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RESUMEN

La relacién filogenética del género Peniocereus con otros miembros de la
subtribu Pachycereinae es controversial, y en filogenias moleculares previas su
grupo hermano no es resuelto. Este estudio pretende corroborar la monofilia de
Peniocereus y descubrir su posicidon dentro de Pachycereinae y las interrelaciones
entre las especies que constituyen a la subtribu. Cinco marcadores moleculares
del ADN de cloroplasto (rpl16, petL-psbE, psbA-trnH, trnL-trnF, y rpl32-trnL) y un
amplio grupo externo representado por todos los géneros de Pachycereinae y
Echinocereinae fueron utilizados en los analisis de Maxima Parsimonia e
Inferencia Bayesiana para generar una hipétesis filogenética. Los resultados
apoyan con alto soporte la monofilia de Peniocereus, el cual incluye a P. striatus,
P. greggii, P. johnstonii, P. marianus, P. lazaro-cardenasii, P. zopilotensis y P.
viperinus. EI género es hermano del grupo Pachycereus (Backebergia, Carnegiea,
Lophocereus, Marshallocereus, Nyctocereus, Pachycereus y Pterocereus). En
adicion, para inferir parte de la historia evolutiva de Peniocereus se realizd un
analisis de reconstruccion de estados ancestrales para nueve caracteres
morfolégicos y uno de reconstruccion de areas ancestrales. Las ramas
escandentes, los tallos delgados, y la epidermis tabular papilosa son
sinapomorfias de Peniocereus. La distribucion geografica del género es
marcadamente disyunta, probablemente como resultado de su historia

biogeografica del Mioceno Tardio al Plioceno Temprano.

Palabras clave: ADNcp, epidermis tabular papilosa, escandente, evolucion,

filogenia, historia biogeografica, Peniocereus.



ABSTRACT

The phylogenetic relationship of the genus Peniocereus with other members
of the subtribe Pachycereinae is controversial, and in previous molecular
phylogenies its sister group is unresolved. This study aimed to corroborate the
monophyly of Peniocereus and to discover its position within Pachycereinae and
the interrelationships among the species that make up the subtribe. Five molecular
markers of chloroplast DNA (rpl16, petL-psbE, psbA-trnH, trnL-trnF, and rpl32-trnL)
and a broad outgroup represented by all genera of Pachycereinae and
Echinocereinae were used in Maximum Parsimony and Bayesian Inference
analyses to generate a phylogenetic hypothesis. The results strong support
monophyly of Peniocereus, which comprises P. striatus, P. greggii, P. johnstonii, P.
marianus, P. lazaro-cardenasii, P. zopilotensis, and P. viperinus. The genus is
sister to the Pachycereus group (Backebergia, Carnegiea, Lophocereus,
Marshallocereus, Nyctocereus, Pachycereus, and Pterocereus). In addition, to infer
part of the evolutionary history of Peniocereus | performed an analysis of
reconstruction of ancestral states for nine morphological characters and a
reconstruction of ancestral areas. The scandent branches, thin stems, and tabular
papillose epidermis are synapomorphies of Peniocereus. The geographical
distribution of the genus is markedly disjunct, presumably as a result of its

biogeographic history from the Late Miocene to Early Pliocene.

Key words: cpDNA, tabular papillose epidermis, scandent, evolution, phylogeny,

biogeographic history, Peniocereus.



I. INTRODUCCION

Peniocereus (A. Berger) Britton & Rose (1909), es un género de la familia
Cactaceae, que ha transitado en varias propuestas taxonémicas sobre el numero
de especies, géneros hermanos y ubicacion tribal en la subfamilia Cactoideae. De
acuerdo con Hunt et al. (2006), Peniocereus es miembro de la tribu Echinocereeae
(Cuadro 1). Sin embargo, a partir del estudio filogenético de Arias et al. (2005), se
reconoce que solo P. striatus, P. greggii, P. johnstonii, P. marianus, P. lazaro-
cardenassii, P. zopilotensis y P. viperinus constituyen al género Peniocereus
sensu stricto (s.s.) como miembro de la subtribu Pachycereinae sensu Gibson y
Horak (1978).

Estudios filogenéticos posteriores, con muestreos amplios en Cactaceae,
pero reducidos en el numero de especies por géneros, oscurecieron las relaciones
entre especies de Peniocereus (s.s.) con géneros hermanos (Hernandez-
Hernandez et al., 2011, 2014; Barcenas et al., 2011). Por lo tanto, es pertinente el
desarrollo de una investigacién que integre el mayor numero posible de miembros
relacionados con este género, ademas de un estratégico numero de marcadores
moleculares posibles. De hecho, existen varios estudios filogenéticos en donde la
seleccion de dos 0 mas marcadores moleculares ayudo a evidenciar las relaciones
entre especies y reconocer a grupos hermanos. Es el caso de los estudios
realizados en Rhipsalis (Calvente et al., 2011a), Echinopsis (Schlumpberger y
Renner, 2012), Opuntia (Majure et al., 2012), Harrisia (Franck et al., 2013),
Echinocereus (Sanchez et al., 2014), Astrophytum (Vazquez-Lobo et al., 2015) y

Disocactus (Cruz et al., 2016), por mencionar los mas recientes.

Mientras tanto, las filogenias en los inicios del presente siglo XXI, con un
apropiado numero de caracteres moleculares e incorporacién del mayor numero
de especies y/o géneros relacionados, de un grupo especifico, han proporcionado
una base imprescindible en las reconstrucciones de estados ancestrales e
historias biogeograficas en distintos grupos de cactaceas (p. ej. Edwards et al.,
2005; Calvente et al., 2011b; Demaio et al., 2011; Majure et al., 2012; Vazquez-
Sanchez et al., 2013; Sanchez et al., 2014; Vazquez-Lobo et al., 2015). Por lo



tanto, el interés del presente estudio es corroborar la monofilia de Peniocereus
(s.s.), conocer sus relaciones dentro de la subtribu Pachycereinae y las relaciones
entre las especies que lo integran, utilizando cinco marcadores moleculares del
ADN de cloroplasto e incluyendo todos los géneros que integran Pachycereinae.
Finalmente, con los resultados realizar una reconstruccion de areas ancestrales

para inferir la historia biogeografica de Peniocereus (s.s.).



II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Generar una hipotesis filogenética del género Peniocereus (s.s.) con un
amplio grupo externo, a partir de un conjunto de marcadores moleculares

del ADN de cloroplasto.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Corroborar la monofilia de Peniocereus (s.s.).

e Explorar la relacion filogenética de Peniocereus (s.s.) con Nyctocereus y

otros géneros de la subtribu Pachycereinae.

e Conocer las relaciones de hermandad entre las especies de Peniocereus
(s.s.).

¢ Inferir parte de la historia evolutiva de Peniocereus (s.s.), con base en la

filogenia molecular.
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[ll. ANTECEDENTES

Historia taxondmica de Peniocereus. Peniocereus lo integran cerca de 20
especies (Hunt et al., 2006). El numero de especies incluidas y de subgéneros
reconocidos, ha tenido varios cambios desde que el género fue erigido por Britton
y Rose (1909), quienes consideraron una especie (Cereus greggii Engelm., tipo),
hasta la actualidad (Cuadro 1). Con relacion a la clasificacion infragenérica,
Sanchez-Mejorada (1974), reconocié dos subgéneros con base en diferencias
morfoldgicas del tallo, flor y semilla. El subgénero Peniocereus, con tres especies
y caracterizado por tallos monomorfos (tallos juveniles y adultos semejantes),
aréolas del tubo receptacular proximas entre si y semillas opacas, con
ornamentacion rugosa. El subgénero Pseudoacanthocereus, con nueve especies y
caracterizado por tallos dimorfos, aréolas del tubo receptacular mas distantes y
semillas brillantes, sin ornamentacion evidente. Esta misma propuesta de
clasificacion infragenérica la retoma Bravo-Hollis (1978), quien ademas reconoce
los géneros Neoevansia, Nyctocereus y Wilcoxia. Por su parte, Hunt et al. (2006),
también reconocen los subgéneros Peniocereus y Pseudoacanthocereus, pero
incluyen también a Cullmannia, Neoevansia, Nyctocereus y Wilcoxia. Mas
recientemente y con base en el estudio filogenético de Arias et al. (2005), Hunt
(2016), propuso la transferencia del subgénero Pseudoacanthocereus a
Acanthocereus, mientras que el subgénero Peniocereus + Neoevansia + Wilcoxia

(dos especies), conforman el actual género Peniocereus (s.s.).

La ubicacion tribal también ha cambiado; inicialmente fue incluido en la tribu
Cereeae (Britton y Rose, 1920), después en Hylocereeae (Bravo-Hollis, 1978;
Gibson y Nobel, 1986), en Pachycereeae (Anderson, 2001) y mas recientemente
en Echinocereeae (Hunt et al., 2006). En la actualidad, el subgénero
Pseudoacanthocereus fue transferido a la tribu Hylocereeae, mientras que
Peniocereus (s.s.) es reconocido en Echinocereeae (Hunt, 2016). En la
clasificacion mas reciente para la familia (Hunt et al., 2006), Echinocereeae agrupa
cerca de 25 géneros y tiene una distribucion principalmente en Norteamérica,

aunque algunas especies se encuentran en Centroamérica y el Caribe (Hunt et al.,
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2006). Peniocereus (s.s.) lo integran las especies P. striatus, P. greggii, P.
johnstonii, P. marianus, P. lazaro-cardenasii, P. zopilotensis y P. viperinus (Arias et
al., 2005). Se distribuye principalmente en México, aunque a P. striatus y P.
greggii se les encuentra también en el suroeste de los Estados Unidos (Felger y
Zimmerman, 2000; Pinkava, 2003). Su distribucién general incluye los ambientes
secos del litoral del Pacifico, desde el sur de Arizona en Estados Unidos hasta
Guerrero y Oaxaca en México (Hernandez y Gémez-Hinostrosa, 2011; Barthlott et
al., 2015).

Relaciones filogenéticas de Peniocereus (s.s.). La primera hipdtesis de
relaciones filogenéticas, realizada para las cactaceas de la actual tribu
Echinocereeae, con base en secuencias de cloroplasto provenientes del gen rbcL
y el intrén rpll6 fue propuesta por Wallace (2002), quien encuentra que una parte
del linaje Peniocereus se relaciona con la subtribu Pachycereinae. Posteriormente,
el estudio filogenético realizado por Arias et al. (2005), con base en el espaciador
intergénico trnL-trnF y el intron rpll6 demostraron que Peniocereus es polifilético.
Este estudio evidencia que, de los dos subgéneros reconocidos por Sanchez-
Mejorada (1974) y Bravo-Hollis (1978), solo el subgénero Peniocereus compone al
género (incluyendo Cullmannia y Neoevansia), mientras que el subgénero
Pseudoacanthocereus es parte de la tribu Hylocereeae y en particular forma parte
del género Acanthocereus. Sin embargo, la relacion de Peniocereus (s.s.) con
otros géneros de Pachycereinae (p. e€j. Nyctocereus) no se resolvid
completamente en el estudio de Arias et al. (2005). Estudios filogenéticos
posteriores, dirigidos a la familia Cactaceae, encontraron el mismo escenario
basico obtenido por Arias et al. (2005). Por ejemplo, Hernandez-Hernandez et al.
(2011), utilizando el gen matK, intron rpll6, espaciadores intergénicos trnL-trnF y
trnK-matK (ADNcp), y el gen nuclear ppc encuentran que las tres terminales
analizadas de Peniocereus (s.s.), se resuelven en un clado donde estan
Nyctocereus, Bergerocactus, Cephalocereus y Neobuxbaumia. Mientras tanto,
Barcenas et al. (2011), usando el espaciador intergénico trnK-matK encontraron
que las tres terminales incluidas de Peniocereus (s.s.) en el analisis, estan

relacionados con los géneros Echinocereus, Stenocereus y otros de la tribu

12



Echinocereeae, mientras que las dos especies incluidas en su estudio,
pertenecientes al subgénero Pseudoacanthocereus, se resuelven con
Acanthocereus. Un estudio reciente, realizado por Hernandez-Hernandez et al.
(2014) basados en matK, rpl16, trnL-trnF y trnK-matK, obtienen los mismos grupos
mas inclusivos antes sefialados (Echinocereeae, Hylocereeae), en donde el grupo
Pachycereus, incluido Nyctocereus serpentinus (= Peniocereus serpentinus),
representan el clado hermano de las tres especies de Peniocereus (s.s.) incluidas.
Respecto a Bergerocactus emoryi, evidencian su hermandad con parte del grupo
Cephalocereus. Considerando que los estudios posteriores al realizado por Arias
et al. (2005), utilizaron un numero reducido de especies de Peniocereus (s.s.) y de
miembros de la subtribu Pachycereinae, las relaciones de este género con los

restantes miembros de la subtribu (p. ej. Nyctocereus) no estan resueltas.

13



Cuadro 1. Historia taxondmica de Peniocereus segun seis autores (- = no aplica, * = sin informacion).

Britton y Rose Sanchez- Bravo-Hollis Gibson y Anderson Hunt et al.

Clasificacion (1920) Mejorada (1978) Nobel (1986) (2001) (2006)
(1974)
Tribu Cereeae * Hylocereae Hylocereeae @ Pachycereeae Echinocereeae
Subtribu Cereanae * Nyctocereinae * * *
Peniocereus (A. 1 sp. 12 spp. 12 spp. ca. 15 spp. 18 spp. ca. 20 spp.
Berger) Britton y
Rose (1909)
Subgéneros Peniocereusy Peniocereus y Peniocereus y
reconocidos - Pseudoacan- Pseudoacan- ninguno ninguno Pseudoacan-
thocereus thocereus thocereus

Nyctocereus 5 spp. 6 spp. ca. 6 spp. Transferido a Transferido a
(A. Berger) - Peniocereus Peniocereus
Britton y Rose
(1909)
Wilcoxia 4 spp. 6 spp. Transferidoa Transferidoa  Transferido a
Britton y Rose - Echinocereus Echinocereus  Echinocereus
(1909)
Neoevansia 2 spp. Transferidoa Transferidoa  Transferido a
W.T.Marshall - - Peniocereus  Peniocereus Peniocereus
(1941)
Cullmannia Transferidoa  Transferidoa Transferidoa  Transferido a

Distefano (1956)

Wilcoxia

Peniocereus

Peniocereus

Peniocereus

14



IV. METODOLOGIA

Seleccién de taxones. Todas las especies reconocidas en las sintesis
taxondmicas recientes (Guzman et al., 2003; Hunt et al., 2006) de Peniocereus
(s.s.) y de grupos hermanos que conforman la subtribu Pachycereinae
(Backebergia, Bergerocactus, Carnegiea, Cephalocereus, Lemaireocereus,
Lophocereus, Marshallocereus, Neobuxbaumia, Nyctocereus, Pachycereus,
Pseudomitrocereus, y Pterocereus), fueron incluidos en el presente estudio.
Ademas se incorporaron de una a dos especies representantes de los géneros
que conforman la subtribu Echinocereinae (Echinocereus, Escontria, Morangaya,
Myrtillocactus, Polaskia y Stenocereus), por ser la subtribu hermana de
Pachycereinae (Wallace, 2002, Arias et al., 2003; 2005, Hernandez-Hernandez et
al.,, 2011, Sanchez et al.,, 2014). El grupo externo funcional lo constituyen
Acanthocereus chiapensis, Harrisia earlei, Leptocereus quadricostatus y
Selenicereus atropilosus. La informacion del voucher y numero de accesion en

GenBank de las muestras utilizadas en este estudio se listan en el apéndice 1.

Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion. Muestras de tejido,
de aproximadamente 1 cm?® fueron deshidratadas en silica gel, congeladas y
pulverizadas. La extraccién de ADN se obtuvo siguiendo los procedimientos del kit
DNeasy Plant Mini (Qiagen, Inc., Valencia, California). Después de la extraccion,
el ADN total fue almacenado a -20°C. Las secuencias de cinco marcadores fueron
amplificadas mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas
en inglés), en un volumen de 25 uL. Los siguientes primers y condiciones de
amplificacion fueron usados: para petL-psbE, se usaron los primers petL y psbE
(Shaw et al., 2007), con un perfil de reaccion de 94°C por 2 minutos; 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, 52°C por 30 segundos, y 72°C por 1 minuto; y una extension
final de 72°C por 5 minutos. Para psbA-trnH, los primers psbA (Sang et al., 1997) y
trnH (Tate y Simpson, 2003), y para trnL-trnF los primers ¢, d, e y f (Taberlet et al.,
1991). Para estos dos marcadores se usé un perfil de reaccién de 94°C por 2
minutos; 29 ciclos de 94°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos, y 72°C por 1

minuto; y una extension final de 72°C por 7 minutos. Para rpll6, se usaron los
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primers rpl16F y rpl16R (Hernandez-Hernandez et al., 2011), con un perfil de
reaccion de 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 50
segundos, y 72°C por 2 minutos; y una extension final de 72°C por 4 minutos. Para
rpl32-trnL, se usaron los primers rpl32F y trnL(UA®) (Shaw et al., 2007), con un
perfil de reaccion de 94°C por 2 minutos; 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 52°C por
30 segundos, y 72°C por 1 minuto y 30 segundos; y una extension final de 72°C
por 5 minutos. Finalmente, los productos de PCR fueron secuenciados en High
Throughput  Genomics Unit de la Universidad de  Washington

(http://www.htseq.org).

Analisis filogenético. Las secuencias para cada marcador fueron
ensambladas usando Sequencher v. 4.8 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Ml,
USA). Después, se generaron matrices por marcador, las cuales fueron pre-
alineadas con Muscle v. 3.8.31 (Edgar, 2004) y manualmente ajustadas en
Mesquite v. 3.04 (Maddison y Maddison, 2015), excluyendo aquellos sitios poli T/A
no alineables. Los eventos de insercién-delecion (INDELs) fueron identificados y
codificados usando el método de codificaciéon simple (Simmons y Ochoterena,
2000; Ochoterena, 2009). Subsecuentemente, una matriz concatenada con los
cinco marcadores e INDELs fue generada para los analisis filogenéticos. Los
analisis incluyeron 62 terminales, con 309 secuencias del ADNcp, de las cuales,
192 son nuevas secuencias, y 117 son secuencias previamente depositadas en
GenBank por Arias et al. (2005), Sanchez et al. (2014) y Cruz et al. (2016),
principalmente. Un analisis bajo el principio de parsimonia (MP) fue realizado en
TNT v. 1.1 (Goloboff et al., 2008), con una busqueda heuristica con 100,000
réplicas, de adicidon de secuencias al azar y permutacidon de ramas mediante
biseccion y reconexion de cladogramas “TBR”, guardando 10 arboles de cada
réplica y los encontrados en la busqueda. Por ultimo, los valores de soporte en los
nodos fueron resultado de 10,000 réplicas de bootstrap (BS) (Felsenstein, 1985) y
jackknife (JK) (Farris et al., 1996), siguiendo la misma estrategia de busqueda que
en el andlisis de MP en TNT. Para los analisis de verosimilitud maxima (VM) e

inferencia bayesiana (IB), dos particiones moleculares fueron requeridas.
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En la particion de secuencias de ADN, los modelos de sustitucién molecular
fueron estimados usando el criterio de informacion de Akaike (AIC), implementado
en jModelTest v. 2.1.7 (Darriba et al., 2012), resultando un modelo TPM1uf para
petL-psbE, psbA-trnH y rpl16, un modelo TPM2uf para trnL-trnF, un modelo GTR
para rpl32-trnL y un modelo Mkv (Lewis, 2001) para la particion de INDELs. El
analisis VM fue generado en RAxXML v. 7.7.1, usando los valores por default en el
servicio web BlackBox (Stamatakis et al., 2008), con 100 réplicas de BS. Por su
parte, el analisis IB fue realizado en MrBayes v. 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) y
consistio de dos corridas de cuatro cadenas por 5 millones de generaciones,
guardando un arbol cada mil generaciones, y comenzando con un arbol al azar.
En la busqueda cadena de Markov (MCMC), un 25% de los arboles iniciales
fueron excluidos “burn-in”, y con los arboles restantes fue obtenido el arbol
consenso de mayoria y sus probabilidades posteriores (PP) de soporte en nodos.
Los arboles obtenidos en los analisis de MP e IB fueron editados usando FigTree
v. 1.4.2 (Rambaut, 2014).

Reconstruccion de estados ancestrales en Peniocereus (s.s.). Un
subarbol generado en TreeGraph2 v. 3 (Stover y Muller, 2010), a partir de la poda
del arbol consenso de mayoria, del analisis IB, fue usado en la evolucion de
caracteres morfolégicos. EI subarbol incluyd tres especies del clado
Echinocereinae  (Echinocereus pentalophus, Muyrtillocactus schenckii vy
Stenocereus stellatus) y todas las especies del clado Pachycereinae. Se
seleccionaron nueve caracteres morfolégicos considerados relevantes en los
tratamientos taxondmicos (Cuadro 2; Sanchez-Mejorada, 1974; Anderson, 2001;
Hunt et al., 2006), los cuales se describen y codifican en los apéndices 2 y 3. Para
codificar los estados de caracter, los datos fueron obtenidos por medio de revision
de ejemplares vivos (coleccién de cactaceas, Jardin Botanico del Instituto de
Biologia-UNAM), ejemplares de herbario (MEXU), informacion anatomica de las
cactaceas en estudio, compartida por la Dra. Terrazas y descripciones
previamente publicadas (Britton y Rose, 1920; Sanchez-Mejorada, 1974;
Anderson, 2001; Hunt et al, 2006). EI método de verosimilitud, en la

reconstruccion de estados ancestrales, fue realizado en Mesquite v. 3.04, con la
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suposicion de estados no ordenados. El analisis estima la verosimilitud
proporcional (P) de los estados morfologicos en cada nodo, dada una topologia. El
rango del valor p oscila entre 0 a 1, donde un valor cercano a 1 es mas verosimil

de ser un estado ancestral.

Cuadro 2. Caracteres morfologicos usados en la evolucion y reconstruccion de

estados ancestrales.

No. Caracter Estados de caracter
1 Habito arbusto = 0, arbol =1
2 Tipo de raiz ausente = 0, engrosamiento de la primaria = 1,
tuberosa engrosamiento de las secundarias = 2
Rama recta = 0, trepadora = 1, escandente = 2

Dimension del tallo  grueso = 0, delgado = 1
Color de los tépalos rosa-rojo = 0, amarillo = 1, blanco = 2
internos
Antesis diurna = 0, nocturna =1
Pared periclinal de  plana = 0, tabular papilosa corta = 1, tabular
la epidermis papilosa larga = 2, convexa hemisférica = 3
8 Floema fibras ausentes = 0, fibras de origen primario = 1,
fibras de origen secundario = 2

9 Haces medulares ausente = 0, presente =1

Reconstruccion de areas ancestrales para Peniocereus (s.s.). Las areas
de distribucion ancestral fueron inferidas usando el analisis bayesiano binario
MCMC (BBM), implementado en RASP v. 3.2b (Yu et al., 2015). Las distribuciones
geograficas de las especies del subarbol previo fueron recopiladas de Yetman
(2007), Arias y Terrazas (2009), Hernandez y Gomez-Hinostrosa (2011), Barthlott
et al. (2015), y de acuerdo con Paredes et al. (2000), la distribucién natural de N.
serpentinus parece estar en las areas tropicales del sur de México en los estados
de México, Morelos, Michoacan y Oaxaca. Respecto a las distribuciones

geograficas de las especies de Marshallocereus y Strophocactus, igualmente
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fueron consultadas las obras de Véliz et al. (2008) y Cerén et al. (2015). Las
provincias biogeograficas propuestas por Morrone (2006) y las Ecorregiones de
América del Norte, Nivel I, U. S. EPA (2010), fueron modificadas, y utilizadas en
este estudio (Cuadro 3). Se utilizd la capa del Modelo Digital de Elevacion para
Norte América (U.S. Geological Survey’s, 2010). Para el analisis BBM se corrieron
simultaneamente 10 cadenas para cinco millones de generaciones, con una
frecuencia de muestreo cada 100 generaciones y descartando 500 arboles. El
modelo de entrada fue JC+G (Jukes-Cantor + Gamma) y el numero maximo de

areas agrupadas en la reconstruccion del area ancestral fue igual a seis.

Cuadro 3. Provincias biogeograficas utilizadas en la reconstruccion de areas

ancestrales.

Cdbdigos y provincias biogeogréficas

A) California Mediterranea, B) Desierto de Sonora, C) Montafas de Gila, D)
Desierto de Baja California, E) Sierra y planicies de EI Cabo, F) Costa
Occidental del Pacifico Mexicano, G) Sierra Madre Occidental, H) Altiplano
Mexicano, |) Planicie Semiarida de Tamaulipas-Texas, J) Planicie Costera de
Texas-Louisiana, K) Golfo de Meéxico, L) Sierra Madre Oriental, M) Faja
Volcanica Transmexicana, N) Cuenca del Balsas, O) Sierra Madre del Sur, P)
Costa Sur del Pacifico Mexicano, Q) Chiapas, R) Peninsula de Yucatan, S)

Oriente de América Central y T) Occidente del Istmo de Panama.

V. RESULTADOS

Andlisis filogenético

Datos de las matrices e INDELs. La matriz concatenada con los cinco
marcadores mas INDELs, incluye 4,766 nucleétidos y 143 INDELs, que en su
conjunto sumaron 4,909 caracteres, de los cuales 530 fueron informativos para la
parsimonia. Los sitios poli T/A, que fueron excluidos, sumaron un total de 12 sitios.

La codificacion de 143 INDELs informativos incluyé repeticiones de secuencias
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simples, deleciones e inversiones (Ochoterena, 2009). En sintesis, las estadisticas
de las matrices para cada marcador, y la matriz concatenada usada en la

inferencia filogenética se muestran en el cuadro 4.

Andlisis utilizando MP e IB. El analisis de MP resulté en 163 arboles
igualmente parsimoniosos, con una longitud de 1,655 pasos (Fig. 1). El arbol
consenso estricto muestra la hermandad de los clados denominados
Echinocereinae y Pachycereinae, con alto soporte (Fig. 1; 99% BS / 99% JK). Al
interior de Pachycereinae, se encuentran Bergerocactus emoryi y los clados
Strophocactus, Lemaireocereus, Cephalocereus, Pachycereus y el grupo de
estudio Peniocereus (s.s.) con moderado soporte (Fig. 1; 84% BS / 89% JK). La
hermandad entre los grupos Peniocereus y Pachycereus tiene bajo soporte (Fig. 1;
54% BS / 62% JK). Peniocereus se recupera con alto soporte (Fig. 1; 89% BS /
93% JK), con las nueve terminales (siete especies) incorporadas al analisis y sin
incluir a Nyctocereus (= Peniocereus serpentinus). Tres clados se reconocen al
interior de Peniocereus con alto soporte, las dos subespecies de P. greggii, P.

johnstonii + P. marianus y P. lazaro-cardenasii + P. zopilotensis + P. viperinus.

El mejor arbol de VM (resultado no mostrado) y el arbol consenso de
mayoria de IB, fueron congruentes en sus topologias y también con la topologia
de MP, aunque algunas hermandades al interior de Pachycereinae y en particular
al interior de Peniocereus se resolvieron. El arbol consenso de mayoria de IB,
muestra que al interior de Pachycereinae, el clado Strophocactus es el primero
que diversifica, seguido de Lemaireocereus con bajo a alto soporte (Fig. 2; 56%
VM BS / 1 IB PP). Después la hermandad de Bergerocactus + Cephalocereus con
bajo a moderado soporte (Fig. 2; 52% VM BS / 0.73 IB PP), asi como la
hermandad de Peniocereus + Pachycereus con alto soporte (Fig. 2; 99% VM BS /
1 1B PP). El clado Peniocereus lo conforman dos subclados, el subclado | con la
hermandad de P. striatus y P. greggii (Fig. 2; 52% VM BS / 0.74 1B PP) y el
subclado Il con P. johnstonii y P. marianus hermanados con P. lazaro-cardenasii,
P. zopilotensis y P. viperinus (Fig. 2; 74% VM BS / 0.96 1B PP).
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Cuadro 4. Informacién de las matrices usadas en la inferencia filogenética del

presente estudio.

petL- psbA- rpll6 trnL- rpl32- Concatenado

psbE trnH trnF trnL
Terminales 62 62 62 62 61* 62
Longitud 588 549 1,153 1,139 1,337 4,909
Caracteres
constantes 527 456 898 958 1,002 3,841
Caracteres
variables 39 41 149 118 129 538
Caracteres
informativos 22 52 106 63 206 530
% Caracteres
informativos 3.7 9.4 9.1 5.5 15.4 10.7
Sitios poli T/A - 1 3 3 5 12
INDELs 6 24 30 43 40 143

* Amplificacién de secuencia, sin éxito en Lophocereus schottii.

Reconstruccion de estados ancestrales en Peniocereus (s.s.). La
optimizacion de la verosimilitud de nueve caracteres morfolégicos sobre un
subarbol del arbol consenso de mayoria, del analisis de IB se muestra en las
figuras 3 y 4. El habito arbustivo es el estado ancestral para Peniocereus (P =
0.82), con un cambio de arbol a arbusto (Fig. 3a). Las raices secundarias
tuberosas representan un estado ancestral para Peniocereus (P = 0.91) y a su vez
un estado homoplasico de tipo paralelismo con Nyctocereus serpentinus (Fig. 5¢).
La raiz principal tuberosa surge en dos eventos independientes en Peniocereus;
uno en P. greggii y otro en P. johnstonii (Fig. 3b). Las ramas escandentes (P =
0.99), los tallos delgados (P = 0.99) y la epidermis tabular papilosa (P = 0.98),
representan claramente tres sinapomorfias para Peniocereus (Figs. 3c-d, 4a y 5a).
Los tépalos internos blancos (P = 0.96) y la antesis nocturna (P = 0.99) se infieren

como estados plesiomérficos en Peniocereus (Fig. 3e-f).
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Los tépalos internos rosa-rojo en Peniocereus surgen en dos eventos
independientes; uno en P. lazaro-cardenasii y otro en P. viperinus (Figs. 3e, 5b). El
floema sin fibras es el estado ancestral para Peniocereus (P = 0.54). Mientras que
el floema con fibras de origen primario (P = 0.49), es el estado ancestral para el
subclado II (P. johnstonii, P. marianus, P. lazaro-cardenasii, P. zopilotensis y P.
viperinus), con una reversion en P. johnstonii hacia el floema sin fibras. Sin
embargo, el floema con fibras de origen primario surge independientemente en
Strophocactus y Bergerocactus (Fig. 4b). Los haces medulares ausentes son
ancestrales para Peniocereus (P = 0.98). La ausencia de haces medulares surgen
al menos en tres tiempos dentro la subtribu Pachycereinae y en la mayoria de sus
especies se producen haces medulares (Fig. 4c). Por ultimo, a partir de la
inferencia de estados ancestrales en Peniocereus se ilustra su ancestro comun
(Fig. 5d).

Reconstruccion de é&reas ancestrales para Peniocereus (s.s.). El
analisis BBM encontrd, con una probabilidad bayesiana (P) de 0.21, a la Cuenca
del Balsas como el area de distribucion ancestral para Peniocereus (nodo 61).
También se identificaron cuatro eventos de dispersion (nodos 58, 59, 60 y 61) y
tres eventos de vicarianza (nodos 58, 59 y 61) dentro del clado Peniocereus. Para
el subclado I, que incluye a P. striatus y P. greggii resulté el Desierto de Sonora
(nodo 60, P = 0.19) como el area de distribucion ancestral. Para el subclado II,
que incluye a P. johnstonii, P. marianus, P. lazaro-cardenasii, P. zopilotensis y P.
viperinus, resulté la Cuenca del Balsas (nodo 59, P = 0.37) como el area de
distribucién ancestral. Sin embargo, para P. johnstonii y P. marianus, igual que en
el subclado |, el Desierto de Sonora (nodo 58, P = 0.17) fue encontrado como el
area de distribucion ancestral. La Cuenca del Balsas, en la mayoria de los nodos
de Pachycereinae, es inferida como area ancestral y al parecer, la provincia de

Chiapas como area ancestral de la subtribu (nodo 76, P = 0.36; Fig. 6).
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Figura 1. Arbol consenso estricto de 163 arboles mas parsimoniosos a partir de la
concatenacion de las secuencias petL-psbE, psbA-trnH, rpll6, trnL-trnF, rpl32-trnL e
INDELSs. El valor en los nodos corresponde a los porcentajes de BS/JK del analisis de MP.
Longitud del arbol = 1,655; Cl = 0.73; Rl = 0.79, RC = 0.58. Las lineas delimitan las
subtribus y grupos.
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Figura 2. Arbol consenso de mayoria de 7,461 arboles encontrados en el andlisis IB a
partir de la concatenacién de las secuencias petL-psbE, psbA-trnH, rpll6, trnL-trnF, rpl32-
trnL e INDELSs. El valor en los nodos corresponde al porcentaje de BS/PP de los analisis
de VM e IB, respectivamente. Los numeros | y Il hacen referencia a los subclados en

Peniocereus.
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Figura 3. Reconstruccion de estados ancestrales en Peniocereus sobre un subarbol del
arbol consenso de mayoria del analisis de IB. A: Habito, B: Tipo de raiz tuberosa, C:

Rama, D: Dimensién del tallo, E: Color de los tépalos internos y F: Antesis.
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Figura 4. Reconstrucciéon de estados ancestrales en Peniocereus sobre un subarbol del
arbol consenso de mayoria del analisis de IB. A: Pared periclinal de la epidermis, B:

Floema y C: Haces medulares.

Figura 5. Representacion de tres caracteres utilizados en el analisis de evolucidon
morfoldgica y ancestro comun de Peniocereus. A. Peniocereus greggii (epidermis tabular
papilosa). B. Peniocereus viperinus (tépalos internos rosa-rojo; D. B. Gold s.n., Jardin
Botanico, UNAM). C. Nyctocereus serpentinus (raices secundarias tuberosas y tépalos
internos blancos; S. Arias 2229, Jardin Botanico, UNAM). D. Ancestro comun de
Peniocereus inferido a partir del analisis de reconstruccion de estados ancestrales

(ilustrado por Berenice Garcia Martinez).
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Figura 6. Reconstruccion de areas ancestrales para Peniocereus sobre un subarbol del
arbol consenso de mayoria del analisis de IB. I. Resultado del analisis BBM en RASP. Los
cédigos de colores de la izquierda representan las areas de distribucion. El color negro
indica la probabilidad de los rangos de distribucion alternativa (*). Il. Provincias
biogeograficas designadas en el analisis BBM. (A) California Mediterranea, (B) Desierto
de Sonora, (C) Montafias de Gila, (D) Desierto de Baja California, (E) Sierra y planicies de
El Cabo, (F) Costa Occidental del Pacifico Mexicano, (G) Sierra Madre Occidental, (H)
Altiplano Mexicano, () Planicie Semiarida de Tamaulipas-Texas, (J) Planicie Costera de
Texas-Louisiana, (K) Golfo de México, (L) Sierra Madre Oriental, (M) Faja Volcanica
Transmexicana, (N) Cuenca del Balsas, (O) Sierra Madre del Sur, (P) Costa Sur del
Pacifico Mexicano, (Q) Chiapas, (R) Peninsula de Yucatan, (S) Oriente de América
Central y (T) Occidente del Istmo de Panama. El area resaltada en color azul sobre el

mapa hace referencia al area ancestral para Peniocereus.
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VI. DISCUSION

Relaciones de Peniocereus (s.s.) dentro de la subtribu Pachycereinae.
Los resultados de los andlisis de MP y de IB corroboran que el género
Peniocereus es monofilético, que esta constituido por siete especies (P. striatus,
P. greggii, P. johnstonii, P. marianus, P. lazaro-cardenasii, P. zopilotensis y P.
viperinus) y que forma parte de la subtribu Pachycereinae, como fue sefalado por
autores previos (Wallace, 2002; Arias et al., 2005; Hernandez-Hernandez et al.,
2011). Sin embargo, con base en los resultados del presente estudio, se postula
que Peniocereus es el hermano del grupo Pachycereus (Backebergia, Carnegiea,
Lophocereus, Marshallocereus, Nyctocereus, Pachycereus y Pterocereus) con
soporte bajo (MP 54% BS / 62% JK; Fig. 1) a alto (IB 1 PP; Fig. 2). Congruente
con Hernandez-Hernandez et al. (2014), pero no con otros estudios (Wallace,
2002; Arias et al.,, 2005; Barcenas et al.,, 2011; Hernandez-Hernandez et al.,
2011). Respecto a los atributos morfolégicos compartidos entre Peniocereus y el
grupo Pachycereus se encuentran los tépalos internos blancos (ver
reconstruccion de estados ancestrales), la presencia de cerdas y/o espinas en el
pericarpelo y tubo receptacular y el fruto con pulpa roja. En un contexto
biogeografico, las especies de Peniocereus y del grupo Pachycereus muestran
una distribucién congruente, por compartir su patron de distribucion en la Cuenca
del Balsas, Desierto de Baja California y Desierto de Sonora. Este patréon es
diferente al de los grupos Cephalocereus, Lemaireocereus y Strophocactus, que

se encuentran en la Cuenca del Balsas, Golfo de México y Sierra Madre del Sur.

Los resultados sobre la relacion de Bergerocactus y Nyctocereus, con los
grupos Cephalocereus y Pachycereus, también son significativos. Para
Bergerocactus se confirmé su relacion con el grupo Cephalocereus, como lo
habian propuesto Hernandez-Hernandez et al. (2011). Nyctocereus es un
miembro del grupo Pachycereus, como lo demuestran los resultados aqui
obtenidos (Figs. 1y 2) y los de Hernandez-Hernandez et al. (2014); por lo tanto,
esta hipotesis es contraria a la propuesta por Wallace y Gibson (2002) y

Hernandez-Hernandez et al. (2011), quienes encuentran una relacion con
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Peniocereus. Sin embargo, los presentes analisis no resuelven la relacion al
interior del grupo Pachycereus (Figs. 1y 2), el cual requiere un esfuerzo adicional

para encontrar una relacion entre los taxa incluidos.

Circunscripciéon y relaciones dentro del género Peniocereus (s.S.).
Este estudio corrobora que la actual circunscripcion de Peniocereus incluye a las
tres especies que conformaron el subgénero Peniocereus (sensu Sanchez-
Mejorada, 1974; P. greggii, P. johnstonii y P. marianus), y algunas especies, que
en su momento formaron parte de los géneros Wilcoxia (Britton y Rose 1909,
1920; W. striata y W. viperina), Neoevansia (Marshall 1941; Bravo-Hollis, 1978;
Contreras et al., 1980; N. lazaro-cardenasii y N. zopilotensis) y Cullmannia
(Distefano 1956; C. viperina). Peniocereus puede ser reconocido por tres
sinapomorfias: ramas escandentes, tallos delgados (diametro general menor a 3
cm) y epidermis tabular papilosa (Figs. 3c-d y 4a), y por la combinacion de los
siguientes atributos: arbustos hasta de 6 m de alto; costillas 3-20, espinas radiales
6-13, espinas centrales ausentes, o bien presentes, de 1-3, raices tuberosas;
flores hipocrateriformes, blancas a rosa-rojizas; frutos ovoides a piriformes, con

espinas cortas, pulpa roja y semillas negras (modificado de Hunt et al., 2006).

Los resultados muestran que P. striatus es hermano de P. greggii (0.74 IB
PP; Fig. 2) y que la hermandad de P. johnstonii y P. marianus (MP 95% BS / 98%
JK; Fig. 1,1 IB PP; Fig. 2), esta relacionada al clado que habitan la Cuenca del
Balsas (P. lazaro-cardenasii, P. zopilotensis y P. viperinus; 0.96 1B PP; Fig. 2). En
este estudio solo las relaciones entre las especies de Peniocereus son
reconocidas con caracteres moleculares. Las incongruencias con otros autores
(Arias et al., 2005; Barcenas et al., 2011; Hernandez-Hernandez et al., 2011,
2014) pueden deberse al muestreo parcial y al numero de marcadores

moleculares utilizados.

Reconstruccion de estados ancestrales en Peniocereus (s.s.). El habito
de arbol es comun en el muestreo de especies, mientras que el habito arbustivo
surge independiente en los linajes internos de Pachycereinae, pero, solo inferido
como estado ancestral en Peniocereus (P = 0.82) y en el nodo del grupo
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Pachycereus, que incluye a Pterocereus gaumeri, Lophocereus marginatus, L.
schottii y L. gatesii (P = 0.60). Por su parte, Hernandez-Hernandez et al. (2011)
encuentran que “la forma de crecimiento columnar” (P = 0.46), es el estado
ancestral en Pachycereinae. Sin embargo, al emplear, en sentido estricto, los
habitos arbol y arbusto (Vazquez-Sanchez et al., 2012), se encuentra que el
habito arbol (P = 0.77) es el estado ancestral en Pachycereinae. Las raices
tuberosas dentro de Pachycereinae surgen en dos eventos independientes; uno
en el ancestro de Peniocereus y otro en Nyctocereus (Fig. 5c-d). En Peniocereus,
las raices secundarias tuberosas, representan una condicion ancestral (P = 0.91);
mientras que el engrosamiento de la raiz primaria se adquiri6 en P. greggii y P.
johnstonii de forma independiente (Fig. 3b). La raiz tuberosa es un caracter que
evolucioné en distintos linajes dentro de las Cactaceae (Stone-Palmquist vy
Mauseth, 2002; Sanchez et al., 2014), incluso también en los linajes
filogenéticamente cercanos a Cactaceae (p. ej. Anacampseros, Portulaca y
Talinum; Ogburn y Edwards, 2009). Lo que se desconoce es por qué via genética
o factores ambientales, o en su defecto ambas, distintos linajes de cactaceas

desarrollan una raiz tuberosa.

El cambio de tallo grueso en el ancestro de Peniocereus hacia tallo
delgado, permite sugerir la hipétesis que el almacenamiento fue transferido a sus
raices secundarias, en un aparente evento unico. Segun Mauseth y Stone-
Palmquist (2001), es factible que cactaceas desplieguen cambios simultaneos en
su morfogénesis. Este mismo proceso, de perder tejido de almacenamiento en
tallo y su aumento en la raiz, fue reportado en especies de Gymnocalycium
(Demaio et al.,, 2011). En cuanto a la epidermis, en la subfamilia Cactoideae,
Peniocereus es el unico en presentar una epidermis tabular papilosa (Loza-
Cornejo y Terrazas, 2003), con similar condicion en Pterocactus, de la subfamilia
Opuntioideae (Faigon et al., 2010). Sin embargo, en Peniocereus y en otras
cactaceas seria interesante analizarla bajo un contexto ecolégico, para reconocer
si es una caracteristica que ayuda a captar la humedad atmosférica con mayor
actividad en la época de sequia, como proteccidén a herbivoros, si hay cristales, o

como proteccion a los tejidos internos de la radiacion solar.
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Mauseth (1993), reporta que la presencia de haces medulares en
cactaceas, es una condicion adaptativa que permite utilizar una amplia médula
para almacenar agua y almidén. Esta condicion sucede en la mayoria de los
miembros de Pachycereinae, donde los tallos son gruesos y de médula amplia. La
ausencia de haces medulares en el ancestro de Peniocereus se puede explicar
porque sus tallos delgados se relacionan con una médula angosta. Con respecto
al floema sin fibras o fibras de origen primario, éstas pueden explicar la condicion
escandente de sus ramas. Por ejemplo, cuando se forman fibras de origen
secundario (cambium vascular), la hipotesis es que se incrementa el soporte en
ramas para mantenerse rectas a traveés de las fibras en el floema. En cambio, para
Peniocereus, la condicién ancestral (ausencia de fibras) y derivada (fibras de
origen primario o procambium), originan la necesidad de apoyarse entre la
vegetacion, porque la contribucion del xilema secundario no es suficiente. Similar
condicion ocurre en Strophocactus chontalensis y S. testudo, aunque ellos
desarrollan raices aéreas para sujetarse. En Bergerocactus, igualmente con fibras
de origen primario, pero con el desarrollo de haces medulares. Sin embargo, las
correlaciones de fibras de origen primario y ausencias de fibras en el floema vy
haces medulares, con los estados delgado y escandente, solo podran ser
evaluadas a través de un andlisis (p. ej. alométrico), como lo realizé Vazquez-
Sanchez y Terrazas (2011), para el xilema secundario con especies de la tribu

Cacteae.

En la actualidad, existen evidencias de que varios caracteres reproductivos
son criticos para entender las interacciones polinizador-flor (abejas, murciélagos,
aves y polillas), como la forma y longitud del tubo receptacular, el color de los
tépalos, asi como también las formas de crecimiento de los tallos (Raguso et al.,
2003; Schlumpberger, 2012; Sanchez, 2015). Nuestros resultados permiten
interpretar que hay una asociacion entre el periodo de antesis (nocturno / diurno)
y el color de los tépalos internos (blanco / rojos) que indican un proceso selectivo
mediado por sus polinizadores, donde se favorecié la conservacién de tépalos
internos blancos y antesis nocturna en Peniocereus y géneros hermanos. En el

caso de P. viperinus, los tépalos internos rosas a rojizos y antesis diurna, sugieren
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una polinizacién por colibries. Se propone que el mismo sistema de polinizacion
se presente en P. lazaro-cardenasii. En las especies restantes de Peniocereus,
con perianto blanco, se muestra un sindrome de polinizacion por polillas
nocturnas (Sphingidae, Lepidoptera, Insecta) y un cambio de sindrome de polillas

a colibries (Raguso et al., 2003; Schlumpberger, 2012).

Reconstruccién de é&reas ancestrales para Peniocereus (s.s.). La
inferencia de areas ancestrales, mediante el analisis BBM, para la subtribu
Pachycereinae, pero con énfasis en Peniocereus, permite reconocer como area
ancestral las provincias de Chiapas y Cuenca del Balsas, respectivamente. Bajo
esta hipotesis, se propone que las depresiones del noroeste de la provincia de
Chiapas y sureste de la Sierra Madre del Sur, fueron la ruta de dispersion para
dispersarse en la Cuenca del Balsas, al menos hace 5.8 millones de afos (Ma),
segun la estimacién recientemente para el grupo troncal de Pachycereinae (5.89
Ma, 3.85-8.57 Ma; Hernandez-Hernandez et al., 2014). Después, el ancestro de
Peniocereus y parte del grupo hermano, pudo diversificar del centro hacia el
noroeste de México y suroeste de los Estados Unidos. La dispersion temprana y
colonizacion a nuevos habitats, probablemente fueron eventos importantes en los
procesos de diversificacion en los linajes de Pachycereinae. Las reconstrucciones
ancestrales, de habito y areas, infieren un primer cambio de arbol a arbusto en las
fases iniciales de dispersion en Pachycereinae (Figs. 3a y 6). Los restantes
cambios de habito (arbol—arbusto) surgieron, posiblemente, en la Cuenca del
Balsas, entre ellos, los cambios particulares en el ancestro de Peniocereus (p. €;.
la pérdida de tallos gruesos, arbustos con ramas escandentes y una epidermis

tabular papilosa; Figs. 3 y 4).

Mientras tanto, quizas la Sierra Madre Occidental, con origen geoldgico de
hace mas de 40 Ma (Ferrari et al., 2005), la Faja Volcanica Transmexicana, con
inicios de formacion de hace 13 Ma aproximadamente (Ferrari et al., 1999) y la
Sierra Madre Oriental, fueron barreras que impidieron su colonizaciéon en lo que
seria el Altiplano Mexicano, en aquella época. Tal como se puede observar

actualmente en las distribuciones geograficas de miembros de Pachycereinae,
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similar, por lo menos a uno de los dispersores de sus semillas (Davila-Aranda et
al., 2002; Yetman, 2007; Barthlott et al., 2015; ver Fleming y Nassar, 2002;
Godinez-Alvarez et al., 2002). Durante las épocas del Mioceno Medio al Plioceno
(ca. 12-5 Ma), segun Helenes y Carrefio (2014), el proto-Golfo de California estaba
en expansion y la parte sur de la Peninsula de Baja California se encontraba muy
cercana de lo que actualmente es Nayarit y Jalisco. Ruta posible, por la cual
algunos linajes ancestrales de Pachycereinae pudieron llegar, via sus dispersores,
de la Cuenca del Balsas en direccion noroeste, hasta el Desierto de Sonora. Como
en el caso de la expansiéon geografica del ancestro de Peniocereus (Fig. 5d). Esta
hipotesis es congruente a la propuesta por Van Devender (2002); en donde la
mayoria de las especies del Desierto Sonorense probablemente evolucionaron
mas temprano en el matorral espinoso o el bosque tropical subcaducifolio (p. €j. en

la Cuenca del Balsas).

La separacion de la Peninsula de Baja California con el continente, entre 6
a 3 Ma, durante el Mioceno Tardio al Plioceno Temprano (Helenes y Carrefio,
2014), quizas esta estrechamente relacionada con los tres eventos vicariantes
marcados en el analisis BBM, para el clado Peniocereus. Por su parte, las
condiciones climaticas en estas épocas, después de una tendencia de sequia en
el Mioceno Medio (15-8 Ma), segun evidencias al sur de California y noroeste de
Sonora, reflejan reversiones a climas mas tropicales (Van Devender, 2002). Estas
condiciones tropicales podrian haber favorecido la expansién geografica del
ancestro de Peniocereus, con una posterior divergencia biogeografica de P.

johnstonii y P. marianus.

El area ancestral de Peniocereus greggii, se estima que fue el Desierto de
Sonora, donde dispersé en direccion noreste hacia el Altiplano Mexicano, en el
Plioceno. Con base en las estimaciones de precipitacion en Norte América
(Eronen et al., 2012), durante el Plioceno (4.9-1.9 Ma) se infieren extremas
condiciones de sequia. En cambio, para el Pleistoceno (1.8 Ma-10,000 afios),
seguramente P. greggii contrajo su distribucion, si se acepta la inferencia de un

clima frio humedo y la expansion de bosques y algunos lagos pluviales en su parte
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norte (Wilson y Pitts, 2010). A finales del Pleistoceno e inicio del Holoceno
(12,000-9,000 afios), el matorral desértico remplazé a los bosques que se retraian
hacia zonas altas (Van Devender, 1990; Metcalfe, 2006). En sintesis, es probable
que P. greggii expandiera su distribucion inicial, en el Altiplano Mexicano, durante
el Plioceno, después redujera su distribucidon en el Pleistoceno y durante el
Holoceno se expandiera nuevamente. Similares interpretaciones, de contracciones
y expansiones, se han sugerido en especies de la tribu Cacteae (Vazquez-
Sanchez et al., 2013) y especies de la seccidn Costati, del género Echinocereus

(Sanchez, 2015), que habitan el Altiplano Mexicano.

A principios del Pleistoceno (ca. 2 Ma), el Valle de Tehuacan-Cuicatlan fue
seccionado o cortado por fendmenos tecténicos, provocando que el agua drenara
a través del rio Papaloapan, lo que dio lugar a su configuracién geomorfolégica
actual (Valiente-Banuet et al., 2009). Después de estos procesos, tal vez, varios
linajes de Pachycereinae colonizaron tardiamente la regién semiarida del valle,
entre ellos Peniocereus viperinus. Respecto al clima en el centro de México,
durante el Plioceno Temprano (5.2-3.6 Ma), los amplios lagos y la fauna fésil
sugiere un clima templado humedo. Sin embargo, del Plioceno Tardio al
Pleistoceno (ca. 3.5 Ma-10,000 anos), las condiciones aridas predominaron,
sugeridas por las contracciones de lagos y fosiles caracteristicos de condiciones
de pradera (Israde et al., 2011). Estudios de los glaciares de montafa, en la Faja
Volcanica Transmexicana, indican una maxima extension, correspondiente con el
ultimo maximo glacial del Pleistoceno Tardio (21,000-18,000 anos; Vazquez,
2011). De estas condiciones climaticas, las variaciones del Plioceno Tardio al
Pleistoceno, en el centro de México, podrian haber afectado la vegetacion de la
Cuenca del Balsas e impactado en la distribuciéon geografica de P. lazaro-

cardenasii, P. zopilotensis y P. viperinus.

Finalmente, del Holoceno Temprano al Tardio (10,000 anos al presente), es
probable un panorama hacia distribuciones geograficas actuales en las especies

de Peniocereus.
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VII. CONCLUSIONES

La filogenia molecular generada, con base en secuencias del ADNcp (intréon
rpl1l6, espaciadores intergénicos petL-psbE, psbA-trnH, trnL-trnF y rpl32-trnL y sus
respectivas codificaciones de INDELS), robustecié dos hipétesis principales: 1) El
género Peniocereus (s.s.), constituido por las especies P. striatus, P. greggii, P.
johnstonii, P. marianus, P. lazaro-cardenasii, P. zopilotensis y P. viperinus es
monofilético y 2) Es el hermano del grupo Pachycereus (Backebergia, Carnegiea,
Lophocereus, Marshallocereus, Nyctocereus, Pachycereus y Pterocereus), dentro
de la subtribu Pachycereinae. Se redefinen los limites de Pachycereinae, al incluir
solo dos de tres especies del género Strophocactus (sensu Hunt et al., 2006),
como miembros de la subtribu, se evidencia que Nyctocereus es miembro del
grupo Pachycereus y que no pertenece a Peniocereus. Ademas, la filogenia
molecular, obtenida mediante métodos probabilisticos, permite obtener una nueva

hipétesis de las relaciones dentro de Peniocereus.

La reconstruccion de estados morfologicos ancestrales en Peniocereus,
permitid reconocer que la presencia de ramas escandentes, tallos delgados vy

epidermis tabular papilosa son sinapomorfias del género.

De manera general, Pachycereinae muestra una tendencia de
diversificacién de latitudes sur a norte (América Central—América del Norte), con
una probable transicion de bosques tropicales humedos a bosques tropicales
secos y matorrales. La Cuenca del Balsas resultdé un area ancestral para
miembros de la subtribu. En particular, se apoya el origen de Peniocereus en la
Cuenca del Balsas, entre el Mioceno Tardio e inicios del Plioceno. La distribucion
geografica disyunta actual de Peniocereus, es resultado de la expansion y
fragmentacién del area ancestral afectada aparentemente por la separacién de la
Peninsula de Baja California con el continente, los periodos frios caracteristicos
del Pleistoceno y la barrera Faja Volcanica Transmexicana, por la interrupcién a la

dispersion entre las especies del centro de México y la del Altiplano Mexicano.
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Apéndice 1. Lista de taxa muestreados, procedencia, voucher (acrénimo de
herbario) y numero de accesion en GenBank. Cdédigos de pais: GT Guatemala,
MX México, PR Puerto Rico, SV El Salvador y US Estados Unidos. El orden de las
secuencias de acuerdo al numero de accesion en GenBank es el siguiente: trnL-
trnF/  psbA-trnH/ petL-psbE/ rpl32-trnL/ rpll6. Los guiones “-“ representan
secuencias que aun no forman parte de la base de datos en GenBank y la
interrogante “?“ indica secuencia faltante, solo en rpl32-trnL para Lophocereus

schottii.

1. Acanthocereus chiapensis Bravo. MX, Chiapas: Guzman 999 (MEXU)
KU598057/ KU597952/ -/ -/ KU598005. 2. Backebergia militaris (Audot) Bravo ex
Sanchez-Mej. MX, Michoacan: Arias 1339 (CHAPA) AY181628/ -/ -/ -/ AY181609.
3. Bergerocactus emoryi (Engelm.) Britton & Rose. MX, Baja Cal.: Arias 1307
(MEXU) DQ099925/ KF783478/ -/ -/ DQ099994. 4. Carnegiea gigantea (Engelm.)
Britton & Rose. US, Arizona: NYBG-sn., cult. AY181619/ -/ -/ -/ AY181591. 5.
Cephalocereus apicicephalium E.Y.Dawson. MX, Oaxaca: Terrazas 632 (CHAPA)
DQ099927/ -/ -/ -/ DQ099996. 6. Cephalocereus columna-trajani (Karw. ex Pfeiff.)
K.Schum. MX, Puebla: Arias 1377 (CHAPA) AY181648/ -/ -/ -/ AY181599. 7.
Cephalocereus nizandensis (Bravo & T.MacDoug.) Buxb. MX, Oaxaca: Terrazas
633 (CHAPA) DQ099928/ -/ -/ -/ DQ099997. 8. Cephalocereus senilis (Haw.) Pfeiff.
MX, Hidalgo: Terrazas 529 (CHAPA) AY181638/ -/ -/ -/ AY181616. 9.
Cephalocereus totolapensis (Bravo & T.MacDoug.) Buxb. MX, Oaxaca: Terrazas
628 (MEXU) -/ -/ -/ -/ -. 10. Echinocereus pentalophus (DC.) Lem. MX, Querétaro:
Arias 1737 (MEXU) KF783628/ KF783509/ -/ -/ KF783558. 11. Echinocereus
polyacanthus Engelm. MX, Chihuahua: Séanchez 24 (MEXU) KF783655/
KF783510/ -/ -/ KF783585. 12. Escontria chiotilla (F.A.C.Weber ex K.Schum.)
Rose. MX, Oaxaca: Arias 891 (MEXU) KF783680/ KF783542/ -/ -/ KF783610. 13.
Harrisia earlei Britton & Rose. Saint Croix Bot. Garden, cult. (Fleming 118)
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DQO099939/ -/ -/ -/ DQ100008. 14. Lemaireocereus hollianus (F.A.C.Weber ex
J.M.Coult.) Britton & Rose. MX, Puebla: Arias 1373 (CHAPA) AY181623/
KF783544 -/ -/ AY181603. 15. Lemaireocereus lepidanthus (Eichlam) S.Arias &
Terrazas. GT: Cseh s.n., cult. AY181639/ -/ -/ -/ AY181598. 16. Leptocereus
quadricostatus (Bello) Britton & Rose. PR, Cabo Rojo: Arias 1464 (MEXU)
KF783690/ -/ -/ -/ KF783620. 17. Lophocereus gatesii M.E.Jones. MX, Baja Cal.
Sur: Hamann s.n., cult. AY181637/ -/ -/ -/ AY181601. 18. Lophocereus marginatus
(DC.) S.Arias & Terrazas. MX, Puebla: Arias 1372 (CHAPA) AY181627/ -/ -/ -/
AY181618. 19. Lophocereus schottii (Engelm.) Britton & Rose. MX, Baja Cal. Sur:
Terrazas 474 (CHAPA) AY181620/ -/ -/ ?/ AY181613. 20. Marshallocereus
aragonii (F.A.C.Weber) Backeb. SV, El Salvador: JM 2996 ( ) AY181630/ -/ -/ -/
AY181611. 21. Marshallocereus eichlamii (Britton & Rose) MX, Yucatan: Arias
1363 (MEXU) AY181629/ -/ -/ -/ AY181610. 22. Morangaya pensilis (K.Brandegee)
G.D.Rowley. MX, Baja Cal. Sur: Arias 1295 (MEXU) KF783679/ KF783538/ -/ -/
KF783609. 23. Myrtillocactus geometrizans (Mart. ex Pfeiff.) Console. MX,
Querétaro: Terrazas 557 (CHAPA) DQ099943/ KF783546/ -/ -/ DQ100012. 24.
Myrtillocactus schenckii (J.A.Purpus) Britton & Rose. MX, Puebla: Terrazas 500
(CHAPA) AY181633/ KF783547/ -/ -/ AY181607. 25. Neobuxbaumia euphorbioides
(Haw.) Buxb. ex Bravo. MX, Tamaulipas: Hamann s.n., cult. AY181635/ -/ -/ -/
AY181595. 26. Neobuxbaumia macrocephala (F.A.C.Weber ex K.Schum.)
E.Y.Dawson. MX, Puebla: Arias 1048 (MEXU) DQ099944/ -/ -/ -/ DQ100013. 27.
Neobuxbaumia mezcalaensis (Bravo) Backeb. MX, Guerrero: Terrazas 533
(CHAPA)  AY181645/ -/ - - AY181600. 28. Neobuxbaumia
multiareolata (E.Y.Dawson) Bravo, Scheinvar & Sanchez-Mej. MX, Guerrero: HIT
34 (MEXU) AY181636/ -/ -/ -/ AY181594. 29. Neobuxbaumia polylopha (DC.)
Backeb. MX, Hidalgo: Terrazas 530 (CHAPA) AY181644/ -/ -/ -/ AY181597. 30.
Neobuxbaumia sanchezmejoradae A.B.Lau. MX, Oaxaca: HJT 39 (MEXU) -/ -/ -/ -/
-. 31. Neobuxbaumia scoparia (Poselg.) Backeb. MX, Veracruz: HJT 02 (MEXU)
AY181625/ -/ -/ -/ AY181596. 32. Neobuxbaumia squamulosa Scheinvar &
Sanchez-Mej. MX, Oaxaca: HJT 11 (MEXU) -/ -/ -/ -/ -. 33. Neobuxbaumia
tetetzo (F.A.C.Weber ex K.Schum.) Backeb. MX, Oaxaca: HJT 41 (MEXU)
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AY181632/ -/ -/ -/ AY181592. 34. Nyctocereus serpentinus-MIC (Lag. & Rodr.)
Britton & Rose. MX, Michoacan: Arias 2229 (MEXU) -/ -/ -/ -/ -. 35. Nyctocereus
serpentinus-MIC (Lag. & Rodr.) Britton & Rose. MX, Michoacan: Sanchez-
Mejorada 4249 (MEXU) DQO099959/ -/ -/ -/ DQ100028. 36. Nyctocereus
serpentinus-OAX (Lag. & Rodr.) Britton & Rose. MX, Oaxaca: Guzman 1285
(MEXU) DQ099960/ -/ -/ -/ DQ100029. 37. Pachycereus grandis Rose. MX,
Puebla: DFE 31 (MEXU) AY181646/ -/ -/ -/ AY181605. 38. Pachycereus pecten-
aboriginum (Engelm. ex S.Watson) Britton & Rose. MX, Guerrero: Terrazas 535
(CHAPA) AY181624/ -/ -/ -/ AY181615. 39. Pachycereus pringlei (S.Watson)
Britton & Rose. MX, Baja Cal. Sur: Arias 1348 (CHAPA) AY181642/ KF783549/ -/ -
/ AY181589. 40. Pachycereus tepamo Gama-Lépez & S.Arias. MX, Michoacan:
Gama 107 (MEXU) AY181647/ -/ -/ -/ AY181593. 41. Pachycereus weberi
(J.M.Coult.) Backeb. MX, Puebla: Arias 747 (MEXU) AY181631/ -/ -/ -/ AY181614.
42. Peniocereus greggii (Engelm.) Britton & Rose subsp. greggii. MX, Durango:
Arias 2054 (MEXU) DQ099948/ -/ -/ -/ DQ100017. 43. Peniocereus greggii
(Engelm.) Britton & Rose subsp. transmontanus (Engelm.) U.Guzman. US,
Arizona: Quirk s.n. (DES-1960.6704) DQ099949/ -/ -/ -/ DQ100018. 44.
Peniocereus johnstonii Britton & Rose. MX, Baja Cal. Sur: Arias 1296A (MEXU)
DQ099951/ -/ -/ -/ DQ100020. 45. Peniocereus lazaro-cardenasii (Contreras et al.)
D.R.Hunt. MX, Michoacan: Contreras 20 (MEXU) DQ099952/ KF783550/ -/ -/
DQ100021. 46. Peniocereus marianus (Gentry) Sanchez-Mej. MX, Sinaloa:
Guzman 1038 (MEXU) DQ099955/ -/ -/ -/ DQ100024. 47. Peniocereus striatus
(Brandegee) Buxb. MX, Sonora: McGill s.n. (DES-1962.7225) DQ099962/ -/ -/ -/
DQ100031. 48. Peniocereus viperinus-MOR (F.A.C.Weber) Buxb. MX, Morelos:
DBG s.n. (MEXU) -/ -/ -/ -/ -. 49. Peniocereus viperinus-PUE (F.A.C.Weber) Buxb.
MX, Puebla: Gama 37 (MEXU) DQ099964/ -/ -/ -/ DQ100033. 50. Peniocereus
zopilotensis (J.Meyran) Buxb. MX, Guerrero: Scheinvar s.n. (MEXU) DQ099965/ -/
-/ -/ DQ100034. 51. Polaskia chende (Gosselin) A.C.Gibson & K.E.Horak. MX,
Puebla: Arias 1528 (MEXU) -/ -/ -/ -/ -. 52. Polaskia chichipe (Gosselin) Backeb.
MX, Puebla: Arias 1529 (MEXU) KF783684/ KF783551/ -/ -/ KF783614. 53.

Pseudomitrocereus fulviceps (F.A.C.Weber ex K.Schum.) Bravo & Buxb. MX,
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Puebla: Arias 1371 (CHAPA) AY181621/ -/ -/ -/ AY181602. 54. Pterocereus
gaumeri (Britton & Rose) T.MacDoug. & Miranda. MX, Yucatan: Arias 1360
(MEXU) AY181626/ -/ -/ -/ AY181606. 55. Selenicereus atropilosus Kimnach. MX,
Jalisco: Arreola 1473 (MEXU) KUS598082/ KU597977/ -/ -/ KU598029. 56.
Stenocereus pruinosus (Otto ex Pfeiff.) Buxb. MX, Puebla: Arias 750 (MEXU)
KF783688/ KF783554/ -/ -/ KF783618. 57. Stenocereus stellatus (Pfeiff.) Riccob.
MX, Puebla: Arias 1375 (MEXU) AY181640/ KF783555/ -/ -/ AY181590. 58.
Strophocactus sp.-CHI (Alexander) Ralf Bauer. MX, Chiapas: Arias 1640 () -/ -/ -/ -
/ -. 59. Strophocactus chontalensis-OAX (Alexander) Ralf Bauer. MX, Oaxaca: MY
05 (MEXU) -/ -/ -/ -/ -. 60. Strophocactus testudo-GT (Karw. ex Zucc.) Ralf Bauer.
GT, lzabal: MV 19628 (BIGUA) -/ -/ -/ -/ -. 61. Strophocactus testudo-VER (Karw.
ex Zucc.) Ralf Bauer. MX, Veracruz: MY 01 (MEXU) -/ -/ -/ -/ -. 62. Strophocactus
wittii (K.Schum.) Britton & Rose. Shlumpberger BO5X138 -/ -/ -/ -/ -.
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Apéndice 2. Caracteres morfoldgicos usados en la evolucion y reconstruccion de
estados ancestrales. Los términos botanicos fueron referidos con base al
diccionario Font Quer (1977) y los glosarios Moreno (1984) y Beentje (2010); sin

embargo, en algunos caracteres particulares se indica la terminologia.

1. Habito. En sentido estricto se puede considerar que en la familia Cactaceae
hay dos habitos: arbustivo y arbéreo. Dependiendo la ubicacién de la ramificacion
es designado el habito. Por ejemplo, si las ramas surgen desde la base
(ramificacién basitona), el habito corresponderia a arbustivo y si de un tronco bien
definido salen ramas que se van ramificando sucesivamente hasta formar por lo
general una copa amplia (ramificacion mesoétona) o inclusive sin ramificacion, el
habito corresponderia a arbdreo, sin importar la altura de la cactacea (Vazquez-
Sanchez et al., 2012).

Arbusto = 0, arbol = 1

2. Tipo de raiz tuberosa. La raiz, procede de la radicula del embridon y tiene la
funcidn de absorber el agua con las sustancias nutritivas en ella disueltas, donde
en algunos casos pueden almacenarla. En las cactaceas hay tres tipos de raices,
1) cuando las raices secundarias crecen mas que la principal, 2) cuando la raiz
principal adquiere mayor desarrollo que las secundarias, y 3) cuando la raiz
principal y las secundarias alcanzan aproximadamente el mismo desarrollo (Bravo-
Hollis, 1978). Con base en lo anterior, se codificaron dos tipos de raices
tuberosas, una donde el engrosamiento es en la raiz primaria y la otra en las
raices secundarias. Entiéndase como raiz tuberosa, a la raiz desarrollada en

mayor o menor grado, similar a un tubérculo.
Ausente = 0, engrosamiento de la primaria = 1, engrosamiento de las secundarias = 2

3. Rama. Las ramas de las especies muestreadas presentan dos portes
distinguibles, uno donde las ramas pueden mantenerse rectas por si mismas y
otras donde no pueden valerse de si mismas para mantenerse erguidas. Las
ramas de las especies con soporte autbnomo se codificaron como rectas, mientras

que, en las de soporte no autbnomo se consideraron las ramas trepadoras y las
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escandentes. Las ramas trepadoras se sujetan y generalmente ascienden sobre
cualquier soporte por medio de raices aéreas, por ejemplo, sobre un arbol o un
pefiasco y las ramas escandentes se apoyan y sostienen sin la ayuda de raices
aéreas, entre la vegetacion, comunmente sobre arbustos (Font Quer, 1977;
Moreno, 1984).

Recta = 0, trepadora = 1, escandente = 2

4. Dimension del tallo. En la subtribu Pachycereinae, los representantes con
tallos delgados son claramente distinguibles, sus peculiares tallos, en seccion
transversal, tienen un diametro general menor a 3 cm (p. ej. Peniocereus). En
contraste, los otros miembros tienen un diametro general mayor a 3 cm en seccion

transversal. Por lo anterior, solo se codificaron los estados grueso y delgado.
Grueso = 0, delgado = 1

5. Color de los tépalos internos. Las diversas tonalidades de colores en las
flores de cactaceas, estan referidas principalmente al color del perianto,
constituido por tépalos externos e internos. Durante la antesis, los tépalos internos
de algunas de las especies muestreadas presentan tonalidades de rosas a rojizas,
por lo cual se consideraron a las tonalidades que van de rosas a rojizas como un
estado. Las especies restantes presentan tépalos internos color blanco y solo

amarillo en Bergerocactus emoryi.
Rosa-rojo = 0, amarillo = 1, blanco = 2

6. Antesis. La antesis es la apertura de las flores durante un periodo de tiempo de
fertilizacion (Beentje, 2010). En particular, las flores con antesis nocturna pueden
cerrarse en el transcurso de la manana “nocturna-matutina” y ser fertilizadas por
una variedad de polinizadores, como en Carnegiea gigantea (Schlumpberger,
2012). Sin embargo, para el analisis solo se considerd el patron general de

apertura, es decir, solo como diurna o nocturna.

Diurna = 0, nocturna = 1
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7. Pared periclinal de la epidermis. La pared periclinal de las células
epidérmicas, en algunos casos, puede ser convexa y tomar diferentes formas. Se

clasificaron de acuerdo a Koch et al. (2009).
Plana = 0, tabular papilosa corta = 1, tabular papilosa larga = 2, convexa hemisférica = 3

8. Floema. El floema es el tejido conductor de los productos de la fotosintesis a
los sitios de demanda. Este tejido es complejo, formado por elementos de tubo
criboso, células acompafantes y puede desarrollar esclerénquima en forma de
casquete, fibras y/o esclereidas de origen primario (procambium), o en el floema
secundario conductor o no conductor, de origen secundario (cambium vascular).
Comunmente este esclerénquima es de fibras que son células alargadas y

ahusadas.
Fibras ausentes = 0, fibras de origen primario = 1, fibras de origen secundario = 2

9. Haces medulares. La parte central del tallo esta ocupada por la médula, tejido
formado por células de parénquima, que forma una columna central, cuyo
diametro varia con la edad y las caracteristicas de los distintos grupos. En esta
region suelen encontrarse haces vasculares, constituidos por xilema y floema

tanto primario como secundario (Bravo-Hollis, 1978; Mauseth, 2006).

Ausente = 0, presente =1
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Apéndice 3. Matriz de datos morfolégicos utilizada en la reconstruccion de

estados ancestrales. Los caracteres y estados de caracter son referidos en el

apéndice 2.

No. DE CARACTER
TAXA

ECHINOCEREINAE
Echinocereus pentalophus
Myrtillocactus schenckii
Stenocereus stellatus
PACHYCEREINAE
Strophocactus chontalensis
Strophocactus testudo
Lemaireocereus lepidanthus
Lemaireocereus hollianus
Bergerocactus emoryi
Pseudomitrocereus fulviceps
Neobuxbaumia sanchezmejoradae
Neobuxbaumia mezcalaensis
Neobuxbaumia squamulosa
Neobuxbaumia multiareolata
Neobuxbaumia macrocephala
Neobuxbaumia tetetzo
Neobuxbaumia scoparia
Neobuxbaumia polylopha
Neobuxbaumia euphorbioides
Cephalocereus senilis
Cephalocereus columna-trajani
Cephalocereus totolapensis
Cephalocereus nizandensis

Cephalocereus apicicephalium
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No. DE CARACTER
TAXA
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Peniocereus striatus
Peniocereus greggii
Peniocereus johnstonii
Peniocereus marianus
Peniocereus lazaro-cardenasii
Peniocereus zopilotensis
Peniocereus viperinus
Backebergia militaris
Pterocereus gaumeri
Lophocereus marginatus
Lophocereus schottii
Lophocereus gatesii
Marshallocereus eichlamii
Marshallocereus aragonii
Carnegiea gigantea
Nyctocereus serpentinus
Pachycereus pringlei
Pachycereus pecten-aboriginum
Pachycereus grandis
Pachycereus weberi

Pachycereus tepamo
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