinigemmatus y E. pamanesiorum pertenecientes a la seccion
Reichenbachii, que habitan en la Sierra Madre Occidental son hermanas de E. reichenbachii que
se distribuye en el Desierto Chihuahuense y las Praderas Semiaridas Centrales del Sur (Fig. 3A)
y ejemplifican el patron disyunto de la seccion. Otro ejemplo es E. pulchellus con subespecies
en la Sierra Madre Occidental (E. pulchellus ssp. weinbergii en Zacatecas y E. pulchellus ssp.
venustus en Aguascalientes) y en la Sierra Madre Oriental (E. pulchellus ssp. sharpii en Nuevo
Léon, E. pulchellus ssp. pulchellus en Hidalgo y Puebla). Este patrén de distribucion no puede
explicarse por zoocoria, ya que las especies de esta seccion presentan frutos secos poco
atractivos a mamiferos y aves. El patron de distribucion en la seccion Reichenbachii puede
explicarse a través de una distribucion continua que posteriormente fue fragmentada. Existen
evidencias de la existencia de un corredor boscoso“trans-Altiplano” entre la Sierras Madres
Oriental y Occidental durante los periodos pluviales del Pleistoceno, que se fragment6 durante la
transicién al Holoceno, cuando el Desierto Chihuahuense comenz6 a desecarse (Martin, 1958;
Wells y Huziker, 1976, Liebherr, 1991, Marshall y Liebherr 2000). El analisis de Contreras-
Medina et al. (2007) con base en un andlisis de distribucion de gimnospermas, muestran que la
Sierra Madre Oriental, Desierto Chihuahuense y Sierra Madre Occidental se encuentran
relacionadas y como se observa en la seccion Reichenbachii. Por otro lado, en la seccién Sciuri,
el mismo patron “trans-Altiplano” es observado en las especies hermanas E. chisosensis y E.
palmeri, que habitan algunas serranias del Desierto Chihuahuense y la Sierra Madre Occidental,

respectivamente. Mientras que otro grupo de especies de la seccion Sciuri habita en el noroeste
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de la Sierra Madre Occidental y los macizos rocosos de la Costa Occidental del Pacifico
Mexicano, el Desierto de Baja California y EI Cabo (Fig. 3A). Es probable que el linaje ancestral
de este grupo se dispersara por zoocoria, ya que presentan frutos jugosos. Una vez disperso, el
linaje se diversifico por aislamiento en cada uno de los habitats colonizados (p. ej. E.
websterianus, en Isla San Pedro Nolasco, en el Desierto de Sonora; E. sciurus, Los Cabos, en El
Cabo).

El clado que incluye a la secciones Echinocereus, Erecti y Triglochidiatus present6 un
area ancestral compuesta por la Sierra Madre Occidental, Montafias de Gila y el Desierto
Chihuahuense (Figs. 4; 6B), area que coincide con el refugio de la cuenca del Rio Colorado
propuesto por Van Devender (1995). Las tres secciones de Echinocereus incluyen especies que
habitan regiones relativamente frias y secas, con bosques de Pinus o Juniperus (p. ej.
Echinocereus engelmannii, E. scheeri y E. viridiflorus), por lo que se explica su adaptacion,
expansion y especiacién en las distintas regiones de América del Norte durante el Pleistoceno,
cuando estos bosques tuvieron una mayor extension. Las especies de estas secciones presentan
una morfologia floral marcadamente diferente (Sanchez, 2015, capitulo 3; Taylor, 1985), lo cual
permite sugerir que cada linaje se adecué a diferentes microambientes y sindromes de
polinizacion, a pesar de confluir en algunos puntos de su distribucion.

La seccion Echinocereus con flores cortas (hasta 4 cm de longitud) de color amarillo a
marron, se dispersd y diversificO en el este de América del Norte, habitando el Desierto
Chihuahuense y las Praderas Semiaridas Centrales del Sur (Figs. 3B; 6B). La seccion Erecti
compuesta por especies con flores con tubos receptaculares amplias y de 5 hasta 8 cm de
longitud, de colores principalmente rosa a purpura, presenté un clado compuesto por E.

dasyacanthus y E. pectinatus, que se dispersé hacia el Desierto Chihuahuense, mientras que el
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resto de las especies de la seccidn se disperso y diversificd en las montafias de Gila, Sierra Madre
Occidental y California (Figs. 3C; 6B). La seccion Triglochidiati, con flores con tubos
receptaculares tubulares de 5 hasta 12 cm de longitud, principalmente de color rojo, presenta una
gran diversidad en la Sierra Madre Occidental, pero también se disperso y diversifico en las
Montaiias de Gila y el Desierto Chihuahuense (Fig. 3D; 6B).

Relaciones de las provincias biogeograficas de América del Norte. EI cladograma
resuelto de éareas realizado con el BPA (Fig. 5) mostrd las relaciones de las provincias
biogeograficas de América del Norte que se agruparon en dos clados principales. El clado |
agrupé a las provincias del sur de México: Costa del Golfo de México, Peninsula de Yucatan,
Costa Sur del Pacifico Mexicano, Sierra Madre del Sur y Depresion del Balsas. Los
componentes que definieron al clado A (111 y 112) corresponden a las relaciones filogenéticas y
distribucién de la subtribu Pachycereinae (Fig. 1B). De acuerdo a nuestro analisis, las provincias
del sur de México se definieron més tempranamente, respecto a las provincias del norte de
México y apoyan la hipdtesis de que la tribu Echinocereeae ha diversificado en México en un
sentido geogréafico de sur a norte (Buxbaum, 1969; Wallace, 2002). El clado Il agrup6 a 15
provincias del centro y norte de México, y sur de los Estados Unidos, en las cuales el género
Echinocereus ha diversificado notablemente (Fig. 5). Este clado se dividio en tres subclados (l1a,
Ilb y llc; Fig. 5) y esta soportado por cinco componentes (30, 49, 68, 81 y 91) que corresponden
a la filogenia y distribucion de las secciones de Echinocereus y el resto de los géneros de la
subtribu Stenocereinae incluidos en el analisis (Fig. 1A).

El subclado lla incluyd a tres provincias del noroeste de México: Costa Occidental del
Pacifico Mexicano, Desierto de Sonora y El Cabo. Este clado estd soportado por ocho

componentes (46, 47, 48, 104, 105, 107, 111, 112) asociados a las relaciones filogenéticas y
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distribucién de Echinocereus seccion Sciuri Yy la subtribu Pachycereinae (Fig. 1). La relacién de
El Cabo con provincias pertenecientes al noroeste del macizo continental (Costa Occidental del
Pacifico Mexicano y Desierto de Sonora) ha sido mostrada en analisis biogeograficos de la tribu
Echinocereeae (Davila-Aranda et al., 2002) y otras familias de angiospermas (p. ej. Espinosa et
al., 2006; Peinado et al., 2008). Es probable que la relacién de la provincia de EI Cabo con el
macizo continental se deba a que, al inicio de la separacion de la Peninsula de Baja California del
resto del macizo continental, en el Plioceno, dicha regién quedd aislada por inundaciones
marinas en el Istmo de la Paz (Grismer, 1994; Riddle et al., 2000), evitando el intercambio
bidtico con el resto de la peninsula y manteniendo caracteristica ambientales similares a las del
macizo continental. Este hecho sugiere que la Peninsula de Baja California, a pesar de que es un
area continua, no representa una unidad biogeografica natural. La presencia del Desierto de
Sonora en este clado puede explicarse dado que muchas especies de plantas tipicas de esta
provincia tienen un origen tropical, requieren de humedad, lluvias en verano e inviernos libres de
heladas (Van Devender, 1990); tal es el caso de la mayoria de las especies de la subtribu
Pachycereinae y el género Stenocereus.

El subclado I1b agrupd cinco provincias del centro y noreste de México: Faja Volcanica
Transmexicana, la Sierra Madre Oriental, Desierto Chihuahuense, Planicie Semiarida de
Tamaulipas-Texas y Planicie Costera de Texas-Louisiana (Fig. 5). Este grupo esta soportado por
ocho componentes (61, 62, 63, 67, 77, 78. 79 y 80) ligados a las relaciones filogenéticas y
distribucién de la seccion Costati y de Echinocereus pentalophus. La relacidn de estas provincias
coincide con la propuesta de Morrone et al. (1999) y Contreras-Medina et al. (2007) quienes
recuperaron la hermandad de la Sierra Madre Oriental y el Desierto Chihuahuense. La mayor

parte de las especies de la seccién Costati prefieren suelos de origen calizo (p. ej. E. parkeri, E.
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ennacanthus), este tipo de suelo esta presente en ambas provincias (Grande, 1967), ya que el
Desierto Chihuahuense y la Sierra Plegada de la Sierra Madre Oriental pertenecen al mismo
terreno estratotectdnico (Gonzalez, 1986). La inclusion de la Faja Volcanica Transmexicana en
este clado se debe a la presencia de especies de amplia distribucion como E. cinerascens que
habita en las Serranias de Pachuca, Hidalgo y E. pentalophus que se distribuye en la Sierra de
Guadalupe en el Valle de México.

El subclado Ilc se formd por seis provincias del noroeste de México y suroeste de los
Estados Unidos: Cordillera Occidental, Desiertos frios, Montafias de Gila, Sierra Madre
Occidental, California y Desierto de Baja California (Fig. 5). Dos componentes en Echinocereus
seccion Triglochidiati (2, 3; Fig. 1A) soportan al clado Ilc. Dentro de este clado la hermandad de
las Montafias de Gila y la Sierra Madre Oriental esta soportado por algunos componentes de
Echinocereus seccion Triglochidiati y seccidn y Erecti (Fig. 1A). Los resultados obtenidos en el
BPA son congruentes con el origen geoldgico de la Cordillera Oeste, las Montafias de Gila y la
Sierra Madre Occidental que forman un continuo montafioso, como resultado de la subduccion
de la placa Farallon y la Orogenia Laramide hace mas 40 ma (Ferrari et al., 2005). Por otro lado,
la provincia de California y el Desierto de Baja California formaron un grupo monofilético con
base en cuatro componentes (1, 69, 70, 71) de Echinocereus seccion Subinermes (Fig. 1A). Esta
relacion contrasta con la propuesta de MacMahon (2000) que incluye al Desierto de Baja
California como parte del Desierto de Sonora. Sin embargo, la cantidad de endemismos de la
tribu Echinocereeae en el Desierto de Baja California (p. ej. E. brandegeei, E. ferreirianus),
soportan la propuesta de Riddle et al. (2000) quienes separan al Desierto de Baja California
(Desierto Peninsular) del Desierto de Sonora. Ambas provincias tienen una historia comun ya

que estuvieron unidas en el macizo continental hace aproximadamente 5 my, promoviendo
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eventos vicariantes en vertebrados (p. ej. Riddle et al., 2000) y plantas (p. ej. Nason et al., 2002).
Sin embargo, nuestro muestreo favorecio el agrupamiento de las provincias de California y
Desierto de Baja California por las especies de Echinocereus que comparten (p. ej. E.
engelmannii y E. maritimus; Figs. 2C y 3C). Los resultados obtenidos en este estudio no apoyan
la propuesta de unir a los Desiertos de Sonora, Baja California y Chihuahuense para formar el
area natural: Desiertos Calientes (MacMahon, 2000). Aunque el concepto de Desiertos Calientes
es establecido como una Ecorregién de México (CONABIO 2008; U. S. EPA 2010), nuestro
analisis no reconocio esa relacion, ya que el Desierto de Sonora, el Desierto de Chihuahuense y
el Desierto de Baja California se encuentran en clados distintos (Fig. 5).

No obstante, el patron de distribucion marcadamente disyunto en Subinermes y Wilcoxia
(las secciones mas tempranamente diversificadas en Echinocereus) podria suponer una edad de
divergencia mayor a la propuesta (Arakaki et al., 2011; Hernandez-Hernandez et al., 2014),
cuando todavia la Sierra Madre Occidental no se levantaba por completo y el Golfo de California
aun no se formaba, y esto permitia la distribucion continua del linaje. Riddle (1995) sugirid
eventos de vicarianza en el Nedgeno tardio-Pleistoceno tardio, que separaron a ciertos roedores
(Perognathus, Chaetodipus y Onychomys) de los desiertos continentales del oeste (Sonora,
Sinaloa y Mojave) y del este (Chihuahua), asociados principalmente con el levantamiento de la
Sierra Madre Occidental y el Altiplano Mexicano (aqui considerado como parte del Desierto
Chihuahuense).

Por lo tanto, concluimos que la tribu Echinocereeae se dispersé y diversifico en América
del Norte, en un sentido geogréafico de sur a norte. En general, la tolerancia a las heladas en
invierno representa el limite ecoldgico entre Echinocereus y el resto de los generos de la tribu.

La tolerancia de Echinocereus a las bajas temperaturas esta relacionada con algunas
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innovaciones morfoldgicas, como la formacién de yemas errumpentes y la presencia de una gran
cantidad de mucilago en el tallo. La tolerancia a las heladas, la adquisicion de una forma de
crecimiento de cilindros cortos y la modificacion de los caracteres florales, permitieron la
diversificacion de los linajes de Echinocereus a través de los cambios geoldgicos y climaticos
ocurridos durante el Mioceno, Plioceno y Pleistoceno. El patron de distribucion marcadamente
disyunto de las secciones mas tempranamente diversificadas (Subinermes y Wilcoxia) podria
suponer una edad de divergencia para Echinocereus, mas antigua de la que se ha propuesto, en
donde la Sierra Madre Occidental no se habia levantado completamente y permitia una

continuidad en la distribucién de esos linajes.
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Figura 6. Areas ancestrales de las secciones de Echinocereus y sus posibles rutas de dispersion. A.
Secciones Subinermes, Wilcoxia y Costati. B. Secciones Reichenbachii, Sciuri, Echinocereus, Erecti y

Triglochidiati.
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CONCLUSIONES

El analisis filogenético que incluy6 sélo a los marcadores de ADN de cloroplasto gener6
una hipotesis robusta de las relaciones filogenéticas de las especies tradicionalmente clasificadas
en Echinocereus. Se redefinen los limites del género al excluir a E. pensilis y se propone que
Echinocereus s. s. estd apoyado por dos caracteres morfoldgicos: yemas errumpentes y l6bulos
del estigma de color verde. Las secciones propuestas en la clasificacién previa representan
grupos parafiléticos o polifiléticos, con excepcion de Triglochidiati que se recuperé como un
grupo monofilético. Sin embargo, fue necesario usar otra fuente de evidencia para resolver y/o

confirmar las relaciones de taxones con posicion incierta.

En ausencia de un marcador de nucleo, la inclusion de caracteres morfoldgicos bien
conceptualizados funcion6 como un complemento congruente y robusto para poner a prueba,
corroborar y apoyar las hipotesis filogenéticas generada a través del analisis de caracteres
moleculares. El analisis filogenético combinado permiti6 el flujo de sefial secundaria, resolvio el
problema de atraccion de ramas largas en uno de los clados internos de la filogenia y resulté con
una mejor resolucion. El andlisis combinado permite que cada linaje tenga un sentido mas
practico al contener informacion morfolégica (Assis, 2009). De esta forma, el género
Echinocereus y ochos clados internos, reconocidos como secciones, pudieron ser descritos a

través de sinapomorfias o con una combinacion Unica de caracteres morfolégicos y moleculares.

Todas las especies de Echinocereus presentaron yemas errumpentes, aun aquellas que
habian sido consideradas por autores previos como especies con yemas no errumpentes. La
formacion de yemas errumpentes, por el movimiento del meristemo de la aréola, es un proceso

anatomico bien coordinado que representa la sinapomorfia del género. Esta modificacion
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constituye una adaptacién que consideramos promovid la diversificacién del linaje, ya que
protege al meristemo de la aréola o yema de las heladas que ocurren en los lugares donde habita

el género.

Echinocereus representd un linaje ideal para explorar la biogeografia histérica de México,
ya que es un género diverso y con una amplia distribucién en América del Norte. La Sierra
Madre Occidental resultd un area importante en el establecimiento de los patrones
biogeograficos en la tribu Echinocereeae. El levantamiento de esta cadena montafiosa propicio la
vicarianza en Echinocereinae que separd a Echinocereus del resto de los géneros. Las relaciones
filogenéticas de las especies de Echinocereus permiten proponer una historia biogeografica de la
provincias biogeograficas de México, congruentes con patrones descritos en otras familias de

plantas, asociados a los mismos cambios geoldgicos y climaticos.
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