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Resumen

Epithelantha es un género en donde el nimero de especies, la monofilia y relaciones filogenéticas
son motivo de discusion. Se exploraron caracteres micromorfoldgicos (cualitativos y cuantitativos)
de la semilla, se encontrd que existen diferencias entre las especies putativas, siendo los caracteres
mas significativos el largo de la semilla, largo del hilo, presencia de quilla, la expansién del borde
de la semillay el relieve de la pared periclinal. Un estudio filogenético posterior con base en
caracteres morfologicos y moleculares fue desarrollado, se analizaron nueve caracteres
cuantitativos, empleando el analisis canonico discriminante (ACD) y el analisis discriminante de
minimos cuadrados-parciales (AMC-P) y siete cualitativos, que en conjunto con los caracteres
cuantitativos fueron analizados con el analisis de componentes principales con datos mixtos (PCA
mix). Se emplearon cuatro regiones de cpDNA (petL-psbE, psbA-trnH, trnL-F y trnQ-rps16), las
cuales se analizaron con inferencia Bayesiana (IB) y maxima verosimilitud (MV). El anélisis
morfoldgico permite el reconocimiento de nueve de once taxones nominales. Con las secuencias de
cpDNA + morfologia se reconocieron diez de once taxones, ademas se corroboré la monofilia del
género, en tanto que Turbinicarpus es el género hermano. Para conocer el efecto del clima y suelo
como factores para mantener la identidad de linajes en Epithelantha y aliados, se hizo
reconstruccion de estados ancestrales con datos climaticos y pH. A la par, se realiz6 una prueba chi-
cuadrada para analizar la frecuencia de los taxones por el tipo de suelo y geoformas. Epithelantha
diversifico en suelos con pH entre 7.48-8-03, siendo més frecuentes en kastanozems héaplicos y
sistemas de piedemonte. Se concluye que la congruencia entre tres fuentes de informacién
(morfologia, cpDNA vy barreras fisico-ecoldgicas) permite proponer hipotesis mas robustas para el

reconocimiento de diez especies.

Palabras clave — Delimitacion de especies, estadistica multivariada, reconstruccion filogenética,

reconstruccion de estados ancestrales.



Abstract

Epithelantha is a genus where the number of species, monophyly and phylogenetic relationships are
the subject of discussion. Seed micromorphological characters (qualitative and quantitative) were
explored, and it was found that there are differences between the putative species, and that the most
significant characters are seed length, hylum length, keel, expansion of the edge of the seed and the
relief of the periclinal wall. A subsequent phylogenetic study based on morphological and
molecular characters was carried out. Nine quantitative characters were analyzed using discriminant
canonical analysis (DCA) and partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA). The
quantitative characters were combined with seven qualitative characters and analyzed with principal
components analysis with mixed data (PCA mix). Four cpDNA sequences (petL-psbE, psbA-trnH,
trnL-F and trnQ-rps16) were analyzed with Bayesian inference (BI) and maximum likelihood
(ML). The morphological analysis allows the recognition of nine out of eleven nominal taxa, with
the sequences of cpDNA and morphology ten of eleven taxa were recognized, and the monophyly
of the genus was corroborated, with Turbinicarpus identified as the sister genus. To investigate the
effect of climate and soil as factors to maintain the identity of lineages in Epithelantha and allies,
ancestral state reconstruction with climatic data and pH was performed, and at the same time, a chi-
square test was used to analyze the frequency of taxa by soil type and geoform. Epithelantha
diversified in soils with pH between 7.48-8-03, being more frequent in haplic kastanozems and
piedemont. The congruence between the three sources of information (morphology, cpDNA,
physical-ecological barriers) allows us to propose more robust hypotheses for the recognition of ten

species.

Keywords — Species delimitation, multivariate statistics, phylogenetic reconstruction, ancestral

states reconstruction.



Introduccion general

Una de las tareas de la sistematica es identificar, clasificar y nombrar especies (Morrone, 2013). La
necesidad de nombrar a los taxones tiene fines que van desde comprension de mecanismos y
procesos evolutivos, hasta el aprovechamiento de organismos con fines de investigacion
biotecnologica o de importancia comercial, asi como aquellas que se encuentran listadas en alguna
categoria de riesgo (Yesson et al. 2011; Frankham et al. 2012; Rannala 2015). Mas recientemente,
la necesidad de identificacion de las especies se requiere para tener la oportunidad de ser incluidos
en una lista de especies en peligro de extincién y de aplicar programas de conservacion (Pante et al.
2015). Wiens (2007) define la delimitacion de especies como un proceso que permite determinar
las fronteras (o limites) de las especies y al mismo tiempo permite el descubrimiento de nuevas
especies. De acuerdo con Frankham et al. (2012), este proceso se ha visto obstaculizado por el
considerable nimero de conceptos de especies (hasta 26 segun Crisci 1994). Una falta de consenso
en cuanto a qué es una especie ocasionara el pobre desarrollo de métodos que permitan una
identificacion objetiva (Rannala 2015), por lo que Luckow (1995) sugiere sefialar qué propiedades
emergentes se estan abordando para la resolucion del conflicto de limites. EI impulso de los
estudios de delimitacion de especies se debe a la aceptacion del concepto general de especies (De
Queiroz 2005), el cual propone que a partir de un elemento comun que es un linaje, se pueden
evaluar distintos atributos emergentes (morfologia, flujo génico y aislamiento reproductivo, entre
otros). No existe un método estandarizado para delimitar especies bajo el concepto general. Reeves
y Richards (2010) proponen analizar datos genéticos y morfoldgicos para explicar problemas
intrinsecos relacionados con los factores que han formado al linaje, al mismo tiempo, es necesario
evaluar cudles son los factores extrinsecos que han de mantener la identidad del linaje (Flores-

Renteria et al. 2013). Schlick-Steiner et al. (2010) consideran que el uso de multiples disciplinas



para resolver problemas taxondmicos ayuda a evitar fallas inherentes a disciplinas utilizadas de
forma individual y aumenta el rigor en la delimitacion de especies. Ademas, ante la eventual
diferencia entre los resultados obtenidos entre las fuentes empleadas, Padial y De La Riva (2010)
consideran que la explicacion de esta discordancia se puede abordar desde la perspectiva evolutiva
particular del linaje en estudio. Conix (2018) considera que la clave es tener una buena eleccion del
atributo que se analiza y se evalUa si hay coherencia en las observaciones obtenidas. La
delimitacion de especies como disciplina se mantendra vigente gracias al desarrollo de nuevas
fuentes de informacién y modelos mas apegados a los datos observados, asi como mayor capacidad
de los equipos de computo para su andlisis. Es por ello que se han descrito nuevos métodos, incluso
métodos existentes se han actualizado con nuevos conjuntos de datos y/o aplicaciones para

descubrir y describir nuevas especies (Sites Jr. y Marshall 2003; Camargo y Sites Jr. 2013).

La delimitacién de especies en Cactaceae

No hay un consenso en cuanto al nUmero de especies que integran la familia Cactaceae.
Hunt et al. (2006) reconocen hasta 1438, mientras que Nyffeler y Eggli (2010) reconocen 1850. Por
esta razon, se ha despertado el interés por corroborar, conocer y establecer limites entre las especies
de Cactaceae. Numerosos estudios se basan en atributos morfolégicos (Schmalzel et al. 2004;
Sanchez et al. 2013; Martinez, 2016; Tapia et al. 2016; VVazquez-Benitez et al. 2016; Cervantes
2017). El empleo de la morfologia es la base para la identificacion de los organismos, de la cual
depende la creacion previa de un sistema de especies reconocidas (clasificacion), lo cual se logra
por medio de la cuantificacion de estructuras como pueden ser hojas, flores, tallos, raices
(Remagnino et al. 2017). El conocimiento de la morfologia tiene aplicaciones no solo en la

sistematica, también se ha empleado en la agronomia e incluso ha servido para modelar el cambio



climatico (Cope et al. 2012). No obstante, una de las criticas sobre el uso de la morfologia es el
eventual namero limitado de caracteres, dificultad para obtener estructuras reproductivas, ademas
de que no se pueden detectar especies cripticas (Agapow et al. 2004, Duminil y Di Michele 2009).
Aun asi, las diferencias en la forma y tamafio pueden indicar diferentes papeles funcionales, aun
cuando se trate de la misma estructura (Zelditch et al. 2004). En la delimitacidn de especies con
datos morfologicos se ha empleado la estadistica multivariada, cuyas herramientas han permitido la
resolucion de complejos de especies en Cactaceae, gracias a que es posible la deteccion de
incompatibilidad de caracteres entre taxones previamente tratados como una especie, se muestran
cuéles son los caracteres de mayor peso en el analisis (Manly 1986; Baylac et al. 2003; Arroyo-
Cosultchi et al. 2010). Una segunda herramienta es el empleo de la morfometria geométrica, que
permite el analisis de los cambios generales en la forma mediante el uso de puntos de referencia en
estructuras homologas y que, por lo tanto, la forma de determinadas estructuras no obedece al azar
(Castillo 2015; Schwarzfeld y Sperling 2014). Recientemente, se ha propuesto el analisis de la
disposicidn de las espinas en las aréolas en Cactaceae, ya que estas siguen una sucesion de
Fibonacci y, por lo tanto, al ser un caracter conservado y homdlogo puede ser empleado en un

método estandarizado para identificar especies (Tapia et al. 2016; Cervantes 2017).

El empleo de secuencias de DNA en trabajos de delimitacién de especies en Cactaceae es el
mas limitado (Korotkova et al. 2011; Pérez et al. 2016). Las secuencias de DNA son mucho mas
versatiles en cuanto a hipdtesis que se quieren poner a prueba. De acuerdo con Reeves y Richards
(2010), la delimitacion de especies con caracteres moleculares busca discernir patrones en datos
consistentes con la evolucion a lo largo del linaje. Por medio de secuencias de DNA ha sido posible
inferir niveles de flujo génico, procesos de hibridacion, resolver relaciones filogenéticas entre las

posibles especies y descubrir especies cripticas (Bickford et al. 2007; Yang y Rannala, 2010). El



uso de secuencias de ADN ha proporcionado informacion til para conocer las relaciones
filogenéticas y en consecuencia la clasificacion de Cactaceae, proporcionando caracteres
independientes que pueden intentar inferir las relaciones evolutivas (Gorelick 2002). La utilidad de
identificacion de especies con DNA en Cactaceae depende de la dinamica mutacional de la region
gendmica en cuestion y del nimero de mutaciones por nucledtido secuenciado (Korotkova et al.
2011). El uso exclusivo de secuencias de DNA enfrenta problemas teoricos, al no considerar que la
especiacion haya ocurrido de forma reticulada, que hayan ocurrido eventos de diversificacion rapida
y reciente 0 que sean organismos clonales (Hughes y Eastwood 2006, Rieseberg y Willis 2007;
Velasco 2009). En Cactaceae, se ha reportado que el uso de marcadores moleculares para
delimitacion de especies puede no ser efectivo debido al sorteo incompleto de linajes (Aquino
2014). Ademas, se debe considerar que al igual que en las demas familias vegetales, la tasa de
mutacion no es constante, por lo tanto, la capacidad de discriminacién de las secuencias no siempre

es efectiva (Taberlet et al. 2007).

Solo cinco estudios sobre delimitacion de especies conjuntan dos y hasta tres lineas de
evidencia (Helsen et al. 2009; Harage et al. 2011; Porter et al. 2012; Baker y Butterworth 2013;
Alvarado-Sizzo et al. 2018). Cabe mencionar que, bajo esta perspectiva, autores como Schlick-
Steiner et al. (2010) apoyan la inclusion de la morfologia junto con disciplinas que revelen
informacidn a partir de datos genéticos, por lo que son necesarios estudios de delimitacion de
especies con mayor numero de atributos, dado que ahora se reconoce ampliamente que la
integracion de varias lineas de evidencia es la forma mas eficiente y tedricamente fundamentada
para delimitar especies (Pante et al. 2015). Ademas, la eventual discordancia entre los marcadores

genéticos y morfoldgicos, puede ser resultado de una falta de revision exhaustiva, por lo tanto, al no



tener una clara diferenciacion morfoldgica, queda en duda el reconocimiento de especies cripticas

(Ikabanga et al. 2017).

El uso exclusivo de secuencias de DNA esta regresando a la delimitacion de especies al
antiguo enfoque tipologico de un sistema de un solo caracter (Will et al. 2005). Si bien, el uso de
una sola fuente de informacion es valido, pues técnicas de identificacion de especies como el cddigo
de barras de la vida, el cual se fundamenta en la identificacion de organismos con base a una
combinacion de loci (CBOL Plant Working Group 2009). Por ello, Simpson (1951) al proponer el
concepto evolutivo de especie, al definir a la especie como un linaje filético (secuencia ancestral
descendiente de poblaciones entrecruzadas) que evoluciona independientemente de los demas, con
sus propias tendencias evolutivas. Por ello, elementos como el aislamiento reproductivo o limitantes
ecologicas, pueden ser considerados como factores que le dan identidad a un linaje, por lo que este
concepto debe ser considerado como un precedente al concepto general de De Queiroz (2005). Por
lo anterior, ademas de la morfologia y DNA, otra fuente de informacidn Gtil como herramienta es el
modelado de nicho. Van Valen (1976) define a la especie como un linaje que ocupa un nicho
ecologico diferente a otros linajes con zonas adaptativas diferentes. De acuerdo con Wilkins (2009),
este concepto describe lo que es una especie de forma parcial, pero reconoce que puede ser
complementario de otros conceptos. Por lo que Raxworthy et al. (2007) argumentan que el uso del
modelado de nicho en la delimitacidn de especies puede proporcionar evidencia de aislamiento
geogréfico entre poblaciones (ya sea con nichos ecoldgicos conservados o divergentes), a su vez, al
comprobar que los linajes ocupan nichos diferenciados, esta condicion ayudara a mantener la
identidad del linaje (Reeves y Richards 2010). En un ejemplo practico, Alvarado-Sizzo et al. (2018)

reforzaron su hipotesis de ausencia de flujo génico entre miembros del complejo Stenocereus



griseus, debido a barreras biogeograficas y a su vez, cada linaje identificado se establecia bajo una

condicién Unica de nicho.

Epithelantha F.A.C. Weber ex Britton & Rose (Cactaceae) es un género en el que el nUmero
de especies, asi como su posicion filogenética es motivo de discusion (Hernandez-Ledesma et al.
2015). Por ello, esta investigacion tiene como objetivo general realizar un estudio que ponga a
prueba cuales especies se deben reconocer, cuales son sus relaciones filogenéticas y conocer sus
patrones de distribucion. Los objetivos particulares son: explorar y evaluar con base en evidencias
morfoldgicas (estadistica multivariada) y moleculares (inferencia Bayesiana-1B y Maxima
Verosimilitud-MV), la circunscripcion de las especies que integran a Epithelantha, a la par,
corroborar si Epithelantha es un grupo monofilético y cuél es su grupo hermano utilizando
secuencias de cpDNA, en conjunto con los caracteres morfoldgicos estadisticamente significativos
(IB'y MV). Finalmente, conocer qué factores ambientales explican la distribucién actual del género,
asi como poner a prueba la congruencia entre las variables ambientales con respecto a las especies

delimitadas con morfologia y cpDNA.



Capitulo 1
Morfologia de las semillas de Epithelantha (Cactaceae)
D. Aquino, D. Sanchez, D. Gomez, Y. Morales, S. Arias

En preparacion



La morfologia de las semillas se ha documentado ampliamente en Cactaceae. Barthlott y Hunt
(2000) mencionan que, gracias al empleo del microscopio electronico de barrido ha sido posible
documentar hasta 25 caracteres con potencial taxondmico y filogenético, pues al igual que en otras
familias botéanicas, la morfologia de las semillas ha proporcionado conjuntos de caracteres
relativamente estables, debido a la poca influencia de los factores ambientales y por lo tanto, son
atiles para estudios comparativos en todos los niveles de la jerarquia taxondmica (Davitashvili y
Karrer 2010; Mezzonato-Pires et al. 2017). Las propuestas de clasificacion en Cactaceae se han
basado en parte a caracteristicas particulares de la semilla (Elizondo et al 1994). Kiel y McDade
(2014) apoyan la inclusion de caracteres morfologicos seminales, pues se ha probado que son Utiles
en filogenias moleculares para la resolucién de clados y ademas es posible comprender procesos
evolutivos (Ghimire et al. 2016). EI empleo de la morfologia de las semillas es parte fundamental
de las propuestas de categorias taxonomicas en la familia. Taylor y Clark (1983), asi como Gaetzle
y Presté (1986), fundamentan sus propuestas de clasificacion infragenérica con base en caracteres
seminales. El valor filogenético y la capacidad para reconocer a las especies permiten el uso de los
caracteres de las semillas en sistematica, ejemplo de ello es el realizado en Pachycereus (A. Berger)
Britton & Rose (Arias y Terrazas 2003), Stenocereus (A. Berger) Riccob. (Arroyo-Cosultchi et al.
2006), Neobuxbaumia Backeb. (Arroyo-Cosultchi et al. 2007), Lophophora (Snicer et al. 2009) y

Strombocactus (Arias y Sanchez-Martinez 2010).

Epithelantha F.A.C.Weber ex Britton & Rose es un género que comprende plantas con
tallos globosos a cilindricos, simples a ramificados, raices adelgazadas a engrosadas, espinas
presentes y dispuestas en dos 0 mas series; flores de color blanco, rosado a amarillo que emergen en

la zona apical del tallo; frutos de color rojo y semillas negras con lustre (Bravo-Hollis y Sanchez-
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Mejorada 1991; Anderson 2001; Donati y Zanovello 2011). Su distribucion abarca principalmente
el Desierto Chihuahuense, en los estados de Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leon y San Luis Potosi
en México, asi como en Arizona y Texas en Estados Unidos (Hernandez y Gémez-Hinostrosa
2011). Estudios sistematicos recientes apoyan la monofilia del género y ademas se ha propuesto una
nueva circunscripcion de especies reconociendo diez taxones (Capitulo 2 de la presente tesis,
Aquino et al. 2019). La morfologia de la semilla en Epithelantha solo se ha documentado para E.
micromeris (Engelm.) Britton & Rose (Barthlott y Hunt 2000). Aquino et al. (2019), exploraron
parcialmente los caracteres presentes en la semilla como apoyo para la delimitacién de especies que
integran a Epithelantha. Es por ello que, el objetivo de este manuscrito es hacer una descripcion
mas detallada de las semillas de las especies que conforman a Epithelantha y analizar la resolucion

de los caracteres tanto cuantitativos como cualitativos para identificar especies.

Material y métodos

Se recolectaron semillas correspondientes a Epithelantha bokei L.D. Benson, E. cryptica D.
Donati & Zanov., E. greggii (Engelm.) Orcutt, E. ilariae D.Donati & Zanov., E. micromeris
(Engelm.) Britton & Rose, E. pachyrhiza (W.T. Marshall) Backeb., E. polycephala Backeb., E.
potosina (D. Donati & Zanov.) Aquino & S. Arias, E. pulchra (D. Donati & Zanov.) Aquino & S.
Arias y E. spinosior C. Schmoll (Aquino et al. 2019). Las semillas fueron obtenidas de ejemplares
bajo resguardo de la coleccion de cactaceas del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la
UNAM (Apéndice 1).

Obtencion y analisis de imagenes — Se fotografiaron 20 semillas por cada localidad
(Apendice 1), con el apoyo de un microscopio Olympus SZ-61, con una camara acoplada Infinityl.
Sobre cada fotografia se realizaron las mediciones, utilizando el analizador de imagenes Infinity
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Analize and Capture 6.5.6 (Lumenera 2017). Se midieron cinco caracteres cuantitativos: altura,

largo y ancho, asi como el largo y ancho de la region hilar (Fig. 1).

Para la observacion de los caracteres del microrrelieve de la testa, se seleccionaron seis
semillas para observarlas en el microscopio electronico de barrido. El tratamiento para eliminar el
mucilago consistio en limpiar con una solucién de 100 ml de agua a la que se adicionaron 10 gotas
de detergente biologico Tween, a 70 °C aproximadamente y mantenerlas en agitacion durante 10
minutos. Posteriormente, con un limpiador ultrasonico Branson 200, se retir6 la mayor cantidad de
mucilago adherido por 5 minutos. Una vez secas se montaron seis semillas por cada localidad
(Apendice 1), dos en posicion lateral, dos en posicidn posterior y dos mostrando la region hilo-
micropilar en un portamuestras de aluminio, las semillas se sujetaron con una cinta de carbon de
doble cara y se recubrieron con oro a un grosor de 2 pA con un evaporador Quorum modelo Q150R
ES. El montaje y la observacion de las semillas se realizaron en el Laboratorio de Microscopia y
Fotografia de la Biodiversidad (UNAM). Las semillas fueron observadas con un Microscopio
Electronico de Barrido Hitachi SU1510, en donde se fotografiaron cuatro en posiciones: vista
general, vista superior, acercamiento de la testa y vista de la region hilo-micropilar. Los caracteres
cualitativos tomados en cuenta hacen alusién a la apariencia (expansion proximo a la region hilar,
quilla en la parte superior de la semilla), pared periclinal (microrrelieve y superficie) y region hilar

(configuracion).

Anélisis estadisticos — Para los caracteres cuantitativos se calculé el Coeficiente de
correlacion de Pearson (CCP), para detectar los caracteres que presentaban correlacion, tanto
positiva como negativa y que, por lo tanto, pueden sobrestimar el resultado (Walpole et al. 2012).
Los caracteres no correlacionados fueron analizados con el Analisis Canonico Discriminante

(ACD), donde cada variable es ponderada de acuerdo con su capacidad de discriminar (McGarigal
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et al. 2000), posteriormente se calcularon las distancias de Mahalanobis, en tanto que la
significancia se estim6 mediante la prueba de distancias de Fisher (Martinez 2016). La segunda
prueba implica el analisis conjunto de los caracteres cuantitativos y cualitativos, por lo que se
utilizo el Analisis de Componentes Principales con datos mixtos (PCA mix, Chavent et al. 2014).
Solo los caracteres cualitativos fueron tratados como estados de caracter, la codificacion se detalla
en el Apéndice 2. El célculo de los promedios y desviacién estandar, junto con el ACD y el PCA
mix se realizaron RStudio 1.1.447 (RStudio Team, 2018) ejecutado en R 3.5.0 (R Development
Core Team 2008). El célculo de las distancias de Mahalanobis y la prueba de distancias de Fisher se

realizaron en XLStat (Addinsoft SARL 2000).

Resultados

Caracteristicas de las semillas — Todas las semillas de Epithelantha son de color negro. La
apariencia incluye una quilla en la parte superior de la semilla. Dicha estructura esta presente en E.
bokei, E. greggii, E. micromeris, E. parvula, E. potosina y E. pulchra y ausente en E. cryptica, E.
ilariae, E. polycephala y E. spinosior. Existen dos apéndices préximos a la regién hilar, que pueden
ser expandidos (E. greggii, E. pachyrhiza, E. polycephala y E. spinosior) a muy expandidos (E.
cryptica, E. ilariae, E. micromeris y E. pulchra). En E. bokei y E. potosina. Estos apéndices estan
ausentes y en raras ocasiones los apéndices son muy reducidos. Se observaron dos caracteres de la
pared periclinal, el primero es la superficie que puede ser de dos tipos: lisa en siete especies (E.
bokei, E. cryptica, E. greggii, E. micromeris, E. polycephala, E. potosina y E. spinosior). Las tres
especies restantes poseen paredes periclinales rugosas (E. ilariae, E. pachyrhiza y E. pulchra). El
segundo caracter corresponde microrrelieve de la pared periclinal, que puede ser de tres tipos: plano

(E. cryptica, E. micromeris, E. polycephala, E. pulchra y E. spinosior), concavo (E. greggii, E.
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ilariae, E. pachyrhiza y E. potosina), o convexo — plano (E. bokei). Se observo que en la

configuracion de la region hilar el micrépilo es disyunto, caracteristica presente en las 10 especies.

Analisis estadisticos — A partir de los valores de la media del largo de las semillas (Tabla
1), se determind que el largo de las semillas de E. pachyrhiza tienen en promedio 0.839 mm (muy
pequefias, segun Barthlott y Hunt 2000), en tanto que las semillas de las demas especies (E. bokei,
E. cryptica, E. greggii, E. ilariae, E. micromeris, E. polycephala, E. potosina, E. pulchray E.
spinosior) son de tamafio medio, ya que el promedio va de 1.110 mm en E. pulchra a 1.403 mm en

E. ilariae.

El analisis de CCP (Tabla 2), indica que no hay correlacion entre las variables (Dormann et
al. 2013). Se analizaron los cinco caracteres cuantitativos en conjunto aplicando el ACD, la primera
funcidon canonica explica 59.78% de la variacion, donde el caracter de mayor peso fue el largo de la
semilla; la segunda funcion candnica explica 34.67% de la variacion, siendo el caracter de mayor
peso el largo del hilo. El 5.58% restante se distribuye entre las funciones 3 a la 5 (Tabla 3). La
Figura 2A corresponde a la gréafica de la primera y segunda funcion canonica. Sobre el extremo
derecho de los valores positivos de la primera funcién canonica se ubican los individuos cuyo valor
promedio del largo es de 0.839 mm (p. ej. E. pachyrhiza), mientras que en el extremo opuesto son
discriminados los individuos cuyo valor promedio es de 1.403 mm (p. €j. E. ilariae). Sobre el
extremo superior de la funcién candnica son discriminados los individuos cuyo valor promedio del
largo del hilo va de 0.713 mm a 0.741 mm y hasta 0.833 mm, mientras que en el extremo inferior se
discriminan individuos con valor promedio de 1.121 mm (E. polycephala). La prueba de Fisher es
significativa (P < 0.0001), por lo que las distancias de Mahalanobis indican que si existen

diferencias en las distancias entre las nubes (Tabla 4).

14



ElI PCA mix se realizd con cinco caracteres cuantitativos y cuatro cualitativos, se encontrd
que los cuatro primeros componentes explican 61.42% de la variacion observada (Tabla 5), en tanto
que 38.54% de la variacion restante se distribuye entre los componentes cinco al once. La Figura 2B
corresponde a la gréfica del primer (21.10%) y segundo componente (15.21%). El caracter con
mayor peso en el primer componente es la quilla, en el extremo de los valores positivos se
posicionan los individuos cuyas semillas no presentan quilla (E. ilariae, E. polycephala y E.
spinosior), en el extremo de los valores negativos se ubican aquellos individuos con presencia de
quilla (p. ej. E. bokei, E. pachyrhiza). Sobre el eje del segundo componente, hacia los valores
positivos, se ubican los individuos cuyos apéndices son expandidos (p. ej. E. polycephala) y hacia
el extremo inferior con valores negativos, se ubican los individuos con apéndices muy expandidos
(p. €j. E. ilariae, E. pulchra). La Figura 2C corresponde a la grafica del primer y tercer componente
(12.79%), en donde el caracter con mayor peso en el tercer componente es el tipo de microrrelieve.
En el extremo superior de valores positivos se ubican los individuos cuyo relieve es convexo (E.
bokei) y hacia el extremo inferior negativo se observan a los individuos cuyas semillas presentan

relieves concavos (P. ej. E. pachyrhiza).

Discusion
La morfologia de las semillas de Epithelantha es diversa y se caracteriza por la disyuncion
del hilo con respecto al micrdpilo (Figs. 4A-B). Este caracter es compartido con Astrophytum (Figs.
4C-D), otro miembro de la tribu Cacteae, que representa uno de los primeros linajes que divergieron
en la tribu, mientras que Epithelantha se resuelve en un clado que ha diversificado recientemente
con respecto a Astrophytum (Vazquez-Sanchez et al. 2013). Se ha encontrado que los caracteres de

la semilla son relevantes para explicar la evolucion de Cactaceae. Rios (2017) menciona que la
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presencia de determinadas estructuras indica distintas rutas de desarrollo y que, tras un ejercicio de
reconstruccion de estados ancestrales, reflejaria la historia evolutiva en cuestion. El arilo se
caracteriza por la disyuncién del hilo y el micropilo lo que tiene implicaciones filogenéticas, pues es
posible que sea el estado ancestral del core Cactoideae (Rios 2017). Este caracter esta presente en
las semillas de Epithelantha, por lo que una nueva pregunta es analizar qué genes se ven

involucrados en el desarrollo del arilo y si son Unicos para Epithelantha.

En la revision de las descripciones de las especies de Epithelantha (Bravo-Hollis 1951;
Backeberg 1954; Donati y Zanovello 2010), no se menciona la micro-morfologia de las semillas
como caracteres diagnosticos. Texeira et al. (2013) explica que los caracteres diagndsticos de la
semilla cobran mayor relevancia cuando son estadisticamente significativos. De acuerdo con el
ACD, el largo de la semilla y el largo del hilo son los caracteres mas significativos, en tanto que
para el PCA mix, la presencia de quilla, el tipo de apéndices y el tipo de microrrelieve son los
caracteres de mayor peso. Epithelantha micromeris y E. cryptica son especies cuya longitud de las
flores y de las aredlas permite distinguirlas (Aquino et al. 2019). Las semillas presentan caracteres
semejantes como el microrrelieve de las células de tipo plano (Fig. 4E). Caracteres como el largo de
la region hilar indican que no hay diferencias significativas entre los valores obtenidos (0.659 mm
en E. cryptica y 0.713 mm en E. micromeris), lo cual es corroborado por el valor de D? = 0.989. Las
semillas de E. spinosior también presentan relieve celular plano, sin embargo, el largo del hilo es de
0.818 mm en promedio. El valor de la D? con respecto a E. micromeris es de 1.596, en tanto que el

valor de D? con respecto a E., cryptica es de 4.244.

Epithelantha polycephala y E. potosina fueron descritas como subespecies de E. greggii
(Donati y Zanovello 2010). Analisis macro-morfologicos y moleculares revelan que representan tres

especies diferentes (Aquino et al. 2019). Los caracteres de la semilla reafirman esta tltima
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propuesta, ademas de la presencia de una quilla en la parte superior de la semilla 'y de apéndices en
la region hilar (Fig. 4F), el largo de las semillas de E. greggii es de 1.103 mm y el largo del hilo es
de 0.770 mm, lo cual difiere de E. polycephala y E. potosina. Con base en los valores de las
distancias de Mahalanobis la distancia entre E. greggii y E. polycephala es de 2.5. Otros caracteres
que permiten diferenciarlas es el microrrelieve concavo de la pared periclinal en E. polycephala
(Fig. 4G). El valor de D? entre E. greggii y E. potosina es de 4.056, el valor promedio del largo de
la semilla en E. potosina es de 1.202 mm. Ademas, otro caracter cualitativo que permite diferenciar
entre las semillas de estas dos especies es la ausencia del apendice préximo a la region hilar,

mientras que las semillas de E. greggii tienen dicha estructura.

Epithelantha bokei y E. ilariae morfoldgicamente difieren entre si por el nimero de espinas
por aredla: mas de 60 en E. bokei y 33 a 49 en E. ilariae, principalmente (Aquino et al. 2019). Las
semillas de ambas especies difieren entre si por el largo de la semilla. En E. ilariae es de 1.403 mm,
la superficie es rugosa y el relieve concavo (Fig. 4H), en tanto que en E. bokei el largo de la semilla
es de 1.159 mm, la superficie es lisa y el relieve de la pared periclinal puede ser plano a convexo
(Figs. 41 - J). La D? entre las especies es de 9.832, por lo que estas diferencias son estadisticamente

significativas.

Epithelantha pachyrhiza y E. pulchra son dos especies que comparten la forma engrosada
de la raiz y difieren en el nimero de espinas por aredla: de 16 a 21 en E. pachyrhizay 40 a55en E.
pulchra (Aquino et al. 2019). Las semillas de E. pachyrhiza tienen apéndices expandidos y
superficie rugosa (Fig. 4K) y el largo de la semilla es de 0.839 mm en promedio, mientras que en E.
pulchra los apéndices son muy expandidos (Fig. 4L), la superficie es lisa y el largo de la semilla es
de 1.110 mm en promedio, el valor de D? es de 8.673, por lo que las diferencias entre los caracteres

cuantitativos son significativas.
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Los caracteres de las semillas complementan el conocimiento general de la morfologia de
las especies de Epithelantha, por lo que apoyan sustantivamente a la identificacion de las especies,
por ello, se aporta una clave de identificacion de especies con caracteres morfologicos de la semilla,

como apoyo complementario de la clave propuesta en el capitulo 2 de la presente tesis.

Clave de identificacion de especies a partir de caracteres morfolégicos seminales

1. Superficie de la pared periclinal rugosa ...........cooouiiiiiiiii e, 2
2. Largodelasemillade 0.6a0.8mm ....................ceoeiiiniiiiieiieieneenee.nn. EL pachyrhiza
2. Largo de la semillamayor a 1.0 mm ............oooiiiiiiiiiieeeteeeeeeee e 4

4. Ancho de la region hilar 0.1 a 0.2 (0.3) mm, microrrelieve de la pared periclinal concavo

.................................................................................................... E. ilariae
4. Ancho de la region hilar 0.3 a 0.5 mm, microrrelieve de la pared periclinal plano
.................................................................................................. E. pulchra

1. Superficie de la pared periclinal 1lisa ..o 3

3. Apéndices proximos a la region hilar ausentes ...........ocovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiei e 5)

5. Microrrelieve de la pared periclinal concavo ..............ooiiiiiiiiiiiiieieen. E. potosina

5. Microrrelieve de la pared periclinal convexo a plano ...........cccccocevviiiiniininann... E. bokei
3. Apéndices proximos a la region hilar expandidos o muy expandidos ...............cooeieininne. 6
6. Largo de laregion hilarde 0.8 a 1.2 mm ..., E. polycephala
6. Largo de la region hilar menor de 0.75 mm ..........ooiiiiiiiiiiii e 7
7. Ancho de laregion hilarde 0.1 2 0.3 mm .........coooiiiiiiiiiiiiie . E. cryptica

7. Ancho de la region hilar mayor de 0.3 mm ..........ooiiiiiiiiiii 8

8. Microrrelieve de la pared periclinal concavo ...............cooevivviiiiiiniininnnn, E. greggii

8. Microrrelieve de la pared periclinal plano ................oooiiiiiiiiiii 9

9. Apéndices proximos a la region hilar expandidos, largo del hilo de 0.8 a 1.0 mm

........................................................................................... E. spinosior
9. Apéndices préximos a la regién hilar muy expandidos, largo del hilo de 0.6 a 0.8 mm

......................................................................................... E. micromeris
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Apéndice 1. Especie, pais, estado, colector y herbario donde se depositaron los ejemplares de
respaldo para Epithelantha spp.

Epithelantha bokei: MEXICO. Coahuila, D. Aquino 318 (MEXU); D. Aquino 342 (MEXU); San
Luis Potosi, D. Aquino 301 (MEXU). Epithelantha cryptica: MEXICO, Coahuila, D. Aquino 348
(MEXU); D. Aquino 355 (MEXU); D. Aquino 375 (MEXU). Epithelantha greggii: MEXICO,
Coahuila, D. Aquino 304 (MEXU); D. Aquino 306 (MEXU); D. Aquino 339 (MEXU); D. Aquino
340 (MEXU); D. Aquino 341 (MEXU); D. Aquino 349 (MEXU); Nuevo Leon, D. Aquino 312
(MEXU); D. Aquino 325 (MEXU); D. Aquino 329 (MEXU). Epithelantha ilariae: MEXICO,
Coahuila, D. Aquino 373 (MEXU); Nuevo Ledn D. Aquino 307 (MEXU); D. Aquino 323 (MEXU).
Epithelantha micromeris: MEXICO, Coahuila, D. Aquino 335 (MEXU); D. Aquino 336 (MEXU);
O. Gonzélez-Zorzano 301 (MEXU); Nuevo Ledn, D. Aquino 332 (MEXU); D. Aquino 333
(MEXU). Epithelantha pachyrhiza: MEXICO, Coahuila, D. Aquino 305 (MEXU); D. Aquino 353
(MEXU). Epithelantha polycephala: MEXICO, Coahuila, D. Aquino 350 (MEXU); D. Aquino 352
(MEXU); D. Aquino 370 (MEXU). Epithelantha potosina: MEXICO, San Luis Potosi D. Aquino
295 (MEXU); D. Aquino 383 (MEXU); J.G. Martinez-Avalos 1954 (UAT). Epithelantha pulchra:
MEXICO Nuevo Ledn, D. Aquino 309 (MEXU); D. Aquino 311 (MEXU); D. Aquino 313 (MEXU).
Epithelantha spinosior: MEXICO Nuevo Ledn, D. Aquino 317 (MEXU); D. Aquino 319 (MEXU);

D. Aquino 321 (MEXU); D. Aquino 334 (MEXU).
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Apéndice 2. Codificacion de los caracteres de la morfologia seminal de Epithelantha spp.

1. Lustre: 0) mate 1) lustroso

2. Apéndices proximos a la region hilar expandidos: 0) no presente 1) ligeramente expandido 2)
muy expandido

3. Quilla de la semilla: 0) sin quilla, 1) con quilla

4. Microrrelieve de la pared periclinal: 0: plano, 1: convexo, 2: concavo

5. Superficie de la pared periclinal: 0) lisa, 1) rugosa
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Tabla 1. Media y desviacion estandar (DS) calculados para las semillas de diez especies de

Epithelantha.

Especie N | Largo Ancho Altura Largo de hilo Ancho de hilo
Media DS Media DS Media DS Media DS Media DS

Epithelantha bokei | 60 1.159 0.077 0.708 0.074 0.644 0.069 0.691 0.108 0.332 0.067
E. cryptica 60 1.121 0.069 0.747 0.081 0.741 0.069 0.659 0.0702 0.272 0.053
E. greggii 180 1.103 0.061 0.742 0.059 0.687 0.069 0.77 0.082 0.315 0.077
E. ilariae 60 1.403 0.058 0.833 0.068 0.786 0.063 0.833 0.052 0.247 0.044
E. micromeris 100 1.147 0.055 0.721 0.071 0.758 0.073 0.713 0.077 0.319 0.068
E. pachyrhiza 40 0.839 0.037 0.690 0.088 0.649 0.095 0.618 0.057 0.339 0.063
E. polycephala 60 1.189 0.060 0.779 0.071 0.711 0.100 1.121 0.068 0.35 0.096
E. potosina 60 1.202 0.064 0.748 0.058 0.738 0.042 0.741 0.086 0.264 0.058
E. pulchra 60 1.110 0.071 0.712 0.067 0.693 0.0599 0.841 0.049 0.304 0.0807
E. spinosior 80 1.123 0.083 0.728 0.0702 0.713 0.073 0.818 0.061 0.35 0.095
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Tabla 2. Coeficientes de correlacion de Pearson calculados para cinco caracteres cuantitativos.
Clave de caracteres: Altura: altura de la semilla, largo: largo de la semilla, ancho: ancho de la
semilla, LHILO: largo de la region hilar y AHILO: ancho de la region hilar.

Altura largo ancho LHILO | AHILO
Altura |1
largo 0.289284 | 1
ancho 0.156252 | 0.397075 | 1
LHILO | 0.053789 | 0.294045 | 0.251321 | 1
AHILO | -0.14747 | -0.13975 | 0.064907 | 0.10428 |1

Tabla 3: Coeficientes de estructura candnica para cinco caracteres de la semilla. Los valores mas
significativos son remarcados en negritas. Clave de caracteres: Altura: altura de la semilla, largo:
largo de la semilla, ancho: ancho de la semilla, LHILO: largo de la regién hilar y AHILO: ancho de
la region hilar.

Canl Can2 Can3 Cand Can5
LHILO | -0.54356 | -0.83729 | -0.08351 | -0.01687 | 0.142489
AHILO | 0.166879 | -0.2605 | 0.374571 | 0.629775 | -0.64246
largo -0.77008 | 0.540593 | 0.387478 | 0.115012 | 0.017746
ancho | -0.02404 | 0.114516 | -0.46083 | -0.65181 | -0.66424
Altura | -0.14058 | 0.164104 | -0.7501 | 0.628324 | -0.00856
% 59.78 34.67 3.04 1.98 0.53
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Tabla 5. Caracteres cuantitativos y cualitativos con mayor peso en los cuatro primeros componentes
de acuerdo con el resultado derivado del PCA mix.

diml |dim.2 |dim3 |dim.4

Quilla 0.5045 | 0.1091 |5.23¢% | 0.0284
Apéndices | 0.3167 | 0.6129 | 0.5108 | 0.1423
superficie | 0.0628 | 0.1475 | 0.2014 | 0.0752
relieve 0.1540 | 0.0231 |0.3305 | 0.8237
Altura 0.2820 | 0.0786 | 7.72¢™® | 0.0002
largo 0.4527 |0.0391 | 0.2575 | 0.0262
ancho 0.2774 | 0.0175 | 0.0805 | 0.2103
LHILO 0.2501 | 0.3359 |0.0178 | 0.0107
AHILO 0.0216 | 0.3097 | 0.0087 | 0.0387
% 21.10 15.21 12.79 12.32
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Fig. 1. Diagrama general de las semillas de Epithelantha mostrando los caracteres medidos:
A) vista lateral 1: altura, 2: largo; B) vista superior 3: ancho y C) vista inferior 4: ancho de
la region hilar y 5: largo de la region hilar.
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Fig. 2. Analisis Canédnico Discriminante empleando solo caracteres cuantitativos, A) grafica de la primera y segunda funcion candnica.
Analisis de componentes principales con datos mixtos (PCA mix) empleando caracteres cuantitativos y cualitativos para evaluar la variacién
de las semillas de Epithelantha. B. Grafica del primer y segundo componente. C. Gréfica del primer y tercer componente. D. Gréfica del

primer y cuarto componente.
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Fig. 3. Morfologia seminal de Epithelantha y aliados. A) Micrépilo y B) hilo separados en
Epithelantha (DA305, MEXU). C) Micropilo y D) hilo separados en Astrophytum (DA303, MEXU).
E) Microrrelieve de de la pared periclinal plano en E. cryptica (DA 355, MEXU). F) Quillay
expansion del borde de la semilla en E. greggii (DA, 325 MEXU). G) Superficie lisa y microrrelieve
de la pared periclinal concava en E. polycephala (DA 350, MEXU). H). Vista general de las semillas
de E. ilariae (DA 307, MEXU). 1) Microrrelieve de la pared periclinal convexo en E. bokei (DA 342,
MEXU). J) Microrrelieve de la pared periclinal plano en E. bokei (DA 318, MEXU). K)
Microrrelieve de la pared periclinal concavo y superficie rugosa en E. pachyrhiza (DA 305, MEXU).
L) Expansion del borde de la semilla muy evidente en E. pulchra (DA 311, MEXU).
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Abstract—The genus Epithelantha (Cactaceae, Cactoideae, Cacteae) is native to Mexico and the southern USA and includes several uncertain
species and ambiguous phylogenetic relationships. We applied multivariate analysis to a set of nine quantitative characters and six qualitative
characters and we used Bayesian inference and maximum likelihood to reconstruct the phylogeny of Epithelantha using molecular data from four
chloroplast regions (petL-psbE, psbA-trnH, trnL-F, and trnQ-rps16). Eleven taxa were collected in 39 localities where digital images of five individuals
were taken. A correlation analysis allowed us to eliminate correlated characters. A discriminant canonical analysis (DCA) for quantitative characters
and principal components analyses with mixed data (PCA mix) for quantitative and qualitative characters identified the length of the flower, number
of spines, areole length/width ratio, the expansion of the hilar region of the seed, multicellular sculpture, and the relief of the periclinal wall as the
most variable characters. The partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA) allowed us to recognize nine of eleven taxa. As a complement, the
molecular data matrix included 68 substitutions and 12 indels between the four markers. The 39 terminals analyzed were recovered in nine strongly
supported clades, confirming the results of multivariate analyses. Epithelantha was recovered as a monophyletic group strongly supported by four
substitutions and an indel, with Turbinicarpus being the sister group. Based on our results, we include a taxonomic synthesis of Epithelantha where we
recognize ten species, propose two new combinations, designate seven lectotypes, and provide a key for species.

Keywords—Cacteae, morphometric analysis, taxonomy.

The genus Epithelantha was erected by Britton and Rose
(1922) based on a previous informal proposal by Weber, who
used this name as a synonym of Mammillaria micromeris
described by Engelmann (1856). Epithelantha is distributed
from Arizona and Texas in the USA to Chihuahua, Coa-
huila, Nuevo Leén, and San Luis Potosi in Mexico, in a
widespread region defined as the Chihuahuan Desert
(Hernandez and Gémez-Hinostrosa 2011). Usually it grows
in open areas. Plants are solitary to branched, up to 6 cm in
diameter, and tuberculate; areoles are small at podaria tips,
spines are in single or several series not distinguishable as
radials and centrals; flowers are borne at the tip of young
podaria at the stem apex, up to 0.5 cm long, white to pink,
pericarpels are naked; fruits are elongated, red, up to 2 cm
long, indehiscent; and seeds are oval, up to 1.5 mm long
(Bravo-Hollis and Séanchez-Mejorada 1991; Anderson 2001).
The number of species that integrate Epithelantha is un-
certain (Table 1) as is its phylogenetic position (Herndndez-
Ledesma et al. 2015). Different proposals on how many
species should be recognized have been based on reviews
that discuss the limits of the species that integrate the genus
and as part of monographic reviews at the family level.
Epithelantha was revised by Bravo-Hollis (1951), who rec-
ognized five species based on comparison of morphological
attributes. Backeberg (1954) recognized three species and
six varieties. For this author, the branching pattern, the
shape of the stem, and enlarged storage roots are the
characters that allow the recognition of species. Glass and
Foster (1978) in their taxonomic revision of Epithelantha,
recognized one species with six varieties, concluding that
the morphological characters with taxonomic value are
minimal due to a wide range of distribution. In a more
recent but partial review, Donati and Zanovello (2010, 2011)
recognized seven species and nine subspecies based on a
qualitative set of morphological characters. However, the
latter authors did not include a revision of herbarium
material and did not test the set of characters observed
under any statistical method. In monographic studies at the
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family level, Benson (1982) recognized two species: Epi-
thelantha micromeris (Engelm.) F.A.C. Weber ex Britton &
Rose and E. bokei L.D. Benson, clearly distinguishable by the
number of radial spines and by flower size. In contrast,
Bravo-Hollis and Sanchez-Mejorada (1991) recognize the
same species, including five varieties in E. micromeris. More
recently, Hunt et al. (2006) and Hunt (2016) recognize the
same species, distinguishable from each other by the
number of spines (50 to 90 in E. bokei and 20 to 35 in
E. micromeris).

Phylogenetic studies focused on Cacteae reveal that Epi-
thelantha is part of this tribe (Butterworth et al. 2002; Vazquez-
Sanchez et al. 2013), but the position of the genus is
incongruent between the two studies. According to Butterworth
et al. (2002), Epithelantha belongs to a clade that also includes
Turbinicarpus (Backeb.) Buxb. & Backeb. (s. 1.) and Pediocactus
Britton & Rose, which is sister to a clade including Ariocarpus
Scheidw. and Turbinicarpus (s. s.); together, these two clades
constitue the “ATEP” clade. Butterworth et al. (2002) included a
single chloroplast marker (rpl16) and the sampling included
only one sample of E. bokei. More recently Vdzquez-Sanchez
et al. (2013) used five chloroplast markers (matK, rbcL, rpll6,
psbA-trnH, and trnL-F) and one sample of E. micromeris, and
recovered Epithelantha as sister to two major subclades that
include in addition to the previously mentioned genera, also
Acharagma (N.P. Taylor) A.D. Zimmerman ex Glass, Cor-
yphantha (Engelm.) Lem., Cumarinia Buxb., Escobaria Britton &
Rose, Lophophora ].M. Coult, Mammillaria Haw., Neolloydia
Britton & Rose, Ortegocactus Alexander, Obregonia Fri¢ ex
A. Berger, and Pelecyphora Ehrenb. Herndndez-Hernandez et al.
(2011) used four chloroplast markers (matK, rpl16, trnL-trnF, and
trnK-matK) and one nuclear marker (ppc) and one sample of
E. micromeris. These authors found that Epithelantha was sister to
Turbinicarpus, Ariocarpus, and Strombocactus, a result more
consistent with that found by Butterworth et al. (2002). How-
ever, the phylogenetic analysis carried out by Barcenas et al.
(2011), using trnK-matK does not recover the sister relationship
of E. micromeris (four terminals) and E. bokei (one terminal).
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Britton and Rose Bravo-Hollis Donati and Zanovello Hunt et al. (2006),
(1922) (1951) Backeberg (1954) Glass and Foster (1978) (2010, 2011) Hunt (2016)
E. micromeris E. micromeris E. micromeris E. micromeris E. micromeris E. micromeris
E. micromeris var. bokei E. bokei E. bokei
E. densispina E. micromeris var. densispina E. micromeris var greggii E. greggii subsp. greggii E. micromeris
E. rufispina E. micromeris var. rufispina E. micromeris var greggii E. greggii subsp. greggii E. micromeris
E. micromeris var. unguispina  E. micromeris var. unguispi E. unguispina subsp. unguispina E. micromeris
E. unguispina subsp. huastecana E. micromeris
E. pachyrhiza E. pachyrhiza var. pachyrhiza E. micromeris var pachyrhiza E. pachyrhiza subsp. pachyrhiza E. micromeris
E. pachyrhiza var. elongata E. micromeris var pachyrhiza E. pachyrhiza subsp. elongata E. micromeris
E. pachyrhiza subsp. parvula E. micromeris
E. pachyrhiza subsp. pulchra E. micromeris
E. micromeris var greggii E. micromeris var. greggii E. greggii subsp. greggii E. micromeris
E. polycephala E. micromeris var. polycephala  E. greggii subsp. polycephala E. micromeris
E. greggii subsp. potosina E. micromeris
E. spinosior E. micromeris var. unguispina  E. micromeris var. unguispi E. unguispina subsp. unguispina E. micromeris
E. ilariae E. micromeris
E. cryptica E. micromeris

The disagreement in the delimitation of species in Epi-
thelantha is replicated in other Cactaceae, where the number of
species is estimated between 1438 (Hunt et al. 2006) and 1870
(Nyffeler and Eggli 2010). This difference is in principle the
result of ignorance of the variability of taxa (Sinchez-Mejorada
1982), therefore studies focused on the delimitation of species
are required.

This level of study has intensified thanks to new techniques
that enable the analysis of morphological and molecular data
(Sites and Marshall 2003). The possibility of using molecular
data as a practical and standardized tool for identifying or-
ganisms and discovering new taxa was raised by Kress et al.
(2005); however, molecular characters are not efficient when
there are hybridization events, incomplete lineage sorting, or
intergenomic transfer (Naciri and Linder 2015). That is why the
use of two or more sources of information can provide more
robust hypotheses to propose independence between two or
more lineages (Pante et al. 2014). A complementary source is
morphology. Valcarcel and Vargas (2010) consider that it is an
emergent property that reflects divergence between two lin-
eages, and Will et al. (2005) point out that even a single
morphological character that is highly predictive and allows to
differentiate between species will be valid, since it is the result
of a common evolutionary history. This approach has been
applied in several groups of plants, for example: Ophrys
Section Pseudophrys (Orchidaceae, Bernardos et al. 2005), the
Gnetum clade of Gnetales (Gnetaceae, Hou et al. 2016), and
Quercus distributed in Europe (Fagaceae, Rellstab et al. 2016).
The comparative approach between morphology and data
obtained from molecular sequences has not been widely ap-
plied in Cactaceae, which are limited to two studies: species
delimitation in Opuntia Mill. from the Galapagos Islands
(Helsen et al. 2009) and Coryphantha Section Robustispina
(Baker and Butterworth 2013). Considering that there are no
phylogenetic and morphological analyses focused on Epi-
thelantha, the aims of this study are: 1) delimit the Epithelantha
species using a set of vegetative and reproductive morpho-
logical characters, through a morphometric analysis (Sokal
1973; Henderson 2006; Valcdrcel and Vargas 2010), 2)
perform a phylogenetic analysis based on chloroplast DNA
sequences, which allows corroborating the monophyly of
Epithelantha and its relationship with the genera of the “ATEP”
clade (sensu Butterworth et al. 2002), and 3) analyze the
phylogenetic relationships between the recognized species of

Epithelantha and complement the morphometric analysis in-
dicated above to delimit the species (Donoghue 1985; De
Queiroz and Donoghue 1988). Based on the results obtained, a
taxonomic treatment is proposed for the genus.

MATERIALS AND METHODS

Taxa and Sampling—We sampled 11 taxa based on recent taxonomic
proposals (Table 1). Each species and subspecies is treated as a hypothesis
of an independent lineage based on the application of two delimitation
criteria. Herbarium collections were examined to identify the localities of
the putative species (ANSM, ASU, CFNL, DES, ENCB, GBH, GH, IEB, K,
NCU, MEXU, MO, QMEX, RSA-POM, SLPM, SRSC, and UNL, acronyms
sensu Thiers 2018). Based on the information from the herbarium speci-
mens and literature (Donati and Zanovello 2011), collections were made in
39 localities of Coahuila, Nuevo Le6n, and San Luis Potosi (Appendix 1). In
each locality, digital images of five individuals with reproductive struc-
tures or indications of them were obtained, as a reference of being adult
plants. In each image, a metric scale was used to reference the dimensions
of the structures and subsequent morphological analyses. Stem tissue was
then obtained, which was dehydrated in silica gel for the subsequent
extraction of DNA. Geographical coordinates and elevation were taken
with a GPS (global positioning system) Garmin eTrex Vista H WGS84. It
was not possible to collect samples from Epithelantha pachyrhiza (W.T.
Marshall) Backeb. subsp. pachyrhiza and Epithelantha pachyrhiza (W.T.
Marshall) Backeb. subsp. elongata (Backeb.) D.Donati & Zanov. The out-
group includes 23 terminals that represent the subfamily Cactoideae +
Leuenbergeria Lodé, with a terminal of the tribe Echinocereeae (Leptocereus
Britton & Rose), one of Trichocereeae (Harrisia Britton), and 20 of Cacteae
(Hunt et al. 2006). All recently sampled specimens belong to Epithelantha
and related genera, whereas the remaining vouchers were taken from
previous studies (Vazquez-Sanchez et al. 2013) (Appendix 1).

Species Delimitation—Nine quantitative characters (counts and mea-
surements) and six qualitative characters were analyzed at the beginning.
These were obtained from 195 individuals registered in 39 localities
(characters, coding, and description are in Appendix 2). Observation of the
vegetative structures was carried out in the middle region of the stem to
avoid bias due to location or development. The spines in Epithelantha are
arranged in series (1-6 series). The measurements correspond to the spines
of the most basal series. The AxioVision Rel 4.8 image analyzer (Carl Zeiss
Imaging Solution 2009) was used for the measurements. The counts were
made manually and directly on the images. The six qualitative characters
were coded between alternative states of presence or absence (Appendix 2).
Seeds were washed in Tween solution (10%) and then in ultrasound
(Branson 200) until the mucilage residues were eliminated. Observations
were made with a Hitachi Scanning Electronic Microscope SU1510. The
data corresponding to the outgroup were taken from Barthlott and Hunt
(2000; Ariocarpus, Aztekium Boed., Echinocactus Link & Otto, Leptocereus,
Lophophora, M. mammillaris H. Karst., Obregonia, Ortegocactus, Pediocactus,
and Pelecyphora), Arias and Sanchez-Martinez (2010; Strombocactus), and
Jiménez-Duran et al. (2014; Leuenbergeria lychnidiflora (DC.) Lodé), as well
as preparations made for the five remaining species (Coryphantha, Escobaria
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missouriensis (Sweet) D.R. Hunt subsp. asperispina (Boed.) N.P. Taylor,
M. mystax, Rapicactus Buxb. & Oehme, and Turbinicarpus). Seeds of
Astrophytum capricorne (A. Dietr.) Britton & Rose, E. cubensis (Britton &
Rose) D.R., and Harrisia earlei Britton & Rose were not included. The coding
of the characters followed the nomenclature of Barthlott and Hunt
(2000).

The Pearson correlation coefficient (PCC), which measures the possible
association between two variables, expressed in Pearson’s linear correla-
tion (Walpole et al. 2012), was calculated for the quantitative characters
with a Pearson correlation threshold of 0.60. With this analysis, characters
with positive or negative correlations were detected and eliminated to
avoid overestimating the result. The quantitative characters that did not
present correlation were retained and analyzed using discriminant ca-
nonical analysis (DCA) to identify the traits that best discriminate a priori
groups based on a set of two or more discriminant variables, where each
variable is weighted according to its capacity to discriminate (McGarigal
et al. 2000). In a second analysis, both quantitative and qualitative char-
acteristics were concatenated into a single matrix and principal compo-
nents analysis with mixed data (PCA mix) was used to compare n
observations described by pl1 numerical variables and p2 categorical
variables simultaneously (Chavent et al. 2014). The third analysis used was
partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA), which is a predictive
algorithm that combines dimensionality reduction and discriminant
analysis in one; in addition, PLS-DA does not assume that the data have to
adapt to a particular distribution and therefore is more flexible than other
discriminant algorithms (Chuen et al. 2018). All analyses were performed
in RStudio (RStudio Team 2015) and the resulting graphs were edited in
GraphPad Prism v. 6 (GraphPad Software, Inc. 2012).

DNA Extraction, Amplification, and Sequencing—DNA extractions
were from 50 mg of stem tissue of the specimens obtained in the 39 lo-
calities. After a dehydration period of about one week, the samples were
stored in a deep freezer at -20°C and 24 hr later they were triturated in
TissueLyser II (Qiagen, Venlo, Netherlands) at 28 rpm for 30 sec. Extraction
was performed with the EZ-10 spin column genomic plant DNA mini-prep
kit (BioBasic Inc., Ontario, Canada) following the manufacturer’s protocol.
The aliquots obtained were stored at -20°C.

Four chloroplast markers were sequenced, including three intergenic
spacers (petL-psbE, psbA-tmH, and tmQ-rps16) and one intron (trnL-F). The
petL-psbE intergenic spacer was amplified with petL and psbE primers (Shaw
et al. 2007). Polymerase chain reaction (PCR) was used to amplify the DNA
under the following conditions: initial denaturation of the DNA for 2 minutes
at94°C; followed by 30 cycles of 1 minute at 94°C, 30 sec at 52°C, and 1 minute
at 72°C; and a final extension of 5 minutes at 72°C. The psbA-trnH intergenic
spacer was amplified with the primers CApsbA and CAtrnH (Korotkova et al.
2010). The PCR conditions were 2 minutes at 94°C; followed by 29 cycles of
30 sat 94°C, 30 sat 52°C; and 1 min at 72°C; and a final extension of 7 min at
72°C. The trnQ-rps16 intergenic spacer was amplified with trnQ2 and rps16x1
primers (Shaw et al. 2007). The PCR conditions were 2 minutes at 95°C;
followed by 35 cycles of 30 sec at 95°C, 1 minute at 55°C, and 1 minute at
72°C; and a final extension of 10 minutes at 72°C. The frnL-F region, which
includes the #rnL intron and spacer, was amplified using the primers C and F
designed by Taberlet et al. (1991). The PCR conditions were 2 minutes at 94°C;
followed by 29 cydes of 30 sec at 94°C, 30 sec at 52°C, and 1 minute at 72°C;
and a final extension of 7 minutes at 72°C. All PCRs were performed using
Invitrogen Taq Platinum (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) and the
Invitrogen dNTP kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts).
Each PCR tube was prepared as follows: sterilized water, PCR Buffer [1X],
mixed dNTPs [200 mM], BSA [16 mg/mL], MgCl, [1.5 mM], each primer
[0.10 wM], Platinum® Tag polymerase (0.625 U per reaction; Invitrogen Corp.,
Carlsbad, California), and DNA template [0.5 pg]. The amplification was
performed in an ESCO thermocycler, model MX-BCL-1.

The PCR products were sequenced with the Sanger method in an
Applied Biosystems Sequencer Model 3730xL in the Laboratorio de
Biologia Molecular de la Biodiversidad y de la Salud, Instituto de Biologia,
UNAM. All regions were sequenced with the amplification primers. The
trnL-F spacer was sequenced using external primers c and f, as well as with
the internal primers d and e (Taberlet et al. 1991). The GenBank accession
numbers of all the sequences used in the phylogenetic analysis are pro-
vided in Appendix 1.

Phylogenetic Analysis—DNA chromatograms were assembled with
Sequencher 4.8 (Gene Codes Corporation 2007). The uences were
exported in FASTA format and aligned with MAFFT 7.0 (Katoh et al. 2002)
using the default parameters. The matrix was exported in NEXUS format,
and Mesquite 2.75 (Maddison and Maddison 2002) was used for additional
manual corrections to the alignment. The number of variable and
parsimony-informative characters was calculated with MEGA 7 (Kumar
et al. 2016).
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Each matrix was analyzed independently with jModelTest 2 (Darriba
et al. 2012) to choose the model that best fit the data. We evaluated the 11
default models using the Akaike information criteria test at the 95% level to
obtain the best model. The models with the best fit were as follows: petL-
psbE (TPM1uf + G), psbA-trnH (TPM1uf + G), trul-F (TIM1 + G), and
trnQ-rps16 (TPM1uf + G). The matrices corresponding to each region were
concatenated. Indels were coded with SeqState 1.4.1 (Miiller 2005), which
used the simple coding method of Simmons and Ochoterena (2000).

Bayesian inference (BI) was conducted in MrBayes 3.2.1 (Huelsenbeck
and Ronquist 2001). Leuenbergeria lychnididflora was designated as the
outgroup, and ambiguously aligned sites were excluded. The analysis
consisted of four Markov chain Monte Carlo chains (nchains = 4) of four
million generations (Ngen = 4000000), sampling trees every 1000 gener-
ations (samplefreq = 1000) and discarding 25% of the sampled trees (sump
relburnin = yes burninfrac = 0.25). Parameter convergence was monitored
using Tracer 1.5 (Rambaut 2013). If it was found that the chains had not
reached equilibrium, the analysis was repeated using a greater number of
generations. Complementarily, the matrix was analyzed with maximum
likelihood (ML) using RAXML 8 (Stamatakis 2014). The conditions of both
character exclusion and outgroup designation were the same as in BIl. A
heuristic search of 4000 replicates was performed to obtain the best tree
using the GTR + GAMMA model. The trees obtained were visualized and
edited in TreeGraph 2 (Stover and Miiller 2010).

Additionally, a phylogenetic analysis was performed combining the
molecular character matrix with morphological characters. Six qualitative
characters encoded in binary or multistate form (Appendix 2) were chosen.
The quantitative characters were selected based on their significance in the
first two canonical functions (DCA), as well as in the first and second
components (PCA mix). The taxa coded for these characters included the
species delimited for Epithelantha and the outgroup taxon Mammillaria
mystax Mart. The resulting matrix was concatenated with the matrix of
DNA sequences analyzed with BI. The partition corresponding to the
morphological characters was analyzed using the Mkv model (Lewis 2001).
The analysis again consisted of four MCMC chains and four million
generations. Under ML, two partitions were considered: the DNA se-
quences were analyzed under the GTR + GAMMA model and the mor-
phological partition under the Mkv model. The CAT command was used to
estimate the heterogeneity of rates and to apply the Lewis correction model
(2001) for the transition matrix between multistate characters. A heuristic
search included 4000 replicates and the calculation of the bootstrap values
based on 4000 replicates. The alignments and the resulting trees were
deposited in the Dryad Digital Repository (Aquino et al. 2019).

REsuLTS

Species Delimitation With Morphological Characters—The
PCC indicated that stem height, stem diameter, number of
spine series, total number of spines per areole, width of the
areole, length of the areole, and length of the lower spine are
strongly correlated (Table 2). Consequently, the number of
spine series and the length of the lower spine were excluded
from the subsequent analyses, and the remaining four char-
acters were transformed into stem height/diameter ratio and
areole length /width ratio.

For the DCA, the first canonical function explains 56.6% of
the variation, where the character with the greatest weight was
the length of the flower (Table 3). Negative values include
individuals with flowers smaller than 1 cm in length, e.g.
E. micromeris (0.6-0.7 cm; Fig. 1). At the opposite extreme, with
more positive values, individuals with longer flowers are
found, e.g. E. ilariae D.Donati & Zanov. (1.7-1.8 cm; Fig. 1). The
second canonical function explains 25.1% of the variation and
the character with the greatest weight is the number of spines
(Table 3). With more negative values are individuals with
more spines (e.g. E. bokei with 60-70), whereas the most
positive values are for those individuals with fewer than 22
spines (e.g. E. pachyrhiza (W.T. Marshall) Backeb. subsp. par-
vula D.Donati & Zanov. and E. cryptica D.Donati & Zanov.)
(Fig. 1). The third through fifth canonical functions explain the
remaining variation (18.3%).
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TasLE 2. Pearson correlation coefficients calculated for quantitative as qualitative characters. Key to characters: SH = stem height, SDIM = stem
diameter, Serie = number of spines series, SpiNu = number of spines, USL = upper spine length, LSL = lower spine length, LAR = length of areole, WAR =

width of areole, FLEn = flower length.

SH SDIM Serie SpiNu USL LSL LAR WAR FLEn
SH 1 0.426529 —0.29323 —0.38309 0.562395 0.251776 0.34854 0.575574 0.32748
SDIM 0.426529 1 —0.31318 —0.28085 0.369655 0.472195 0.510013 0.47281 0.316251
Serie —0.29323 —0.31318 1 0.848153 —0.31759 —0.52914 —0.69376 —0.32149 0.0014
SpiNu —0.38309 —0.28085 0.848153 1 —0.51573 —0.6716 —0.78616 —0.52191 —0.05575
USL 0.562395 0.369655 —0.31759 —0.51573 1 0.617135 0.689187 0.683615 0.026226
LSL 0.251776 0.472195 —0.52914 —0.6716 0.617135 1 0.815759 0.530323 0.162634
LAR 0.34854 0.510013 —0.69376 —0.78616 0.689187 0.815759 1 0.606141 0.093399
WAR 0.575574 0.47281 —0.32149 —0.52191 0.683615 0.530323 0.606141 1 0.381172
FLEn 0.32748 0.316251 0.0014 —0.05575 0.026226 0.162634 0.093399 0.381172 1

The joint analysis of quantitative and qualitative characters
(PCA mix) reveals that components one, two, and three ex-
plain 30.9%, 18.2%, and 16.3% of the variation found, re-
spectively (total = 65.4%), with the remaining variation
(34.6%) distributed between components four through thir-
teen. The characters with the most significance in the first
component are expansion at the edge of the seed, relief of
periclinal wall, and appendages in spines (Appendix 2,
character 12). In the second component, the most important
character is the areole length /width ratio, whereas in the third
component the surface of the seed is the character with greater
weight (Table 4). In the first component and with positive
values are the individuals of E. bokei, E. greggii (Engelm.)
Orcutt subsp. potosina D.Donati & Zanov., and E. micromeris,
taxa that have no expansion at the edge of the seed. The flat
relief of the periclinal wall and the presence of appendages in
the spines are characters present only in E. bokei, whose in-
dividuals are at the extreme of the positive values of the first
component. With negative values of the first component are
the other taxa whose individuals present expansion at the edge
of the seed (Fig. 2A). In the second component and with
positive values are individuals with areoles whose length and
width are equal (E. bokei, E. greggii subsp. greggii, E. greggii
subsp. potosina, E. greggii subsp. polycephala, E. ilarige,
E. pachyrhiza subsp. parvula, and E. pachyrhiza subsp. pulchra).
Between the values 0 and -2 of the second component are
located the individuals with areoles that are twice as long as
they are wide (E. cryptica, E. unguispina (Boed.) D.Donati &
Zanov. subsp unguispina and E. unguispina subsp. huastecana
D. Donati & Zanov.), while individuals close to -4 correspond
to E. micromeris, where the length of the areole is four times
longer than the length (Fig. 2A). In the third component and
with positive values close to 2, are individuals of E. pachyrhiza
subsp. parvula and E. pachyrhiza subsp. pulchra, whose

TasLe 3. Canonical structure coefficients for the five quantitative
characters analyzed. Significant characters in each function are highlighted
in bold.

Canl Can2 Can3 Can4 Can5
Stem height/ 0.20757  0.1112 0.41986 0.8589 —0.17479
diameter ratio
Number of spines —0.04347 -0.87176 —0.45009  0.06265 —0.17787
Upper spine 0.06866 0.46961  0.49338 —0.2676 —0.67802
length
Areole length/ —0.79264 047156 —0.38382  0.04422 —0.00892
width ratio
Flower length 094826 0.17853 —0.26069  0.02504 —0.01858
% Explanation 56.6662 25.1668  13.2468 3.26625  1.6539

multicellular sculpture (seeds) is rugose; in contrast, all other
individuals do not present multicellular sculpture (Fig. 2B).

The results derived from the PLS-DA indicate that the taxa
with 100% of their individuals assigned correctly and therefore
classified in their own species were: Epithelantha bokei,
E. cryptica, E. greggii (Engelm.) Orcutt subsp. potosina, E. greggii
subsp. polycephala (Backeb.) D.Donati & Zanov., E. ilariae,
E. micromeris, E. pachyrhiza subsp. parvula, E. pachyrhiza subsp.
pulchra D.Donati & Zanov., and E. unguispina subsp. huaste-
cana. The set of taxa with less than 85% are and E. greggii
(Engelm.) Orcutt subsp. greggii and E. unguispina subsp.
unguispina (Table 5).

Phylogenetic Relationships—We aligned 245 sequences,
156 of which correspond to unpublished sequences of Epi-
thelantha, 87 were from Vazquez-Sanchez et al. (2013), and two
were downloaded from GenBank (Appendix 1). Four markers
were amplified for both the ingroup and outgroup, with three
exceptions: trnQ-rps16 was not obtained for Obregonia denegrii
Fri¢ and Lophophora williamsii (Salm-Dyck) J.M. Coult., and
petL-pebE was not obtained for Pediocactus simpsonii (Engelm.)
Britton & Rose. The aligned matrix of the four concatenated
plastid sequences and the encoded indels had a length of
4286 bp, of which only 839 consisted of variable sites, and 440
of those variable sites were parsimoniously informative (PI).
The sequences with the greatest number of informative
characters were trnL-F, followed by psbA-trnH, petL-psbE, and
trnQ-rps16 (Table 6). An inversion in psbA-trnH with a length
of 32 bp was observed in 36 of 39 terminals of Epithelantha and
in A. capricorne. No other structural mutations were observed.
We excluded 1065 sites of which 852 bp corresponded to an
insertion present only in Leuenbergeria lychnidiflora, which is
not informative, the remaining 213 bp correspond to sites
whose alignment was not possible because they are highly
variable.

For the Bl analysis, the majority-rule consensus (Fig. 3) was
calculated from 8002 trees, while the best tree obtained by ML
has a likelihood value of -11396.175937. Epithelantha is a
monophyletic group, supported by three substitutions in
trnL-F, a substitution in psbA-trnH, and an indel in petL-psbE,
and whose branch support obtained by both Bl and ML is
elevated (PP = 1.0 and BS = 100). Within the clade, two
branches were recovered, the first referred to here as the “E1
clade” has high branch support (PP = 1.0 and BS = 100).
Epithelantha ilariae is sister to E. greggii subsp. potosina,
E. bokei, E. unguispina subsp. unguispina + E. unguispina
subsp. huastecana, and E. micromeris + E. cryptica (PP = 1.0
and BS = 96). The second branch, referred to here as the “E2
clade,” is also strongly supported (PP = 1.0 and BS = 100).
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FiG. 1. Graph of the first two discriminant canonical functions using vegetative and reproductive characters for members of Epithelantha.

Epithelantha greggii (Engelm.) Orcutt subsp. greggii and
E. pachyrhiza (W.T. Marshall) Backeb. subsp. pulchra D.Donati
& Zanov. are strongly supported sister groups (PP = 1.0 and
BS = 100), as are E. pachyrhiza (W.T. Marshall) Backeb. subsp.
parvula D.Donati & Zanov. and E. greggii subsp. polycephala
(PP = 1.0 and BS = 98). Epithelantha is sister to Turbinicarpus,
but with low support (PP = 0.73 and BS < 50). Ariocarpus,
Rapicactus, and Strombocactus together with Epithelantha and
Turbinicarpus make up the C1 clade (PP = 0.99 and BS < 50).

Molecular Analysis and Species Delimitation—A total of 68
substitutions and 12 indels distributed among the four
markers allowed the delimitation of species with molecular
markers. From the Bl tree (Fig. 3), nine exclusive lineages were
recognized from the 39 terminals of Epithelantha. A first set of
species with multiple individuals grouping together and
supported by high support values includes Epithelantha bokei
(PP = 1.0 and BS = 100), E. ilariae (PP = 1.0 and BS = 100),
E. greggii subsp. greggii (PP = 1.0 and BS = 100), E. greggii
subsp. polycephala (PP = 1.0 and BS = 100), E. greggii subsp.
potosina (PP = 1.0 and BS = 100), E. pachyrhiza subsp. parvula
(PP = 1.0 and BS = 100), and E. pachyrhiza subsp. pulchra (PP =
1.0 and BS = 100). Each of these species is supported by four or
more substitutions and up to two indels in three or four

markers (Table 7). A second set includes two putative species,
E. unguispina subsp. unguispina and E. unguispina subsp.
huastecana, united with high to moderate support (PP = 1.0
and BS = 86) and sharing the one substitution in petL-psbE and
another in frnQ-rps16. The third and final set comprises eight
terminals representing either E. micromeris or E. cryptica oc-
curring in a clade with high to low support (PP = 0.98 and
BS = 77). Five terminals of E. micromeris are resolved in a
subclade with high to low support (PP = 0.99 and BS = 61)
sustained by a substitution in frnQ-rps16, whereas the three
terminals of E. cryptica form an unresolved group (Fig. 3).
The spines number and flower length were the characters
with the greatest weight in the DCA, while the areole length/
width ratio is the quantitative character of greater weight in
the PCA mix. The comparison of means of Tukey shows that
there are significant differences for the three characters. Flower
length (p < 2.2¢7', 188 degrees of freedom) was divided into
five-character states, spines number (p value <2.2¢7'°, 188
degrees of freedom) into six-character states, and the areole
length/width ratio (p value <2.2e'°, 188 degrees of freedom)
into four-character states (Appendix 2). Additionally, seven
qualitative characters analyzed in the PCA mix were included
(Appendix 2). The Bl and ML resulting from the combination

TaBLE 4. Qualitative and quantitative morphological characters in the PCA mix for the first four components (highlighted in bold).

Comp. 1 Comp. 2 Comp. 3 Comp. 4

Stem height/diameter ratio 0.217534357 0.145673028 0.366876032 0.004288231
Number of spines 0.61105423 0.215958025 8.99327E 0.07214056
Upper spine length 0.32324628 0.122916406 0.000440164 0.04608423
Areole length/width ratio 0.037920641 0.653567084 0.022947525 0.032146947
Flower length 0.301086609 0.335584397 0.214554976 0.098290007
Appendages in spines 0.65628785 0.172490416 0.037726459 6.27E%¢
Form of root 0.039575724 0.147834885 0566678758 5.12E%
Hypogeus stem 0.503388306 0.074464832 0.157064093 0.007600763
Expansion at the edge of the seed 0.783220559 0.071218959 0.04494479 0.687228568
Keel of the seed 0.141528269 0.017688405 0.106931903 0.495871863
Relief of periclinal wall 0.679472118 0.432883997 0.176277099 0.277852697
Multicellular sculpture 0.044067602 0.160011444 0.594199112 0.009889937
% Explanation 30.98844675 18.21637056 16.34807746 12.36717998
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Fic. 2. Principal component analysis for mixed data (PCA mix) where quantitative and qualitative characters are included for the members of
Epithelantha. A. Graph of the first and second components. B. Graph of the first and third component.

of four cpDNA markers and ten morphological characters corresponding to the clades E1 (PP = 1.0 and BS = 100) and E2
(Fig. 4) shows that polytomy between the four terminals of (PP = 1.0 and BS = 100).

E. micromeris and three of E. cryptica was resolved into two
exclusive lineages: the first corresponds to E. micromeris (PP =
1.0 and BS = 98), supported by the morphological characters
flower length (< 0.68 cm) and the areole length/width ratio Phylogenetic Relationships in Epithelantha—The inclusion
(= 4.0). The three terminals of E. cryptica are moderately of multiple terminals (39) in the chloroplast sequence analysis,
supported (PP = 0.91 and BS = 100), with the areole length/ allowed us to corroborate the monophyly of Epithelantha,
width ratio (2.2-2.3) supporting the recovery of the three which is strongly supported (PP = 1.0 and BS = 100; Figs. 3, 4).
terminals in an exclusive lineage. The number of spines (> 67)  Two previous phylogenetic studies that included Epithelantha
is the morphological apomorphy for E. bokei (PP = 1.0 could not corroborate monophyly of the genus because they
and BS = 100), whereas the average length of the flower only included one species (Butterworth et al. 2002; Vazquez
(< 1.68 cm) distinguishes E. ilariae (PP = 1.0 and BS = 100). Sanchez et al. 2013). However, Barcenas et al. (2011) included
Morphological apomorphies were not recognized for the other two terminals corresponding to the same number of species.
species. The topology of the Epithelantha clade is congruent  They reported that Epithelantha is not monophyletic, probably
with the plastid DNA tree, recovering the two branches  because only one marker was used (trnK/matK).

Discussion

TasLE 5. Partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA) for 195 individuals determined a priori from Epithelantha.

E. greggii E. greggii E. greggii
E. E. subsp. sub‘;?. subsp. _E. _ E. E.pachyrhiza E. pachyrhiza E. unguispina E. unguispina
bokei  cryptica greggii polycephala potosina ilariae micromeris subsp. parvula  subsp. pulchra  subsp. unguispina subsp. huastecana  Total
E. bokei 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20/20
E. cryptica 0 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15/15
E. greggii subsp. 0 0 38 7 0 0 0 0 0 0 0 38/45
greggii
E. greggii subsp. 0 0 0 15 0 0 0 0 0 0 0 15/15
polycephala
E. greggii subsp. 0 0 0 0 15 0 0 0 0 0 0 15/15
potosina
E. ilariae 0 0 0 0 0 15 0 0 0 0 0 15/15
E. micromeris 0 0 0 0 0 0 25 0 0 0 0 25/25
E. pachyrhiza 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 10/10
subsp. pdrvula
E. pachyrhiza 0 0 0 0 0 0 0 0 15 0 0 15/15
subsp. pulchra
E. unguispina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 3 7110
subsp.
unguispina
E. unguispina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 10/10
subsp.
huastecana
% explanation 100 100 844 100 100 100 100 100 100 70 100
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TasLE 6. Characteristics of the sequences used in this study.

[Volume 44

petL-psbE psbA-trnH trnL-F trnQ-rps16 Indels Combination
Number of sequences per marker 61 62 60 62 62
Position in the alignment 1-1743 1744-2468 2469-3639 36404263 4264-4286 1-4286
Length in the alignment 1743 725 1171 624 23 4286
Variation of the unaligned length 384-1345 318-593 839-1097 294-601 23 1947-3426
Mean length unaligned 609 434 976 430 23 2450
Number of variable sites 211 194 282 129 23 839
Number of variable and informative sites 87 133 142 55 23 440
Number of excluded characters 852 108 36 — 1065
Inversions 0 0 0 — 1
Substitution model TPM1uf + G TPM1uf + G TIM1 + G TPM1uf + G — —

This phylogenetic hypothesis is partially congruent with the
results of Butterworth et al. (2002), who found that E. bokei is
the sister of Turbinicarpus s. 1., Pediocactus, and Ariocarpus. In
the present analysis, Epithelantha, Turbinicarpus, Ariocarpus,
Rapicactus, and Strombocactus make up the C1 clade (with low
support), which is sister to the C2 + C3 clades. The sister
relationship between Obregonia and Lophophora recovered here
with high support (PP = 1.0 and BS = 100) agrees with results
from previous studies (Butterworth et al. 2002; Hernandez-
Herndndez et al. 2011; Vazquez-Sanchez et al. 2013). The clade
C3 is equivalent to the “Mammilloide clade” sensu Butter-
worth et al. (2002), which is strongly supported (PP = 1.0 and
BS = 99). Together, clades C1, C2, and C3 make up the “core
Cacteae” (Vazquez-Sanchez et al. 2013). Two clades within
Epithelantha, E1 and E2, are recovered with high support. The
E1 clade (PP = 1.0 and BS = 100) is composed of five taxa;
E. ilariae, the sister species of the remaining members of the E1
clade, has the greatest floral length (1.7-1.8 cm), compared to
less than 1.2 cm in the other species. Four taxa are well defined
with high support (E. bokei, E. ilariae, E. greggii subsp. potosina,
and two subspecies of E. unguispina; Fig. 4). The E2 clade (PP =
1.0 and BS = 100) includes four taxa that share the presence of
enlarged roots, except for E. greggii subsp. greggii, which
possesses ordinary slender roots sensu Stone-Palmquist and
Mauseth (2002).

Contribution of Coded Markers and Indels—The inclusion
of four markers (petL-psbE, psbA-trnH, trnL-F, and trnQ-rps16)
allowed the recovery of monophyletic groups. These markers
offered resolution at the genus and species level. Korotkova
et al. (2011) used two of the same markers used here (psbA-
trnH and trnQ-rps16) and were able to infer the phylogeny of
Rhipsalideae, while delimiting species within the genus
Rhipsalis Gaertn. The contribution of petL-psbE in this study
was significant because in this sequence an indel is presented
that supports the monophyly of Epithelantha, as well as pro-
viding one of the two characters that support the identity of
E. unguispina. This marker was also relevant in other phylo-
genetic analyses in Cactaceae, both at the infraspecific level
(Cereus Mill., Silva et al. 2016), and in the delimitation of genera
and major categories (Gymnocalycium Pfeiff. ex Mittler,
Demaio et al. 2011; Pilosocereus Byles & G.D.Rowley, Calvente
et al. 2016). The trnL-F spacer had the greatest number of
phylogenetically informative sites, including three synapo-
morphies that support the monophyly of Epithelantha and
it contributes characters in the delimitation of six of the
eleven putative species. This marker has been used mainly in
phylogenetic analyses (Vdzquez-Sanchez et al. 2013; Cruz
et al. 2016; Korotkova et al. 2017, among others), and we
confim that it provided resolution at both the species and
genus levels.

Species Delimitation in Epithelantha—The combined
morphological and molecular analysis has shown utility in
the delimitation of species in taxonomically complex groups.
The combination of these two sources of information is useful
in the identification of the taxa involved. The agreement
of phenotypes with genotypes helps in the definition of
boundaries between species, which is why it is recommended
that the individuals employed in the morphological analysis
are the same as those used in molecular analysis (Andrés-
Sénchez et al. 2009). In the molecular and morphometric
analysis, the E1 clade is composed of six species. Epithelantha
bokei is characterized by having the greatest number of spines
per areole (60-80) with small persistent appendages on them
(Fig. 5A-B), as well as six substitutions in the plastid markers
included in this study (Table 7). Epithelantha ilariae has fewer
than 40 spines per areole, with no appendages on the spines
and flowers of 1.7-1.8 cm in length (Fig. 5G-H), and eight
substitutions (Table 7). The three terminals of E. greggii subsp.
potosina (sensu Donati and Zanovello 2010) are recovered in a
different clade from the E. greggii subsp. greggii (Figs. 3, 4). On
the other hand, the DCA and PCA mix allow corroborating
that the morphological attributes analyzed are discriminating
between the two supposed subspecies. In addition, PLS-DA
confirms that all individuals assigned to the first subspecies
are classified in their own group. Therefore, we postulate the
hypothesis that E. greggii subsp. potosina corresponds to an
exclusive lineage (see Taxonomic Treatment) and is recog-
nized by stems smaller than 6.5 cm in diameter, 3943 spines
per areole, and the presence of enlarged roots, as well as five
substitutions (Fig. 5E; Table 7). Terminals of E. unguispina
subsp. unguispina and E. unguispina subsp. huastecana are
maintained in a single subclade with good support (Fig. 4). The
morphological characters considered with DCA and PCA mix
are similar as is the number of spines (19-25), the presence of
hypogeous stem, and the areole length/width ratio (1.2-2.1;
Fig. 5L). Donati and Zanovello (2010) described E. unguispina
subsp. huastecana based on similarities in the development and
early disposition of the spines on the areole (not evaluated
here). They also pointed out that they share the same ecological
requirements (both are established on slopes with calcareous
soils). Based on our results, the variation in “E. unguispina
subsp. huastecana” fits within the variation of E. unguispina
(see Taxonomic Treatment). A review of the characters of
E. spinosior C. Schmoll allows us to conclude that there are no
differences with respect to E. unguispina. From the description
of Schmoll (1951), the diameter of the stem in E. spinosior is
4.5 cm while E. unguispina is 5.0 cm and in both taxa the el-
liptical areole is present. Therefore, we consider that the
morphological variation of E. spinosior agrees with that of
E. unguispina (see Taxonomic Treatment). A nomenclatural
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TaBLE 7. Molecular characters that distinguish the species of Epithelantha.

[Volume 44

Number of Type of character, marker in whichit is found, angfosition in the general
Taxon characters alignment where it is locat
Epithelantha bokei 8 Substitutions: petL-psbE (1636), psbA-trnH (1791, 1866, 2442), trnL-F (2477),
trnQ-rps16 (4202).
Indels: petL-psbE (1481-1489), trnQ-rps16 (3843-4078)
Epithelantha cryptica N/A —
Epithelantha greggii subsp. greggii 6 Substitutions: petL-psbE (84), psbA-trnH (2153, 2249, 2255) trnQ-rps16
(4029).
Indels: petL-psbE (1481-1489)
Epithelantha greggii subsp. polycephala 12 Substitutions: psbA-trnH (2107, 2113, 2139, 2162, 2172, 2174, 2181, 2184),
trnL-F (2828, 3011)
Indels: petL-psbE (75-78), trnQ-rps16 (4147-4156)
Epithelantha greggii subsp. potosina 5 Substitutions: psbA-trnH (2366), trnL-F (2490, 3186, 3492), trnQ-rps16
(4205)
Epithelantha ilariae 12 Substitutions: petL-psbE (90, 1668), psbA-trnH (2366), trnL-F (3091, 3276,
3295, 3367), trnQ-rps16 (4162)
Indels: petL-psbE (467-1400), trnL-F (2502-2503, 2657-2827), trnQ-rps16
(3802-4087)
Epithelantha micromeris 1 Substitutions: trnQ-rps16 (3650)
Epithelantha pachyrhiza subsp. paroula 15 Substitutions: petL-psbE (785), psbA-trnH (1796, 1942, 2142, 2249, 2306),
trnL-F (2626, 3288, 3509), trnQ-rps16 (3732, 3744, 3985)
Indels: psbA-trnH (2160-2187, 2196-2242), trnL-F (2481-2621)
Epithelantha pachyrhiza subsp. pulchra 19 Substitutions: petL-psbE (1453, 1629), psbA-trnH (2085, 2106, 2271, 2243,
2299, 2301, 2314, 2360, 2361), trnL-F (2806, 3072, 3161, 3518, 3519, 3520,
3521, 3522)
Epithelantha unguispina subsp. unguispina 2 Substitutions: petL-psbE (96), trnQ-rps16 (4260)
Epithelantha unguispina subsp. huastecana N/A —

reconsideration on name priority for species level is required,
in accordance with the ICN (Turland et al. 2018, Art. 11.2; see
Taxonomic Treatment). The last subclade contains five ter-
minals of Epithelantha micromeris and three of E. cryptica, of
which only E. micromeris is supported by a single apomorphy
(trnQ-rps16). The combination of morphological data and
DNA sequences allowed the resolution of this subclade. Pante
et al. (2014) mention that lineages in which the speciation
process is in progress requires an alternative source of in-
formation so that the lineage identity hypothesis can be more
or less consistent. According to the results of the DCA and the
PCA mix, the length of the flowers (0.6-0.7 in E. micromeris,
1.1-1.2cmin E. cryptica; Fig. 5C, 1), as well as the areole length/
width ratio (greater than 4 in E. micromeris and 1.1-1.2 in
E. cryptica) are the characters that allow individuals to be
discriminated. In a phylogenetic context, these are the apor-
morphies of each taxon. The PLS-DA recovers the individuals
of both species in their respective groups with 100% success, so
we consider that they should be treated as distinct species.
The E2 clade is composed of four species according to
molecular analysis. Epithelantha greggii subsp. greggii and
E. greggii subsp. polycephala are recovered as exclusive line-
ages, both with high support (PP = 1.0 and BS = 100). Six
apomorphies support E. greggii subsp. greggii (Figs. 3, 4;
Table 7) and twelve are present in E. greggii subsp. polycephala
(Figs. 3, 4; Table 7). The PLS-DA recovers 84.4% of the in-
dividuals identified as E. greggii subsp. greggii and 100% as
E. greggii subsp. polycephala in their respective groups, where
only an individual determined as E. greggii subsp. greggii was
classified in E. greggii subsp. polycephala. According to the PCA
mix, the character that distinguishes them is the presence of an
ordinary slender root in E. greggii subsp. greggii (Fig. 5D),
whereas in E. greggii subsp. polycephala the roots are enlarged
(Fig. 5F). The samples DA 339 and DA 340 correspond to
individuals identified as Epithelantha rufispina Bravo. The re-
sults indicate that it is not possible to segregate it from

E. greggii, the molecular analysis recovers the two terminals
in a clade strongly supported (PP = 1.0 and BS = 100), and in
addition, the PLS-DA recovered all the individuals in a single
set with E. greggii. Therefore, we consider that E. rufispina does
not merit recognition at the species level. The sample DA 306
corresponds to E. densispina Bravo, the morphological char-
acters as the spines number observed in the location DA 306
goes from 20 to 25 and the flower length is from 1.25 cm to
1.36 cm, while, in the individuals of the eight locations cor-
responding to E. greggii, the spines number is from 19 to 30 and
the flower length is 1.21 cm to 1.36 cm, therefore, the DCA does
not discriminate between individuals determined a priori. This
result is supported by molecular evidence; together, the nine
terminals are strongly supported (PP = 1.0 and BS = 100),
therefore E. densispina can not be recognized as an exclusive
lineage. It was not possible to obtain localities records corre-
sponding to E. petri Halda & Horacek. The diagnostic char-
acters are: presence of ordinary slender root, stem height of
80 mm high, cylindrical, and brown spines (Halda et al. 2002).
From this information and complementing it with observa-
tions of specimens collected in the type locality (Elizondo 423
034833 ANSM, Hernindez 2283 0649031/1027418 MEXU),
E. petri does not merit recognition, because the root type
(ordinary slender root), length of the stem (more than 8.0 cm),
shape of the areole (circular), number of spines (from 18 to 21)
and the spines color that varies from white to brown, even with
reddish tones, allow us to confirm that the variation range of
E. petri is congruent to that of E. greggii. The PCA mix reveals
that multicellular sculpture is a significant character, where the
absence of this sculpture is common in most of the Epithelantha
taxa (Fig. 50). However, E. pachyrhiza subsp. pulchra and
E. pachyhiza subsp. parvula present a rugose multicellular
sculpture (Fig. 5N), as well as an expansion at the edge of the
seed (Fig. 5M). These two differences support our proposal to
recognize these two taxa as different lineages. The support
values for E. pachyrhiza subsp. parvula are high (PP = 1.0 and
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FiG. 5. Distinctive characters of members recognized in Epithelantha. A. Spines in Epithelantha bokei (D. Aquino 318, MEXU). B. Micrograph of E. bokei
spines (D. Aquino 318, MEXU). C. Dimensions of E. cryptica flowers (D. Aquino 375, MEXU). D. Stems in E. greggii (D. Aquino 312, MEXU). E. Stems in
E. potosina (D. Aquino 383, MEXU). F. Stems in E. polycephala (D. Aquino 350, MEXU). G. Flowers of E. ilariae (D. Aquino 307, MEXU). H. Spines in E. ilariae (D.
Aquino 323, MEXU), 1. Flowers of E. micromeris (D. Aquino 333, MEXU). J. Spines in E. pachyrhiza (D. Aquino 305, MEXU). K. Spines in E. pulchra (D. Aquino 309,
MEXU). L. Stems in E. spinosior (D. Aquino 334, MEXU). M. Micrograph of E. pachyrhiza seed, showing an expansion at the edge of the hilar region (D. Aquino
305, MEXU). N. Multicellular sculpture rugose in E. pachyrhiza seed (D. Aquino 305, MEXU). O. Multicellular sculpture absent in E. potosina seed (D. Aquino
295, MEXU).
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BS = 100). The two terminals are supported by 15 apomor-
phies (Table 7). In turn, the PLS-DA recovers 100% of the
individuals determined a priori in their own species, and the
DCA indicates that the number of spines (16-21) and the areole
length /width ratio (1.5-1.7) distinguish this taxon (Fig. 5]). The
three terminals of E. pachyrhiza subsp. pulchra were united with
high branch support (PP = 1.0 and BS = 100) and are supported
by 19 apomorphies (Table 7). The morphological characters that
distinguish it are the number of spines (40-55), and the areole
length /width ratio (equal to 1). Finally, the PLS-DA recovers in
its own group 100% of the individuals determined a priori. The
descriptions of E. pachyrhiza subsp. pachyrhiza and E. pachyrhiza
subsp. elongata are short and not informative (Marshall 1944;
Backeberg 1954). Based on data from Donati and Zanovello
(2010, 2011) and our results, we consider that the two taxa
cited + E. pachyrhiza subsp. parvula make up only one species.
This is based on similarity in spines number (18 to 34 in
E. pachyrhiza subsp. pachyrhiza, 18 to 36 in E. pachyrhiza subsp.
elongata,and 16 to 21 in E. pachyrhiza subsp. parvula), and besides
that, all three taxa exhibit elliptical areoles. On the contrary, the
number of spines (40 to 55) and the circular areole shape allow
us to recognize E. pachyrhiza subsp. pulchra as an independent
species (see Taxonomic Treatment).

TaxonoMIC TREATMENT

In this work, ten species of Epithelantha are recognized. Two
new combinations, seven lectotypes, and one epitype are

proposed.
ErITHELANTHA F.A.C. Weber ex Britton & Rose, Cactaceae 3: 92.

1922. Type: Mammillaria micromeris Engelm., Proc. Amer.
Acad. Arts 3: 260. 1856.

1. EpPITHELANTHA BOKEI L.D. Benson, Cact. Succ. J. (Los
Angeles) 41: 185. 1969 = Epithelantha micromeris (Engelm.)
Britton & Rose var. bokei (L.D. Benson) Glass & R.A.
Foster, Cact. Succ. J. (Los Angeles) 50: 185. 1978 = Epi-
thelantha micromeris (Engelm.) Britton & Rose subsp. bokei
(L.D. Benson) U. Guzman, Cactaceae Syst. Init. 16:
17.2003. Tyre: USA. Texas, Brewster, Limestone hills near
Boquillas Canyon, 12 July 1955, N. Boke s.n. (holotype:
POM 285740!).

2. EPITHELANTHA CRYPTICA D.Donati & Zanov., Epithelantha
55.2011. Type: Mexico. Coahuila, Castanos, La Muralla, 23
Feb 2011, G. S Hinton & D. Donati 29258 (holotype: GBH
029258!; isotype: MEXU 1347949!).

3. EpPITHELANTHA GREGGH (Engelm.) Orcutt, Cactography
5. 1926 = Mammillaria micromeris Engelm. var. greggii
Engelm., Proc. Amer. Acad. Arts 3: 261. 1856 = Mam-
millaria greggii (Engelm.) Saff., Annual Rep. U.S. Natl.
Mus. 531. 1908 = Cephalomammillaria micromeris (Engelm.)
Fri¢ var. greggii (Engelm.) Fri¢, Ceskoslov. Zahradn. Listy
120. 1924 = Epithelantha micromeris (Engelm.) Britton &
Rose var. greggii (Engelm.) Borg, Cacti 212. 1937 = Epi-
thelantha micromeris (Engelm.) Britton & Rose subsp.
greggii (Engelm.) N.P. Taylor, Cactaceae Consensus Init. 5:
12. 1998. LectorypE (designed by Benson, 1969): Mexico.
Coahuila, “near Saltillo” 1848, |. Gregg 508 (lectotype: MO
209558!; isolectotype: GH 00063154!). Note: lectotype
specimen included additional data: Mountain ridge be-
tween La Azufrosa and Perros Bravos, 22 Sept 1848.
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Epithelantha densispina Bravo, Anales Inst. Biol. Univ. Nac.
Meéxico 22: 19. 1951. Tyre: Mexico. Coahuila (not pre-
served). LectoryPE (designated here): illustration of
“Epithelantha densispina n. sp.” in Bravo, Anales Inst. Biol.
Univ. Nac. México. 19: Fig. 3. 1951.

= Epithelantha rufispina Bravo. Anales Inst. Biol. Univ. Nac.
México 22: 22. 1951. Tyre: Mexico. Coahuila (not pre-
served). LectoTYPE (designated here): illustration of
“Epithelantha rufispina n. sp.” in Bravo, Anales Inst. Biol.
Univ. Nac. México. 22: Fig. 5. 1951.

= Epithelantha petri Halda & Horacek, Acta Mus. Richnov.,
Sect. Nat. 7: 72. 2000. Tyre: Mexico. Coahuila, Mexico
septentrionalis, (Cerro Bala [Bola]) in declivibus petrosis,
solo calcareo, 1700 m, 13 May 1985, ].]. Halda & L. Hordcek
850513 (holotype PR Not observed).

4. EPITHELANTHAILARIAE D.Donati & Zanov., Piante Grasse 30:
186. 2010. Type: Mexico. Nuevo Leén, Ciénega de
Flores, North of Ciénega de Flores, 9 June 2009, G. S
Hinton & D. Donati 29075 (holotype: GBH 029075!;
isotype: MEXU 1347950!).

i

EPITHELANTHA MICROMERIS (Engelm.) Britton & Rose, Cac-
taceae 3: 93. 1922 = Mammillaria micromeris Engelm.,
Proc. Amer. Acad. Arts 3: 260. 1856 = Cactus micromeris
(Engelm.) Kuntze, Revis. Gen. P1. 1: 260. 1891 = Echi-
nocactus micromeris (Engelm.) F.A.C. Weber, Dict. Hort.
804. 1898 = Cephalomammillaria micromeris (Engelm.) Fri¢,
Zivot v Prirode 29: 9. 1925. LectorYPE (designed by Benson,
1982): USA. Texas, From El Paso eastward to the San Pedro
river, 1851, C. Wright (Lectotype: MO 2239950!; iso-
lectotype: POM 317816!). Note: lectotype specimen in-
cluded additional data: From to the San Filipe creek to the
Pecos.

6. EPITHELANTHA PACHYRHIZA (W.T. Marshall) Backeb.,
Cactus (Paris) 39: 31. 1954 = Epithelantha micromeris
(Engelm.) Britton & Rose var. pachyrhiza W.T. Marshall,
Cact. Succ. J. (Los Angeles) 16: 161. 1944 = Epithelantha
micromeris (Engelm.) Britton & Rose subsp. pachyrhiza
(W.T. Marshall) N.P. Taylor, Cactaceae Consensus Init.
5:13. 1998. Tyre: Mexico. Coahuila, Rancho San José de
Perral, eighteen miles southeast of Saltillo, R. E. Flores
s.n. (not located). LectoryrE (designated here): illus-
tration of “Epithelantha micromeris var. pachyrhiza var.
nov.” in Marshall, Cact. Succ. J. (Los Angeles) 16: 161.
Figure 150. 1944.

= Epithelantha pachyrhiza (W.T. Marshall) Backeb. var. elon-
gata Backeb., Cactus (Paris) 39: 32. 1954 = Epithelantha
pachyrhiza (W.T. Marshall) Backeb. subsp. elongata
(Backeb.) D. Donati & Zanov., Piante Grasse 30: 185. 2010.
Type: Mexico. Coahuila, Inconnue, probablement aussi
Coahuila. F. Schwarz s.n. (not preserved). LeCTOTYPE
designated here: illustration of “Epithelantha pachyrhiza
var. elongata Backbg. n. var.” in Backeberg, Cactus (Paris)
39: 32. Figure 17. 1954.

= Epithelantha pachyrhiza (W.T. Marshall) Backeb. subsp.
parvula D. Donati & Zanov., Piante Grasse 30: 185. 2010.
Type: Mexico. Coahuila, Ramos Arizpe, Hipélito, 24 Oct
2010. G. S. Hinton & D. Donati 29211 (holotype: GBH
029211!).
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7. EPITHELANTHA POLYCEPHALA Backeb., Cactus (Paris) 39: 32.
1954 = Epithelantha micromeris (Engelm.) Britton & Rose
var. polycephala (Backeb.) Glass & R.A. Foster, Cact.
Succ. J. (Los Angeles) 50: 187. 1978 = Epithelantha
micromeris (Engelm.) Britton & Rose subsp. polycephala
(Backeb.) Glass, Guia Identific. Cact. Amenazadas México
1: Ep/mi ssp. polycephala. 1997 = Epithelantha greggii
(Engelm.) Orcutt subsp. polycephala (Backeb.) D. Donati &
Zanov., Piante Grasse 30: 185. 2010. Tyre: Mexico. Coa-
huila. Ramos Arizpe, Prées de Ramos Aris[z]pe, lieux
ensoleillés, collines schisteuses (!), sol pauvre. F. Schwarz
s.n. (not preserved). LECTOTYPE (designated here): illus-
tration of “Epithelantha polycephala Backbg. n. sp.” in
Backeberg, Cactus (Paris) 39: 32. Figure 18. 1954.

8. EPITHELANTHA POTOSINA (D. Donati & Zanov.) Aquino &
S. Arias comb. et stat. nov. = Epithelantha greggii (Engelm.)
Orcutt subsp. potosina D. Donati & Zanov., Piante Grasse
30: 186. 2010. Tyre: MExico. San Luis Potosi, Guadalcazar,
East of Charco Blanco, 30 Sept 2010, G. S Hinton &
D. Donati 29229 (holotype: GBH 029229!).

9. EPITHELANTHA PULCHRA (D. Donati & Zanov.) Aquino &
S. Arias comb. et stat. nov. = Epithelantha pachyrhiza (W.T.
Marshall) Backeb. subsp. pulchra D. Donati & Zanov.,
Piante Grasse 30: 185. 2010. Tyre: Mexico. Nuevo Ledn,
Mina, Icamole, 9 June 2009, G. S Hinton & D. Donati 29078
(holotype: GBH 029078!).
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10. EpiTHELANTHA SPINOSIOR C. Schmoll, Anales Inst. Biol.
Univ. Nac. México 22: 11. 1951. Tyre: Mexico. Coahuila,
C. Schmoll, s.n. (not preserved). LECTOTYPE (designated
here): illustration of “Epithelantha spinosior n. sp.” in
C. Schmoll, Anales Inst. Biol. Univ. Nac. México. 22:
Fig. 1. 1951. Epiryre (designed here): Mexico. Nuevo
Ledn, El Salitre, 28 May. 2004 G.B. Hinton 28272 (MEXU
1309347!).

= Mammillaria micromeris Engelm. var. unguispina Boed.,
Monatsschr. Deutsch. Kakteen-Ges. 4, 118. 1932 =
Epithelantha micromeris (Engelm.) Britton & Rose var.
unguispina (Boed.) Backeb., Cactus (Paris) 39: 31. 1954
= Epithelantha micromeris (Engelm.) Britton & Rose
subsp. unguispina (Boed.) N.P. Taylor, Cactaceae
Consensus Init. 5: 12. 1998. Epithelantha unguispina
(Boed.) D.Donati & Zanov., Piante Grasse 30: 186. 2010.
Tyre: MExico. Nuevo Leén, Bei Monterrey, F. Ritter s.n.
(not preserved). LectorYPE (designated here): illustra-
tion of “Mam. micromeris Engl. Nattirl. Grofe” in
Boedecker, Monatsschr. Deutsch. Kakteen-Ges. 4: 118.
Fig. s.n. 1932.

= Epithelantha unguispina (Boed.) D.Donati & Zanov. subsp.
huastecana D. Donati & Zanov., Piante Grasse 30: 186.
2010. Type: Mexico. Nuevo Leén, Santa Catarina, Cafién
Huasteca, 30 Sept 2010, G. S. Hinton & D. Donati 29228
(holotype: GBH 029228!).

KEeY TO SPECIES OF EPITHELANTHA
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ArpPeEnDIX 1. Representative specimens of Epithelantha species exam-
ined (species, country, state, collector, collection number, and herbarium)
and corresponding GenBank accession numbers (petL-psbE, psbA-trnH,
trnl-F, trnQ-rps16). An asterisk (*) indicates specimens used in
morphometric analyses.

Epithelantha bokei L.D. Benson. México. —COAHUILA: *D. Aquino 318
(MEXU), MK283983, MK284044, MK284104, MK284165; *D. Aquino 342
(MEXU), MK283984, MK284045, MK284105, MK284166, D. Aquino 346
(MEXU), C. Gémez-Hinostrosa 1759 (MEXU), O. Gonzilez-Zorzano 307
(MEXU), G.B. Hinton 29326 (GBH), ].G. Martinez-Avalos 2010 (UAT),
D.]. Pinkava 6136a (ASU), *]. Reyes 7691 (MEXU), MK283985, MK284046,
MK284106, MK284167, B. Veldzquez s.n. (ANSM). —CHHUAHUA: D. Estrada
19766 (CFNL), Nuevo Le6n A. Flores-Valdez s.n. (UNL), H. Sdnchez-Mejorada
3777 (MEXU), San Luis Potosi, *D. Aquino 301 (MEXU), MK283982,
MK284043, MK284103, MK284164, D. Aquino 419 (MEXU), F. Sinchez 180
(SLPM), F. Sinchez 527 (SLPM), USA, Texas, N. H. Boke s.n. (POM),
N. H. Boke 488 (NCU), J.E. Jardy 296 (SRSC), M.K. Terry s.n. (SRSC), R.D.
Worthington 8932 (ASU). Epithelantha cryptica D. Donati & Zanov.

[Volume 44

México. —CoaHuILA: *D. Aquino 348 (MEXU), MK283992, MK284053,
MK284113, MK284174, *D. Aquino 355 (MEXU), MK283993, MK284054,
MK284114, MK284175, *D. Aquino 375 (MEXU), MK283994, MK284055,
MK284115, MK284176, D. Aquino 376 (MEXU), J.L. Elizondo 481 (ANSM),
G.B. Hinton 29258 (GBH), G.B. Hinton 29259 (GBH). Epithelantha greggii
(Engelm.) Orcutt. México. —CoaHuILA: E. Aguirre s.n. (MEXU), *D. Aquino
304 (MEXU), MK284004, MK284065, MK284125, MK284186, *D. Aquino
306 (MEXU), MK284005, MK284066, MK284126, MK284187; D. Aquino 328
(MEXU), *D. Aquino 339 (MEXU), MK284011, MK284072, MK284132,
MK284193, *D. Aquino 340 (MEXU), MK284012, MK284073, MK284133,
MK284194; *D. Aquino 341 (MEXU), MK284009, MK284070, MK284130,
MK284191, D. Aquino 347 (MEXU), *D. Aquino 349 (MEXU), MK284010,
MK284071, MK284131, MK284192, D. Aquino 354 (MEXU), D. Aquino 356
(MEXU), D. Aquino 374 (MEXU), D. Aquino 377 (MEXU), S. Arias 2097
(MEXU), R. Bircenas 1696 (QMEX), R. Bdrcenas 1706 (QMEX), R. Bdrcenas
1722 (QMEX), G. Borja 261 (ENCB), H. Bravo-Hollis s.n. (MEXU), H. Bravo-
Hollis s.n. (MEXU), H. Cota-Sdnchez s.n. (MEXU/ENCB), F. Diaz 10 (QMEX),
J.L. Elizondo 245 (ANSM), |.L. Elizondo 309 (ANSM), |.L. Elizondo 423
(ANSM), |.L. Elizondo 489 (ANSM), B. Goettsch 406 (MEXU), B. Goettsch 430
(MEXU), B. Goettsch 506 (MEXU), C. Gémez-Hinostrosa 1737 (MEXU),
C. Gomez-Hinostrosa 1912 (MEXU), C. Gémez-Hinostrosa 2298 (MEXU),
J. Gregg 508 (GH), U. Guzmdn 3014 (IEB), H. Herndndez 2092 (MEXU),
H. Hernindez 2106 (MEXU), H. Hernindez 2119 (MEXU), H. Hernindez 2127
(MEXU), H. Hernindez 2155 (MEXU), H. Hernindez 2191 (MEXU),
H. Herndndez 2207 (MEXU), H. Hernindez 2246 (MEXU), H. Herndndez 2257
(MEXU), H. Hernindez 2283 (MEXU), H. Hernindez 2319 (MEXU),
H. Herndndez 3345 (MEXU), H. Hernindez 3386 (MEXU), H. Hernindez 3402
(MEXU), H. Hernindez 3754 (MEXU), G.B. Hinton 27838 (MEXU),
J. C. Montero 135 (MEXU), D.J. Pinkava 3998 (ASU), D.]. Pinkava 4126 (ASU/
DES), D.]. Pinkava 5280 (ASU), D.]. Pinkava 5392 (ASU), D.]. Pinkava 5499
(ASU), D.J. Pinkava 6143 (ASU), D.]. Pinkava 13035 (ASU), D.]. Pinkava
13874 (ASU), D.J. Pinkava 13881 (ASU), A. Rodriguez 291 (ANSM),
H. Sénchez-Mejorada 2564 (MEXU), |. Sauceda s.n. (UNL), ]. Wehbe 200
(ANSM), Nuevo Leén *D. Aquino 312 (MEXU), MK284006, MK284067,
MK284127, MK284188, D. Aquino 314 (MEXU), D. Aquino 316 (MEXU), *D.
Aquino 325 (MEXU), MK284007, MK284068, MK284128, MK284189,
D. Aquino 326 (MEXU), D. Aquino 327 (MEXU), *D. Aquino 329 (MEXU),
MK284008, MK284069, MK284129, MK284190, D. Aquino 331 (MEXU),
M.A. Gonzilez-Botello 14 (CFNL), M.A. Gonzilez-Botello 109 (CFNL), M.A.
Gonzilez-Botello 110 (CFNL), M.A. Gonzilez-Botello 180 (CFNL), M.A.
Gonzilez-Botello 186 (CFNL), M.A. Gonzilez-Botello 193 (CFNL), G.B. Hinton
28310 (MEXU), G.B. Hinton 28315 (MEXU), |. Sauceda s.n. (ANSM),
J. Sauceda s.n. (UNL), ]. Sauceda s.n. (UNL). Epithelantha ilariae D. Donati
& Zanov. México. —CoaHulLa: *D. Aquino 373 (MEXU), MK283988,
MK284049, MK 284109, MK284170. —NUEVO LEON: *D. Aquino 307 (MEXU),
MK283986, MK284047, MK284107, MK284168, *D. Aquino 323 (MEXU),
MK283987, MK284048, MK284108, MK284169; M.A. Gonzilez-Botello 22
(CENL), M.A. Gonzilez-Botello 161 (CFNL), M.A. Gonzilez-Botello 162
(CFNL), G.B. Hinton 29075 (GBH/MEXU), |. Sauceda s.n. (ANSM). Epi-
thelantha micromeris (Engelm.) F.A.C. Weber ex Britton & Rose. México. —
CoanulLa: *D. Aquino 335 (MEXU), MK283997, MK284058, MK284118,
MK284179, *D. Aquino 336 (MEXU), MK283998, MK284059, MK284119,
MK284180, D. Aquino 338 (MEXU), S. Arias 2238 (MEXU), M.A. Carranza
s.n. (ANSM), *O. Gonzilez-Zorzano 301 (MEXU), MK283999, MK284060,
MK284120, MK284181, H. Herndindez 2312 (MEXU), H. Hernindez 3622
(MEXU), G.B. Hinton 29448 (GBH), H. Sinchez-Mejorada 2540 (MEXU),
F. Schwartz s.n. (MEXU), Chihuahua G. Borja 411 (ENCB). —NUEvO LEON:
*D. Aquino 332 (MEXU), MK283995, MK284056, MK284116, MK284177, *D.
Aquino 333 (MEXU), MK283996, MK284057, MK284117, MK284178,
D. Aquino 427 (MEXU), M. Barba 312 (CFNL), E. Estrada 123 (CFNL),
E. Estrada 127 (CFNL), M.A. Gonzilez-Botello 40 (CFNL), M.A. Gonzilez-
Botello 152 (CFNL). USA. —New MExico: R.D. Worthington 28152 (ASU),
R.D. Worthington 34158 (ASU), R.D. Worthington 34624 (ASU), R.D. Wor-
thington 35511 (ASU). —Texas: R.D. Worthington 19904 (DES), R.D. Wor-
thington 19760 (DES), C. Wright 227 (K). Epithelantha pachyrhiza
(W.T.Marshall) Backeb. México. —CoaHuILA: *D. Aquino 305 (MEXU),
MK284013, MK284074, MK284134, MK284195, *D. Aquino 353 (MEXU),
MK284014, MK284075, MK284135, MK284196, S. Arias 1961 (MEXU), W.A.
Fitz-Maurice 1788 (MEXU), G.B. Hinton 27352 (GBH), G.B. Hinton 29211
(GBH). Epithelantha polycephala Backeb. México. —CoanuiLa. *D.
Aquino 350 (MEXU), MK284018, MK284079, MK284139, MK284200,
D. Aquino 351 (MEXU), *D. Aquino 352 (MEXU), MK284019, MK284080,
MK284140, MK284201, D. Aquino 357 (MEXU), *D. Aquino 370 (MEXU),
MK284020, MK284081, MK284141, MK284202, W.A. Fitz Maurice 1781
(MEXU), W.A. Fitz Maurice 1792 (MEXU), ]. Wehbe 119 (ANSM). Epi-
thelantha potosina (D. Donati & Zanov.) Aquino & S. Arias. México.
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—SaN Luts Potost: *D. Aquino 295 (MEXU), MK283989, MK284050,
MK284110, MK284171, *D. Aquino 383 (MEXU), MK283990, MK284051,
MK284111, MK284172, D. Aquino 417 (MEXU), R.T. Bércenas 1001 (MEXU),
H. Herndndez 3201 (MEXU), G.B. Hinton 29229 (MEXU), *].G. Martinez-
Avalos 1954 (UAT), MK283991, MK284052, MK284112, MK284173,
J. Rzedowski 6486a (ENCB), F. Sinchez 96 (SLPM), R. Torres-Colin 15814
(MEXU). Epithelantha pulchra (D. Donati & Zanov.) Aquino & S. Arias.
México. —NUEVO LEON: *D. Aquino 309 (MEXU), MK284015, MK284076,
MK284136, MK284197, *D. Aquino 311 (MEXU), MK284016, MK284077,
MK284137, MK284198, *D. Aquino 313 (MEXU), MK284017, MK284078,
MK284138, MK284199, M.A. Gonzilez-Botello 139 (CFNL), M.A. Gonzilez-
Botello 178 (CFNL), M.A. Gonzilez-Botello 379 (CFNL), G.B. Hinton 29078
(GBH), |. Sauceda s.n. (UNL), |. Sauceda s.n. (ANSM). Epithelantha spi-
nosior C. Schmoll. México. —CoaHua: S. Arias 1507 (MEXU),
H. Hernindez 2165 (MEXU). —Nuevo LeoN: *D. Aquino 317 (MEXU),
MK284000, MK284061, MK284121, MK284182, *D. Aquino 319 (MEXU),
MK?284002, MK284063, MK284123, MK284184, *D. Aquino 321 (MEXU),
MK284003, MK284064, MK284124, MK284185, *D. Aquino 334 (MEXU),
MK?284001, MK284062, MK284122, MK284183, M.A. Gonzilez-Botello s.n.
(MEXU), H. Herndndez 2329 (MEXU), G.B. Hinton 28272 (MEXU), G.B.
Hinton 29228 (GBH), |. Sauceda s.n. (UNL), S. Zamudio 9461 (IEB).

OUTGROUP: Astrophytum capricorne (A.Dietr.) Britton & Rose.
México. —CoaHuna: D. Aquino 303 (MEXU), MK284038, MK284100,
MK284160, MK284219. Ariocarpus trigonus (F.A.C. Weber) K. Schum.
México. —TamauLpas: S. Arias 1993 (MEXU), MK284027, MK284089,
MK284149, MK284208. Aztekium ritteri Boed. México. —NUEVO LEON:
S. Arias 1868 (MEXU), MK284039, MK284101, MK284161, MK284220.
Coryphantha calipensis Bravo ex S. Arias, U. Guzman & S. Gama-Lépez.
México. —Oaxaca: B. Vizquez-Benitez 2555 (MEXU), MK284029,
MK284091, MK284151, MK284210. Echinocactus platyacanthus Link &
Otto. México. —QUERETARO: S. Arias 1679 (MEXU), MK284037, MK284099,
MK284159, MK284218. Escobaria cubensis (Britton & Rose) D.R. Hunt.
Cuba. —HoLGuiN: D. Barrios 24 (HA]B), MK284030, MK284092, MK284152,
MK284211. Escobaria missouriensis (Sweet) D.R. Hunt subsp. asper-
ispina (Boed.) N.P. Taylor. México. —NUEVO LEON: S. Arias 1945 (MEXU),
MK284031, MK284093, MK284153, MK284212. Harrisia earlei Britton &
Rose. Cuba. —PiNaR del Rio: D. Barrios 21 (HA]JB), MK284041, KY624665,
MK?284163, MK284222. Leptocereus paniculatus (Lam.) D.R. Hunt. Cuba.
cultivated, D. Barrios 19 (HAJB), MK284040, MK284102, MK284162,
MK284221. Leuenbergeria lychnidiflora (DC.) Lodé. México. —OAXACA:
Anonymous (CIIDIR): MK284042, KU597972, KU598077, KU598130.
Lophophora williamsii (Lem. ex Salm-Dyck) J.M. Coult. México. —SaN
Luts Porost: S. Arias 1849 (MEXU), MK284026, MK284088, MK284148, —.
M, illaria illaris H. Karst. Colombia. T. Terrazas 956 (MEXU),
MK284032, MK284094, MK284154, MK284213. Mammillaria mystax
Mart. México. —PuEBLA: D. Aquino 225 (MEXU), MK284033, MK284095,
MK284155, MK284214. Obregonia denegrii Fri¢. México. —TAMAULIPAS:
H. Sinchez-Mejorada 3670 (MEXU), MK284025, MK284087, MK284147, —.
Ortegocactus macdougallii Alexander. México. —OAXACA: |. Reyes 4009.
(MEXU), MK284034, MK284096, MK284156, MK284215. Pediocactus
simpsonii (Engelm.) Britton & Rose. USA. cultivated, D. Aquino s.n.
(MEXU), —, MK284085, MK284145, MK284206. Pelecyphora strobili-
formis (Werderm.) Fri¢ & Schelle ex Kreuz. México. —NUEvO LEON.
H. Sinchez-Mejorada 3844 (MEXU), MK284035, MK284097, MK284157,
MK284216. Rapicactus beguinii (N.P. Taylor) Liithy. México. —NUEvO
LEON: S. Arias 1854 (MEXU), MK284024, MK284086, MK284146,
MK284207. Sclerocactus mariposensis (Hester) N.P. Taylor. México. —

AQUINO ET AL.: EPITHELANTHA 615

Coanuna: D. Aquino 343 (MEXU), MK284036, MK284098, MK284158,
MK284217. Strombocactus disciformis (DC.) Britton & Rose. México. —
QUERETARO: S. Arias 1738 (MEXU), MK284028, MK284090, MK284150,
MK284209. Turbinicarpus alonsoi Glass & S. Arias. México. —
Guanajuato: A. Garcia 24 (MEXU), MK284021, MK284082, MK284142,
MK284203. Turbinicarpus horripilus (Lem.) V.John & Riha. México. —
Hmarco: J. M. Chalet 201 (MEXU), MK284023, MK284084, MK284144,
MK284205. Turbinicarpus pseudomacrochele (Backeb.) Buxb. & Backeb.
México. —HmaLGo: Turbinicarpus Collector Group 9101 (MEXU),
MK284022, MK284083, MK284143, MK284204.

Appenpix 2. Quantitative and qualitative characters used in the
morphological analysis. An asterisk (*) indicates quantitative and quali-
tative characters coded for phylogenetic analysis combining (morpho-
logical data + DNA). The values correspond to the mean.

1) Stem height (SH, cm): Height of the stem from ground level to the
apex, not including the spines (Baker and Butterworth 2013). 2) Stem di-
ameter (SDIM, cm): Maximum diameter of the stem measured from each
extreme in a horizontal position (Baker and Butterworth 2013). 3) Spines
series number (Serie): Total number of series arranged in areole (Donati and
Zanovello 2011). 4)* Spines number (SpiNu): Total amount of spines
arranged in all series for each areole (Donati and Zanovello 2011): 0: <9, 1:
17-25, 2: 28-30 3: 3941, 4: 4546 5: > 67. 5) Upper spine length (USL, cm):
Dimension of the spine located in the first series towards the upper part of
the areole (proposed here). 6) Lower spine length (LSL, cm): Dimension of
the spine located in the first series towards the lower part of the areole
(proposed here). 7) Length of areole (LAR, cm): The longest dimension in
horizontal direction (proposed here). 8) Width of areole (WAR, cm): The
longest linear dimension in the horizontal direction (proposed here). 9)*
Flower length (FLEn, cm): Length of flower from the base of the pericarpel
to the tip of the longest tepal (Baker and Butterworth, 2013): 0: < 0.68, 1:
1.01-1.06, 2: 1.19-1.28, 3: 1.7-1.8 4: > 1.9. 10) Stem height/diameter ratio
(SIND): The quotient of the division between the maximum height of the
stem and the diameter (proposed here). 11)* Areole length/width ratio
(AIND): The quotient of the division between the length and the width of
the areole (proposed here): 0: > 4, 1: 2.2-2.3, 2: 1.4-1.9, 3: 0.9-1.3. 12)*
Appendages in spines (Appendage): When the cells of the epidermis break,
they can form appendages that may or may not persist throughout the
development of the individual (Mosco 2009; Donati and Zanovello 2011): 0:
persistent, 1: non-persistent. 13)* Root form (Root): The roots can be thin to
thickened, depending on the thickened roots having a greater amount of
metaxylem and secondary xylem as a product of the expansion of the
parenchyma proliferation (Stone-Palmquist and Mauseth 2002; Donati and
Zanovello 2011): 0: ordinary slender root, 1: enlarged root. 14)* Hypogeus
stem (HST): Hypogeal stems are those that develop below the soil (Font
Quer 1979): 0: absent, 1: present. 15)* Expansion at the edge of the seed
(RHSapen): Two projections flanking the hilar region were observed,
whose limit may arrive just at the edge of the seed or surpass the edge (here
proposed): 0: without expansion, 1: slightly expanded, 2: very expanded.
16)* Keel of the seed (Keel): A projection from the micropilar region to the
apical region was observed on the dorsal region of the seed (Barthlott and
Hunt 2000): 0: without keel, 1: with keel. 17)* Relief of periclinal wall
(RPW): The periclinal walls can be flat, concave to convex (Barthlott and
Hunt 2000): 0: flat, 1: concave, 2: convex. 18)* Multicellular sculpture
(MULT): The multicellular sculpture may be absent, or rugose or ruminate
(Barthlott and Hunt 2000): 0: absent, 1: rugose.
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Resumen — El uso de variables ambientales como fuente de informacion en estudios sistematicos
ha cobrado relevancia para apoyar el reconocimiento de linajes. Este trabajo tiene como objetivo
conocer y caracterizar las variables de nicho climético y de habitat que permitieron la
diversificacion de Epithelantha y aliados, ademas de definir si la distribucion de las especies de
Epithelantha esta limitada por barreras fisico-ecologicas. A partir de una matriz mixta (cpDNA'y
caracteres morfoldgicos) se obtuvo una filogenia calibrada y para cada terminal se analizaron 6
variables bioclimaticas, seleccionadas con el coeficiente de correlacion de Pearson y pH del suelo y
a partir de los valores de la media, se aplicaron métodos de reconstruccion de estados ancestrales.
Las variables cualitativas (tipo de suelo y geoforma) se analizaron mediante tablas de frecuencia. Se
encontro que el pH del suelo, la isotermalidad, la estacionalidad de la temperatura y la precipitacion
anual tienen sefial filogenética y son las variables que influyeron en la diversificacion de
Epithelantha. La temperatura media anual, la temperatura media del cuarto méas seco, temperatura
media del cuarto mas frio no presentaron sefal filogenética; sin embargo, apoyaron la divergencia
de nicho entre E. micromeris y E. cryptica que son especies hermanas. Epithelantha es frecuente en
sistemas de piedemonte, en tanto que el tipo de suelo donde se establece con mayor frecuencia es
kastanozem haplico. La propuesta de reconocimiento de linajes es mucho mas robusta cuando se
consideran factores ambientales que a su vez, aportan elementos para discutir su influencia en la

presencia de endemismos en Cactaceae.

Palabras clave: Reconstruccion de estados ancestrales, caracteristicas del suelo, geoformas,

variables bioclimaticas.
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Introduccion
Epithelantha F.A.C. Weber ex Britton & Rose es un género de la tribu Cacteae, anidado en un clado
compuesto por Ariocarpus Scheidw., Rapicactus Buxb. & Oehme, Strombocactus Britton & Rose y
Turbinicarpus (Backeb.) Buxb. & Backeb., denominado “clado C1” (Crozier, 2005; Hernandez-
Hernandez et al., 2011; Aquino et al., 2019). Los cinco géneros se distribuyen principalmente la
ecorregion denominada Desierto Chihuahuense, con poblaciones adyacentes en los Bosques de
pino-encino de la Sierra Madre Oriental, el Matorral espinoso tamaulipeco y el Matorral central
mexicano (Fig. 1). De acuerdo con Hernandez-Hernandez et al., (2014) la tribu Cacteae al igual que
otros linajes de Cactaceae diversificaron a partir de eventos de cambio climético. Sin embargo, no
se ha profundizado en este tipo de estudios entre los géneros, ni su comparacion con sus respectivos
grupos hermanos, por lo que se desconoce qué factores externos intervinieron en el proceso de
diversificacion de Epithelantha. Recientemente se ha aceptado que la comprension de los procesos
de diversificacion se ven reforzados con la inclusion de datos bioclimaticos y geograficos, ejemplo
de ello es el trabajo de Jones et al., (2014) con Pericallis D.Don (Asteraceae) y Nevado et al.,
(2018) con Lupinus L. (Fabaceae). La aplicacion de variables bioclimaticas en Cactaceae sigue un
enfoque hacia la conservacién de especies en riesgo. Algunos ejemplos de ellos es la prediccion de
la distribucion potencial con base en requerimientos de nicho para Nopalxochia (= Disocactus)
phyllanthoides (DC.) Britton & Rose (Iberri, 2009), Echinocereus reichenbachii (Terscheck ex
Walp.) J.N. Haage (Butler et al., 2012), Astrophytum coahuilense (H. Méller) Kayser (Cardoza-
Martinez et al., 2019) y Thelocactus Britton & Rose (Mosco, 2019). De manera secundaria se ha
seguido un enfoque en el cual, el conocimiento del nicho es aplicado para reforzar hip6tesis
evolutivas, ejemplo de ello es el trabajo de Guerrero et al., (2011) para Eriosyce Puil. subgénero
Neoporteria (Britton & Rose) Katt. (tribu Notocacteae). Las diferencias climaticas han sido
empleadas como soporte para diferenciar entre Rapicactus y Turbinicarpus, géneros que han sido
tratados como sinonimos (Donati et al., 2017).

Un segundo factor que podria explicar la diversificacion de linajes son los atributos del
suelo. De acuerdo con Barcenas-Argiello et al., (2013), las caracteristicas del suelo a menudo
juegan un papel esencial en la determinacion de la distribucidn de las comunidades de plantas y por
ende determinan la presencia de taxones endémicos. Del Castillo (1996) hizo una distincidn entre
especies en funcion de la preferencia de sustratos: calcifugas y calcicolas, siendo los ambientes con

suelos calizos aquellos con mayor nimero de especies endémicas. La condicion en la cual el suelo

51



es el factor limitante en la distribucion de las especies se ha reportado en Echinocactus
platyacanthus Link & Otto (tribu Cacteae), el cual se establece sobre rocas sedimentarias calizas
(Trujillo, 1984), de igual forma, las especies reconocidas para Ariocarpus deben su distribucién
restringida a la presencia de minerales de calcio en el suelo (Aguilar-Morales et al., 2011). Esta
condicion no es exclusiva de Cacteae, pues se ha reportado que la asociacion por un tipo particular
de sustrato es frecuente en Cephalocereus Pfeiff. (tribu Echinocereeae, Barcenas-Arguello et al.,
2010), asi como en Opuntia Mill. y Cylindropuntia (Engelm.) F.M. Knuth (Subfamilia
Opuntioideae) Lebgue-Keleng et al., (2014).

Aquino et al., (2019) reconocen diez especies de Epithelantha con base en una combinacion
de caracteres morfologicos y moleculares; sin embargo, E. micromeris (Engelm.) Britton & Rose y
E. cryptica D.Donati & Zanov. solo son reconocibles por medio de caracteres morfoldgicos, por lo
que la caracterizacion del habitat permitira reforzar el reconocimiento de ambos linajes, aunque no
estén resueltos con marcadores moleculares, probablemente con una condicién Unica de nicho que
le de identidad a cada linaje (Rissler & Apodaca, 2007). Ademas, los datos ambientales han sido
empleados para reforzar hipotesis de divergencia entre linajes, ejemplo de ello es el apoyo en el
reconocimiento de especies cripticas en Leucaena Benth. (Fabaceae, Govindarajulu et al., 2011) y
en complejos de especies de Nolina (Asparagaceae, Ruiz-Sanchez & Specht, 2014). Méas
recientemente, Alvarado-Sizzo et al., (2018) incluyeron datos de distribucion y clima para reforzar
la hipotesis de aislamiento reproductivo entre los linajes, que integran el complejo Stenocereus
griseus (Haw.) Buxb.

Con el prop6sito de comprender el posible conservadurismo de nicho, los objetivos de este
trabajo son: 1) caracterizar variables de nicho climatico y edafico que permitieron la diversificacion
de Epithelantha, con respecto a los deméas miembros del clado C1 (Aquino et al., 2019); 2) definir
si la distribucion de las especies de Epithelantha esta limitada por barreras fisico-ecolégicas, que
mantienen la identidad de los linajes y 3) corroborar la presencia de diferencias de nicho entre

Epithelantha micromeris y E. cryptica.

Material y métodos

Base de datos
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Se consultaron 15 herbarios para obtener registros correspondientes a Epithelantha, Ariocarpus,
Rapicactus, Strombocactus y Turbinicarpus (ANSM, ASU, CFNL, DES, ENCB, GBH, IEB,
MEXU, MO, NCU, QMEX, SLPM, UAMIZ, UNL y US, acronimos segun la nomenclatura de
Thiers, 2015), géneros que, de acuerdo con Aquino et al., (2019) conforman el clado C1. Con
excepcion de Strombocactus, el trabajo de campo se enfoco en complementar los registros de los
cuatro géneros restantes en los estados de Coahuila, Nuevo Leon, San Luis Potosi y Tamaulipas.
Con los registros obtenidos se depuraron aquellos con localidades imprecisas, duplicadas y aquellos
cuyas localidades de una misma especies encuentren a una distancia de 5 km o menos, para ello se
emple6 Geographic Distance Matrix Generator 1.2.3 (Ersts, 2018). La base quedd conformada con
101 registros para Epithelantha, 91 para Ariocarpus, 26 de Rapicactus, 11 de Strombocactus y 66
de Turbinicarpus. Adicionalmente, se incluyeron registros correspondientes a Coryphantha
(Engelm.) Lem. (575 registros), Echinocactus Link & Otto (111 registros), Lophophora J.M. Coult.
(71 registros) y Mammillaria Haw. (1726 registros), que fungen como grupo externo.

Consideraciones taxonémicas
Las especies de Epithelantha aqui reconocidas son: Epithelantha bokei L.D. Benson, E. cryptica, E.
greggii (Engelm.) Orcutt, E. ilariae D.Donati & Zanov., E. micromeris, E. pachyrhiza (W.T.
Marshall) Backeb., E. polycephala Backeb., E. potosina (D. Donati & Zanov.) Aquino & S. Arias,
E. pulchra (D. Donati & Zanov.) Aquino & S. Arias y E. spinosior C. Schmoll (Aquino et al.,
2019).

La circunscripcién de Ariocarpus, Lophophora, Echinocactus y Strombocactus se apoya en el
trabajo de Vazquez-Sanchez et al., (2013), en tanto que en Turbinicarpus y Rapicactus seguimos el
trabajo de Donati et al., (2017). La circunscripcion de Coryphantha es la propuesta por Vazquez-
Benitez et al., (2016) y finalmente para Mammillaria nos referimos al trabajo de Hunt et al., (2006).

Matriz combinada de caracteres morfoldgicos y moleculares
Las secuencias seleccionadas corresponden a cuatro marcadores de cpDNA.: petL-psbE, psbA-trnH,
trnL-F y trnQ-rps16. EI método de extraccion, amplificacion y secuenciacion se detalla en el
trabajo de Aquino et al., (2019), en tanto que los numeros de acceso a GenBank de todas las
secuencias usadas para este analisis filogenético son mostrados en el material suplementario 1.
Tanto la codificacion de indels, como los estados de caracteres y sus respectivas descripciones estan
referenciados en el trabajo de Aquino et al., (2019).

Calibracion de la filogenia
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Se estimaron tiempos de divergencia y se reconstruyeron los estados de caracteres ancestrales
utilizando una muestra de taxones. Se eligio un representante de cada una de las especies de
Epithelantha, ademas de los parientes cercanos del género (Turbinicarpus alonsoi Glass & S. Arias,
T. pseudomacrochele (Backeb.) Buxb. & Backeb., T. horripilus (Lem.) V. John & Riha, Rapicactus
beguinii (N.P. Taylor) Luthy, Ariocarpus trigonus (F.A.C. Weber) K. Schum. y Strombocactus
disciformis (DC.) Britton & Rose. Los grupos externos utilizados fueron: Lophophora williamsii
(Lem. ex Salm-Dyck) J.M. Coult., Coryphanta calipensis Bravo ex S. Arias, U. Guzman & S.
Gama-Lopez, Mammillaria mystax Mart. y Echinocactus platycanthus. Se utilizaron dos puntos de
calibracion basados en la filogenia fechada y publicada por Herndndez-Hernandez et al., (2014). El
primer punto para marcar la divergencia entre Echinocactus con respecto al grupo Mammilloide es
de 15.27 Ma (HDP95% 10.94-21.85; Hernandez-Hernandez et al., 2014) y el segundo punto que
marca la divergencia del core Mammilloide (Coryphanta y Mammillaria) + Lophophora. Con
respecto a Epithelantha, Turbinicarpus, Rapicactus, Ariocarpus y Strombocactus, el cual fue puesto
en 8.62 ma (HDP 95% 5.83-12.56; Hernadndez-Hernandez et al., 2014). En ambos casos se utilizd
una distribucion normal, con una media correspondiente al punto de calibracidn y una desviacion
estandar de 2. Se utiliz6 un modelo de evolucion GTR+G, reloj molecular relajado Lognormal y el
modelo Yule de especiacion. El analisis se realizé usando BEAST 1.7.4 (Drummond et al., 2012),
con 10 millones de cadenas. La convergencia de las estimaciones y los arboles se analizaron con
Tracer 1.6 y TreeAnnotator 1.7, respectivamente (Rambaut et al., 2014; Drummond et al., 2012). El
alineamiento y el arbol resultante se depositaron en Dryad Digital Repository.

Reconstruccion de caracteres ancestrales
Se utilizaron 19 capas biocliméticas (WorldClim Global Climate 1.4; Hijmans et al., 2005). Su
codificacién y significado se detallan en el material suplementario 2. Ademas, se incluy6 el pH para

los suelos de México (Cruz-Cardenas et al., 2014) y para Estados Unidos (World Soil Information,

2014. https://www.isric.org/explore/soil-geographic-databases), €l tipo de suelo (FAO, 2007,

http://www.fao.org/geonetwork/srv/en/metadata.show?id=14116) y geoformas (Pineda et al., 2014). La

extraccion de las variables se realizo con QGIS 2.1.8 (QGIS Development Team, 2009). Las capas
tienen una resolucion especial aproximadamente de 1 km?. Las variables bioclimaticas que
contribuyen a la varianza entre las especies fueron analizadas con el indice de correlacion de
Pearson (ICP), reteniendo las variables no correlacionadas (ICP < +-0.7 segun Dormann et al.,
2013). Con la base de datos que incluye las variables bioclimaticas y el pH se calculo la media
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(Tabla 2) y con el arbol calibrado se hizo la reconstruccion de estados ancestrales empleando
phytool (Revell, 2012) que utiliza como interfaz a RStudio (RStudio Team, 2015). Se estimo la
sefial filogenética mediante K de Blomberg y Lambda de Pagel. Se seleccion6 el modelo que mejor
se ajusto a los datos utilizando el criterio de informacion de Akaike (AIC). Para evaluar la direccion
de los cambios se aplico el método de contrastes independientes de Felsenstein, para inferir el
estado de caracter de los nodos del arbol y estimar el intervalo de confianza y la varianza.
Finalmente se hizo el mapeo de caracteres ancestrales sobre la filogenia utilizando el paquete R
phytools (Revell, 2012; RStudio Team, 2015).

Caracterizacion ambiental
Las variables categoricas (tipo de suelo y geoformas) se analizaron mediante una matriz de
contingencia, en donde se registro para cada taxon, la frecuencia con que fueron observados por
cada variable categdrica, a partir de la cual se calculd la matriz de observaciones esperadas y se
obtuvo el Residuo de Pearson para finalmente aplicar la prueba Chi-cuadrada y comparar la posible
diferencia entre las frecuencias observadas con respecto a las esperadas dada una determinada
hipétesis (Gémez-Gomez et al., 2003). Se hicieron dos tratamientos, con los registros de
Epithelantha se estimo la frecuencia de la afinidad por una variable categorica, con respecto a
Ariocarpus, Rapicactus, Strobocactus y Turbinicarpus. En el segundo tratamiento se aplicd esta
prueba Unicamente entre las 10 especies que integran a Epithelantha. Todos los analisis estadisticos,
tanto con las variables continuas como categoricas se ejecutaron en el ambiente RStudio 1.1.447
(RStudio Team, 2018) ejecutado en R 3.5.0 (R Development Core Team 2008).

Resultados

Fechado y reconstruccion de estado ancestrales
Se estim6 que Epithelantha divergié con respecto a su grupo hermano hace 9.09 millones de afios
(Ma) aproximadamente, con un intervalo de credibilidad (IE) entre 6.48 y 10.38 Ma (95% de
densidad posterior méas alta (HPD)). Un segundo evento hacia el interior de Epithelantha permiti6 la
divergencia en dos clados hace aproximadamente 6.71 Ma [intervalo de credibilidad entre 4.57 y
8.37 Ma (95% HPD)], siendo el clado E2 integrado por E. greggii, E. pachyrhiza, E. polycephala y
E. pulchra, el més antiguo [4.53 Ma con un intervalo de credibilidad entre 2.55 y 5.83 Ma (95%
HPD)]. El clado E1, por lo tanto, es el mas recientemente diversificado [3.03 Ma IE =1.99y 5.44
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Ma (95% HPD)] y en él se resuelven E. bokei, E. cryptica, E. ilariae, E. micromeris, E. potosina y
E. spinosior (Fig. 2).

El ICP encontr6 que Biol, Bio3, Bio4, Bio9, Bioll y Biol2 son las variables que contribuyen
mas a la varianza y no estan correlacionadas entre si (Tabla 1), por lo que, en conjunto con los
valores de pH, fueron empleados para hacer la reconstruccion de caracteres ancestrales sobre el
arbol obtenido mediante reloj molecular. Se hizo la reconstruccion de estados ancestrales y se
calculd el valor K de Blomberg y Lambda de Pagel para cuatro variables con sefial filogenética
(Fig. 3): pH del suelo (K =1.511694; A = 1.022611); Bio3: isotermalidad (K = 1.164444; ) =
0.9818318), Bio4: estacionalidad de la temperatura (K = 0.8811825; A = 0.7242332) y Biol2:
precipitacion anual (K = 0.7216596; A = 0.8884284). El pH del suelo donde se establecen las
especies que integran a Epithelantha tienden hacia la alcalinidad, siendo la novedad evolutiva en
este clado, en donde el promedio de pH va de 7.84 a 8.03, siendo E. ilariae que soporta el pH mas
bajo del promedio (pH promedio = 7.84), caracter que comparte con Ariocarpus (pH promedio =
7.81) y Rapicactus (pH promedio = 7.84). En tanto que los géneros hermanos Turbinicarpus y
Strombocactus comparten la condicion de establecerse en suelos neutros (pH de 7.01 a 7.18). El
rango de isotermalidad (Bio3) que ocupa Epithelantha va de 49.31 a 51.56, siendo los valores
menores de isotermalidad, los que indican que la temperatura es mas variable a lo largo del afio.
Epithelantha potosina se distribuye en el extremo sur del rango del género, por lo que mantiene la
condicion ancestral de soportar valores de isotermalidad cercanos a 63 y la temperatura es menos
variable, al igual que en los géneros hermanos (Ariocarpus, Rapicactus, Strombocactus y
Turbinicarpus) y el grupo externo (Coryphantha, Echinocactus, Lophophora y Mammillaria) que
crecen en suelos cuyo valor promedio de pH van de 58.62 a 66.8. Las especies de Epithelantha
diversificaron en ambientes donde la estacionalidad de la temperatura (Bio4) es mayor a lo largo del
afio (desviacién estandar de 52.58 a 56.63). Epithelantha potosina es la especie que comparte con el
grupo hermano, Turbinicarpus la preferencia por habitats en donde la estacionalidad es menor
(desviacion estandar: 23.91 a 29.28). La precipitacion anual (Bio12) indica que la condicién
ancestral para Epithelantha es un habitat en donde la precipitacion anual va de 311.68 a 482.2 mm
(Fig. 3d), sin embargo, en el clado integrado por E. greggii y E. polycephala, hay un cambio que
permitio adaptarse a sitios cuya precipitacion anual es menor (254.5 a 302 mm). Por otra parte, E.
ilariae es la especie que prefiere sitios con mayor precipitacion anual (544.5 mm). Esta condicion la
comparte con Strombocactus (586.81 mm) y Turbinicarpus (632 mm).
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Los valores K de Blomberg y Lambda de Pagel indican que no hay sefial filogenética para
Biol (K = 0.1694556; L = 6.761339¢ %), Bio9 (K = 0.4216433; A = 6.761339¢ %) y Bioll (K =
0.264773; A = 0.4094559). La reconstruccion de estados ancestrales se muestra en la figura 4. La
diferencia en la precipitacion media anual (Biol) favorecio la divergencia entre Epithelantha
micromeris (17.175 mm) y E. cryptica (19.6 mm). A su vez, la condicién de mayor precipitacion
favorecio la divergencia de E. ilariae (22.05 mm). De igual forma, la temperatura promedio del
trimestre més frio (Biol1) solo fue informativa para explicar la divergencia entre E. micromeris
(9.79 °C) y E. cryptica (12.33 °C). La temperatura promedio del trimestre mas seco (Bio9) no es
informativa, ya que, tanto Epithelantha como los géneros afines ocupan un mismo nicho climatico,
a excepcion de E. micromeris y E. cryptica que divergieron hacia habitats en donde la temperatura
promedio del trimestre mas seco es de 13.04 °C.

Caracterizacion ecologica

El analisis Chi-cuadrada aplicado para evaluar la preferencia por un tipo de suelo en particular fue
significativo (p = 0.00269). El valor mas alto es para Epithelantha pachyrhiza (r de Pearson =
3.372), por lo que su asociacion por los suelos tipo xerosol calcico es la mas fuerte. Epithelantha
bokei es frecuente en regosoles calcareos (r de Pearson = 3.662), en tanto que E. pulchra y E.
spinosior es establecen en kastanozems lavicos, (r de Pearson = 3.36). Epithelantha micromeris
presenta una fuerte asociacion por yermosol calcico (r de Pearson = 2.212); sin embargo, E.
micromeris es frecuente otros tres tipos de suelos: regosoles eutricos, xerosoles lavicos y
yermosoles lavicos (r de Pearson = 2.114 para cada uno). En contraparte, su especie hermana, E.
cryptica, no tiene preferencia por un tipo de suelo en particular. Epithelantha ilariae y E. greggii
son frecuentes en kastanozems haplicos (r de Pearson = 2.07 y 1.647, respectivamente). La
asociacion de E. polycephala con respecto a litosol es débil (r de Pearson = 1.76), en tanto que E.
potosina no presenta afinidad por un tipo particular de suelo.

Se evaluo la asociacion por el tipo de suelo para Epithelantha con respecto a sus géneros
hermanos, la prueba Chi-cuadrada fue significativa (p = 4.096e ). Epithelantha presenta una fuerte
asociacion por kastanozems haplicos (r de Pearson = 3.749) y su asociacion por rendzinas es
negativa (r de Pearson = -2.617). Turbinicarpus, que es el género hermano, presenté una
correlacion moderada por rendzinas (r de Pearson = 1.667). En cuanto a los géneros restantes,
Rapicactus es frecuente en rendzinas (r de Pearson = 3.192) y litosoles (r de Pearson = 2.231);
Ariocarpus se establece en tres tipos de suelo: regosol edtrico (r de Pearson = 2.754) y kastanozem
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calcico (r de Pearson = 1.761) y su asociacion es negativa por kastanozem haplicos (r de Pearson =
-2.078). Finalmente, Strombocactus se establece en dos tipos de suelo: xerosol célcico (r de Pearson
= 2.848) y kastanozem lavico (r de Pearson = 1.173), en tanto que su asociacion por litosoles es
negativa (r de Pearson = -2.053).

La segunda variable evaluada, utilizando Chi-cuadrada es la geoforma, que también resultd
significativa (p = 0.008966). Las especies que se establecen en sistemas de piedemonte son
Epithelantha pachyrhiza (r de Pearson = 3.009) y E. greggii (r de Pearson = 2.121). Epithelantha
polycephala (r de Pearson = 2.58), E. spinosior (r de Pearson = 2.719) y E. ilariae (r de Pearson =
0.745) son frecuentes en montafias de plegamiento. Epithelantha potosina es frecuente en sistemas
kérsticos (r de Pearson = 1.569) y en planicies (r de Pearson = 1.564), en tanto que E. micromeris es
frecuente en sistemas karsticos (r de Pearson = 2.014), llanuras lacustres y planicies (r de Pearson =
1.716 en ambos casos). Por otro lado, Epithelantha micromeris exhibe asociacidn negativa por dos
geoformas: sistemas de piedemonte (r de Pearson = -1.824) y montafias de plegamiento (r de
Pearson = -1.721). El andlisis de correlacion entre geoformas y géneros resulto significativo (p=
6.941¢e11). Epithelantha es frecuente en sistemas de piedemonte (r de Pearson = 4.055), pero su
asociacion por planicies es negativa (r de Pearson = -2.737). En contraste, Turbinicarpus se
distribuye frecuentemente en planicies (r de Pearson = 3.133) y su asociacion por sistemas de
piedemonte es negativa (r de Pearson = -2.412). Los resultados para los géneros restantes indican
que Strombocactus se distribuye en sistemas fluviales (r de Pearson = 3.827) y sistemas con relieve
volcanico (r de Pearson = 3.389), en tanto que para Ariocarpus y Rapicactus, los residuos de

Pearson no indican asociacion por un tipo de sistema en particular.

Discusion
De acuerdo con Arakaki et al., (2011) y Hernandez-Hernandez et al., (2014), Cactaceae es un grupo
que diversifico a mediados del Mioceno y finales del Plioceno (= 32 Ma), lo cual coincide con la
formacion de las regiones aridas de Norteamérica. Epithelantha diversifico hace ~ 9.09 Ma con un
IE entre 6.48 y 10.38 Ma en el Mioceno. Wiens et al., (2013) explica que hay una relacién positiva
entre el tiempo en que se da un cambio de régimen climatico y la riqueza de especies, por lo que
regiones aridas pueden ser también ricas en diversidad. El uso de métodos de reconstruccion

filogenética ofrece la oportunidad de comprender como los linajes vegetales pueden haber
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evolucionado en un contexto selectivo muy dindmico y con fuertes presiones selectivas (Barcenas-
Arguello et al., 2013). Entre estos factores se encuentra el suelo como elemento que determina la
distribucion de las especies de Cactaceae. Patrones similares se han observado en otras familias
vegetales y que, visto desde un enfoque filogenético, cobra mayor relevancia. De Kok (2002) sefiala
que la capacidad de crecer en suelo de serpentina se considera como un caracter plesiomorfico para
Oxera Labill. (Lamiaceae) y Guioa Cav. (Sapindaceae). La distribucion actual de Epithelantha que
se limita al Desierto Chihuahuense (Fig. 1) es el resultado de la interaccion entre el clima 'y el suelo,
siendo este ultimo factor el mas importante. Epithelantha se asocia fuertemente con los suelos
kastanozems héplicos, que se caracterizan por acumulaciones de carbonatos secundarios y una capa
de humus reducida, propios de ambientes que estan en transicion con zonas aridas (FAO, 2014), en
sitios donde el pH va de 7.84 a 8.03, siendo la variable ambiental de mayor relevancia y que mejor
explica la divergencia de Epithelantha. Cuatro especies presentan una fuerte asociacion por el
sustrato: E. bokei, E. pachyrhiza, E. pulchra y E. spinosior, de las cuales E. bokei se distribuye
ampliamente en el Desierto Chihuahuense, seguida de E. pulchra y E. spinosior, distribuidas hacia
las estribaciones de los Bosques de pino-encino de la Sierra-Madre Oriental (Fig. 5), en tanto que E.
pachyrhiza es la especie de distribucion mas restringida de todo el género (Fig. 5). La influencia las
variables del suelo se ha reportado para Cephalocereus totolapensis, en donde se registré en un
rango de pH de 5.5 a 6.9 (Barcenas-Arguello et al., 2010), méas recientemente se ha reportado que
C. parvispinus se establece en suelos ricos en yeso (Arias et al., 2019), en donde el pH del suelo
tiende hacia la alcalinidad, por lo que probablemente el tipo de suelo ha influido en el proceso de
diversificacion del género (Fig. 3a). Una consecuencia debida a la interaccién suelo-planta y que
seria importante abordar, es la incorporacién de grandes cantidades de calcio en forma de cristales
en sus tejidos. De acuerdo con Barcenas-Argiello et al., (2010), los cristales de calcio tienen
importancia filogenética al ser reflejo de la interaccién de la planta con el ambiente, por lo tanto, no
se debe descartar la presencia de estas estructuras en Epithelantha. En los géneros aliados,
Turbinicarpus y Rapicactus se han reportado estas estructuras y cada linaje posee un tipo particular
(De la Rosa-Tilapa et al., 2018), probablemente por la interaccion con el tipo de suelo en donde se
establecen, ya que, de acuerdo con nuestros resultados, Turbinicarpus es mas frecuente en
rendzinas, mientras que Rapicactus es frecuente tanto en rendzinas como en litosoles.

Se ha encontrado que especies distribuidas en el Desierto Chihuahuense deben su patrén de
distribucion a cambios climaticos (Scheinvar et al., 2016). La principal condicion climética que
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influye en la distribucién de Epithelantha es la isotermalidad (Bio3), cuyo valor promedio es de
51.23, por lo que la oscilacion de las temperaturas de dia a noche en relacion con las oscilaciones
anuales es variable (O’Donell & Ignizio, 2012). Epithelantha potosina se establece en habitats
donde el valor de isotermalidad de 63, y de acuerdo con nuestros resultados, esta condicion puede
considerarse una reversion con respecto a Turbinicarpus (Fig. 3b). Epithelantha potosina se
distribuye hacia el sur del Desierto Chihuahuense (Fig. 5), en un area donde se reportan 15 de las
aproximadamente 20 especies conocidas de Turbinicarpus (Grupo San Luis, 2004). Epithelantha
comparte un patron semejante con Thelocactus. Mosco (2019) reporta que la isotermalidad es una
de las variables ambientales que influye en la distribucion de este altimo género, por lo que esta
condicion extrema de oscilacion de temperatura fue un factor de presion en la fisiologia en ambos
linajes que permitid procesos de diversificacion. Lépez (2017) propone que efectos de la
estacionalidad de la temperatura favorecieron la radiacion adaptativa en Mammillaria spp.,
distribuidas en el Valle de Tehuac&n-Cuicatlan. La precipitacion anual (Bio12), definida como la
suma de todos los valores totales de precipitacion mensual (O’Donell & Ignizio, 2012), es
significativa para E. greggii y E. polycephala que son las especies que divergieron en nichos con
regimenes de precipitacion reducido (Fig. 3d, Biol2 = 254.5 a 302 mm). Epithelantha greggii es
una especie de amplia distribucion, que sigue una direccion de oriente a poniente del Desierto
Chihuahuense, en contraste, E. polycephala solo se distribuye en la zona central de la misma
ecorregion (Fig. 5). El tipo de suelo es el elemento del nicho que las diferencia, E. greggii es
frecuente en kastanozems haplicos y E. polycephala se asocia con litosoles, por lo que, en conjunto
con evidencias morfoldgicas y moleculares, se apoya la propuesta de reconocer dos especies
distintas (Aquino et al., 2019). Por otra parte, Epithelantha ilariae es la especie distribuida en
ambientes con mayor humedad (544.5 mm). Su distribucion se restringe entre el Desierto
Chihuahuense y el Matorral Espinoso Tamaulipeco (Fig. 5).

El sistema de piedemonte es la geoforma en donde Epithelantha se distribuye con mayor
frecuencia, en tanto que Turbinicarpus se establece en planicies. Epithelantha pachyrhiza, E.
polycephala y E. spinosior son las especies que presentan una fuerte asociacion con una
determinada geoforma, seguidos en importancia por E. micromeris, E. greggii y E. potosina. Son
exiguos los reportes sobre la asociacion entre especies y geoformas. Trujillo (1984) reporta que la
densidad de individuos de Echinocactus platyacanthus tiende a disminuir hacia los sistemas de
piedemonte y planicies en donde predomina el estrato arbustivo. Por su parte, Barcenas-Arguello et
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al., (2010) reportan para Cephalocereus, que la preferencia por un sitio particular dentro de una
geoforma garantiza que el sustrato esté bien drenado y por lo tanto la distribucidn sera méas
restringida. La asociacion entre un linaje con respecto a la geoforma debe cobrar relevancia, ya que
leves variaciones climaticas dentro de una geoforma y al ser ambientes edaficamente diversos
pueden promover el aislamiento de las poblaciones (Kozak & Wiens, 2006; Mendoza, 2017).
Ademas, el desarrollo de una geoforma implica fenémenos dindmicos como el movimiento de
capas tectdnicas, asi como la intemperizacion y arrastre de materiales del suelo que influyen en la
supervivencia de comunidades vegetales (Huggett, 2011). La dinamica dentro de una geoforma ha
sido relevante en la evolucion del Desierto Chihuahuense. Wondzell et al., (1996) ejemplifican que
pequefios aumentos o disminucién de la humedad en una geoforma pueden favorecer determinadas
comunidades vegetales, por lo que, desde nuestro punto de vista, podrian explicar procesos
evolutivos de linajes de cactaceas y con ello contribuir a la comprension de eventos como la
distribucion simpatrica de especies de un mismo género.

La temperatura media anual (Biol) y la temperatura media del trimestre mas frio (Biol11l) no
presentaron sefial filogenética. Sin embargo, ambas variables explican la divergencia de nicho entre
especies hermanas, en este caso, entre Epithelantha micromeris y E. cryptica (Figs. 4a y 4c).
Aquino et al., (2019) explican que no es posible delimitar ambos taxones Gnicamente con
secuencias de cpDNA, por lo que se requiere una combinacion de caracteres morfoldgicos para
reconocerlas. La reconstruccién de estados ancestrales es congruente con la propuesta de reconocer
ambos linajes. Epithelantha micromeris prefiere nichos con regimenes anuales de precipitacion
bajos (17.17 mm) y temperaturas muy bajas durante el cuarto mas frio (9.79 °C). Por el contrario,
E. cryptica prefiere nichos con regimenes con mayor precipitacion anual (19.6 mm) y mayor
temperatura durante el trimestre mas frio (12.33 °C). Por otra parte, la preferencia por nichos mas
extremos explica la amplia distribucion de E. micromeris. Wiens et al., (2013) sefialan que las
especies cuyos rangos se extienden a condiciones mas extremas son capaces de tolerar una mayor
gama de condiciones que otras y tienen una amplitud de nicho mayor, lo cual puede explicar la
distribucion de E. micromeris entre el Desierto Chihuahuense y los Bosques de pino-encino de la
Sierra Madre Oriental (Fig. 5), ademas, es la Unica especie capaz de asociarse con tres tipos
distintos de geoformas y cuatro tipos distintos de suelo, en contraparte E. cryptica tiene una menor
distribucion, en la porcion nororiental del Desierto Chihuahuense y no tiene una asociacion

particular por tipo de suelo o geoforma (Fig. 5).
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La combinacidn de tres fuentes de informacién (morfologia, moléculas y datos ambientales),
tiene un amplio potencial en la delimitacion de especies. Este trabajo refuerza la hipétesis de que
Epithelantha y las especies que lo integran forman linajes separados y conservan mas o menos los
mismos nichos que sus ancestros, de modo que las especies estrechamente relacionadas seran
ecolégicamente similares (Donoghue & Edwards, 2014). Finalmente, los datos derivados del
conocimiento del nicho son importantes en estudios de conservacion. Un nimero importante de
especies que integran a los cuatro géneros hermanos de Epithelantha se caracterizan por presentar
poblaciones cuya area de distribucion es menor de 10 km? (Hernandez et al., 2010). A partir de
nuestros datos, E. pachyrhiza es la especie de distribucién mas restringida y con mas restricciones
con respecto al nicho que habita, por lo que bajo la nueva circunscripcion y los requerimientos
ambientales aqui descritos, el siguiente paso es proponer un modelo de nicho mas completo para las
especies de Epithelantha, con el fin de conocer la distribucion potencial, asi como sus interacciones
bidticas (polinizadores, dispersores de semillas, patdgenos), los cuales permitan justificar la
inclusion de las especies dentro de la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 y
UICN.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 1: Especimenes representativos para la reconstruccion de estados
ancestrales en Epithelantha y aliados (especie, pais, estado, colector, nimero de colecta y herbario).
Numero de accesos de GenBank (petL-psbE, psbA-trnH, trnL-F, trnQ-rpsl16). *— secuencia

faltante.

Ariocarpus trigonus (F.A.C. Weber) K. Schum. MEXICO Tamaulipas, S. Arias 1993 (MEXU),
MK284027, MK284089, MK?284149, MK284208; Coryphantha calipensis Bravo ex S. Arias, U.
Guzméan & S. Gama-L6pez. MEXICO Oaxaca, B. Vazquez-Benitez 2555 (MEXU), MK284029,
MK284091, MK284151, MK284210; Echinocactus platyacanthus Link & Otto. MEXICO
Querétaro, S. Arias 1679 (MEXU), MK284037, MK284099, MK284159, MK284218; Epithelantha
bokei L.D. Benson, MEXICO. Coahuila D. Aquino 318 (MEXU), MK283983, MK284044,
MK284104, MK284165; Epithelantha cryptica D. Donati & Zanov. MEXICO, Coahuila, D.
Aquino 355 (MEXU), MK283993, MK284054, MK284114, MK284175; Epithelantha greggii
(Engelm.) Orcutt MEXICO, Nuevo Leon, D. Aquino 329 (MEXU), MK284008, MK284069,
MK284129, MK284190; Epithelantha ilariae D. Donati & Zanov. MEXICO, Nuevo Ledn, D.
Aquino 323 (MEXU), MK283987, MK284048, MK284108, MK284169; Epithelantha micromeris
(Engelm.) F.A.C. Weber ex Britton & Rose MEXICO, Nuevo Ledn, D. Aquino 333 (MEXU),
MK?283996, MK284057, MK284117, MK284178; Epithelantha pachyrhiza (W.T. Marshall)
Backeb. MEXICO, Coahuila, D. Aquino 305 (MEXU), MK284013, MK284074, MK284134,
MK284195; Epithelantha polycephala Backeb. MEXICO, Coahuila, D. Aquino 352 (MEXU),
MK284019, MK284080, MK284140, MK284201, D. Aquino 357 (MEXU); Epithelantha potosina
(D. Donati & Zanov.) Aquino & S. Arias MEXICO, San Luis Potosi, D. Aquino 383 (MEXU),
MK283990, MK284051, MK284111, MK284172; Epithelantha pulchra (D. Donati & Zanov.)
Aquino & S. Arias MEXICO Nuevo Leon; D. Aquino 311 (MEXU), MK284016, MK284077,
MK284137, MK284198; Epithelantha spinosior C. Schmoll. MEXICO, Nuevo Ledn, D. Aquino
334 (MEXU), MK284001, MK284062, MK284122, MK284183; Lophophora williamsii (Lem. ex
Salm-Dyck) J.M. Coult. MEXICO San Luis Potosi, S. Arias 1849 (MEXU), MK284026,
MK284088, MK284148, —; Mammillaria mystax Mart. MEXICO Puebla, D. Aquino 225
(MEXU), MK284033, MK284095, MK284155, MK284214; Rapicactus beguinii (N.P. Taylor)
Luthy. MEXICO Nuevo Leon, S. Arias 1854 (MEXU), MK284024, MK284086, MK 284146,
MK284207; Strombocactus disciformis (DC.) Britton & Rose. MEXICO Querétaro, S. Arias 1738
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(MEXU), MK284028, MK284090, MK284150, MK284209. Turbinicarpus alonsoi Glass & S.
Arias. MEXICO Guanajuato, A. Garcia 24 (MEXU), MK284021, MK 284082, MK284142,
MK284203. Turbinicarpus horripilus (Lem.) V.John & Riha. MEXICO Hidalgo, J. M. Chalet
201 (MEXU), MK284023, MK284084, MK284144, MK284205. Turbinicarpus
pseudomacrochele (Backeb.) Buxb. & Backeb. MEXICO Hidalgo, Turbinicarpus Collector
Group 9101 (MEXU), MK284022, MK284083, MK284143, MK284204.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 2. Lista de variables bioclimaticas empleadas en el analisis. Se
explica la clave y su significado.

Biol: Temperatura media anual

Bio2: Rango medio diurno (promedio mensual (temperatura maxima - temperatura minima))
Bio3: Isotermalidad (B102/B107) (* 100)

Bio4: Estacionalidad de la temperatura (desviacion estandar * 100)
Bio5: Temperatura maxima del mes mas célido

Bio6: Temperatura minima del mes mas frio

Bio7: Rango de temperatura anual (B1O5-B106)

Bio8: Temperatura media del trimestre mas himedo

Bio9: Temperatura media del trimestre mas seco

Bio10: Temperatura media del trimestre mas caliente

Bioll: Temperatura media del trimestre més frio

Biol2: Precipitacion anual

Bio13: Precipitacion del mes méas hiumedo

Biol4: Precipitacion del mes més seco

Biol5: Estacionalidad de la precipitacion (Coeficiente de variacion)
Bio16: Precipitacion del trimestre mas humedo

Biol7: Precipitacion del trimestre mas seco

Bio18: Precipitacion del trimestre mas caliente

Bi019: Precipitacion del trimestre més frio
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TABLA 1. Coeficientes de correlacion de Pearson calculados para las 19 variables bioclimaticas. La interpretacion de las claves se

enlista en el material suplementario 1.

biol bio2 bio3 bio4 bio5 bio6 bio7 bio8 bio9 biol0 bioll biol2 biol3 biol4 biol5  biol6  biol7 biol8 biol9

biol 1 0.9901 0.991 -0.100 -0.049 0.1012 -0.110 -0.019  0.1199 -0.039 0.100 -0.011 -0.067 -0.014 -0.175  -0.029  0.046 -0.023 0.0851
bio2 0.990 1 0.996 -0.115 -0.106  0.0083 -0.076 -0.100  0.0873 -0.134 0.032 0.0041 -0.092 -0.010 -0.200 -0.014 0.063 0.0170  0.1301
bio3 0.991 09965 1 -0.135 -0.130 0.0446 -0.119 -0.112  0.0965 -0.138 0.054 0.0136 -0.070 -0.004 -0.188  -0.005 0.075 0.0176  0.1361
bio4 -0.10 -0.115  -0.135 1 0.563 -0.642  0.8647 0.619 -0.507  0.704 -0.723  -0607 -0343 -0453 0.100 -0.524 0617 -0554 -0.534
bio3 -0.049 -0.106 -0.130 05633 1 0.0234  0.6377 0.884 0.2286 0.8771 0.070 -0.210 -0.054 -0.196 0.191 -0.167 -0.285 -0.247 -0.303
bio6 0.101 0.0083 0.044 -0.642 0.023 1 -0.755 0.054 0.6499 0.0552  0.950 03864 0.397 0.3048 0.087 0.337 0.363 02235  0.1756
bio7 -0.11 -0.076 -0.119  0.8647 0.637 -0.755 1 0.537 -0.350 0.5326 -0.685 -0.435 -0.342 0363 0.058 -0.370 -0467 -0.334 -0.334
bio8 -0.019 -0.100 -0.112  0.6196 0.884 0.0548  0.5376 1 0.0837 0.9381 0.047 -0.440 -0.242 0361 0.038 -0.406 -0.463 -0.446 -0.539
bio9 0.119 0.0873 0.096 -0.507 0.228 0.6499  -0.350 0.083 1 0.0164 0.740 03401 0.247 0.1818 0.213 0.335 0.249 0.2464  0.2815
biol0 -0.03 -0.134 -0.138  0.7040 0.877 0.0552 0.5326 0.938 0.0164 1 -0.020 -0416 -0.123 0310 0.167 -0.365 0453 -0480 -0.523
bioll 0.100  0.0326 0.054 -0.723  0.070 0.9506 -0.685  0.047 0.7404 -0.020 1 04450 0347 03246 0.015 0.378 0.419 03188 02374
biol2 -0.011 00041 0.013 -0.607 -0.210  0.3864  -0.435 -0.440  0.3401 -0.416 0.445 1 0.879 0.8887 0.242 0.971 0.883 0.8774 0.7838
biol3 -0.067 -0.092 -0.070  -0.343 -0.054 03979 -0342 -0.242  0.2475 -0.123 0.347 08797 1 0.8072 0.526 0.906 0.707 0.7073  0.5919
biold -0.014 -0.010 -0.000  -0.453 -0.196  0.3048  -0.363 -0.361 0.1818 -0.310 0.324 0.8887 0.807 1 0.066 0.818 0.910 0.7462  0.7621
biols -0.175 -0.200 -0.188  0.1001 0.191 0.0876 0.0580 0.038 0.2133 0.1674 0.015 0.2426  0.526 0.0662 1 0.422 -0.11 0.1628 -0.111
biole -0.029 -0.014 -0.005  -0.524 -0.167  0.3378  -0.370 -0.406  0.3354 -0.365 0.378 09716 0.906 0.8181 0.422 1 0.771 0.8528  0.695

biol7 0.046 0.0638 0.075 -0.617 -0.285 0.3633 -0.467 -0.463  0.2499 -0.453 0.419 0.8833  0.707 0.9106 -0.110  0.771 1 0.7947  0.9009
biol8 -0.023  0.017 0.017 -0.554 -0.247  0.2235 -0.334 -0446 0246 -0.480 0.318 08774 0707 0.7462 0.162 0.852 0.794 1 0.7422
biol9 0.085 0.1301 0.136 -0.534 -0.303 0.1756  -0.334 -0.539  0.2815 -0.523 0.237 0.7838 0.591 0.7621 -0.111  0.695 0.900 0.7422 1
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TABLA 2. Promedios calculados para nueve variables bioclimaticas no correlacionadas + pH del suelo, calculadas para cada una de

las terminales que integran el arbol calibrado.

Taxon biol bio3 bio4 bio9 bioll biol2 pH

E. bokei 19.1875 523125 50.300625 14.5125 12.26875 311.6875 7.94830063
E. cryptica 19.6 49.6666667 532 13.8666667 12.3333333 309.333333 7.93560667
E. greggii 206914286 493142857  52.586 15.7457143 13.4714286 279171429 7.96439257
E. ilariae 2205 4475 56.63 15.95 14.225 5445 7.7728425
E. micromeris 17.175 51.5625 55.745 13.04375 9.79375 374.9375 7.92974313
E. pachyrhiza 20.4333333 51 50.0866667 15.0666667 13.6 302 7.96687333
E. polvcephala 19.25 51 46.175 14325 12.975 2545 §.0324375
E. potosina 19.36666 63 30.4983333 18.2666667 14 8666667 493 7.84777833
E. pulchra 20.7142857 492857143 483414286 15.6714286 13.9571429 333.428571 7.90127571
E. spinosior 193 50.4285714  45.1171429 14.4 131 365.142857 7.98402
Turbinicarpus (s.s) 17.9 64 2028 17.2 17.2 632 7.01684

T. pseudomachele 18.1 66.8 23918 15.4 14.84 482.2 718777

T. horripilus 213 64 248 14.5 14.5 440 7.00517
Ariocarpus 19.5274725 58.6263736  39.8185714 15.5318681 13.9714286 410.296703 7.81286528
Strombocactus 21.2818182 63.2727273  28.9818182 18.1272727 17.2363636 586.818182 7.07793636
Rapicactus 17.4846154 61.6923077  34.5838462 13.7884615 12.6692308 471 7.84864846
Lophophora 19.6732394 61.5070423  35.7250704 16.2901409 14.684507 407.140845 7.61183563
Mammillaria 19.0948406 64.9124638 253548348 16.6916522 15.5761159 613.90087 6.9824279
Coryphantha 18.6626527 63.3123909  29.1519721 15.7207679 14.5965096 516.708552 7.25711621
Echinocactus 18.9 63.74 31.8 16 14.4 453.18 7.61
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Fig. 1. Distribucion de Epithelantha y aliados, basado en registros georreferenciados para este trabajo.
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3a 3b

Rapi B

Lt P

Stromb 1 Stromb
I —l_ T. horripilus T. horripilus
T. pseud.

il _I—L [J_ hels 3 T. pseudomacrochele
1 s Turbinicarpus (s.s.) l Turbinicarpus (s.s)
Ariocarpus Ariocarpus
E. micromeris E. micromeris
1= E. cryptica E. cryptica
E. spinosior E. spinosior
E. bokei m E. bokei m
) ° 3
a E. potosina S E. potosina g
E. ilariae % '.— E. ilariae §
E. pulchra ?' E. puichra 5
E. greggii IH_ E. greggii
E. polycephal E. polycephala
E. pachyrhiza l=: E. pachyrhiza
EL CO’YFL. L. b0
Mammillaria illaria
l = Lophoph Lophop
3 Echinocactus Echil t
6.982 trait value 8.032 44.75 trait value 66.8
length=6.882 length=6.882
pH: potencial de hidrégeno del suelo Bio3: Isotermalidad (rango medio/rango anual)

3c 3d

— Rapicactus
Str b tu:

II T. horripilus
—| { T. pseudomacrochele
% Turbinicapus (s.s.)
Ariocarpus

Rapicactus
Strombocactus

T. horripilus
{ T. pseudomacrochele
s Turbinicarpus (s.s.)
Ariocarpus

E. micromeris E. micromeris
E. cryptica E. cryptica
E. spinosior E. spinosior
E. bokei m E. bokei -E,“
E. potosina g E. potosina E
E. ilariae > E. ilariae gs'
E. pulchra ; E. pulchra S
E. greggii 2 E. greggii
E. polycephala E. polycephala
E. pachyrhiza E. pachyrhiza
Coryphanth g ;u.,r L. ﬂ!a
| _ Mammillaria ammillaria
2 Lophoph: Lophophora
— Echi 1 Echii tu:
23.918 trait value 56.63 254.5 trait value 632
C
length=6.882 length=6.882
Bio4: Estacionalidad de la temperatura Bio12: Precipitacién anual

Fig. 3. Reconstruccién de estados ancestrales para cuatro variables ambientales con sefial
filogenética



4a

Ranicact:

Str

I T. horripilus
I._ T. pseudomacrochele
[ Turbicarpus (s.s.)

E. micromeris
= E. cryptica
E. spinosior
E. bokei '5‘
! l E potosii Y
= 1)
E. ilariae §
E. pulchra :
_\_‘ B kit
——
= Corypi h
J { illaria
l 3 Lophoph
17.175trait value 22.05
length=4.916

Biol: Temperatura media anual

4c

4b

2 Rapi

b

St
St

T. horripilus

T p d rochele
Turbinicarpus (s.s.)
3 Arlocarpus
E. micromeris
E. cryptica
E. spinosior
E. bokei
E. potosina
E. ilariae
E. pulchra
| E. greggii
E. polycephala
;‘E E. pachyrhiza
3 Coryphantha
Mammillaria

-
L (el o

Echinocactus

ripueaIIdg

13.044 trait value 18.267
length=6.882

Bio9: Temperatura promedio del trimestre
mas seco (°C)

R.

Sty b ”
3 Str actu:

p

T. horripilus
T. pseudomacrochele
2 Turbinicarpus (s.s.)

Ariocarpus

E. micromeris
E. cryptica

E spinosior

E. bokei

E. potosina

E. ilariae

eyuefaydy

E. pulchra

E. greggii

E. polycephala
E. pachyrhiza
Coryphantha
Mammillaria

Lonbooh

P

Echi

9.794 trait value 17.236
)

length=6.882

Bioll: Temperatura promedio del trimestre mas frio (°C)

Fig. 4. Reconstruccion de estados ancestrales para tres variables ambientales cuya sefial

filogenética no es significativa.

76



108°W 106°W 104°W 102°W 100°W
1 E——— 1 Il l l Z
B || ©
i T - S~ TNC Ecorregions p~ 5
—7 — - Sierra Madre Oriental pine-oak forests
\'“;\,\ :] Arizona-New Mexico Mountains
: y | Chihuahuan desert
\\\J/:‘ - Tamaulipan Thorn Scrub
= =
o o
N I
o o™
h
=z P
() o
o o
™ o™
=z =z
[} o
(-] (-]
N N
o o
N \ N
g E. bokei
[=] E.cryptica
\
$3  E. greggii
z @ E.ilariae z
S A E. micromeris S
¢ E. pachyrhiza
® E. polycephala
$ E. potosina
z @ E. pulchra z
o~ T N
N [E] E. spinosior N
I r —u—
108°W 106°W

Fig. 5. Distribucion de las especies de Epithelantha, basada en registros georreferenciados para este trabajo.



Conclusiones generales
Si bien, el concepto general de especie permite conciliar las distintas fuentes de informacidn, ain
debe discutirse sobre un “método general” que permita su aplicacion para caracterizar a los linajes.
El concepto morfoldgico ha sido aplicado mayoritariamente en los estudios de delimitacion de
especies en Cactaceae, sin embargo, a partir de nuestros resultados, una especie puede ser
caracterizada morfoldgica, filogenética y ecologicamente, lo que de acuerdo con De Queiroz (2005)
corresponden a propiedades que le dan identidad a un linaje, ademas, la suma de estas propiedades
permite proponer hipdtesis mas robustas e identificar que propiedades ameritan ser evaluadas a
profundidad.

A partir del analisis micromorfolégico de las semillas de Epithelantha, ademas de reportar la
disyuncién entre el hilo y el micropilo, el estudio aport6 una serie de caracteres seminales que
diferencian a las especies putativas.

De los caracteres morfoldgicos tanto vegetativos como reproductivos, el analisis estadistico
indica que el nimero de espinas, la longitud de la flor, la relacién ancho/largo de la aredla, la
expansion de la region hilar de la semilla, la escultura multicelular y el relieve de la pared periclinal
permiten la identificacion de las especies de Epithelantha. En conjunto con el analisis filogenético
desarrollado con cuatro secuencias de cpDNA (petL-psbE, psbA-trnH, trnL-F y trnQ-rps16),
permite concluir que se deben de reconocer diez especies, de las cuales Epithelantha bokei, E.
greggii, E. ilariae, E. pachyrhiza, E. polycephala, E. potosina, E. pulchra y E. spinosior se
detectaron apomorfias por cada uno de los taxones, mientras que E. cryptica y E. micromeris solo
pueden ser distinguidas mediante atributos morfologicos.

Epithelantha es un grupo monofilético fuertemente soportado (PP = 1.0 y BS = 100). Se
identificaron tres sustituciones en trnL-F, una sustitucion en psbA-trnH y un indel en petL-psbE,

como las sinapomorfias del género. Turbinicarpus se resuelve como el grupo hermano con un bajo

78



soporte (PP =0.73 y BS < 50) y en conjunto con Ariocarpus, Rapicactus y Strombocactus
conforma un clado (PP = 0.99 y BS < 50), el cual es congruente con la hipotesis filogenética
propuesta por Butterworth et al. (2002).

A partir de la reconstruccion de estados ancestrales con una filogenia calibrada y seis variables
bioclimaticas + pH del suelo, se concluye que la influencia del pH y la isotermalidad explican la
distribucion del género. Con base en el andlisis Chi-cuadrada aplicado al tipo de suelo y geoforma
se concluye que E. bokei, E. greggii, E. micromeris, E. pachyrhiza, E. polycephala, E. pulchra y E.
spinosior estan fuertemente asociados con un tipo particular de suelo o geoforma. Epithelantha
ilariae esta asociada moderadamente con un tipo de suelo, en tanto que E. potosina esta
moderadamente asociada a una geoforma y E. cryptica no presenta restricciones en su distribucion.
Este analisis refuerza una hipotesis generada en el analisis morfoldgico, de que E. cryptica y E.
micromeris deben ser reconocidas como linajes independientes, puesto que ocupan nichos
diferenciados: E. micromeris se establece en condiciones donde el régimen anual de precipitacion es
bajo (17.17 mm), las temperaturas durante el cuarto mas frio son bajas (9.79 °C), es frecuente en
regosoles eutricos, xerosoles livicos y yermosoles luvicos y prefiere establecerse en sistemas
karsticos. Por el contrario, E. cryptica prefiere nichos con regimenes de mayor de precipitacion
(19.6 mm), mayor temperatura durante el trimestre mas frio (12.33 °C) y no tiene preferencia por un
tipo particular de suelo y geoforma.

Con la nueva circunscripcion aqui propuesta, nuevas preguntas de indole ecolégico y de
conservacion deben ser planteadas. Se requiere una nueva evaluacion de estatus de riesgo, tanto en
la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 como en la lista roja de UICN, por lo
tanto ¢Qué especies deben ser incluidas en dichas normas? Criterios como tamafios de poblaciones,
numero de poblaciones viables, el area de distribucion, niveles de explotacion reales o potenciales,

el efecto de taxones introducidos, hibridacion, patdégenos, contaminantes, competidores o parasitos
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seran necesarios para complementar la informacion para incluir a los taxones (Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales 2010; Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y
de los Recursos Naturales 2012). Por otra parte, en este estudio se reporta la relevancia del suelo en
los procesos de diversificacion, por lo cabria preguntarse, si ademas del pH, qué macro y
micronutrientes pueden restringir la distribucion de las especies. Este trabajo debera generar un
impacto positivo en el conocimiento del género Epithelantha, por lo que estudios posteriores
contribuiran al conocimiento del género, incluso el método de trabajo puede ser llevado a otros

grupos taxondémicos con conflictos en cuanto a los limites que definen a las especies.
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