LA CITOLOGIA Y LA SISTEMATICA MOLECULAR EN
LA FAMILIA CACTACEAE®*.

Es bien conocido que la familia de las
cactaceas exhibe una gran diversidad de
especies, y los limites interespecificos en
algunos géneros son aun conflictivos, tal es el
caso de Echinocereus, Ferocactus y Opuntia.
La riqueza de especies, la complejidad
taxonomica, y la relativamente amplia
distribucion geografica de la farhilia obedece
en parte a varios eventos biologicos, tales
como: evolucion convergente, hibridacion,
poliploidia, diferentes sindromes de
polinizacion y aislamiento reproductivo,
entre otros. Como consecuencia, el alto grado
de variabilidad morfologica en caracteres
vegetativos en algunos casos esta relacionado
con factores ambientales, y puede ser una
manifestacion de factores genéticos.

Evolucion convergente en varias
estructuras (Morfologia del tallo y flor) en
taxa filogenéticamente distantes, es
considerada como una de las principales
causas de desacuerdo taxonomico para
establecimiento de limites de especies
(Gibson y Nobel 1986). Por ejemplo, similar
hébito de crecimiento puede ocurrir en dos o
mas diferentes lineas evolutivas:
Epiphyllum/Rhipsalis/Schlumbergera,
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Ferocactus/Mammillaria, y Gymnocaly-
cium/Copiapoa. Hasta cierto punto, los
desacuerdos taxonomicos en los diferentes
tratamientos propuestos a varios niveles
reflejan, en parte, la carencia de estudios
filogenéticos que proporcionen la
informacion necesaria para clarificar la
genealogia entre los principales linajes de la
familia.

A pesar de las discrepancias taxondmicas
entre los diferentes autores, generalmente se
acepta que la familia Cactaceae se encuentra
bien ubicada en el orden Caryophyllales de
las Centrospermas. De hecho, evidencia con
estudios moleculares indica que a la familia
Cactaceae junto con otros miembros repre-
sentantes del orden carecen de intron rpl2 en
el genoma del cloroplasto (Downie y Palmer,
1944). Asi mismo, estudios fenéticos y
cladisticos en varias familias de las
Centrospermas colocan a la familia
Aizoaceae como grupo hermano de las
cactaceas, en tanto que la familia
Portulacaceae aparece como una familia
primitiva dentro del orden (Rodman et al.,
1984). En lo que a la familia Cactaceae se
refiere, también hay un aceptado consenso en
dividir a la familia en tres subfamilias:
Pereskioideae, Opuntioideae y Cactoideae,
cada una de ellas monofilética (Buxbaum,
1958). Por lo que respecta a los aspectos
taxonomicos del resto de la familia (tribus,
subtribus, y otras divisiones taxonoémicas), la
situacion se vuelve problematica, y no es el
objetivo de este articulo discutir tales
circunscripciones.
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A través de los afios las herramientas
taxonoémicas utilizadas en estudios
biosistematicos de plantas vasculares y no
vasculares han también evolucionado.
Nuevas técnicas han sido disefiadas para
comprender mejor la complejidad biologica,
procesos evolutivos y relaciones filogenéticas
en diferentes grupos de organismos. Sin
embargo, en la familia Cactaceae la gran
mayoria de estudios han estado basados en
aspectos morfologicos (taxonomia clasica y
biogeografia). Otros pocos. estudios son
ejemplos en los cuales se han empleado otras
herramientas taxonomicas, tales como
citologia y bioquimica, o una combinacion de
ambas con caracteres morfologicos. En la
pasada decada, el uso de acidos nucleicos para
clarificar aspectos filogenéticos y evolutivos
en plantas vasculares ha tenido una gran
trascendencia en sistematica molecular.
Estudios en sistematica molecular en la
familia Cactaceae, utilizando diferentes
fragmentos o genes del genoma nuclear v/o
del genoma del cloroplasto se han iniciado
recientemente. Los resultados preliminares
son bastante promisorios ya que
potencialmente han generado informacion
filogenética para clarificar algunos de los
aspectos biosistematicos en la familia. Este
articulo tiene por objetivo discutir
brevemente las lineas de investigacion que se
han seguido en la familia Cactaceae en las
Gltimas dos décadas (con excepcion de los
aspectos citologicos, que datan de los afios
30’s). Se enfatizan los estudios citologicos,
bioquimicos y moleculares, y como estas
técnicas se han aplicado para entender
algunos aspectos de la historia evolutiva y
taxonomica de la familia. El hecho de que en
este articulo no se incluyan muchos de los
importantes trabajos de taxonomia clasica de
las cactaceas no significa que éstos carezcan
de importancia. Por el contrario, tales
estudios han sido una base fundamental para

la continuacioén de estudios utilizando
técnicas mas complicadas, pero por
cuestiones técnicas y de espacio no se

- mencionan en este articulo.

Estudios citotaxonémicos en la familia
Cactaceae:

Los primeros estudios citologicos en la
familia datan de mediados de los afios 30’s.
En estos estudios pioneros de citologia en
cactaceas se analizaron muestras con material
meidticoy mitético. A lafecha, parala familia
existen numerosos estudios de esta
naturaleza en los cuales se reportan citotipos
tanto diploides como poliploides. Entre
aquellos que incluyen material meidtico se
encuentran Beard, 1937, Remski, 1954,
Katagiri, 1955; Pinkava et al.,, 1977, 1992;
Ross, 1981; Mazzola et al., 1988. La mayoria
de estos estudios han servido para conocer el
namero basico para la familia, y para
determinar variaciones (formas poliploides)
del nimero basico en los diferentes grupos de
cactaceas. De la misma manera, los analisis
de figuras meioticas han sido utiles para
clarificar el estado hibrido de otros miembros
de la familia, en especial en las especies de
Opuntia (Baker y Pinkava, 1987; Pinkava et
al., 1992). Con este tipo de estudios se han
visto que algunos hibridos se encuentran
reproductivamente aislados de sus
progenitores, por lo que nuevos cambios
nomenclaturales han sido propuestos, debido
en parte al aislamiento reproductivo y a
diferencias en caracteristicas morfologicas
(Pinkava y Parfitt, 1988). Igualmente, los
analisis de figuras meidticas y
comportamiento de cromosomas en las
diferentes fases de profase I, han revelado
rearreglos cromosomicos, tales como
translocaciones en O. leptocaulis (Pinkava et
al.,1985), e inversiones en O. curvospina
(Pinkava et al., 1973), mismos que repre-
sentan los primeros reportes de cambios
cromésomicos estructurales en la familia.
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Recientemente, Gama y Mercado-Ruaro
(1993) han empleado informacién citologica
para evaluar y correlacionar variacién
morfologica en diferentes poblaciones de
Pachycereus weberi. Actualmente en
Arizona State University, Donald J Pinkava y
colaboradores, entre ellos Jon Rebman
continuan los estudios citologicos en la
familia Cactaceae, con especial énfasis en los
procesos de poliploidia e hibridacion en la
subfamilia Opuntioideae.

Por otra parte, informacién acerca de la
morfologia de los cromosomas y/o repre-
sentacion cariotipica es aun escasa de la
familia. Lo anterior probablemente refleja la
dificultad para preparar croinosomas de
cacticeas,lo cual,aunado al pequefio tamafio
de los cromosomas hace el analisis mas
dificil. Ademas, el tejido de las cactaceas
generalmente presenta mucilago, mismo que
complica la rutina de squash y obstruye la
observacion de los cromosomas.

El cariotipo es la apariencia fenotipica de
los cromosomas sin considerar su actividad
y/o contenido génetico (Jackson ,1971). Con
la construccion de cariotipos se puede
observar diferencias morfolégicas en los
cromosomas, y estas variaciones pueden ser
usadas para caracterizar grupos particulares.
Los cariotipos son obtenidos a través del
anélisis y observacion de los cromosomas en
el estado de metafase de mitosis, ya que esta
fase es la mas apropiada para la observacién
de cromosomas debido a que estos exhiben el
maximo grado de concentracion. ‘Algunos de
los caracteres cariotipicos que son utiles
como marcadores taxdnomicos son: nimero
de satélites o constricciones secundarias,
radio de los brazos del cromosoma, y
localizaciéon de la region nuclear
organizadora.

A la fecha, se tiene referencia de tres
estudios cariotipicos en la familia. Johnson
(1980) publicé los primeros cariotipos para la
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familia, basado en tres variedades de
Mammillaria prolifera con diferente nimero
cromosémico. Asi mismo en las especies
examinadas se observo un incremento en el
tamafio de los cromosomas al incrementar el
nivel de ploidia; sin embargo, la morfologia
general de los cromosomas son
metacéntricos, algunos submetacéntricos y
pocas constricciones secundarias. A su vez
Palomino et al, (1988) reportan cariotipos de
dos especies y una variedad de Nyctocereus.
Los taxa incluidos en dicho estudio resultaron
ser diploides (2#=22), y la morfologia de los
cromosomas mostré patrones similares a los
indicados anteriormente. Mas recientemente,
Cota y Wallace ( en prensa ) en un analisis
cariotipico de 12 especies de Echinocereus
encontraron que el género est caracterizado
por cariotipos simétricos, con la mayoria de
cromosomas del tipo metacéntrico, y algunos
submetacéntricos, y de uno a tres satélites
presentes en el brazo corto del cromosoma.
Otros estudios de la morfologia de
cromosomas en la subfamilia Opuntioideae
(Opuntia) y tribu Cacteae de la subfamilia
Cactoideae (Ferocactus 'y Rhipsalis)
confirman las observaciones anteriores para
los cromosomas de cacticeas: cromosomas
pequefios (2-5 pm), morfologicamente
uniformes y con uno o dos pares de satélites
(Cota y Wallace, en prep.).

Las cactaceas en general son una familia
de origen relativamente reciente (R. Thorne,
cOm. per.) que aparenta estar caracterizada
por la presencia de cromosomas pequefios y
con cariotipos homogéneos (simétricos). Es
posible que el origen relativamente reciente
de la familia esté asociado con procesos
lentos de rearreglos cromosémicos.
Asimismo, la existencia de cariotipos
homogéneos en miembros de la familia
distintamente relacionados puede ser
explicada debida a cambios Robertsonianos,
en particular fusion céntrica de cromosomas,
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mismas que originan cariotipos simétricos
(Cota y Wallace, en prensa; Palomino et al.,
1988).

Finalmente los estudios citologicos han
sido también importantes para comprender
otras tendencias evolutivas en la familia. Por
ejemplo, Pinkava et al., (1985) han indicado
que la poliploidia ha desempefiado un
importante papel en laevolucion dela familia.
De hecho, diferentes niveles de ploidia han
sido reportados: triploides, tetraploides y
sexaploides en Opuntia (Pinkavaetal , 1973),
tetraploides en Echinocereus spp. (Cota y
Philbrick, 1994; Pinkava et al., (1977).
Asimismo, y aunque la distribucion de
poliploides en la familia permanece ain
incompleta debido en parte a la carencia de
muestreo citologico, Pinkava et al., (1992)
han indicado que los poliploides en la
subfamilia Opuntioideae son relativamente
mas comunes en el hemisferio sur. Por su
parte, Cota y Philbrick (1994) indican que los
citotipos poliploides en Lchinocereus se
encuentran distribuidos a elevaciones y
latitudes mayores que los ancestros diploides.
Estudios moleculares en la familia
Cactaceae:

Como se menciond anteriormente, en la
familia Cactaceae, asi como en otras familias
de plantas vasculares, Jas clasificaciones han
dependido principalmente en caracteres
morfologicos. Como consecuencia, muchos
de los aspectos filogenéticos permanecen sin
resolver. Wallace (en prensa) hace mencion
de la complejidad evolutiva de las cactaceas
y a los problemas asociados con el desarrollo
de una clasificacién con bases filogenéticas
indicando que “the cacti represent an
assemblage of structurally diverse plants
which manifest a series of morphological and
habit parallelisms, in addition to expressing
extreme levels of specialization in vegetative,
floral and other morphological characters.
This situation presents the investigator with a

significant dilemma regarding the assessment
of whether morphological character changes
observed in various lineages are indeed
homologous (a requeriment for proper
phylogenetic analisys) or whether parallel
evolution is suspect”. El mayor problema con
caracteres morfologicos es su plasticidad
debido en gran parte a factores ambientales y
evolucion paralela. Dado que algunos de
estos caracteres vegetativos han
evolucionado independientemente en
diferentes linajes, los casos de convergencia
evolutiva generalmente producen confusion
en los tratamientos taxonomicos. Por el
contrario, los caracteres o datos moleculares
tienen varias ventajas sobre los morfoldgicos:
son de origen genético y por lo tanto
hereditarios, es mucho mas facil determinar
la homologia de caracteres (los caracteres
provienen de un ancestro comun), por lo que
disminuyen el riesgo de tratar con caracteres
analogos debido a la evolucion convergente.
Lo anterior tiene particular importancia en
clasificacion, ya que una clasificacion
evolutiva debe, en princio, reflejar la
filogenia o cambio de caracter de estados a
partir de un ancestro comin. Asimismo, cabe
mencionar que a pesar del problema de
evolucion convergente, los datos moleculares
no estan divorciados de la informacion
morfologica y otros tipos de datos como por
ejemplo, citolégicos y-o bioquimicos. De
hecho, Hillis (1987) ha indicado que los
caracteres morfologios y moleculares se
encuentran relacionados, ya que en conjunto
los datos provenientes de diferentes fuentes
tienen el potencial de producir un mejor
analisis filogenético.

En las ultimas décadas, los estudios
sistematicos moleculares han evolucionado
dramaticamente y actualmente representan
un medio rapido y eficaz para estudiar
aspectos evolutivos y filogenéticos a
diferentes niveles taxondémicos. Estos
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Nicotiana tabacum

155,844 bp

Fig. 10.- Reproduccion de la estructura fisica y orden génico de la molécula del DNA del cloroplasto de Nicotiana
fabaco, de acuerdo con Shinozaki et al. (1986). Las barras oscuras indican las regiones repetidas invertidas (IR)
que flanquean las regiones sencillas pequefia y grande. Las flechas indican la localizacién de los genes yfo
regiones del genoma del cloroplasto en los cuales se realizaron algunos de los estudios mencionados en este
articulo.

estudios han sido exitosamente aplicados en
numerosos grupos, incluyendo plantas y
animales. En plantas, el genoma nucleary del
cloroplasto son los méas cominmente
utilizados. En la familia Cactaceae, sin
embargo a la fecha la mayoria de los estudios
se han realizado en diferentes fragmentos y/o
genes del genoma del cloroplasto, cuya
estructura se describe en la siguiente seccion
y es una modificacion de aquella presentada
por Wallace (en prensa).

Estudios preliminares para establecer
relaciones filogenéticas en las cactaceas han
mostrado que en el genoma del cloroplasto
existe una cantidad considerable de
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variacion, misma que puede ser utilizada con
propdsitos filogenéticos. Para la familia ya se
han desarrollado métodos experimentales
para extraccion (para mas detalle del método
ver Wallace, en prensa) y analisis de ADN del
cloroplasto. Actualmente, los estudios de
sistematica molecular en la familia Cactaceae
se realizan en nuestro laboratorio en lowa
State University. A continuacién se
mencionan brevemente los resultados
preliminares de algunos de los proyectos que
se realizan en dicho laboratorio.
Estudios bioguimicos en las Cacticeas:
Aunque limitados en niimero, los estudios
bioquimicos han sido también valiosos para
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Fig. 11.- Inversion de 6kn en la region sencilla grande del ADN del cloroplasto. Esta inversién es caracteristica de
la familia Cactaceae. Otras familias vegetales muestran orden génico similar a Nicotiana tabaco. Los puntos
terminales aproximados de la inversion se presentan en tridngulos en negritas. (Figura modificada de Downie y
Palmer, 1994).

comprender las relaciones taxonomicas en la
familia. De hecho, los métodos bioquimicos
tienen un gran potencial para resolver
preguntas acerca de la evolucion y filogenia
de las cactaceas. Actualmente, los estudios
quimiotaxonomicos han declinado, y en su
lugar los estudios de sistematica
micromolecular tienden al uso de las técnicas
de acidos desoxirribonucleicos (ADN).

En quimiotaxonomia, los productos
secundarios del metabolismo son de
importancia ya que representan productos
intermedios y-o finales de procesos
biosintéticos. La distribucion de metabolitos
varia entre los diferentes grupos de plantas,
por lo que su presencia o ausencia en las
diferentes rutas biosintéticas es util para
evaluar el grado de relacion filogenética. Es
evidente que estos productos pueden usarse
como marcadores taxonémicos. De hecho, las
betalainas representan un producto
secundario y también un marcador
taxonémico para el orden Caryophyliales.
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Los compuestos quimicos de utilidad en
quimiotaxonomia se clasifican de acuerdo a
su tamafio molecular en macro y
micromoléculas. Las macromoléculas
incluyen acidos nucleicos [acido ribonucleico
(ARN) y ADN] y proteinas, mientras que las
micromoléculas incluyen compuestos de
menor tamafio tales como alcaloides,
flavonoides, terpenoides y pigmentos lipidos,
entre otros. De estos compuestos secundarios,
las proteinas y flavonoides son las moléculas
que han proporcionado valiosa infermacion
en los estudios sistematicos de las cactaceas.
Wallace (1986) menciona con mas detalle las
principales técnicas bioquimicas que han sido
empleadas para estudiar las relaciones
taxonoémicas y evolutivas en la familia
Cactaceae.

Entre los estudios bioquimicos en la
familia se encuentran los siguientes: Wallace
y Fairbrothers (1986) usaron proteinas de la
semilla en diferentes poblaciones de Opuntia

humifusa, y determinaron que la variacion de
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rpoC1

exon 1

Intron

CONSENSUS
LAND PLANT
(tobacco)

Intron

CACTACEAE
Subfam. Pereskioideas Koz
Subfam. Opuntioldeas

CACTACEAE
Subfam. Cactoldras

exon 2 IGS

4173 bp

Fig. 12 - Representacién esquemitica de la pérdida del intron en el gene rpoCl. La subfamilia Pereskioideae y la

subfamilia Opuntioideae de la familia Cactaeae, al igual que la mayoria de plantas terrestres, presentan este intrén

en el ADN del cloroplasto, Sin embargo, esta region esta ausente en la subfamilia Cactoideae, lo cual es evidencia
monofilética para esta subfamilia.

esta especie se encuentra relacionada con
cambios en genotipos en poblaciones aisladas
y/o fijacion genética. Mas recientemente
Miller (1988) empled flavonoides florales
para determinar las relaciones filogenéticas
en Lchinocereus. Sus resultados indicaron
que los flavonoides tienen relativamente poco
uso filogenético a nivel de secciones; sin
embargo, estos compuestos quimicos fueron
utiles para establecer relaciones
interespecificas, particularmente en especies
que tienen caracteres florales similares.
Finalmente, Parker y Hamrick (1992) han
presentado una de las mas recientes e
importante contribuciones en términos de
estructura genética a nivel intrapoblacional en
la familia. Este estudio se ha realizado en el
cacto columnar Lophocereus schottii, que se
reproduce generalmente de manera asexual.
No obstante, analisis de isoenzimas sugieren
que en esta especie ambos tipos de
reproduccion (sexual y asexual) han sido
importantes para el mantenimiento de
diversidad genética.

Por otra parte, el empleo de técnicas
quimicas (aloenzimas) para determinar
variacion genética es de importancia en
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poblaciones en peligro o vias de extincién.
Una de las ventajas de los estudios de
variacién genética radica en 1a estimacion de
la diversidad genética y variabilidad a nivel
poblacional para planear estrategias de
conservacion y propagacion de especies
amenazadas y/o en peligro de extincion.
Igualmente, los coeficientes de identidad
genética pueden ser empleados para
determinar limites de especies en complejos
taxonémicos, en particular aquellos de origen
hibrido. Indudablemente, en la familia
Cactaceae estas técnicas pueden ser aplicadas
de inmediato, en especial en aquellas especies
que son vulnerables y/o que se encuentran
amenazadas de extincion. Un inventario y
monitoreo de esta naturaleza en especies
raras, 0 cuya densidad poblacional es muy
reducida, es de vital importancia para el
mantenimiento no solo de la variabilidad
genética sino también de la biodiversidad.

El ADN del cloroplasto y la Sistemdtica
Molecular Vegetal:

Recientemente se han publicado varios
articulos acerca dela utilidad y ventajas de los
métodos moleculares, en especial el uso de
ADN para determinar relaciones
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filogenéticas en plantas (Olmstead y Palmer,
1994; Palmer, 1994; Palmer; 1987; Palmer et
al., 1988).

El ADN del cloroplasto se encuentra
basicamente en todas las plantas terrestres, y
es similar en estructura y organizacion en los
diferentes grupos. Este genoma se encuentra
bien caracterizado en los cuatro principales
grupos de plantas (briofitas, pteridofitas,
gimnospermas y angiospermas), y
comparado con otros genomas (mitocondrial
y nuclear) es relativamente mas facil de
estudiar en laboratorio. El cloroplasto es un
organo de origen endosimbiodtico y contiene
la informacion genética responsable la
produccion de enzimas requeridas en
fotosintesis, transferencia de energia, y varios
ribosomas y otras proteinas.

Estructuralmente, el ADN del cloroplasto
es una molécula circular de aproximadamente
150 kilobases (1kb=1000 bp). Contiene
cuatro regiones: una copia sencilla grande
(LSC), una copia sencilla pequeiia (SSC), y
dos regiones invertidas (inverted repeat=IR)
que contienen copias exactas de la misma
secuencia, pero invertidas en una orientacion
opuesta (Fig. 10). El contenido y orden de
genes es muy estable en plantas fotosintéticas,
y se ha demostrado que la tasa de cambio
evolutivo en la molécula es apropiado para
estudios filogenéticos practicamente a
cualquier nivel taxonémico (Palmer, 1986,
1987; Palmer et al., 1988). Su tamafio
relativamente pequefio y naturaleza
conservadora lo hacen una molécula ideal, ya
que es facil de manipular y analizar con
diferentes técnicas (endonucleasas
restrictivas, secuencia genética). Ademas,
este genoma se presenta en multiples copias
por ende, su aislamiento del tejido
fotosintético es relativamente sencillo y
requiere pocas cantidades de tejido.

Los cambios estructurales del orden
genético en el genoma del cloroplasto son

eventos raros, por lo que son detectados
facilmente dada la naturaleza conservadora
de esta molécula. Asimismo, la probabilidad
de que estos rearreglos ocurran paralelamente
en otros grupos de plantas es baja. Los
rearreglos estructurales en el ADN del
cloroplasto son de varios tipos: inversiones
(cambios en la posicion de segmentos de
ADN cuyo orden genético es invertido),
deleciones (pérdida de secuencia de ADN),
inserciones (aumento de alguna(s)
secuencia(s) de ADN), y translocaciones
(movimiento de segmentos de ADN de una a
otra parte de genoma), Todos estos tipos de
cambios estructurales, aunque raros, se han
reportado en diversos grupos de plantas
vasculares y no vasculares, y son
interpretados como caracteres de gran
importancia filogenética ya que proporcionan
substancial apoyo para la definicion de linajes
evolutivos monofiléticos.
Algunos estudios en la familia que han
empleado sistematica molecular:
Inversion en el cpDNA. Inicialmente,
Wallace identifico la presencia de una
inversion de aproximadamente 6 kb en la
region de la copia sencilla grande (LSC) en
Pereskia sacharosa, y posteriormente
confirmo su presencia en miembros de las tres
subfamilias de Cactaceas, mostrando que
dicha inversion es caractaristica de la familia.
Esta rara inversion (Fig. 11) representa un
fuerte caracter filogenético que apoya el
origen monofilético de la familia. En un
estudio de los Caryophyllales, la misma
inversion ha sido reportada por Downie y
Palmer (1944) en P. sacharosa y ocurre
paralelamente en Chenopodium
(Chenopodiaceae). Por el contrario, taxa rep-
resentativo de otras familias dentro de los
Caryophyllales tales como Aizoaceae,
Basellaceae, Nyctaginaceae, Phytolaccaceae
y Portulacaceae, carecen de dicha inversion
en el ADN del cloroplasto y muestran
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consenso con el orden génico de esta regién
del cloroplasto con las plantas terrestres.
Pérdidadeun intron. La pérdida del intron
(region no codificadora de un gene) en el
genoma del cloroplasto representa otro
ejemplo de cambio estructural (delecion) en
este genoma. Esta delecidn fue detectada con
estudios que involucraron el complejo génico
responsable de la codificacion de dos
subunidades enzimaticas “C” para la
polimerasa ribosomal (rpoC1 y rpoC2).
Dichos experimentos incluyeron
amplificacion de un segmento del ADN del
cloropiasto utilizando la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) en el termociclo. Los
productos amplificados resultantes mostraron
diferencias en tamaiio, es decir, se observaron
productos amplificados con dos tamafios
diferentes. Dichos fragmentos dividieron los
taxa investigados en dos grupos distintos. En
el primer grupo se observaron fragmentos
amplificados tipicos de otras plantas
terrestres; este grupo incluyo miembros de las
familias Didieraceae, Portulacaceae y
Phytolaccaceae, asi como representantes de la
subfamilia Pereskioideae (Maihuenia Y
Pereskia) y Opuntioideae (Opuntia
phaeacantha, (). spinosior, O. subulata,
Pereskiopsis porteri, Quiabentia verticillala,
Prerocactus kuntzei, y Tacinga funalis). Los
representantes del segundo grupo, todos
circunscritos en la subfamilia Cactoideae,
mostraron un fragmento amplificado de
aproximadamente 740 pares de bases mas
corto que el observado en los representantes
del primer grupo. Con el fin de confirmar cual
fragmento del complejo génico se ha perdido
evolutivamente en esta subfamilia se llevaron
a cabo analisis de PCR y secuencia genética
en representantes de esta subfamilia. Con los
anterior se determind que la region no
codificadora o intron —region que separa las
subunidades 5’ y 3’ del exdén (regién
codificadora)— se ha perdido en los
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F. robustus
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Stenocactus lloydii
F.hamatacanthus
F. alamosanus
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Fig. 13.- Cladograma con las relaciones filogenéticas
del género Ferocactus y sus relaciones con miembros
de las subtribus Pachycereinae, Stenocereinae y otros
representantes de la tribu Cacteae. El cladograma
representa el arbol consenso de 8 arboles con
longitud=316 cambics, ¢ indice de consistencia=0.79
obtenido de 250 mutaciones observadas en el genoma
del cloroplasto con enzimas de restriccion.

miembros de la subfamilia Cactoideae
(Wallace y Cota, en revision). esta delecion
representa la sinapomorfia y evidencia de
origen monofilético para esta subfamilia (Fig,
12). Similarmente, la pérdida paralela del
intron del rpoC1 ha sido reportada en las
gramineas (Igloi et al., 1990), con la
excepcion de Anomochloa y Streptochaeta,
géneros que se consideran los mas primitivos
dentro de las gramineas. Evidentemente, la
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E. grusonii

E. ingens
E. grandis
E. horizonthalohius

E. texensis
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E. parryi

E. polycephalus v. poly.
E. polycephalus v. xera.
A. omatum

A. myiriostigma

A. capricorne

A. asterias

Fig. 14.- Relaciones filogenéticas de Astrophytum y Echinocactus basado en analisis del genoma del cloroplasto
con enzimas de restriccién. El arbol filogenético mas parsimonioso de longitud = 74 pasos, e indice de consistencia
=(.878 considera a Astrophytum como parte de Echinocactus, en tanto que la especie basal es E. grusonii. Los
numeros en los nodos del cladograma indican el numero de sitios de restriccion compartidos por miembros del
clado.

pérdida de este intrén en ambos grupos repre-
senta un caso mas de paralelismo y no es
indicacion de relacion filogenética alguna
entre ambos grupos.

Sitios de variacion restrictiva en el
cpDNA. Otra técnica para el estudio de
variacion en el ADN del cloroplasto incluye
el empleo de enzimas endonucleasas. Estas
enzimas estan caracterizadas porque
reconocen secuencias cortas de ADN, por lo
que cortan la doble hélice en sitios especificos
dentro o adyacente a las secuencias de
reconocimiento. Estas endonucleasas son
generalmente 4 a 6 a 8 pares de bases de
longitud, y cortan el ADN en fragmentos mas
cortos, que son mas sencillos de analizar. El
procedimiento basico implica el analisis de
la variacion estructural de la molécula en las
especies que se comparan, y la posterior
examinacion ¢ interpretacion de.los
fragmentos de ADN generados por tales
reacciones. El resultado es que de la molécula
circular se obtiene una serie de fragmentos
originados por cada enzima de acuerdo al sitio
restrictivo (secuencia) que reconoce. Los

cambios en la secuencia de reconocimiento se
pueden presentar durante 1a historia evolutiva
de las plantas, y pueden representar la pérdida
de sitios de restriccion, o la ganancia de un
sitio de restriccion donde anteriormente no
existia ninguno, de aqui las diferencias en los
tamaiios de los fragmentos.

Los tamafios de los fragmentos de ADN
pueden ser deducidos empleando técnicas de
electroforesis, hibridacion de ADN
(generalmente con una sonda de tabaco), y
autorradiografia. Con el fin de generar el
mayor numero de fragmentos de ADN asi
como un mayor nimero de cambios en sitios
de restriccion, es recomendable usar una serie
de 15-20 o mas enzimas de restriccion. Con
lo anterior, se puede determinar la presencia
o ausencia de un sitio de restriccion en
particular, o sitios restrictivos en la molécula
de ADN del cloroplasto investigada de un
determinado linaje o grupo de plantas. Esta
técnica se explica con mayor detalle en
Olmstead y Palmer (1994). La presencia. o
ausencia de sitios de restriccion pueden ser
usados como marcadores taxonomicos, ya
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que cuando son analizados
cladisticamente, los cambios en
sitios de restriccion sirven para
definir linajes evolutivos, cuya
filogenia puede representarse en
cladogramas.

‘A la fecha, existen una gran
cantidad de estudios filogenéticos
que han empleado enzimas de
restriccion a niveles interespe-
cificos y/o intergenéricos. Estos

E. leucanthus
_: E. viridiflorus
E. reichenbachii

E. polyacanthus

b £, sCheeri

s £ fendleri

E. enneacanthus
s [, pentalophius

E. ferreirianus

E. brandegeei
Morangayai - E. pensilis

Morangaya2 - E. pensilis
l— Morangaya3 - E. pensilis
Nyctocereus serpentinus
Nyctocereus oaxagensis

estudios han sido de considerable
importancia para establecer

Peniocereus striatus
Peniocereus viperinus
— Acanthocereus sp.

relaciones filogenéticas en

e I epiocereus quadricost.
Bergerocactus emoryi

diferente$ grupos de organismos a
varios niveles taxonomicos como
por ejemplo, familia, subfamilia,

Selenicereus chontalensis

tribu. Sin embargo, a estos niveles,
el problema de homologia en sitios
de restricciéon entra en
consideracion. En este respecto

€I =

Selenicereus innesii
Selenicereus inermis
Hylocereus trigonus
Hylocereus undatus
Aporocactus flagelliform.

Aporocactus martianus
Epiphyllum phyllanthus
Harrisia divaricata

Harrisia earlei

Olmstead y Palmer (1994)
cuestionan la homologia de
fragmentos observados. A
continuacion, se mencionan
brevemente algunos de los
estudios con enzimas de
restriccion en la familia.

I Relaciones filogenéticas de
Ferocactus con cacticeas
columnares y otros miembros de
la Tribu Cacteae.

A pesar de los tratamientos taxonémicos
conducidos en el género Ferocactus en los
pasados 70 afios, aun no existe acuerdo en el
nimero de especies que lo componen. El
numerc de especies propuestas ha variado
entre los diferentes autores. Britton y Rose
(1922) consideran 30; Lindsay (1955) incluye
25 especies y 10 variedades, Taylor (1984)
reconoce también 25 especies con 15
variedades, y Bravo y Sanchez-Mejorada
(1991) aceptan 29 especies.

Recientes estudios (Taylor, 1984) han
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Harrisia brookei

Fig. 15.- Cladograma que muestra la posicion filogenética de
Lchinocereus (Morangava) pensilis. Basado en analisis del ADN del
cloroplasto con enzimas de restriceion. La letra “E” representa el
punto en el que se define el linaje monofilético para Echinocereus. v
que muestra como especie basal a E. (Morangava) pensilis. 1a letra
“H™ indica el linaje que contiene los taxa incluidos en Tribu
Hylocereeae, v que Harrisia no mostro relaciones con miembros de la
Tnbu Echinocereeae o Hylocereeae. Otros datos moleculares
relacionan Harrisia con miembros de la Tribu Trichocereeae.

sugenido que Ferocactus flavovirens es la
especie ancestral, a partir de la cual se
“originaron y radiaron” las otras especies del
género y que a su vez probablemente repre-
senta el “punto de unidon” entre cactaceas
columnares de la tribu Pachycereeae y
cactaceas cilindricas de la Tribu Cacteae. A
este respecto Gibson (1988, 1992), ha
indicado que similitudes tales como la
esclerificacion en las puntas de las bracteas o
escamas del pericarpelo y tubos florales
sucede tanto en cactaceas columnares de la
Tribu Pachycereeae, subtribu Pachycereinae
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(Pachycereus por ejemplo) y subtribu
Stenocereinae (tal como Escontria chiotillay
Mytillocactus cochal) asi como en las
Browningias del Perti y F. flavovirens de la
Tribu Cacteae. Estas especies, tienen en
comun en que tienen flores cortas con
escamas esclerificadas, sin embargo, el grado
de relacion no es claro, por lo cual, lo anterior
ha ocasionado las siguiente preguntas: ;Se
originaron estas escamas esclerificadas al
mismo tiempo en los diferentes linajes o
evolucionaron paralelamente?; Es F.
flavovirens 1a especie basal (primitiva) dentro
del género?;Cuales son las relaciones
filogenéticas de Ferocactus, en especial F.
flavovirens con cactaceas columnares de las
subtribus Pachycereinae y Stenocereinae?
Con el fin de determinar la posible
posicion basal de Ferocactus, asi como para
comprender el grado de relacion de este
género con miembros de las subtribus
Pachycereinae y Stenocereinae y miembros
de las tribu Cacteae actualmente se realiza un
estudio con enzimas de restriccion. En dicho
analisis se incluyeron taxa representativos de
las mencionadas categorias taxonomicas,
ademas de los grupos externos para fines de
polarizacion de caracteres. Aunque
preliminares, los resultados han dado
respuesta a algunas de nuestras preguntas.
Con las 250 mutaciones (cambios de sitios de
restriccion) observadas en el genoma del
cloroplasto, con ayuda del programa de
Analisis Filogenético Usando PAUP
(Phylogenetic Analysis Using PAUP) se
obtuvo un cladograma (hipotesis evolutiva)
que muestra la recontruccion filogenética
preliminar entre los taxa incluidos en el
estudio. El arbol filogenético (Fig. 13) es
explicitoy sugiere lo siguiente: 1) F-erocactus
parece ser parafilético, es decir, Echinocactus
grusonii y Stenocactus flovdii se encuentran
incluidos en el clado Ferocactus, 2)
aparentemente /. flavovirens es una de las
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especies mas avanzadas del género, y
contrariamente a lo sugerido por otros autores,
F. glaucescens y F. histrix junto con F.
grusonii aparecen como especies basales;y 3)
con las especies analizadas no hay evidencia
de una directa relacion filogenética entre
Escontria (u otro miembro de la subtribu
Stenocereinae) y Ferocactus. La inclusion-de
un mayor numero de especies puede en el
futuro, clarificar la relacion interespecifica y
seccional en el género.

I1. Relaciones intergenéricas entre
Astrophytum 'y Echinocactus.

Historicamente, Echinocacius, como
género ha incluido cactaceas en forma de
barril de América del Norte y Sur.
Actualmente, el género es circunscrito dentro
de la tribu Cacteae con 6 especies distribuidas
en América del Norte (Gibson y Nobel, 1986;
Barthlott y Hunt, 1993). A su vez, Buxbaum
(1958), circunscribio el género Astrophytum
en la tribu Notocacteae, asimismo, otros
autores (Benson, 1982; Weniger, 1984)1lo han
considerado como parte del género
Echinocactus: Actualmente, ambos géneros
son reconocidos, y recientes clasificaciones
(Gibson and Nobel, 1986, Hunt and Taylor,
1986; Barthlott and Hunt, 1993) los ubican en
la tribu Cacteae.

Con el objeto de examinar las relaciones
evolutivas entre estos dos géneros, asi como
para proporcionar posible evidencia de
alguna relacion filogenética entre
Astrophytum v miembros de la tribu
Notocacteae, Wallace (en prensa) realizé un
estudio con 18 enzimas de restriccion
siguiendo los protocolos mencionados en la
seccion anterior. En dicho analisis se
identificaron 95 mutaciones, de las cuales 65
fueron fitogenéticamente informativas. El
cladograma resultante del analisis
filogenético (Fig. 14) sugiere lo siguiente: 1)
Astrophytum y Echinocactus se encuentran
incluidos en un mismo grupo monofilético en
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el que E. grussoni aparece como la especie
basal (primitiva); 2) no hay relacion aparente
entre Astrophytum y los miembros de la Tribu
Notocacteae; y 3) si ignoramos a k. grusonii
momentaneamente, Asfrophytum y Echino-
cactus resultan ser monofiléticos: Con estos
resultados, Wallace (en prensa) cuestiona el
uso de Astrophytum como género. En este
caso al aceptar taxa monofiléticos, entonces
Astrophytum quedaria incluido dentro de
Fchinocactus 'y como consecuencia
FEchinocactis deberia incluir 11 especies. Por
el contrario, reconociendo Astrophytum
(como hemos hecho desde que se describio el
género), creamos una clasificacion
parafilética de Echinocactus (no todos los
descendientes del ancestro se encuentran
incluidos), lo cual no es recomendable en una
clasificacion derivada filogenéticamente. Sin
embargo, el hecho de aceptar Astrophytum
dentro de Echinocactus puede ser otro motivo
de controversia, ya que tradicionalmente
hemos reconocido Astrophytum. Por
cuestiones practicas resulta mas sencillo
continuar tratando ambos géneros por
separado, pero es conveniente tener en mente
el grado de relacion filogenética que estos dos
géneros guardan entre si, asi como el
concepto de clasificaciones basadas en
grupos monofiléticos.

111. Posicion taxonomica de
Echinocereus (Morangaya) pensilis: La
posicion filogenética de este controvertido
género ha sido materia de discusion por
muchos aifios. Sus caracteristicas
morfologicas han servido para relacionarlo
con varins miembros de la Tribu Hylocereeae
(Gibson y Nobel, 1986; Moran, 1977) asi
como con el género Echinocereus (Taylor,
1985). No obstante, Rowley (1974) propuso
el género Morangaya debido a algunas de las
caracteristicas Unicas que presenta.

Desde el punto de vista citologico, E.
pensilis es diploide, con férmula cariotipica
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Fig. 16.- Filogenia general de la familia Cactaceae (por
tribus o subfamilias) basado en analisis comparativo de
la secuencia del gene rbel. en 46 taxa. El cladograma
de la figura representa el arbol estricto del consenso de
1,338 arboles igualmente parsimoniosos, cada uno con
longitud = 763 pasos, ¢ indice de consistencia = 0.779.
En el cladograma se observan cuatro linajes
monofiléticos basales para la familia: Cactoideae,
Opuntioideae, Maihuenia 'y Pereskia, asi como vanas
tribus monotiléticas en la subfamilia Cactoideae. Fig.
modificada de Wallace (en prensa).

(8 m + 3 sm) y tres satélites localizados en los
cromosomas 5, 8, y 10 (Cota, 1991). La
misma férmula cariotipica, numero y
posicion de satélites se observo en
Nyctocereus serpentinus (Palomino et al,
1988). Sin embargo, y a pesar de las
caracteristicas a nivel cromosomico entre las
dos especies, el dilema taxonomico quedo
aun sin resolver. Mas recientemente, Wallace
y Forquer (1995) en un estudio molecular
usando enzimas de restriccion encontraron
que E. pensilis no muestra afinidad alguna
con miembros de la Tribu Hylocereeae,
incluyendo Aporocactus (Fig. 15). Por el
contrario se determiné que E. pensilis tiene
una posicion basal en Echinocereus (sensu
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Taylor, 1985), con lo que los autores
concluyen que la posicion basal que Taylor
(1985) da a esta especie esta de acuerdo con
la filogenia del genoma del cloroplasto.
Asimismo, el analisis molecular sugiere que
la Seccién Morangaya deberia considerarse a
nivel subgenérico, tal y como Taylor (1993)
propone.

Finalmente, como parte de los estudios
moleculares, Wallace (en prensa) ha
generado la informacion necesaria para
reconstruir la filogenia de género Pereskia
basado en analisis del genoma del cloroplasto
utilizando enzimas de restriccion. Dicha
informacion sugiere origen monofilético de
Pereskia. Sin embargo, la circunscripcion de
la subfamilia Pereskioideae necesita ser
examinada con mayor detalle para definir las
relaciones filogenéticas entre Pereskia y
Maihuenia: Para mayor detalle sobre la
filogenia de Pereskia se recomienda al lector
consultar Wallace (en prensa).

Analisis Comparativos de Secuencia
Génica:

El estudio de los acidos nucleicos, en
especial la secuencia génica, es una de las
técnicas mas efectivas en sistematica
molecular. Estudios comparativos de la
secuencia génica se han aplicado
exitosamente en diversos grupos vegetales
para explicar algunos de los modelos
evolutivos y relaciones filogenéticas (ver
Downie y Palmer, 1994 para referencias bi-
bliograficas adicionales). Los métodos de
secuenciamiento son relativamente sencillos
y actualmente se aplican en diferentes genes
de los diferentes genomas (nuclear,
cloroplasto y mitocondrial). En genética
molecular, los analisis de secuenciamiento
proveen informaciéon acerca de los
mecanismos de deleciones, transposiciones
de genes y otros eventos. Asimismo, estos
analisis son fuente de una enorme cantidad de
datos que proveen un amplio espectro de
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marcadores moleculares hereditarios utiles,
para inferir historias evolutivas y relaciones
filogenéticas a diferentes niveles.

Entre las ventajas de los datos generados a
través de métodos de secuenciamiento es que
son relativamente faciles de obtener y
analizar. En general, los métodos de
secuencia génica involucran varios pasos
(Hillis et al., 1990): 1) Identificacion de la
secuencia o gene de interés; 2) aislamiento y
purificacion de la secuencia/gene de interés;
3) secuencia de acidos nucleicos, 4)
alineamiento de secuencias homologas,
generalmente en genes ortologos (genes
originados a través de eventos de especiacion
y no a través de eventos de duplicacion);y 5)
analisis cladistico e interpretacion de
resultados.

Varios genes informativos o fragmentos de
ADN han sido de importancia para entender
procesos evolutivos y genéticos en plantas.
Actualmente genes nucleares y del
cloroplasto estan siendo estudiados en
términos de la tasa de sustitucion de
nucledtidos. *Entre los genes nucleares se
encuentran los espacios internos transcritos
(ITS1 y ITS2) del 185-26S ADN ribosomal
nuclear, ademas del 5S y los mismos 18S y
26S. A su vez, anivel de cloroplasto, entre los
genes que mas han contribuido a los estudios
tilogenéticos se encuentran la unidad larga de
la 3.5 ribulosa-carboxilosa (récl), vy la
unidad F del gene de la nitrogenasa-
dehidrogenasa (ndhF), un gene de la cadena
fotorrespiratoria involucrado en parte en el
transporte de electrones

I. Secuencia comparativa del gene rbcl..

El gene rbcL se encuentra en la region de
la copia sencilla pequefia (Fig. 10), y tiene
aproximadamente 1,400 pares de bases de
longitud. Wallace (en prep.) presento los
resultados filogenéticos obtenidos en los
principales grupos de cactaceas basado en
analisis comparativo de secuencia del gene
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rbcL. En dicho estudio el autor reconstruye la
filogenia de la familia investigando
aproximadamente 50 taxa pertenecientes alas
diferentes subfamilias y tribus (Fig. 16). El
analisis cladistico proporciona suficiente
apoyo de monofilia para las subfamilias
Opuntioideae y Cactoideae. Sin embargo,
Maihuenia aparece distante de Pereskia por
lo que la subfamilia Pereskioideae aparece
como parafilética; tal parece que las
circunscripciones en esta subfamilia
necesitan ser reevaluadas. Para la subfamilia
Cactoideae, cada uno de los clados para las
tribus Cacteae, Hylocereeae, Notocacteae y
Rhipsalidae estan en general bien
caracterizados por substituciones
nucleotidicas tinicas. En el cladograma se
observa menos resolucion en las cactaceas
columnares de las tribus Browninigieae,
Cereeae, Leptocereeae, Pachycereeae y
Trichocereeae.
IL Estudios comparativos en el gene ndhF:

A la fecha se ha iniciado la secuencia del
gene ndhF en el género Ferocactus y varias
especies de las subfamilias Pereskioideae y
Cactoideae ademas de otras cacticeas
columnares de la Tribu Pachycereeae (Cotay
Wallace, en prep.) Este gene, tiene una
longitud aproximada de 2200 pares de bases,
y la tasa de substitucion es tres veces mas alta
que la del gene rbcl (Kim y Jansen, en
prensa), y es mas util a niveles taxonémicos
inferiores debido al mayor numero de sitios
filogenéticamente informativos. En el gene
estructural ndhF también ocurren mutaciones
puntuales y de longitud, sin embargo,
cambios estructurales tales como inversiones
y deleciones se presentan principalmente en
la region terminal 3’ del gene, misma que
muestra una tasa de substitucion mas alta que
la region 5°.

Los resultados preliminares de la
secuencia del gene ndhF se muestran en el
cladograma de la Figura 17, tomando
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Pereskia
Pereskiopsis porteri
_E Opuntia phaeacantha

Coplapoa cogquimbana
E Stenocereus thurberi
Escontria chiotilla

F. flavovirens

F. histrix

F. robustus

F. lindsayi
E F. acanthodes
F. wislizeni
Fig. 17.- Resultados preliminares de las relaciones
filogenéticas entre cactaceas columnares de la Tribu
Pachycereeae (subtribus Pachycereinae y
Stenocereinae) y el género Ferocactus basada en
estudios comparativos de secuencia del gene del
cloroplasto ndhF, y usando como grupo externo a
Portulaca oleracea. En el cladograma se observa lo
siguiente: 1) en Ferocactus, la especie F. flavovirens
aparece como una de las especies mas avanzadas; 2) las
cactaceas columnares de la Tribu Pachycereeae no
muestian relacion directa con Ferocactus; 3)
Maihuencia aparece fuera del clado de la subfamilia
Pereskioideae por lo que su relacién con esta

subfamilia es cuestionable. Estos resultados coinciden
con los estudios con enzimas de restriccion.

Portulaca oleracea como grupo extemo. La
interpretacion tentativa es la siguiente, sin
embargo, latopologia general del arbol puede
cambiar a medida que otras especies se
incluyan en el estudio: 1)no hay relacién entre
Ferocactus y cactaceas columnares de la
Tribu Pachycereeae, por lo que cualquier
apariencia en similitud de caracteres puede
ser dada por evolucion convergente; 2)
Ferocactus aparece como un linaje
monofilético (a diferencia del resultado
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parafilético obtenido con enzimas de
restriccion ). Sin embargo, la inclusion de
otros taxa de la subfamilia Cactoideae puede
proporcionar una mejor resoluciéon de los
resultados filogenéticos a nivel intergenérico,
por lo tanto la monofilia de Ferocactus debe
por el momento tomarse con precaucion hasta
un nuevo andlisis; 3) Ferocactus parece estar
subdividido en dos secciones, las que en
principio coinciden con aquellas propuestas
por Taylor (1984); y 4) Maihuenia aparece
completamente distante de Pereskia, y ambos
linajes se interpretan como diferentes grupos
monofiléticos. En este caso, resulta notorio
que ambas fuentes de datos (secuencia de
genes rbcL y ndhF) indican Ia necesidad de
reevaluacion taxonomica de la subfamilia
Pereskioideae con el fin de resolver preguntas
como: (Es Maihuenia miembro de la
subfamilia Pereskiodeae? De no ser asi,  serfa
necesario considerar un cambio taxonémico
para Maihuenia? .

Otros proyectos que actualmente se realizan en el
laboratorio de biologia molecular del segundo autor son:
1) relaciones filogenéticas interespecificas en Opuntia y
otros taxa cercanos de la subfamilia Opuntioideae, tales
como Pereskiopsis, Pterocactus, Quiabentia, y Tacinga,
2jestudios filogenéticos en la Tribu Rhipsalidae con el
fin de determinar el linaje terrestre que dio origen a esta
tribu epifita asi como para establecer las relaciones entre
Hatiora, Lepismium, Rhipsalis, Rhipsalidopsis, y
Schiumbergera. Igualmente, el disefio de varios otros
proyectos involucrando complejos taxondmicos de
Sudamérica se encuentran en proceso. Estos estudios
también combinan aspectos de morfometria,
biogeografia, y biologia reproductiva entre otros.

El proyecto filogenético de la familia es
bastante ambicioso y llevara mucho tiempo
pararesolver todas las preguntas filogenéticas
que nos hemos planteado. Sin embargo,
consideramos que en un futuro préximo
podremos presentar en forma méas clara
algunos de los aspectos filogenéticos en los
principales grupos de la familia. Los
resultados que se incluyen en este articulo
representan de una manera muy abreviada
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aquellos obtenidos en los tltimos tres afios de

investigacion.
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ENGLISH SUMMARY

The classification of the family Cactaceae has been
traditionally based upon morphological characters which
have been shown to be variable, and for a number of
groups within the family, have evolved in parallel. The
phylogenetic study of Cactaceae has only recently been
researched, following the pioneering morphological
studies of Buxbaum (1958) for the subfamily Cactoideae
and for other members of the family. To date, the degree
of relatedness within and among the different subfamilial,
tribal and generic groups has not been adequately
determined. [t appears that the sole use of morphological
traits does not provide sufficient data from which the
phylogeny of cactus lineages may be reliably deduced.
Conversely, studies on the cytology and molecular
variation have improved our ability to interpret the
evolution and pattern of divergence of the cacti, they have
provided a morphologically-independient source of data
which may be used in concert with morphological,
geographic, and other data. This paper reviews the
contributions of both cytological and molecular data
toward establishing a phylogenetically-based
classification for the Cactaceae.

Cytology: Cytological studies of the cacti have been
undertaken since the mid 1930’s, and analyses of both
mitotic and meiotic material have provided valuable
information about the levels of ploidy in each of the three
subfamilies and in some genera, such as Opuntia and
Echinocereus. In the Cactaceae, cytotaxonomic studies
have proved to be useful in understanding processes of
hybridization and poliploidy in Opuntia, as well as to
investigate the distribution of polyploids within specific
groups of cacti. For example polyploids in subfamily
Opuntioideae are more commeon in the Southern
hemisphere (Pinkava et al., 1992)., and polyploids in
Echinodereus are distributed at higher elevations and
latitudes that their diploid relatives (Cota and Wallace, in
press). Finally, cytological studies have also involved the
analyses of chromosome morphology in both diploid and
polyploid species. While many additional taxa need to be

investigated to develop a family-wide summary of
chromosome morphology, the studies that have been
presented have shown that the karyotypes of the
examined taxa are symmetric with small chromosomes,
mostly metacentric, and/or with a few pairs of
submetacentric chromosomes and satellites.

Molecular studies: Techniques in molecular biology
involving the use of both macro and micromolecules are
powerful tool to study plant phylogeny and evolution.
Since molecular studies use chemical compounds to char-
acterize a particular metabolic pathway, their presence or
abscence can be used as taxonomic markers to distinguish
specific groups of plants (Wallace, 1986).

In the Cactaceae, different classes of molecules have
been used for taxonomic purposes, e.g., proteins in
Opuntia humifusato determine levels of genetic variation
(Wallace and Fairbrothers, 1986), flavonoids in
Echinocereus (Miller, 1988) to determine phylogenetic
relationships within the genus, and allozyme variation in
Lophocereus schottii (Parker and Hamrick, 1992) to
determine intrapopulational genetic variability and
clonal population structure.

With the development of molecular biological
techniques studies in plant phylogeny have increasingly
involved the use of nucleic acids from both nuclear and
chloroplast genomes. Genes and non-coding regions
evolve at different rates, therefore the level of nucleotide
substitution can be used at different taxonomic levels. In
the Cactaceae studies in molecular systematics have
primarily involved the use of the chloroplast
DNA(cpDNA) using two molecular techniques: the
analisys of the chloroplast genome with restriction
enzymes allow us to detect structural rearrangements,
e.g., insertions and deletions, and involves the complete
circular molecule (Fig.10). In contrast, sequencing the
identified gene is accomplished by via the polymerase
chain reaction (PCR) and followed by standard
sequencing reactions. A more detailed description of the
studies involving the analysis of restriction site variation
in the cpDNA and gene sequencing of the genes rbcL. and
ndhF in the Cactaceae can be obtained in the references
cited herein.

Inversion in the cpDNA: A ca.6kb inversion in the large
single copy regions has been identified in the chloroplast
genome of Pereskia sacharosa, it also occurs in parallel
in Chenopodium in the family Chenopodiaceae (Downie
and Palmer, 1944). Similarly, Wallace (unpub.)
confirmed the presence of this inversion in the same taxon
and other representative members of all subfamilies of
the Cactaceae (Fig. 11) Members of other families of the
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Caryophyllales, such as Aizoaceae, Basellaceae,
Didiereaceae, Nyctaginaceae, Phytolaccaceae, and
Portulacaceae lack this inversion.

Loss of an intron: The loss of the intron from the
chloroplast gene complex responsible of the enzymatic
subunits “C™ for the ribosomal polymerase (rpoC1 and
rpoC2) has recently been confirmed in one group of cacti
(Wallace and Cota, submitted). this intron loss was
detected via the polymerase chain reaction (PCR) when
size polymorphism was detected in amplified products of
samples from various cacti of this region of the
chioroplast genome. The delection was confirmed by
sequencing through this region, showing that the intron
was lost entirely. This study confirmed that the intron
sequence (approximately 740 bp) which separates the 5°
and 3’evons of the gene rpoC1 (Fig. 12 ) is present in
Opuntioideae and Pereskioideae and has been complety
lost 1n all members of subfamily Cactoideae and repre-
sents a robust evidence of 'monophyly for Cactoideae.

Phylogenetic relationships of Ferocactus with
columnar cacti and other members of Tribe Cacteae.
Over the years there has been disagreement in terms of
the number of species in the genus Ferocactus in the
different taxonomic treatments, e.g., Taylor, 1984; Bravo
and Sanchez-Mejorada, 1991. In addition, much of the
phyvlogeny and origin of the genus and related taxa
remains unclear. In order to answer questions such as: 1)
is Ferocactus monophyletic? 2) is £ flavovirens a basal
species within the genus?, and 3) what are the
phvlogenetic relationships of Ferocactus, in perticular F.
flavovirens with columnar cacti of subtribes
Pachycereinae and Stenocereinae?, a study of cpDNA
restrictions sile variation has been mitiated.

Cladistic analysis has provided the following
preliminary results (see Fig. 13): 1) F flavovirens seems
1o be one of the most “advanced” species within the
genus, while F. glaucescens and F. histrix appear as basal
members together with Echinocactus grusonir, 2) the
genus appears to be paraphyletic, e.g., Echinocactus
grusonii and Stenocactus lloydii are included in the
Ferocactus clade, and 3) there is no direct relationship
between Escontria or any other member of subtribe
Stenocereinae with Ferocactus or members of Tribe
Cacteae, despite their close geographic relationship.

Intergeneric relationship between Astrophyium and
Echinocactus (Fig. 14) Wallace (submited) using a
cladistic analysis of ¢pDNA restriction site variation,
found that 1) 4strophvium and Echinocactus are included
in the same monophyletic group together with E.
grusonii, as the basal species, 2) there was no relationship
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detected between Astrophytum and members of the Tribe
Notocacteae; and 3) considering both Astrophytum and
Echinocactus as different genera creates a paraphyletic
Echinocactus, which works well for practical purposes.
However, it is important to bear in mind the importance
of monophyletic classifications.

Taxonomic position of Echinocereus (Morangaya)
pensilis. The taxonomic position and intergeneric
affinities of Echinocereus (Morangaya) pensilis have
been discussed by a variety of authors (Gibson and Nobel
1986; Moran 1977, Rowley 1974; Taylor 1985, 1993).
There is still controversy about whether this species
belong within Echinocereus, whether it should be
considered a monotype, and if there is any association of
this species to members of Tribe Hylocereeae. Neither
morphological data nor cytological data provided
conclusive evidence to resolve this issue. Molecular
systematic techniques using analysis of restriction site
variation have provided evidence to determine the
phylogenetic placement of E. pensilis, as well as to
suggest other relationships in tribes Echinocereeae.
Wallace and Forquer (1995) showed that E. pensilis has
no relationship with members of Tribe Hylocereeae, e.g.,
Aporocactus as suggested by Moran (1977). It was found
that E. pensilis is phylogenetically associated to the genus
Echinocereus (Fig. 15) occupying a basal position within
it, thus confirming Taylor’s (1985) phylogenetic
assumption about the primitiveness of this species in the
genus. In addition, this datum suggests that Section
Morangaya (sensu Taylor, 1985) might best considered
at the subgeneric level as proposed by Taylor (1993).
Gene sequencing:

To date, most of the studies based on gene sequencing
for the family have been conducted with the chloroplast
genes rbeL and ndhF. Similarly, sequencing studies have
been initiated in the Internal Transcriber Spacer (ITS!
and ITS2) regions of the nuclear ribosomal DNA repeat.

Comparative sequence analysis of the rbeL gene: This
gene which encodes the large subumit of the protein
ribulose biphosphate carboxilase is approximately 1,400
base pair long and has been proven to be of considerable
importance lo phylogenetic studies at the familial, tribal,
and generic levels. Phylogenetic analysis (Wallace, in
press) of aligned sequences of approximately 50 repre-
sentative species from throughout the Cactaceae suggests
the following: 1) both subfamilies, Opuntioideae and
Cactoideae are monophyletic, and 2) Maihuenia does not
form a monophyletic lineage with Pereskia (Fig. 16).
This further suggests that the subfamily Pereskioideae as
currently circumscribed i1s paraphyletic and the
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classification of this group needs to be reevaluated. In the
subfamily Cactoideae, the clades for tribes Cacteae,
Hylocereeae, Notocacteae, and Rhipsalideae are well-
defined by unique synapomorphic nucleotide
substitutions, whereas the clades of columnar cacti (tribes
Browningieae, Cereeae, Leptocereeae, Pachycereeae,
and Trichocereeae) are less resolved. Comparisons of
phylogenies generated from rbcL gene sequences will be
evaluated.

Comparative sequence analysis of the ndhF gene. The
ndhF gene is approximately 2,200 bp long and has a rate
of nucleotide substitution several times higher than the
rbcl, gene (Kim and Jensen, in press), thus providing
more phylogenetic information for studies at higher

levels. Phylogenetic studies based on sequence analysis
of the gene ndhF for the genus Ferocactus and other cacti
are in progress. Preliminary results of this study (Cota and
Wallace, in prep.) indicate that 1) there is no relationship
between Ferocactus and columnar cacti of Tribe
Pachycereeae; 2) Ferocactus appears as a monophyletic
lineage, although further sampling may change the
topology of the tree; 3) within Ferocactus two groups
have been shown as taxonomic sections, which in part
supports Taylor’s (1984) hypothesis; and 4) the
phylogenetic analysis ndhF sequences provides
corroborating evidence similar to that observed with the
rbcL gene, i.e., Maihuenia was not shown to be the sister
group to Pereskia.






