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Resumen

RESUMEN

En Argentina habitan 14 taxones epifitos de Cactaceae, los cuales se agrupan en tres linajes
independientes de la subfamilia Cactoideae: Hylocereinae, Rhipsalideae y el género Pfeiffera.
Se estudiaron los cromosomas mitéticos en 53 muestras de cactus epifitos, pertenecientes a
Epiphyllum phyllanthus, Selenicereus setaceus, las seis especies de Lepismium, tres de Rhipsalis
y dos de Pfeiffera mediante técnicas de tincién convencional, bandeo cromosdmico
fluorescente e hibridacion in situ fluorescente de ambos genes ribosomales (18-5,8-26S y 5S).
A excepcion del tetraploide Selenicereus setaceus (2n = 44), todos los taxones fueron diploides
(2n = 22). El nimero basico fue x = 11 como en los restantes miembros conocidos de la familia.
Los cromosomas resultaron similares entre todos los taxones estudiados, tanto en morfologia
(m) como en tamafio (1,24 — 3,09 um). Se identificd un Unico tipo de heterocromatina rica en
pares de bases CG, siempre asociada a las constricciones secundarias. Excepcionalmente, L.
lorentzianum presentd un par de bandas CMA"/DAPI en la regién paracentromérica del brazo
corto del par cromosdmico 2. El gen ribosdmico 18-5,8-26S se localizé en la constriccidn
secundaria del cromosoma de mayor tamaiio y el nimero de locus se corresponde con el nivel
de ploidia en todo los casos. Las caracteristicas cariotipicas de los cactus epifitos estudiados,
tanto en la simetria cromosdmica, la localizacidn y tipo de heterocromatina, como la ubicacién
y nimero del gen ribosomal 18-5,8-26S, concordaron con las de otras Cactaceas anteriormente
estudiadas. El patréon de distribucién del gen ribosdmico 5S fue variable entre los diferentes
linajes epifitos. En las especies diploides de Hylocereinae, las especies de Rhipsalis y tres
miembros de Lepismium se localizd un Unico locus 5S, mientras que en ambos miembros de
Pfeiffera y los restantes representantes de Lepismium presentaron dos loci. En L. lorentzianun
y L. warmingianum, uno de los loci 5S es sinténico con el gen ribosomal 18-5,8-26S. Se propuso
un modelo de cambio cromosémico para Lepismium  involucrando  dos
duplicaciones/translocaciones independientes del gen 5S. En el tetraploide S. setaceus se
encontraron cinco loci del gen 5S: dos paracentroméricos, dos distales y uno sinténico a un
locus 18-5,8-26S. La diversificacion en los linajes epifitos de Cactaceae aparentemente estuvo
acompafiada por algunas variaciones estructurales que involucraron al gen ribosomal 5S; sin
embargo, el gen 18-5,8-26S, el contenido y ubicacidon de la heterocromatina y la simetria

cariotipica se mantienen conservados entre los miembros de Cactaceae estudiados.



Abstract

ABSTRACT

Fourteen epiphytic Cactaceae taxa live in Argentina, which are grouped into three independent
lineages of the subfamily Cactoideae: Hylocereinae, Rhipsalideae, and the genus Pfeiffera.
Mitotic chromosomes were studied in 53 samples of epiphytic cacti belonging to Epiphyllum
phyllanthus, Selenicereus setaceus, six species of Lepismium, three species Rhipsalis, and two
species Pfeiffera by conventional staining techniques, fluorescent chromosome banding and
fluorescence in situ hybridization of both ribosomal genes (18-5.8-26 S and 5S). With the
exception of the tetraploid Selenicereus setaceus (2n = 44), all taxa were diploid (2n = 22). The
basic number x = 11 was found as in the studied members of the family. Chromosome
morphology (m) and size (1.24 — 3.09 um) were similar among all taxa. We identified only GC
rich heterochromatin, always associated with the secondary constrictions. Exceptionally, L.
lorentzianum had a pair of CMA*/DAPI" paracentromeric bands on the short arm of
chromosome pair #2. The 18-5.8-26S ribosomal gene was localized on the secondary
constrictions of the longest chromosome pair, and their number agreed with the ploidy level in
all cases. Karyotypic features of epiphytic cacti here studied were similar in chromosome
symmetry, location, and type of heterochromatin and the location and number of 18-5.8-26S
ribosomal gene to other examined members of Cacti. The location and number of the 5S
ribosomal gene was variable among the different lineages, but was always placed in the
paracentromeric region. In the diploid species of Hylocereinae, Rhipsalis, and three members
Lepismium a single 5S locus was found, while both members of Pfeiffera and the remaining
Lepismium presented two loci. In L. lorentzianun and L. warmingianum, one ribosomal 5S gene
locus was syntenic with 18-5.8-26S. We proposed a model chromosome change for Lepismium,
that involving two independent doublings/translocations of the 5S gene. In the tetraploid S.
setaceus five 55 gene loci, two paracentromeric, two distal, and one syntenic to 18-5.8-26S
locus were found. The diversification in epiphytic lineages of Cactaceae was apparently
accompanied by some structural changes involving the ribosomal 5S gene, but the 18-5.8-26S
gene, as well as karyotypic symmetry remains conserved among the explored members of

Cactaceae.
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INTRODUCCION

actaceae Juss. es un grupo monofilético perteneciente al orden

Caryophyllales (Wallace 1994, APG Ill 2009); estudios moleculares

confirman su inclusion dentro del suborden Portulacineae; sin embargo,
su relacion con las otras familias miembros es poco clara (Ocampo & Columbus 2010 y
trabajos alli citados). Esta familia comprende aproximadamente 1816 especies y 124
géneros (Hunt et al. 2006) cuya ocurrencia natural es exclusivamente americana, con
excepcion de Rhipsalis baccifera que se ha extendido naturalmente hacia los
paleotrépicos (Barthlott 1983, Cota-Sanchez & Bomfin-Patricio 2010). Las Cactdaceas se
distribuyen desde el suroeste de Canada (Speirs 1982) hasta el extremo sur de
Argentina y Chile (Kiesling 1988), presentando tres grandes centros de diversidad y
endemismo: la region central de la cordillera de los Andes peruano-bolivianos, el este
de Brasil y el suroeste de Estados Unidos y México (Taylor & Zappi 2004). Si bien se
trata de plantas tipicas de regiones daridas y semiaridas, se encuentran bien

representadas en selvas tropicales y en climas templados (Judd et al. 1999).

Estudios de datacion de linajes proponen que Cactaceae se habria originado
hace aproximadamente 35 millones de afios (Hershkovitz & Zimmer 1997, Nyffeler
2002, Arakaki et al. 2011), probablemente en el noroeste de Sudamérica (Schumann
1899, Buxbaum 1969, Leuenberger 1986, Mauseth 1990, Nyffeler 2002). Sin embargo,
las grandes diversificaciones habrian ocurrido después de desarrollarse
completamente la suculencia caracteristica del grupo, durante el Mioceno tardio e

inicios del Plioceno (8-5 Ma: Arakaki et al. 2011).

Este grupo de plantas suculentas y perennes se caracteriza por presentar
meristemas especializados de entrenudos cortos, denominados aréolas, que generan
espinas, gloquidios, nuevos tallos o flores; este érgano es exclusivo de la familia. Las
flores caracteristicas son de colores brillantes con numerosas piezas, ovario infero y
varios ovulos de placentacién parietal (Wallace & Gibson 2002). Generalmente carecen
de hojas o bien, si las desarrollan, son vestigiales o efimeras (excepto Pereskia), pero
poseen tejidos fotosintéticos corticales bien desarrollados y un xilema especializado

gue permite el almacenamiento de agua (Mauseth et al. 1995). Ademads, estas plantas
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han desarrollado diversas estrategias adaptativas, como el sindrome de metabolismo
acido de las crasuldceas (C.A.M.) que les permite incorporar CO, en la noche para
utilizarlo en el dia, pudiendo crecer en condiciones de elevadas temperatura y sequia

(Judd et al. 1999).

Engelmann subdividié Cactaceae en tres subfamilias: Pereskioideae Engelm.,
Opuntioideae Burnett y Cactoideae Eaton (Crozier 2004, Metzing & Kiesling 2008). No
obstante, recientes clasificaciones propusieron una nueva subfamilia Maihuenioideae
P. Fearn para el género Maihuenia Phil. anteriormente ubicado en Pereskioideae
(Wallace 1995, Anderson 2001, Nyffeler 2002). Cactoideae contiene el mayor niumero
de especies (1530 sps.) y de diversidad de formas. Los miembros de esta subfamilia
han sido tradicionalmente agrupados, siguiendo sus caracteristicas florales vy
seminales, en nueve tribus (Buxbaum 1967) aunque posteriormente estas han sido
modificadas durante las ultimas revisiones taxonémicas (Barthlott & Hunt 1993,
Anderson 2001, Hunt et al. 2006). No obstante recientes filogenias evidencian que sélo
dos de dichas tribus son grupos naturales Cacteae y Rhipsalideae (Nyffeler 2002,

Barcenas et al. 2011, Hernadndez-Hernandez et al. 2011).

Consecuentemente con la nueva evidencia, Nyffeler & Eggli (2010) redefinieron

los taxones supragenéricos en seis clados (Fig. 1) denominandolos:

1) Blosfeldiideae Crozier linaje monotipico y hermano a todo el resto de los

miembros de Cactoideae, endémico de los Andes argentino-boliviano.

2) Cacteae cuyos miembros se distribuyen exclusivamente en los desiertos

Norteamericanos.

3) Cereeae Salm-Dyck, que se extiende por Centroamérica y Sudamérica,
distinguiendose tres linajes: a) Rebutiinae Donald, b) Cereinae Britton & Rose y c)

Trichocereinae Buxb.

4) Notocacteae Buxb., que es exclusivo de Sudamérica.
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5) Phyllocacteae Salm-Dyck, con representantes a lo largo de América y donde
también se distinguen tres linajes: a) Corryocactinae Buxb, b) Echinocereinae Britton &

Rose y c) Hylocereinae Britton & Rose.

6) Rhipsalideae DC. (excepto Pfeiffera) distribuido por las selvas tropicales y

subtropicales de Sud y Centroamérica.

Este esquema, ha sido apoyado por las dos ultimas revisiones a nivel de familia:

Barcenas et al. (2011) y Hernandez-Hernandez et al. (2011).

Aproximadamente, el 9% de todos los cormdfitos son epifitos, de los cuales 125
especies distribuidas en 15 géneros son miembros de Cactaceae (Zozt 2013 y trabajos
alli citados). El habito epifito es exclusivo de representantes de Cactoideae y éstos se
agrupan principalmente en dos clados Rhipsalideae e Hylocereinae (Barthlott & Hunt
1993, Anderson 2001, Hunt et al. 2006). Sin embargo, Korotkova et al. (2010) evalué
las nueve especies de Pfeiffera sensu Hunt et al. (2006) que tradicionalmente se
incluian en Rhipsalideae, diferenciando dos linajes independientes: Pfeiffera (6 sps.) y
Lymanbensonia (4 sps.); en ellos algunos miembros son epifitos y otros terrestres.
Considerando estos ultimos antecedentes se distinguen cuatro linajes epifitos (Fig. 1),
apoyando la sugerencia de que el epifitismo es un caracter convergente para
Cactoideae (Berger 1926, Barthlott 1983, Gibson & Nobel 1986, Nyffeler 2002,
Korotkova et al. 2010, Calvente et al. 2011 a, b).

Rhipsalideae estd integrada por los géneros: Hatiora Britton & Rose, Lepismium
Pfeiff., Rhipsalis Gaertn., Rhipsalidopsis Britton & Rose y Schlumbergera Lem. Sus
representantes son mayormente epifitos y algunos litéfitos, presentan una gran
ramificacion que puede ser alterna o en verticilos, sus ramas son péndulas, delgadas y
con pocas espinas pudiendo presentar formas cilindricas, angulosas o aplanadas. Las
flores son pequefas y con pocas piezas, generalmente carecen de tubo floral o bien es
muy corto, los estambres estan unidos al disco o a la base del tubo floral cuando esta

presente. Los frutos son bayas inermes, de color blanco, rojo o purpura, con diminutas
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Pereskia bleo

Fig. 1: Filogenia de la subfamilia Cactoideae (modificado de Korotkova et al. 2010, siguiendo la
clasificacién supragenérica de Nyffeler & Eggli 2010). Los clados recuadrados corresponden a
los linajes epifitos aqui estudiados y el subrayado es el cuarto linaje epifito sin representantes
en Argentina.
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semillas (Britton & Rose 1919-23, Barthlott & Hunt 1993). Presenta dos centros de
diversidad, el mayor en la Mata Atlantica del sureste brasilefio y el segundo en las

Yungas andinas de Argentina y Bolivia (Barthlott 1987, Barthlott & Taylor 1995).

Las relaciones intergenéricas e interespecificas de Rhipsalideae fueron
revisadas por Calvente et al. (2011 a, b) y Korotkova et al. (2011) y sus conclusiones no
son enteramente concordantes. Sin embargo, coinciden en la circunscripcidn genérica,
exceptuando a Rhipsalidopsis que Calvente et al. (2011 a) lo considera como un
subgénero de Schlumbergera. En este trabajo se considerd la clasificacion de

Korotkova et al. (2011).

Las 35 sps. de Rhipsalis, se organizaron en seis subgéneros: Goniorhipsalis K.
Schum. mas los cinco propuestos por Barthlott & Taylor (1995), de los cuales sélo
Erythrorhipsalis A. Berger (7 sps.) resulté monofilético (Calvente et al. 2011 b,
Korotkova et al. 2011). Los restantes se redefinieron de la siguiente manera:
Calamorhipsalis K. Shum. se expandid, distinguiéndose dos linajes hermanos uno
formado por R. hoelleri, R. neves-armondii y R. puniceodiscus, que coinciden con el

|ll

sistema Barthlott & Taylor (1995), y el otro constituido por el “grupo floccosa” (R.
floccosa, R. trigona, R. dissimilis). Por otra parte, R. paradoxa quedd como Unico
miembro de Epallagogonium K. Shum. En tanto que Phyllarthrorhipsalis Buxb. también
fue expandido incorporando a R. grandiflora, R. ewaldiana y R. pittieri, antiguos
miembros del subgénero Rhipsalis. Este ultimo finalmente queda conformado por R.
baccifera, R. mesembraynthemoides, R. teres y R. sulcata. Finalmente, Goniorhipsalis

estd integrado por R. lindbergiana y el “grupo pentaptera” (R. pentaptera, R. pacheco-

leonis) excepto R. paradoxa (Korotkova et al. 2011).

Cabe destacar que Goniorhipsalis, Epallagogonium, Phyllarthrorhipsalis y
Rhipsalis son considerados por Calvente et al. (2011 b) como un Unico linaje que
denomina “core Rhipsalis”, mientras que a Calamorhipsalis y R. paradoxa los nombra

como “clado del pericarpelo hundido”, sin asignarles rango taxonémico

Hylocereinae comprende a los siguientes géneros: Disocactus Lindl., Epiphyllum
Haw., Hylocereus (A. Berger) Britton & Rose, Pseudorhipsalis Britton & Rose,
Selenicereus Britton & Rose y Weberocereus Britton & Rose (Bauer 2003). Sus

5
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miembros se caracterizan por ser arbustos epifitos o trepadores que desarrollan raices
adventicias aéreas, con tallos acanalados o aplanados. Sus flores son de tamaiio
mediano a grande; cuando son nocturnas el color del perianto es blanco, a diferencia
de las diurnas que son rojas o rosas (Disocactus). El tubo floral puede estar recubierto
de espinas y cerdas que nacen de las aréolas axilares a las escamas, o ser desnudo. Los
frutos son jugosos e indehiscentes y tienen semillas de bordes rectos, cubiertas por
una vaina mucilaginosa (Britton & Rose 1919-23, Barthlott & Hunt 1993, Anderson
2001). Algunas especies de Hylocereus y Selenicereus, conocidas como “pitaya”, son
cultivadas por sus frutos comestibles (Grimaldo-Juarez et al. 2001, Tel-Zur et al. 2004).
El mayor numero de especies se encuentra en los bosques tropicales de Centroamérica
(Bauer 2003). A la fecha no se han realizado estudios que evalien las relaciones
filogenéticas entre sus géneros y especies; sin embargo existen registros de numerosos
hibridos intergenéricos e interespecificos indicando que las barreras reproductivas

entre estos taxones no estan fuertemente establecidas (Barthlott & Hunt 1993).

Por altimo, Pfeiffera Salm-Dyck y Lymanbensonia Kimnach constituyen dos
linajes de origen independiente donde se encuentran representantes epifitos. El
primero cuyos miembros presentan ramas péndulas a erectas, puede ser epifito,
terrestre o litofito. Sus tallos poseen de tres a ocho costillas o son aplanados (2
costillas), su ramificacidn es mesotdnica, y usualmente no generan raices adventicias
aéreas; las aréolas que recubren sus tallos producen espinas bien desarrolladas. Las
flores son blancas o intensamente coloreadas, cuyos pericarpelos y frutos pueden
presentar espinas o no. Estos se distribuyen desde el suroeste de Ecuador al norte de
Argentina; el oeste de los Andes bolivianos constituye su centro de diversidad
(Barthlott & Taylor 1995, Korotkova et al. 2010). El segundo contiene plantas
predominantemente terrestres o epifitas, estas son inicialmente erectas y luego
péndulas con tallos aplanados de ramificacidn mesotdnica, crecimiento indeterminado
y sin raices aéreas. Sus segmentos viejos no son deciduos y los margenes de las ramas
son crenados o crenulados y tienen aréolas superficiales (hundidas en L. incachacana),
con espinas amarillentas a grises bien desarrolladas, de una a 10 por aréola. Presenta

flores intensamente coloreadas o blancas y frutos globosos desnudos de color rojo,
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blanco o rosado. Estan distribuidas desde el sur de Ecuador hasta el sur del Peru y el

oeste de los Andes bolivianos (Korotkova et al. 2010).

En Argentina se encuentran representados tres de los cuatro clados epifitos de
Cactaceas, diez taxones pertenecen a Rhipsalideae, todos los miembros de Lepismiun
(seis taxones) y cuatro taxones de Rhipsalis. De los restantes, dos pertenecen a
Hylocereinae y dos son miembros de Pfeiffera (Fig. 2, 3). Todos ellos habitan en las
provincias Paranaense y de las Yungas, aunque se encuentra un par de especies en el
Chaco y el Espinal (Castellanos 1925, Kiesling 2006, Kiesling et al. 2008). La
delimitacion morfolégica de algunos de los géneros y especies es problematica, esto
puede deberse a la existencia de gran variacién morfolégica entre las poblaciones de
una misma especie, la evolucion paralela de varias estructuras y, en algunos casos, la
existencia de hibridos intergenéricos e interespecificos. La mayoria de los caracteres
usados en la identificacion de estos taxones son homoplasicos y ademas, las
combinaciones de estos caracteres se superponen entre los taxones de los distintos
linajes epifitos, lo que sugeriria que su evolucion morfoldgica es compleja (Britton &

Rose 1919-23, Hunt & Taylor 1990, Calvente et al. 2011 a).

Las caracteristicas estructurales y cuantitativas de los cromosomas son
importantes aportes en las investigaciones taxondmicas y evolutivas. Los cromosomas
constituyen un sistema dindmico que se moldea durante el proceso evolutivo, y esta
variacion se expresa a través de caracteristicas analizables, como su nimero, formay
tamafio. Estos datos tomados en conjunto para el complemento cromosdmico definen
el cariotipo de las especies, constituyendo la unidad de mayor nivel estructural y
funcional en la organizacion del genoma nuclear. De esta manera, el analisis
comparativo de cariotipos de especies relacionadas filogenéticamente es
tradicionalmente usado para describir patrones y direcciones del cambio cromosémico
dentro de grupos e inferir el rol evolutivo que juegan tales cambios (Stebbins 1971,

Grant 1981, Greilhuber & Ehrendorfer 1988, Levin 2002, Schubert 2007,
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Fig. 2: Flores de Cactaceae epifitas y su distribucion en Argentina. a, Epiphyllum phyllanthus; b,
Selenicereus setaceus; c, Lepismium aculeatum; d, L. cruciforme; e, L. houlletianum; f, L.
lorentzianum; g, L. lumbricoides; h, L. warmingianum. La barra representa 50 mmenayb, 5
mmenc,d, e, f,gyh.
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Fig. 3: Flores de Cactaceae epifitas y su distribucion en Argentina. a, Rhipsalis baccifera; b, R.
cereuscula; ¢, R. floccosa subsp. hohenauensis; d, R. floccosa subsp. tucumanensis; e, Pfeiffera
ianthothele; f, P. monacantha. La barra representa 5 mm.
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Heslop-Harrison & Schwarzacher 2011, Weiss-Schneeweiss & Schneeweiss 2013).

La heterocromatina es uno de los mayores componentes del genoma de las
plantas (Bennetzen 2000, Lamb et al. 2007, Heslop-Harrison & Schwarzacher 2011), la
cual se compone de secuencias heterogéneas que generalmente son elementos
moviles, o secuencias repetidas en tdndem. Estas ultimas son normalmente asociadas
a regiones funcionales como centrémeros, teldmeros, organizadores nucleolares
(NORs), o también pueden localizarse en regiones que parecen no tener actividad
(Schwarzacher 2003, Gaut & Ross-lbarra 2008). La heterocromatina es altamente
variable en plantas, tanto en su composicién como en su distribucion a lo largo de los
cromosomas; el desarrollo de métodos de tinciones diferenciales tales como el bandeo
cromosémico fluorescente ha permitido estudiarla (Guerra 2000, Avramova 2002).
Algunos fluorocromos como la Cromomicina A; (CMA) tienen mayor afinidad por
secuencias de ADN ricas en repeticiones tipo CG, mientras que otros como el 4'-6-
diamidino-2- fenilindol (DAPI) por repeticiones tipo AT, esta afinidad diferencial
permite no solo evidenciar el patron de distribucion de la heterocromatina a lo largo
del cromosoma sino también caracterizar su composicion (Schweizer 1976, Vosa 1976,
Summer 1990). El analisis de los patrones de distribuciéon de heterocromatina en el
complemento cromosdmico facilita la identificacidn cromosdmica y la elaboracion de
su cariotipo, asi como también evaluar dichos patrones entre taxones relacionados

contribuye a entender las relaciones entre estos (Guerra 2000, Raskina et al. 2008).

Los genes ribosomales (18-5,8-25S y 5S) son excelentes marcadores para la
caracterizacién cariotipica debido a que son universales y sus regiones codificantes son
conservadas a largas distancias evolutivas, esto permite localizarlos en varios grupos
de plantas sin que sea imprescindible informacién gendmica detallada. También su
ubicacién y niumero son altamente variables, a nivel interespecifico (Ali et al. 2005,
Hasterok et al. 2006, Baeza et al. 2007, Weiss-Schneeweiss et al. 2008), intraespecifico
(Pedrosa-Harand et al. 2006) e intrapoblacional (Frello & Heslop-Harrison 2000, Baeza
et al. 2007), siendo esta variabilidad independiente del nimero cromosdmico.
Asimismo son blanco de movilidad gendmica lo que podria estar involucrado en la

diferenciacién de especies (Schubert & Wobus 1985, Hall & Parker 1995, Raskina et al.
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2008). Todas estas caracteristicas, sumado a que se encuentra un gran numero de
copias repetidas en un mismo /locus posibilitando su visualizacion a través de
hibridacion in situ fluorescente (FISH) y a que cada cistron (18-5,8-25S y 5S) es
independiente en posicidon y nimero (excepto en Artemisa: Asteraceae; Garcia et al.
2010), los convierte en herramientas utiles para la identificacion de cromosomas
homélogos y posibles homeologias entre genomas independientes (Jiang & Gill 1994,
2006, Heslop-Harrison & Schwarzacher 2011, Weiss-Schneeweiss & Schneeweiss

2013).

Los estudios cromosdmicos en Cactaceae han abarcado las cuatros subfamilias
propuestas, pero la mayoria se limitan a recuentos cromosdmicos (e.g. Beard 1937, Di
Fulvio 1977, Kiesling 1980, Ross 1981, Leuenberger 1986, 1997, Pinkava & Parfitt 1982,
Pinkava et al. 1985, Cota & Philbrick 1994, Cota & Wallace 1996, Arakaki et al. 2007,
Mihalte et al. 2011, Majure et al. 2012). Estudios cariotipicos se realizaron sdlo sobre
integrantes de Mammillaria (Das et al. 1998 b, Briones et al. 2004, Del Angel et al.
2006), Echinocereus (Cota & Wallace 1995), Ferocactus (Das et al. 1999), Opuntia
(Bandyopadhyay & Sharma 2000, Palomino & Heras 2001), Hylocereus (Grimaldo-
Judrez et al. 2001), Echinopsis (Das & Mohanti 2006), Schlumbergera (Ortolandi et al.
2007), Pyrrocactus (Las Pefias et al. 2008) y Setiechinopsis (Las Pefias et al. 2011). Cabe
destacar, que sélo los cuatro ultimos son taxones de distribucién sudamericana. Todos
estos antecedentes confirman que el nimero basico para la familia es x=11 (Raven
1975, Lewis 1980, Ross 1981, Guerra 2008). Las principales variaciones que ocurren
este grupo de plantas son numeéricas, particularmente la poliploidia (Beard 1937,
Pinkava & McLeod 1971, Ross 1981, Cota & Philbrick 1994, Soltis et al. 2007, Majure et
al. 2012), aunque también se ha reportado a Schlumbergera x buckleyi como
aneuploide (2n =34). En tanto que las técnicas de bandeo cromosdmico se han
aplicado hasta la fecha en unos pocos taxones: bandeo C en Schlumbergera truncata y
un hibrido S. x buckleyi (Ortolani et al. 2007), y bandeo fluorescente en todas las
especies del género Pyrrhocactus (Las Pefias et al. 2008), y algunas de Pereskia,
Maihuenia, Cumulopuntia, Acanthocalycium, Echinopsis y Trichocereus (Las Peiias et al.
2009); evidenciandose en todos los taxones evaluados heterocromatina rica en pares

de bases CG, y también en algunas especies de Pyrrhocactus se encontrd
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heterocromatina rica en AT. Por otro lado la técnica de FISH se aplicd en
representantes de todas las subfamilias de Cactaceae para localizar el gen ribosomal
18-5,8-25S usando como sonda pTa 71, situdndose este en todos los casos en el
cromosoma de mayor tamano del complemento (Las Pefias et al. 2009, 2013).
Asimismo, Las Pefas et al. (2011) desarrollaron un sonda especifica para el gen
ribosomal 5S que hasta el momento solo se evalud en unos pocos taxones (Las Pefias

et al. 2011, 2013).

Las investigaciones citoldgicas en los clados epifitos se remiten a recuentos
cromosémicos en su mayoria. Para los miembros de Rhipsalideae se contaron dos
especies de Hatiora, cuatro de Lepismium, 29 de Rhipsalis, una de Rhipsalidopsis y dos
de Schlumbergera. Todas ellas presentan 2n=22 (Peev 1976, Gadella et al. 1979, Ross
1981, Pankin 1999, 2005, Ortolani et al. 2007), existiendo antecedentes de poblaciones
poliploides entre las distintas subespecies de R. baccifera (Gadella et al. 1979,
Barthlott & Hunt 1993, Cota-Sanchez & Bomfin-Patricio 2010). En Hylocereeae se han
reportado estudios carioldgicos para poblaciones de sus cuatro géneros: Disocactus,
Hylocereus, Selenicereus y Weberocereus y un recuento meidtico para Epiphyllum
macropterum. Para todos los casos estudiados se encontré el guarismo 2n = 22,
excepto para S. megalanthus y S. setaceus los cuales resultaron con 2n = 44 (Beard
1937, Spencer 1955, Sarkar et al. 1982, Kamble 1993, Thompson 1993, Lichtenzveig et
al. 2000, Grimaldo-Judrez et al. 2001). En lo que respecta a Pfeiffera se estudiaron dos
de sus seis especies siendo también diploides (Peev 1976, Gadella et al. 1979). Sélo se
han realizado cariotipos para S. truncata, S. x buckleyi e Hylocereus sp. (Ortolani et al.
2007, Grimaldo-Juarez et al. 2001) esto podria deberse al pequefio tamafio
cromosémico, la dificultad de realizar los preparados citolégicos dado el alto contenido
de mucilago que impide la separacién adecuada de las células y a las dificultades que
se presentan a la hora de obtener tejidos meristematicos debido a las modificaciones
en las raices, caracteristicas de la vida epifita (Cota & Wallace 1994). Tampoco se han
investigado sus patrones de heterocromatina, ni la localizaciéon de genes ribosomales.
En base a estos antecedentes, se investigd citolégicamente a los representantes
epifitos de Cactaceae de nuestro pais, con el objeto de contribuir a esclarecer las

relaciones  filogenéticas 'y aportar datos a  estudios  sistematicos.
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OBJETIVO GENERAL

studiar los cromosomas mitdticos de representantes argentinos de
Hylocereineae, Rhipsalidae y Pfeiffera con técnicas de coloracién convencional,
bandeo cromosémico fluorescente e hibridacién in situ fluorescente,
considerando sus caracteristicas cualitativas y cuantitativas, con la finalidad de
establecer sus cariotipos y contribuir a un mejor conocimiento de sus relaciones

sistematicas y evolutivas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

) Determinar el nimero de cromosomas a partir de células de raicillas de
individuos enraizados.

) Confeccionar cariogramas de cada entidad, utilizando técnicas de coloracién
(convencional, bandeo con doble tincién fluorescente CMA/DAPI e hibridacién in situ
fluorescente).

) Establecer homeologias cromosdémicas entre los miembros de los géneros
mediante el mapeo de genes ribosdmicos por hibridacién in situ fluorescente y bandeo
cromosomico CMA/DAPI.

J Calcular las siguientes variables: largo total de cada par cromosdmico y posiciéon
del centrémero de cada par cromosémico segun el indice braquial.

J Determinar cariotipos de los taxones.

J Calcular el largo total del genoma haploide, largo cromosémico promedio,
indice braquial promedio y los indices de asimetria intracromosdmica e
intercromosdmica de Romero Zarco (1986).

J Comparar estadisticamente las variables obtenidas entre las entidades
analizadas con el objeto de determinar si existen diferencias significativas entre ellas.

. Aplicar técnicas de taxonomia numérica para generar fenogramas y definir la
similitud de los cariotipos obtenidos.

° Analizar la evolucion de los caracteres cromosomicos mediante la
reconstruccion de sus estados ancestrales.
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MATERIALES & METODOS

I.  Especies estudiadas.

En este trabajo se estudiaron los taxones listados en la Tabla 1, los cuales
representan todas las especies de cactus epifitos descriptas para Argentina (Kiesling et
al. 2008). Se agrupan en tres linajes Pfeiffera, Hylocereineae y Rhipsalideae (Korotkova

et al. 2011).

Todos los taxones aqui estudiados fueron recolectados de poblaciones naturales
abarcando su distribucion en Argentina. Para alguna de estas especies también se
agregaron ejemplares provenientes de cultivo. Los datos de procedencia de todo el

material estan detallados en la Tabla 1.

El material estudiado fue mantenido en cultivo y sus correspondientes ejemplares
de herbario fueron determinados por el Dr. Roberto Kiesling (CCT-Mendoza) y estan

depositados en el herbario del Museo Botanico (CORD).

Il. Pretratamiento, fijacion y preparaciones cromosdmicas.

Las metafases somaticas se obtuvieron a partir de raicillas adventicias. Los
cromosomas mitéticos se estudiaron a partir de células obtenidas de apices radicales
pretratados con 8-hidroxiquinoleina 0,002 M durante 24 horas a 4°C, fijados en alcohol

etilico absoluto:acido acético glacial (3:1) por 24 horas y conservados a -20°C.

Las preparaciones cromosOmicas se realizaron mediante el aplastado de apices
radicales en una gota de 4cido acético al 45%, los cuales fueron previamente lavados
en agua destilada por 10 minutos, digeridos con una solucién de celulasa al 2% p/v
(Sigma-Aldrich, Austria) y pectinasa al 20% p/p (Aspergillus niger; Sigma-Aldrich,
Austria) durante 45 minutos a 37°C, y posteriormente diseccionados sobre un
portaobjeto. Estos aplastados fueron fijados por inmersidon en nitrégeno liquido vy
almacenados a -20°C. Con estos procedimientos se obtuvieron las placas metafasicas

gue posteriormente se usaron para todas las metodologias.
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Tabla 1. Cactus epifitos estudiados de Argentina agrupados por linajes, localidades
estudiadas y datos de colecta.

Taxdn Localidad

Misiones. Dpto. Capital: Posadas, alrededores del jardin
Botanico. Moreno & Iglesias 04. 23-X-2010.

Epiphyllum phyllanthus (L.) Misiones. Dpto. Iguazu: Puerto Iguazu. Chiarini F. 1015. 12-VI-
Haw. 2013

Misiones. Dpto. San Ignacio: San Ignacio, ruinas jesuiticas.
Chiarini F. 1016. 12-VI-2013.

Selenicereus setaceus (Salm- Corrientes. Dpto. San Luis del Palmar: San Luis del Palmar.
Dyck ex DC.) Werderm. Kiesling s.n.

Salta, Dpto. La Caldera: camino de cornisa. Barboza et al. 2204.

26-11-2009.
Pfeiffera ianthothele (Monv.) Salta, Dpto. La Caldera: Ojo de Agua. Barboza et al. 2207. 26-II-
F.A.C. Weber 2009
Tucuman, Dpto. Chicligasta: lltico. Barboza et al. 2132. 23-II-
2009.
P. monacantha (Griseb.) P.V. Jujuy, Dpto. Libertador Gral. San Martin: Calilegua. Barboza et al.
Heath 2248. 28-11-2009.

Salta, Dpto. Oran: Pichanal. Moreno & Amarilla s.n. 25-11-2011.

Santiago del Estero, Dpto. Guasaydn: Guasayan, Estancia El
Lepismium aculeatum (F.A.C. Tableado. Demaio & Amarilla s.n. 15-111-2011.
Weber) Barthlott

Tucuman, Dpto. Graneros: Taco Ralo. Kiesling s.n.

Cultivada. Rodriguez M.

Corrientes, Dpto. Mercedes: Col. Carlos Pellegrini. Moreno &
Amarilla s.n. 8-1-2010.

Corrientes, Dpto. Santo Tome: Gobernador Virasoro. Barboza et

al. 2088. 6-XI1-2008.
L. cruciforme (Vell.) A. Cast.

Misiones, Dpto. Apdstoles: Apdstoles. Moreno & Iglesias 09. 26-
X-2010.

Misiones, Dpto. Guarani: El Soberbio. Barboza et al. 2095. 7-XII-
2008.
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Misiones, Dpto. Obera: Obera. Moreno & Iglesias 23. 28-X-2010.

Misiones, Dpto. San Javier: Itacaruare. Moreno & Iglesias 17. 26-
X-2010.

Misiones, Dpto. 25 de Mayo: Alba Posse. Moreno & Iglesias 25.
29-X-2010.

Cultivada. Rodriguez M.

L. houlletianum (Lem.) Barthlott

Misiones, Dpto. Guarani: El Soberbio. Moreno & Iglesias 27. 29-X-
2010.

Misiones, Dpto. San Pedro: San Pedro. Kiesling s.n.

L. lorentzianum (Griseb.)
Barthlott

Jujuy, Dpto. Ledesma: pasando el Abre de Caias, rumbo a Valle
Grande. Barboza et al. 2259. 28-11-2009.

Tucuman, Dpto. Yerba Buena: Reserva Horco Molle. Bernardello
922. 14-XI11-2008.

L. lumbricoides (Lem.) Barthlott

Corrientes, Dpto. Mercedes: Col Carlos Pellegrini. Moreno &
Amarilla s. n. 8-1-2010.

Entre Rios, Dpto. Colon: El Palmar. Chiarini 712. 5-XI-2009.

Jujuy, Dpto. Gral. Manuel Belgrano: San Salvador de Jujuy.
Moreno s.n. 19-1V-2008.

Misiones, Dpto. Apdstoles: Apdstoles. Moreno & Iglesias 08. 25-
X-2010.

Misiones, Dpto. Obera: Obera. Moreno & Iglesias 24. 28-X-2010.

Salta, Dpto. Capital: San Lorenzo. Bernardello 926. 5-1X-2009.

Tucuman, Dpto. Yerba Buena: Reserva Horko Molle. Bernardello
924. 14-X11-2008.

L. warmingianum (K. Schum.)
Barthlott

Misiones, Dpto. Guarani: Salto Paraiso. Barboza et al. 2112. 7-XII-
2008.

Cultivada. Kiesling R.

Rhipsalis baccifera (J. S. Muell.)
Stearn

Corrientes, Dpto. Capital: Corrientes. Amarilla s.n. 16-X-2009.

Misiones, Dpto. Apdstoles: Apdstoles. Moreno & Iglesias 07. 25-
X-2010.

Misiones, Dpto. Capital: Posadas. Moreno & Iglesias 02. 23-X-
2010.

Misiones, Dpto. Concepcidn: Concepcidn de la Sierra. Moreno &
Iglesias 14. 27-X-2010.

Salta, Dpto. Oran: San Ramén de la Nueva Oran. Moreno &
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Amarilla s.n. 25-11-2011.

Salta, Dpto. Oran: Pichanal. Moreno & Amarilla s.n. 25-11-2011.

R. cereuscula Haw. ex Phil.

Corrientes, Dpto. Mercedes: Mercedes. Moreno & Amarilla s.n.
8-1-2010.

Misiones, Dpto. Concepcidn: Concepcidn de la Sierra. Moreno &
Iglesias 16. 27-X-2010.

Misiones, Dpto. Obera: Panambi. Moreno & Iglesias 21. 27-X-
2010.

Cultivada. Rodriguez M.

R. floccosa subsp. hohenauensis
(F. Ritter) Barthlot & Taylor

Misiones, Dpto. Guarani: Predio Guarani, por el sendero Chachi.
Barboza et al. 2111. 7-XI11-2008.

Salta, Dpto. La Caldera: El Ucumar. Barboza et al. 2206. 22-11-
2009.

R. floccosa subsp. tucumanensis

(F.C.A.  Weber)
Taylor

Bartholt

&

Tucuman, Dpto. Chicligasta: lltico. Barboza et al. 2133. 23-II-
2009.

Tucuman, Dpto. Yerba Buena: Reserva Horko Moye. Bernardello
924. 14-X11-2008.

Tucuman, Dpto. Yerba Buena: El Rulo. Barboza et al. 2268. 1-llI-
2009.
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Ill. Tincion convencional.

Las placas metafasicas para la evaluacion morfométrica de los cromosomas fueron
tefiidas con Giemsa segun el protocolo de Guerra & Souza (2002) con ligeras

modificaciones. La tincion se realizé de la siguiente manera:

v Colocar los preparados en una cubeta de tincidn que contenga una solucién
de Giemsa al 2% durante 2 minutos.

v’ Lavar las preparaciones cromosémicas con agua destilada durante 5 o 10
minutos.

v Secar al aire y montar con el bilsamo Entellan© (Merck, Alemania).

IV. Bandeo fluorescente CMA/DAPI.

La doble coloracién con Cromomicina A; (CMA) y 4’-6-diamidino 2-fenilindol (DAPI)
fue realizada con el objeto de evidenciar la presencia y distribucién de
heterocromatina constitutiva del genoma, asi como también caracterizar su
composicion segun su afinidad diferencial a cada fluorocromo. Los patrones de bandas
fueron codificados de la siguiente forma: las bandas CMA*/DAPI se clasificaron como
ricas en nucledtidos CG, mientras que las CMA/DAPI" como ricas en nucledtidos AT.
Ademds, bandas CMA'/DAPI" fueron consideradas neutras. La técnica se desarrolld

segln Schweizer & Ambros (1994) y consistid en:

v Incubar el preparado cromosémico con una solucién de 0,5 g/ml de CMA en
camara humeda y oscuridad a 37°C durante 60 minutos.

v Lavar el portaobjetos con agua destilada por 5 minutos en oscuridad.

v" Incubar con una solucién de 2 pg/ml de DAPI en cadmara humeda vy
oscuridad a 37°C durante 30 minutos.

v Lavar el portaobjetos con agua destilada por 5 minutos en oscuridad.

v' Montar el preparado con glicerol:tampdn Mcllvaine 1:1 y conservar en

oscuridad por tres dias a temperatura ambiente.
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V. Doble hibridacion in situ fluorescente.

La hibridacidn in situ fluorescente (FISH) permite localizar fisicamente fragmentos
de ADN en el genoma. En este trabajo se visualizaron la posicién y el nUmero de ambos
genes ribosomales, 18-5,8-26S (45S) y 5S. Las sondas utilizadas para ello fueron:
pTa71, que contiene los genes de 18-5,8-26S (Gerlach & Bedbrook 1979) y una
desarrollada especificamente para el gen 55 de Cactaceae, obtenida a partir de
Pereskia aculeata por Las Pefias et al. (2011). Para visualizar dichas sondas, estas
fueron marcadas por nick-traslation con biotina-14-dATP (BioNick Invitrogen, EEUU) y

digoxigenina-11-dUTP (Roche Diagnostics, EEUU), respectivamente.

La técnica de FISH se llevd a cabo siguiendo el protocolo descripto por

Schwarzacher & Heslop-Harrison (2000), con ligeras modificaciones:

v' Tratamientos pre-hibridacion.

e Incubar las preparaciones cromosdmicas con 100 ug/ml ARNasa/2X SSC
en camara humeda a 37°C por 60 minutos.

e Lavar en solucion 2X SSC a temperatura ambiente por 5 minutos, luego
en solucion paraformaldehido al 7% durante 5 minutos y finalmente
repetir el lavado con 2X SSC.

e Deshidratar con serie de etanol al 70% y 100% por 5 minutos y dejar
secar al aire.

v Mezcla de hibridacién.

e Preparar la mezcla de hibridacion con: 1,5 ng/ul de cada sonda,
formamida desionizada al 100%, sulfato de dextrano al 50%, solucion
tampdn de 20X SSC y dodecil sulfato de sodio al 10%.

e Desnaturalizar la mezcla de hibridacién a 70°C por 10 minutos.

e Enfriar en hielo hasta su uso.

v" Ciclado de hibridacién
e Agregar la mezcla sobre cada preparacidn cromosdmica y cubrir con un

cubreobjeto.
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e Incubar los preparados en un termociclador con el siguiente programa
de ciclado: 90°C por 10 minutos, 48°C por 10 minutos y 38°C por 5
minutos.

e Mantener en cdmara humeda a 37°C por 24 horas.

v’ Lavado post-hibridacion.

e Lavar sucesivamente las preparaciones cromosdmicas en 2X SSC, 0,1X
SSC, 2X SSC, y 4X SSC por 10 minutos cada uno. Todas las soluciones a
42°C.

e Lavar en 4X SSC por 10 minutos a temperatura ambiente.

v Bloqueo y deteccién.

e Agregar solucién de albumina de suero bovino al 3% a las
preparaciones, cubrir con cubreobjetos e incubar en camara humeda
por 5 minutos.

e Preparar solucion de deteccién con avidina-FITC (Invritrogen, EEUU) y
antidigoxigenina-rodamina (Roche, EEUU), colocar a los preparados e
incubar en camara humeda a 37°C en oscuridad por 60 minutos.

e Lavar en oscuridad 3 veces con 4X SSC por 5 minutos cada lavado.

e Montar el preparado con DAPI-Vectashield (Vector Lab, EEUU) vy

mantener a 4°C en oscuridad por 3 dias.

VI. Adquisicion de imagenes

Luego de cada tincién se tomaron fotomicrografias con una cadmara digital (Leica
DFC300FX). Para la tincién cldsica se usé un microscopio con contraste de fases (Zeiss
Axiophot), mientras que para las tinciones fluorescentes se utilizé un microscopio de
epifluorescencia (Zeiss Axiophot), empleando los juegos de filtros adecuados para la

excitacion de los fluorocromos correspondientes.
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VIl. Analisis morfométrico de los cromosomas.

Las mediciones morfométricas de los cromosomas se realizaron sobre las placas
metafasicas tefiidas con Giemsa y fueron efectuadas usando el software de manejo de

imagenes Image J©1.43 (Rasband 1997-2009).

Los cariogramas para cada placa metafasica se realizaron organizando los
cromosomas en grupos de acuerdo a su indice braquial siguiendo la terminologia de
Levan et al. (1964), ordenandolos luego por el largo decreciente dentro de cada
categoria. Se efectuaron mediciones referidas a la longitud del brazo corto, longitud
del brazo largo y longitud total del cromosoma. Estos datos permitieron calcular el
indice braquial y segun su valor asignarlos a las siguientes categorias: “m”(r=1,00 -

1,69)y “sm”(r=1,70 - 2,99).

Los cariotipos se construyeron tomando los valores cromosdmicos promedios de al
menos diez placas metafasicas provenientes de distintos individuos (2-5) y con sus
respectivos desvios estandar, estas mediciones se detallan en el Anexo I. Para cada

taxon se calcularon las siguientes variables:

v Longitud cromosdmica media de cada par cromosdmico (c), promediando los
largos totales de cada miembro del par.

v’ Posicién del centrémero, mediante indice braquial (r), calculado con el valor
medio de la longitud del brazo largo () sobre el valor medio de la longitud del
brazo corto (s).

v’ Largo cromosémico promedio (C), se calculé promediando las longitudes
cromosoémicas totales medias (c).

v" indice braquial promedio (), se calculé promediando los indices braquiales
de cada par cromosémico.

v" Razén entre la longitud del mayor y el menor cromosoma del complemento
(R).

v' La asimetria de los cariotipos se estimd usando los indices de asimetria de

Romero Zarco (1986).
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e Elindice de asimetria intracromosémica (A;) se calcula en funcion de
las siguientes variables: b; y B; son los valores medios de los brazos
cortos y largos, respectivamente, correspondientes a cada par
cromosémico y n es el numero de pares cromosémicos del
complemento. Toma valores de 0 a 1, tiende a 0 cuando mayor el
nimero de cromosomas m, y es independiente del tamafo vy

numero cromosdmico.
bi
hy=d
Alzl'l( Bl)
n

e El indice de asimetria intercromosémica (A;) relaciona S que
representa la desviacién estandar y X que es la media de las
longitudes cromosdémicas del complemento. Este indice es

independiente del tamafio y el nimero.

A2= S/X

v" Usando los valores promedios de los pares cromosdmicos se representd el

cariotipo de cada taxon mediante un idiograma.

La cantidad de heterocromatina constitutiva se calculé6 como un porcentaje
respecto al complemento cromosémico para cada taxén. Este porcentaje se midid
sobre la fotomicrografia correspondiente a CMA en al menos tres placas
metafasicas de individuos diferentes, usando el programa Image J©1.43 (Rasband

1997-2009).

Las sefiales de hibridacion de los genes 45S y 5S y las bandas de
heterocromatina constitutiva se adicionaron a los idiogramas. Adoptandose la

siguiente terminologia para denominar los marcadores cromosémicos:

v’ Pericentroméricas, ocupan el centrémero y regiones adyacentes.
v' Paracentromérica, ocupan la regién adyacente al centrémero en un solo
brazo cromosdmico.

v" Terminal, cuando se localizan en posicién telomérica.
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v Intercalar, cuando se ubican en cualquier posicién a lo largo del brazo

cromosomico.

VIIL. Analisis estadistico

Las variables obtenidas se compararon estadisticamente entre las entidades
analizadas, mediante la prueba de ANAVA, con el objeto de determinar si existen
diferencias significativas entre ellas (Sokal & Rohlf 1995). La comparacién entre medias
se realizd utilizando la prueba de Tukey, permitiendo reconocer entre que taxones se

dan diferencias significativas. Las variables usadas fueron:
1) cq: largo total del cromosoma n° 1.
2) c,: largo total del cromosoma n° 2.
3) c: largo cromosdmico promedio.
4) It: largo total del genoma haploide.
5) r: indice braquial promedio.

6) % ht: porcentaje de heterocromatina asociado a NORs por complemento

haploide.

Estas variables se calcularon por placas metafasicas. La seleccion de las
mismas se realizé en base a la facilidad de establecer homologias precisas entre ellas.
Realizandose 5 réplicas para cada taxén usando individuos distintos y de diferentes

localidades. Los detalles de la matriz utilizada para el andlisis se detallan en el Anexo II.

Ademas se realizaron estudios de correlacion entre las variables largo total del
genoma haploide, el indice de asimetria intercromosémico y el porcentaje de
heterocromatina por genoma haploide, para ello se utilizé el coeficiente de Sperman

(Sneath & Sokal 1973).

Los valores promedios obtenidos para cada taxén se sometieron a analisis

numéricos con el objeto de establecer las distancias cariotaxondmicas, considerando

23



Materiales & Métodos

cada taxén como una unidad taxondmica operativa (OTU). Las variables usadas en la

matriz fueron:
1) nimero cromosémico haploide (n).
2) largo total del genoma basico.
3) largo cromosémico promedio (C).

4) razén entre la longitud del mayor y el menor cromosoma del complemento

(R).
5) indice braquial promedio (¥).
6) indice de asimetria intracromosémico (Az).
7) indice de asimetria intercromosémico (A;).
8) porcentaje de heterocromatina asociada a NORs por genoma basico.
9) numero de sefiales de hibridacién para el gen ribosomal 18-5,8-26S.
10) numero de sefiales de hibridacion para el gen ribosomal 5S.
11) sintenia de los genes ribosomales.
12) cromosoma n° 2 con locus 55
13) cromosoma n° 3 con locus 5S.
14) cromosoma n° 8 con locus 5S.

Todas las variables excepto el largo total del genoma basico y el porcentaje de
heterocromatina corresponden al complemento haploide. Se optimizaron los valores
promedios para cada caracter y se generaron matrices de similitud/disimilitud usando
la distancia de Manhattan. A través de un andlisis de agrupamiento se generd un
fenograma mediante la técnica de ligamiento promedio utilizando la media aritmética
no ponderada (UPGMA) y se calculd el coeficiente de correlacién cofenética para

probar la distorsidon entre los datos originales y el fenograma resultante (Sneath &
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Sokal 1973, Crisci & Lépez Armengol 1983). Los detalles de la matriz utilizada,

conjuntamente con la codificacion de caracteres discretos se detallan en el Anexo lll.

Todos los andlisis estadisticos y estandarizacién de datos se realizaron usando

el programa INFOSTAT version 1.1 (Di Rienzo et al. 2002).

IX. Evolucion de caracteres cromosémicos

Las reconstrucciones filogenéticas se realizaron utilizando una matriz con 7
regiones cloroplastidicas (trnK, matK, rbcL, rps3-rpl16, rpl16, psbA-trnH, trnQ-rps16)
publicada por Korotkova et al. (2011) vy disponible en TreeBase
(http://www.treebase.org,estudio ID 11406). A partir de este conjunto de datos se
seleccionaron 40 terminales correspondientes a todos los miembros de Lepismium, P.
monacantha, R. baccifera, R. cereuscula, R. floccosa y Echinopsis aurea. Ademas se
incorporaron secuencias de dichos marcadores provenientes de GenBank para P.
ianthothele (FR716764, FR716785, FR716775, FR716795) y E. phyllanthus (HM041690,
HQ727848, HQ727769). A excepcidon de estos dos ultimo taxones, P. monacantha y
Echinopsis aurea, el conjunto de datos posee mas de una terminal por taxon. Los
siguientes taxones fueron considerados como grupo externo P. ianthothele, P.
monacantha, E. phyllanthus y Echinopsis aurea a partir de Korotkova et al. (2010,
2011). Los procedimientos de alineamiento y obtencion de la filogenia se detallan en el
Anexo IV.

El filograma consenso (regla de mayoria 50%) obtenido por inferencia bayesiana
se utilizé para reconstruir la historia evolutiva de los caracteres cromosémicos. Se
evaluaron los posibles estados ancestrales para 8 caracteres cromosdémicos. Estos se
consideraron discretos y fueron codificados como binarios de la siguiente forma:

v" Numero de locus 18-5,8-25S por genoma haploide: 0= uno; 1= mas de uno.
Numero de locus 5S por genoma haploide: 0= uno; 1= mas de uno.
Sintenia entre locus 45S y 5S: 0= ausencia; 1= presencia.

Locus 5S en el par cromosémico 1: 0= ausencia; 1= presencia.

Locus 5S en el par cromosémico 2: 0= ausencia; 1= presencia.

DN N N NN

Locus 5S en el par cromosémico 3: 0= ausencia; 1= presencia.
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v" Locus 5S en el par cromosémico 8: 0= ausencia; 1= presencia.

v' Bandas heterocromaticas no asociadas a NORs: 0= ausencia; 1= presencia.

El cambio de estado de dichos caracteres fue optimizado usando los métodos de
Maxima Parsimonia y Maxima Verosimilitud, ambos fueron llevados a cabo en
Mesquite V. 2.74 (Maddison & Maddison 2011). La matriz de caracteres cromosémicos
se muestra en el Anexo V. Para la optimizacidon por Maxima Parsimonia se utilizaron los
parametros que el programa incorpora por defecto y considerando los estados de
caracteres como no ordenados, independientes y de igual peso, y para Maxima

Verosimilitud se usé el modelo de Markov one-rate (MK1).
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RESULTADOS

l. Numero cromosomico

En el presente trabajo se estudiaron citoldgicamente 53 localidades, 48
provenientes de poblaciones naturales y cinco muestras cultivadas, que abarcan la
distribucién en Argentina de 12 especies y dos variedades de cactus epifitos cuyos

numeros cromosomicos se detallan en la Tabla 2.

Los representantes de Epiphyllum, Pfeiffera, Lepismium y Rhipsalis resultaron
diploides con 2n = 22 (Figs. 4, 5, 6) en todas las localidades estudiadas, mientras que la

Unica localidad de Selenicereus setaceus evaluada fue tetraploide con 2n = 44 (Fig. 6 d).

Se reportd por primera vez el niumero cromosémico para L. lorentzianum, L.
lumbricoides (Fig. 4 d y e) y la variedad hohenauensis de R. floccosa (Fig. 5 c), en tanto
gue se confirmaron los guarismos de las demas especies analizadas en distintas

poblaciones.

Il. Cariotipos

El analisis morfométrico de los cariotipos de cada especie se resume en la Tabla 2.
En todos los taxones, los cromosomas del complemento resultaron siempre de tamafio
pequefio, sus longitudes oscilan entre un maximo de 3,93 um en E. phyllanthus y un
minimo de 0,89 um en R. floccosa subsp. hohenauensis. El largo cromosdémico
promedio entre todos los taxones fue de 2,02 um y la longitud total del complemento
haploide varié entre un maximo de 34,00 um en E. phyllanthus y un minimo de 13,66

um en R. floccosa subsp. hohenauensis.

Por otra parte, el indice braquial promedio (F) varié entre 1,12 y 1,22 siendo este
ultimo el valor mas frecuente, concordando con la férmula cariotipica de 22 m
encontrada para todas las especies diploides estudiadas, y 44 m para el tetraploide S.

setaceus.
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Fig. 4: Metafases mitéticas de Lepismium. a, L. aculeatum; b, L. cruciforme; c, L.
houlltienum; d, L. lorentzianum; e, L. lumbricoides; f, L. warmingianum. Las flechas indican las
constricciones secundarias. La barra representa 5 um.
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Fig. 5: Metafdses mitéticas de Rhipsalis. a, R. baccifera; b, R. cereuscula; c, R. floccosa subsp.

hohenauensis; d, R. floccosa subsp. tucumanensis. Las flechas indica las constricciones

secundarias. La barra representa 5 um.
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Fig. 6: Metafases mitoticas de Pfeiffera, Epiphyllum y Selenicereus. a, P. ianthothele; b, P.
monacantha; c, E. phyllanthus d, S. setaceus. La flecha indica la constriccién secundaria. La
barra representa 5 um.

30



Resultados

En algunas placas metafasicas de E. phyllanthus (Fig. 6 c), L. aculeatum, L.
lumbricoides (Fig. 4 a, e), R. baccifera (Fig. 5 a) y R. cereuscula (Fig. 5 b) se observo un
Unico par de constricciones secundarias, siempre asociadas al brazo corto del par
cromosdmico de mayor tamafio. En los taxones restantes no fue posible evidenciarlas

mediante tincidon convencional.

lll.  Asimetria Cariotipica

Los cariotipos de las especies estudiadas son simétricos tanto en lo que refiere a la
posicion del centrémero, como a la variacién de tamafio entre los cromosomas del
complemento. Los valores de asimetria intracromosdmica (A;) variaron entre 0,10 para
S. setaceus y 0,18 para L. houlletianum y L. lorentzianum, siendo el valor mas frecuente
0,17. Estos valores bajos se corresponden con el hecho que solo se encuentren
cromosomas del tipo m en todos los taxones evaluados. Por otro lado, el indice de
asimetria intercromosémico (A;) oscild entre 0,13 para L. houlletianum y 0,18 para R.
baccifera, siendo el valor mas frecuente 0,15; reflejando el tamafio homogéneo entre

los cromosomas de estos complementos (Tabla 2).

La comparacion de los valores de ambos indices de asimetria para cada uno de los
taxones estudiados permite segregar a S. setaceus. Entre las especies restantes no se

distinguen grupos, ya que sus valores se distribuyen homogéneamente en el espacio

(Fig. 7).

V. Bandeo Cromosémico

La tincion diferencial CMA/DAPI permitid distinguir un Unico tipo de
heterocromatina CMA'/DAPI en los taxones estudiados. Esta heterocromatina rica en
CG se encontro en todos los casos asociada a la constriccion secundaria, resultando en

un par de bandas en los taxones diploides (Figs. 8, 9, 10, 11) y dos pares en
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Tabla 2. Datos cariotipicos. 2n: numero cromosdémico diploide, FC: férmula
cariotipica, C: largo cromosédmico promedio, Lt: largo total del genoma haploide, R:
razon entre el cromosoma de mayor y menor tamafio, F: indice braquial promedio, A;:
indice de asimetria intracromosdmica, A,: indice de asimetria intercromosdmica.

Taxones

Epiphyllum phyllanthus

Selenicereus setaceus

C

(um)

3,09

3.07

Lt

(um)

34,00

67,54

2,13

1,83

1,22

1,12

Ay

0,17

0,10

A

0,17

0,15

Pfeiffera ianthothele

P. monacantha

22

1,77

1,61

19,48

17,69

1,83

1,90

1,19

1,19

0,16

0,16

0,16

0,15

Lepismium aculeatum
L. cruciforme

L. houlletianum

L. lorentzianum

L. lumbricoides

L. warmingianum
Rhipsalis baccifera
R. cereuscula

R. floccosa

subsp. hohenauensis
R. floccosa

subsp. tucumanensis

22 m

2,13
1,90
2,04
1,40
2,08
1,83
2,43
1,99

1,24

1,28

23,48
20,90
22,43
15,45
22,92
20,16
26,76
21,86

13,66

14,10

1,77
1,91
1,64
1,64
1,73
1,85
2,22
1,89

1,92

1,73

1,20
1,21
1,22
1,22
1,22
1,17
1,21
1,18

1,16

1,19

0,17
0,17
0,18
0,18
0,17
0,14
0,17

0,15

0,16

0,15
0,15
0,13
0,14
0,14
0,16
0,18

0,16

0,14
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Fig. 7: Diagrama de dispersion de los indices de asimetria de Romero Zarco (1986) en las
especies estudiadas.
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Fig. 8: Bandeo CMA/DAPI en Lepismum. a, b, L. aculeatum; c, d, L. cruciforme; e, f, L.
houlletianum. a, c, e CMA; b, d, f DAPI. Las flechas indican bandas CMA*/DAPI-NORs. La barra
representa 5 um.
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Fig. 9: Bandeo CMA/DAPI en Lepismum. a, b, L. lorentzianum; c, d, L. lumbricoides; e, f, L.
warmingianum. a, ¢, e CMA; b, d, f DAPI. Las flechas indican bandas CMA*/DAPI-NORs. Los
astericos bandas CMA/DAPI". La barra representa 5 um.
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Fig. 10: Bandeo CMA/DAPI en Rhipsalis. a, b, R. baccifera; c, d, R. ceresucula; e, f, R. floccosa
subsp. hohenauensis ; g, h, R. floccosa subsp. tucumanensis. a, c, e, g CMA; b, d, f, h DAPI. Las
flechas indican bandas CMA*/DAPI-NORs. La barra representa 5 um.
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Fig. 11: Bandeo CMA/DAPI en: a, b, Pfeiffera ianthothele; c, d, P. monacantha; e, f,
Epiphyllum phyllanthus; g, h, Selenicereus setaceus. a, c, e, g CMA; b, d, f, h DAPI. Las flechas
indican bandas CMA’/DAPI-NORs. Los astericos bandas CMA*/DAPI'. La barra representa 5 um.
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el taxon tetraploide (Fig. 11 g, h). En L. lorentzianum se distingue adicionalmente un
par de bandas CMA’/DAPI" en la regién paracentromérica del brazo largo del par
cromosémico n° 2 (Fig. 6 a). Ocasionalmente en L. cruciforme se encuentran bandas
intercalares; sin embargo estas no fueron representadas en los idiogramas por no ser
conspicuas. En ninguna de las poblaciones analizadas se detectd heterocromatina rica

en pares de bases AT.

La heterocromatina rica en CG asociada a NORs fue cuantificada como un
porcentaje respecto al largo total del genoma. El valor medio de heterocromatina total
fue 1,69 % (Tabla 3). Sin embargo para realizar comparaciones entre taxones se calculd
el porcentaje de heterocromatina por genoma basico encontrandose el valor maximo
en P. ianthothele (2,40%) mientras que L. cruciforme (1,01%) presenta el valor minimo.
Adicionalmente en L. aculeatum se evidencié un heteromorfismo de tamafo entre las

bandas CMA*/NORs de cada miembro del par cromosémico (Fig. 8 a).

El porcentaje de heterocromatina por genoma basico presenta una correlacion
negativa respecto al largo total del genoma basico entre los integrantes de Rhipsalis (r
= -0,45; P = 0,05); sin embargo no existe correlacion entre estas variables cuando se

toman todos los taxones estudiados (r=-0,13; P =0,27).

V. Hibridacion in situ fluorescente

El locus del gen ribosomal 18-5,8-26S siempre se encuentra asociado a la
constriccién secundaria del par metacéntrico de mayor tamafo del complemento. Asi
como también en todos los casos examinados las sefiales de hibridacién
correspondientes a dicho gen ribosomal se asocian a pares de bandas de
heterocromatina rica en pares de bases CG. En los taxones diploides se localiza un par
de sefiales de hibridacién (Figs. 12, 13, 14), en tanto que en el taxdn tetraploide se
distinguen cuatro sefiales en los dos primeros pares cromosémicos (Fig. 14 d). Ademas,
el tetraploide S. setaceus presenta un heteromorfismo de tamaifo en la sefial de

hibridacion del primer par cromosémico.
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Tabla 3. Porcentaje de heterocromatina constitutiva CMA" asociada a NORs (% ht),
ds: desvio estandar.

Taxones %ht + ds

Epiphyllum phyllanthus 1,97 £ 0,24

P. monacantha 2,33+0,27

Lepismium aculeatum 1,99 0,70

L. houlletianum 1,65+ 0,15

L. lumbricoides 1,91 + 0,24

Rhipsalis baccifera 1,39+0,30

R. floccosa subsp. hohenauensis 2,01+0,31
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Las seiales del gen ribosomal 5S se localizan en diferentes regiones
cromosomicas del brazo largo y en diferente niumero por genoma haploide. A
excepcion de R. cereuscula cuyo Unico locus 5S se ubica en la region intersticial; todos
los taxones diploides presentan al menos un par de loci del gen ribosomal 5S ubicado
en la regidén paracentromérica. En L. aculeatum, L. cruciforme y L. houlletianum este
locus se ubica en par cromosémico n° 8 (Figs. 12, 15), en tanto que en L. lorentzianum,
L. lumbricoides, L. warmingianum (Figs. 12, 15), P. ianthothele, P. monacantha (Figs.
14, 17), R. baccifera, y ambas variedades de R. floccosa (Figs. 13, 16) en el segundo par

cromosomico.

Los taxones diploides que presentan mas de un locus para el gen 55 como: L.
houlletianum, P. ianthothele y P. monacantha, este par adicional se localiza en la
region intersticial del brazo largo de un cromosoma m. En el primer caso se ubican en
el segundo par cromosémico (Fig. 16), mientras que en ambos representantes de
Pfeiffera se corresponden con el tercer par cromosémico (Fig. 17). Por otra parte en L.
lorentzianum y L. warmingianum el segundo par de sefales del gen 5S coinciden con

las regiones donde hibrida la sonda del gen 18-5,8-26S.

Las sefiales de hibridacion para la region 5S en S. setaceus presentan un patrén
particular. Se encuentran cinco pares de locus 5S; dos pares que se ubican en el brazo
largo: uno en la regidn paracentromérica, mientras que el otro en la regién distal del
mismo cromosoma. Este patrén de hibridacion se repite tanto en el par cromosémico
n° 3 como en el par n°4. El quinto par de sefiales coincide con la regién de hibridacidon

del gen 18-5,8-26S, en el segundo par con satélite del tetraploide (Fig. 17).

VI. Analisis estadistico

Se compararon estadisticamente mediante analisis de la varianza (ANAVA) los
taxones de Lepismium, Pfeiffera y Rhipsalis. En este analisis se excluyé a E. phyllanthus

y S. setaceus debido a que el nimero de individuos y localidades para estos taxones no
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Fig. 12: FISH en Lepismum. a, L. aculeatum; b, L. cruciforme; c, L. houlletianum; d, L.
lorentzianum; e, L. lumbricoides; f, L. warmingianum. Flechas indican sitios 18-5,8-26S y flechas

rellenas sitios 5S. La barra representa 5 um.
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Fig. 13: FISH en Rhipsalis. a, R. baccifera; b, R. cereuscula; c, R. flocccosa subsp. hohenauensis;
d, R. floccosa subsp. tucumanensis. Flechas indican sitios 18-5,8-26S y flechas rellenas sitios 5S.

La barra representa 5 um.

42



Resultados

Fig. 14: FISH en a, Pfeiffera ianthothele; b, P. monacantha; c, Epiphyllum phyllanthus; d,
Selenicereus setaceus. Flechas indican sitios 18-5,8-26S y flechas rellenas sitios 5S. La barra

representa 5 um.
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L. aculeatum

1 2 3 4 5 9 10

6 7 8 11
L. cruciforme

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
L. houlletianum

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

L. lorentzianum
1 ) 3 4 5 6 7 8 9 10 11

L. lumbricoides

1 2 3 4 5 6 74 8 9 10 11

L. warmingianum
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Fig. 15: Idiogramas de especies de Lepismium. Todas con 2n= 22. Bloques amarillos = bandas
CMA*/DAPI". Bloques verdes = locus 18-5,8-265/CMA*/DAPI". Bloques rojos = locus 5S. Barra =3

pum.
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R. baccifera

1 2 3 4 5 6 7 8

9 10 1

R. cereuscula

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 1

R. floccosa var. hoenahuensis
"+ PP L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
R. floccosa var. tucumanensis

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Fig. 16: Idiogramas de especies de Rhipsalis. Todas con 2n= 22. Bloques verdes = locus 18-5,8-
26S/CMA’/DAPI". Bloques rojos = locus 5S. Barra =3 pm.
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P, ianthothele

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
P. monacantha

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

E. phyllanthus

1 2 3 4 5 6

S. setaceus

Fig. 17: Idiogramas de especies de Pfeiffera (2n= 22), Epiphyllum phyllanthus (2n= 22) y
Selenicereus setaceus (2n= 44). Bloques verdes = locus 18-5,8-265/CMA*/DAPI". Bloques rojos =
locus 5S. Barra =3 um.
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garantizaban la independencia de las réplicas. En la Tabla 4 se observan los valores de
significancia obtenidos para cada una de las variables estudiadas. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para el largo del cromosoma 1 (c3), el largo
del cromosoma 2 (c,) y el porcentaje de heterocromatina por genoma haploide (%ht).
Las agrupaciones obtenidas luego de las comparaciones multiples por la prueba de
Tukey se resumen en la Tabla 5. El ¢; permite diferenciar a R. baccifera de ambas
variedades de R. floccosa, pero no de los miembros de Lepismium y Pfeiffera, y
tampoco de R. cereuscula. Mientras que el ¢, separa a R. floccosa subsp. hohenauensis
de R. baccifera y L. aculeatum y %ht la separa de L. cruciforme y L. lorentzianum. Por
otro lado, L. houlletianun, L. lumbricoides, L. warmingianum y ambos representantes
de Pfeiffera no se diferencian entre si por ninguno de estos caracteres. El resto de las

variables estudiadas no presentaron diferencias significativas entre estos taxones.

El fenograma generado mediante el andlisis de conglomerados se muestra en la
Fig. 18. La correlacion cofenética obtenida entre el agrupamiento y los datos
estandarizados fue alta (r = 0,931). Permitiendo distinguir los siguientes
agrupamientos: a) contiene a S. setaceus; b) que contiene a las restantes especies y se
subdivide en c¢) conformado por Lepismium, las especies de Rhipsalis y ambos

miembros de Pfeiffera; mientras que en d) E. phyllanthus.
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Tabla 4. Comparacidon de los resultados surgidos del ANAVA de seis variables
cariolégicas para todos los taxones de Lepismiun, Pfeiffera y Rhipsalis estudiados. c;:
largo del cromosoma 1; c,: largo del cromosoma 2; It: largo del genoma haploide; C:
largo cromosdmico promedio; r: indice braquial promedio; %ht: porcentaje de
heterocromatina CMA*/NORs por genoma haploide; gl: grados de libertad; p < 0,05; *:
indica diferencias significativas.

C1 59 3,34 0,0018*
() 59 2,79 0,0070*
It 59 2,54 0,0130
c 59 2,53 0,0133
r 59 1,17 0,3311
% ht 59 576 <0,0001*
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Tabla 5. Resultado de las prueba de Tukey para comparaciones multiples entre las
variables seleccionadas en los taxones de Lepismium, Pfeiffera y Rhipsalis. Medias con
diferentes letras indican diferencias significativas para un valor de p < 0,05. c;: largo
del cromosoma 1; c,: largo del cromosoma 2; %ht: porcentaje de heterocromatina
CMA*/NORs por genoma haploide.

L. aculeatum 2,75ab 2,702 1,92abc
L. cruciforme 2,49abc 2,34ab 1,02¢
L. houlletianum 2,53abc 2,42ab 1,66b¢
L. lorentzianum 2,07abc 2.00ab 1,07¢
L. lumbricoides 2,34abc 2,243b 1,90abe
L. warmingianum 2,2 2abc 2,14ab 1,7 6abe
P. ianthothele 2,29abc 2,20ab 2,48ab
P. monacantha 2,00abc 1,88ab 2,07ab
R. baccifera 3,07a 2,702 1,89abc
R. cereuscula 2,69abc 2.44ab 1,85abc
R. floccosa subsp. hohenauensis 1,58¢ 1,44b 2,62a
R. floccosa subsp. tucumanensis 1,69bc 1,59ab 1,86abc
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Promedio (Average linkage)
Distancia: Manhattan

S. setaceus
P. ianthothele —

P. monacantha —
R. floccosa tucumanensis

R. floccosa hohenauensis
R. baccifera

R. cereuscula

L. lumbricoides

L. warmingianum

L. lorentzianum —— b

L. houlletianum
L. aculeatum —

L. cruciforme — d
E. phyllanthus

(@)

0.00 6.19 1238 18.56  24.75

Fig. 15: Fenograma generado mediante andlisis de agrupamiento usando la técnica de
agrupamiento promedio (UPGMA) entre la especies de cactus epifitos estudiadas utilizando
variables cromosdmicas. La escala indica valores de disimilitud, la linea verde el 50% de la
distancia maxima como punto de corte arbitrario. Las letras indican los agrupamientos

considerados.
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VII. Evolucion de caracteres cromosémicos

El filograma consenso obtenido por regla de mayoria del 50% a partir del
conjunto de arboles resultantes del analisis mediante inferencia bayesiana se muestra
en la Fig. 19 y el consenso estricto proveniente de los tres arboles obtenidos mediante
Maxima Parsimonia en el Anexo IV. En ambos se indican los valores de soporte de

bootstrap y probabilidades posteriores.

El linaje Rhipsalideae fue monofilético (BS = 100, PP = 1,00) e independiente de
Pfeiffera y Epiphyllum phyllanthus. Ambas especies de Pfeiffera también fueron
monofiléticas (BS = 100, PP = 1,00). Las seis especies de Lepismium resultaron
monofiléticas; estas se dividieron en dos clados hermanos, uno formado por L.
lorentzianum y L. warmingianum (BS = -, PP = 1) y otro formado por las especies
restantes (BS = -, PP = 0,96). En este ultimo, L. lumbricoides es taxdn hermano de L.
cruciforme y L. houlletianum (BS = -, PP = 0,75). Por otro lado, los miembros de
Rhipsalis resultaron monofiléticos (BS = 100, PP = 1), las diferentes subespecies de R.
baccifera se recuperaron monofiléticas (BS = -, PP = 0,97) y todas hermanas a R.
cereuscula (BS = -, PP = 0,73). Sin embargo R. floccosa subsp. hohenauensis no resultd

monofilética respecto de resto de las subespecies de R. floccosa (Fig. 19).

Ambos métodos de reconstruccion de estados ancestrales arrojaron resultados
semejantes en general. A continuacién se detallan y muestran los resultados obtenidos
por Maxima Parsimonia (Figs. 20, 21), ademas de las probabilidades obtenidas por
Madxima Verosimilitud (LP), en el Anexo VI se muestran los graficos obtenidos por
Madxima Verosimilitud. Todos los caracteres aparecieron una o mas veces en el clado
Rhipsalideae. La presencia de dos loci 18-5,8-25S es comun a todo el clado (Fig. 20 a).
El estado de cuatro loci 5S aparecié dos veces en Lepismium (LP = 0,52 y LP = 0,45; Fig.
20 b). Por otra parte, la sintenia de los loci ribosomales surgié una Unica vez en
Lepismium a partir del estado asinténico (LP = 0,99; Fig. 17 c). La ubicacién de los loci
5S en el segundo par cromosdémico cambid una vez al primer par en el clado L
lorentziamun/L. warmingianum (LP = 0,99; Fig. 17 d); y al par cromosdmico 8 dos

veces: una en L. cruciforme (LP = 0,99; Fig. 21 c¢) y otra en L. aculeatum (LP = 0,99; Fig.
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21 c). Por ultimo, la aparicion de heterocromatina no asociada a NORs aparecié una

Unica vez en L. lorentzianum (LP = 0,99; Fig. 21 d).

Echinopsis aurea

L. cruciforme CA010
L. cruciforme CA068
L. cruciforme CA069
L. houlletianum CA082

L. houlletianum regnellii
L. lumbricoides CA070
L. lumbricoides CA071
L. lumbricoides CA072
L. lumbricoides f aculeatum

L. lumbricoides lumbricoides
L. lorentzianum CA080
1198 | jorentzianum CA087
1/ L. lorentzianum CA088
L. warmingianum CA074

1/100
L. warmingianum CA075

R. baccifera CA099

R. baccifera CA117

R. baccifera baccifera CA002

R. baccifera CA138

R. baccifera baccifera CA013

R. baccifera erythrocarpa CA015
|R’. baccifera horrida CA014

R. baccifera baccifera CA135

R. baccifera mauritiana CA157

11100 g4,.

R. baccifera hileiabaiana
R. baccifera shaferi CA003
/99 R. baccifera shaferi CA136
R. cereuscula

R. floccosa hohenauensis

R. floccosa floccosa

o,ga/- .

. floccosa pulvinigera
0.98/-

R. floccosa oreophila

1&00 .
. floccosa tucumanensis

R. floccosa pulvinigera

ME P. ianthothele
P. monacantha

E. phyllanthus
1/100 P

0.02

Fig. 19: Consenso obtenido por regla de mayoria (50%) a partir del andlisis de Inferencia
Bayesiana de la matriz de datos seis fragmentos de ADN cloroplastidico. Los valores de
probabilidades posteriores bayesianas y el bootstrap de parsimonia se muestran sobre las
ramas, solo se consideraron valores superiores a 0,70/70%.
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Fig. 20: Reconstruccién de caracteres ancestrales mediante parsimonia sobre el filograma
obtenido por inferencia bayesiana. a, Nimero de locus 18-5,8-25S. b, Niumero de locus de 5S.
¢, Sintenia de genes ribosémicos. d, Ubicacion de locus 5S. Los recuadros de colores en los
terminales corresponden a los datos de la matriz, la usencia corresponde a dato faltante.
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Fig. 21: Reconstruccién de caracteres ancestrales mediante parsimonia sobre el filograma
obtenido por inferencia bayesiana. a, Ubicacion locus 5S en el par 2. b, Ubicacién locus 5S en el
par 3. ¢, Ubicacion locus 5S en el par 8. d, Heterocromatina no asociada a NORS. Los recuadros
de colores en los terminales corresponden a los datos de la matriz, la usencia corresponde a

dato faltante.
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DISCUSION

I.  Numero cromosdmico y poliploidia.

El nUmero cromosdmico es la caracteristica cariotipica mas usada en los andlisis
citotaxondmicos. En Angiospermas los valores mas frecuentes son n = 7-20 (Grant
1982); sin embargo, puede variar unas 160 veces, oscilando entre n = 2 (Asteraceae:
Brachycome dichromosomatica, Haplopappus gracilis; Hyacinthaceae: Ornithogalum
tenuifolium; Poaceae: Colpodium versicolor, Zingeria biebersteiniana; Cyperaceae:
Rhynchospora tenuis, cf. Ruffini Castiglionni & Cremonini 2012) y n = ca. 300-320
(Arecaceae: Voanioala gerardii, Roser 1994; Crassulaceae: Sedum suaveolens, Uhl
1978). No obstante, los nimeros cromosdmicos en algunas familias son variables (e.g.
Asteraceae, Fabaceae, Iridaceae, Solanaceae) y en otras se mantiene constante entre
todos sus miembros (e.g. Bromeliaceae, Magnoliaceae, Velloziaceae). Por otro lado, la
poliploidia es la variacién cromosdmica mas frecuente en plantas. La ocurrencia de
poliploides en Angiospermas varia entre un 30 — 70%, dependiendo de las
consideraciones tomadas para el calculo de los porcentajes (Masterson 1994, Guerra
2008, Husband et al. 2013). Esta variacion sugiere que entre los grupos taxondmicos
existe una diferente predisposicion al surgimiento de poliploides, o distintas

velocidades para acumular poliploides, o bien ambas (Meyers & Levin 2006).

En Cactaceae, el nimero cromosémico basico es x = 11, este guarismo se ha
confirmado para las cuatro subfamilias (e.g. Beard 1937, Di Fulvio 1977, Kiesling 1980,
Ross 1981, Leuenberger 1986, 1997, Pinkava & Parfitt 1982, Pinkava et al. 1985, Cota &
Philbrick 1994, Cota & Wallace 1996, Arakaki et al. 2007, Las Pefias 2009, Mihalte et al.
2011, Majure et al. 2012). Las variaciones son excepcionales tales como 2n = 14 en
Rhipsalis floccosa subsp. piettieri (= R. pittieri, Pankin 1999), 2n = 34 reportado para
Schlumbergera truncata (Ortolani et al. 2007), y un recuento meidtico n = 12 en
Selenicereus testudo (= Daemia testudo, Bhattacharyya 1970). En cuanto a la
poliploidia, es considerada como el principal mecanismo de evolucidn cromosdmica
entre las Cactaceas (Ross 1981, Pinkava et al. 1985, Arakaki et al. 2007, Las Pefias

2009); sin embargo, no ocurre de manera uniforme en las diferentes subfamilias. En
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Pereskioideae no existen antecedentes de este fendmeno y para Maihueinoideae se
reportd una Unica poblacién tetraploide en Maihuenia patagodnica (Las Peias et al.
2009, 2013). Por otra parte en Cactoideae y Opuntioideae, la poliploidia se encuentra
ampliamente distribuida abarcando taxones con multiples citotipos (e.g.
Cylindropuntia cholla, Pinkava & Parfitt 1982, Baker et al. 2009; Trichocereus
candicans, Las Pefias 2009; Opuntia hemifusa s.l., Majure et al. 2012) asi como
también, géneros completos constituidos por poliploides (e.g. Consolea, Negrén-Ortiz
2007). No obstante los miembros de los linajes epifitos de Cactoideae, salvo

excepciones, son diploides.

Las especies de Hylocereineae aqui estudiadas (E. phyllanthus, 2n = 22 y S.
setaceus, 2n = 44) coinciden con los recuentos previos realizados en otros miembros
del linaje (tres especies de Epiphyllum, once de Disocactus, nueve de Hylocereus, siete
de Selenicereus y Weberocereus glaber) que reportaron sélo diploides; excepto S.
megalanthus y S. setaceus que resultaron tetraploides (Beard 1937, Spencer 1955,
Peev 1976, Kamble 1993, 1997, Thomson 1993, Lichtenzveig et al. 2000, Grimaldo-
Juarez et al. 2001). La poliploidia en S. megalanthus y S. setaceus ha sido asociada a
eventos de hibridacion intergenéricos entre Hylocereus y Selenicereus, debido a las
caracteristicas fenotipicas intermedias de estas especies ya que en su aspecto
vegetativo semejan a Hylocereus pero sus frutos estan recubiertos de espinas como es
caracteristico en Selenicereus (Britton & Rose 1919-23, Barthlott & Hunt 1993,
Lichtenzveig et al. 2000). A pesar de que esta hipdtesis del origen hibrido no fue
verificada por estudios citoldgicos en poblaciones naturales, se han obtenido hibridos
artificiales entre especies de ambos géneros con distintos niveles de ploidia: triploides,
pentaploides y hexaploides (cf. Lichtenzveig et al. 2000, Tel-Zur et al. 2004, 2005,
2012).

En Rhipsalideae, los recuentos aqui realizados concuerdan con los
antecedentes previos para todas las especies (cf. Peev 1976, Gadella et al. 1979, Ross
1981, Pankin 1999, 2005) y los nuevos guarismos reportados son todos diploides
(Lepismium lorentzianum, L. lumbricoides y R. floccosa subsp. hohenauensis). Esto

coincide con los antecedente del grupo que fueron siempre diploides con 2n =22,
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excepto algunas poblaciones de R. baccifera tetraploides (2n = 44) y octoploides (2n =
88) (Barthlott 1983, Cota-Sanchez & Bomfin-Patricio 2010), y los aneuploides R.
floccosa subsp. piettieri (Pankin 1999) y Schlumbergera truncata (Ortolani et al. 2007).
Las poblaciones de R. baccifera evaluadas fueron siempre diploides, ratificando la
hipdtesis propuesta por Barthlott (1983), sobre la distribucion geogréfica de los niveles
de ploidia: los diploides en centro y sudamérica, tetraploides hacia el extremo norte de
su distribucién en América (sur de Estados Unidos) y finalmente tetraploides y

octoploides en los Paleotrépicos.

Por ultimo, los recuentos de Pfeiffera ianthothele y P. monacantha, ambas
diploides, corroboran los recuentos previos (Peev 1976, Gadella et al. 1979). Sin
embargo estas especies son los Unicos miembros evaluados citolégicamente del linaje

y el clado P. boliviana (Korotkova et al. 2010) permanece aun inexplorado.

Il.  Caracteristicas cariotipicas

El cariotipo es el mayor nivel de organizacién estructural y funcional del
genoma nuclear. Los cromosomas que lo componen cambian su tamafio y forma ya
sea por ganancia (eg. duplicacion, translocacién) o pérdida (eg. delecién) de segmentos
o por rearreglos dentro y/o entre los cromosomas de un complemento (Schubert &
Lysak 2011). Mediciones de los cromosomas mitéticos y sus caracteristicas resultaron
utiles para cuantificar diferencias entre los cariotipos de especies cercanamente
relacionadas (e.g. Bernardello et al. 2008, Peruzzi et al. 2009, Souza et al. 2010). El
largo promedio de los cromosomas metafdsicos en Angiospermas varia desde
aproximadamente 0,60 um a poco mas de 14,00 um y la diferencia de tamafio entre
los cromosomas de un mismo complemento también oscilan entre 1,00 — 10,00 um.
Ambas caracteristicas estdn determinadas por el tamafio de genoma, el nimero
cromosémico y la estructura del cariotipo en su conjunto (Levin & Funderburg 1979,
Schubert 2007). En Cactaceae, el largo cromosémico ronda entre 1,50 — 4,00 um, por
lo que son considerados de tamafo pequefio y, dentro de cada complemento, las
diferencias de tamafio son escasas (Palomino et al. 1988, Cota & Wallace 1995, Cid &
Palomino 1996, Das et al. 1998 a, b, Bandyopadhyay & Sharma 2000, Palomino &
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Heras 2001, Briones et al. 2004, Del Angel et al. 2006, Las Peiias 2009, Las Pefias et al.
2008, 2011, 2013). Los datos métricos para miembros de Hylocereineae son escasos.
Los valores medios aqui obtenidos para E. phyllanthus y S. setaceus (3,09 um y 3,08
um, respectivamente) son semejantes a los reportados por Grimaldo-Juarez et al.
(2001) que analizaron seis genotipos de Hylocereus sp. cuya longitud cromosdmica
promedio varié entre 3,21 - 3,98 um. En cuanto a Rhipsalideae, los Uunicos
antecedentes de longitudes cromosdmicas para algunas de las especies estudiadas son
los de Pankin (1999, 2005) que reportan 3,35 um para L. houlletianum; este valor es
ligeramente mayor a los aqui obtenidos (2,24 um) lo que puede deberse a variaciones
dado el origen diferente del material o a diferencias en el procesamiento del mismo.
Las especies restantes fueron evaluadas cuantitativamente por primera vez, pero si
comparamos nuestros resultados con otros miembros del linaje, los valores son
semejantes (Hatiora epiphylloides subsp. epiphylloides: 3,03 um, R. floccosa subsp.
pittierii: 2,68 um, Pankin 2005; Schlumbergera truncata: 2,70 um y el hibrido S. x
buckleyi: 2,75 um, Ortolani et al. 2007). Por ultimo, Pfeiffera ianthothele y P.
monacantha fueron estudiadas por primera vez, su largo cromosoémico medio es
semejante al resto de las especies epifitas que estudiamos (1,69 um) y a los cactus en

general.

En lo concerniente a la morfologia cromosémica en Cactaceae se encuentran
mayormente cromosomas m y uno o dos pares sm (cf. Cota & Wallace 1995, Cid &
Palomino 1996, Das et al. 1998 a, b, 1999, Bandyopadhyay & Sharma 2000, Palomino &
Heras 2001, Briones et al. 2004, Del Angel et al. 2006, Las Pefias 2009, Las Pefias et al.
2008, 2011, 2013). No obstante, se describieron eventualmente uno o dos pares de
cromosomas st en el tetraploide de Mammillaria prolifera (Johnson 1980), Echinopsis
aurea, E. eyriesii, E. kermesina, E. mammillosa, E. tubiflora (Das & Mohanty 2006),
Pyrrhocactus catamarcensis (Las Pefias et al. 2008) y varios miembros de la seccién
Digitorebutia (Mosti et al. 2011). En lo que respecta a las especies aqui evaluadas se
encontraron soélo cromosomas m. Coincidiendo con las tres poblaciones de L.
houlletiana estudiadas por Pankin (1999, 2005), que son los Unicos cariotipos
reportados para algunos de los taxones estudiados. Otros miembros de Rhipsalideae

también presentan solo cromosomas m, como Hatiora epiphylloides (Pankin 2005), o
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mayormente m como R. floccosa subsp. pittierii con un Unico par sm (Pankin 1999) y
Schlumbergera truncata y S. x buckleyi con tres pares de sm (Ortolani et al. 2007). Por
otro lado, cabe mencionar que Beard (1937) describié el complemento de Mediocactus
coccineus (= S. setaceus) como conformado por: 6 st + 4t + 8 m + 4 sm, este difiere
completamente con nuestros resultados de 22 m para el mismo taxdén, una posible
causa de esta variacion pueden ser diferencias en la técnica del procesamiento del
material. No obstante, si comparamos nuestros resultados con la morfologia
cromosdmica reportada para otras especies de Hylocereineae, éstos son semejantes,
encontrdndose mayormente cromosomas m con uno o dos pares sm (Grimaldo-Juarez

et al. 2001).

En cuanto a la constriccidn secundaria, en Angiospermas aproximadamente en
un 86% de los casos esta localizada sobre el brazo corto del cromosoma, lo que
sugiriere que esta ubicacion cromosdémica no es al azar (Lima de Faria 1976, Heslop-
Harrison & Schwarzacher 2011, Guerra 2012). La presencia de la constriccion
secundaria asociada al brazo corto de un par m después de la tincidon convencional es
comun en Cactaceae (Cid & Palomino 1996, Das et al. 1998 a, b, 1999, Palomino et al.
1999, Bandyopadhyay & Sharma 2000, Grimaldo-Juarez et al. 2001, Briones et al. 2004,
Das & Mohanty 2006, Del Angel et al. 2006, Las Pefias 2009, Las Pefias et al. 2008,
2009, 2011, 2013) y coincide con todas las especies de cactus epifitos que nosotros
evaluamos. A pesar de esto, Pankin (1999, 2005) detectd la constriccion secundaria
asociada al brazo largo en R. floccosa subsp. pittierii y tres poblaciones de L.
houlletianum, ademds en dos de estas Ultimas sélo se las distingue en un Unico
miembro del homdlogo (heteromorficas), sugiriendo que estas especies presentan
cierta variabilidad intraespecifica. Por otro lado, el nimero de constricciones
secundarias si bien es variable entre grupos de plantas, no suele ser asi entre especies
cercanamente relacionadas (Matuszynska & Heslop Harrison 1993, Weiss-Schneeweiss
& Schneeweiss 2013). Las Pefias (2009), luego de una revision de 17 géneros de
cactaceas propone que por genoma diploide se evidencia un par de constricciones
secundarias en el par de mayor tamafio (cf. Remski 1954, Ross 1981, Las Pefias et al.
2009, 2011, 2013). Sin embargo, en algunos géneros de Cactaceas el numero de

satélites es mayor (Echinocereus, Cota & Wallace 1995; Myrtillocactus, Cid & Palomino
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1996; Melocactus, Das et al. 1998 a; Ferocactus, Das et al. 1999; Opuntia,
Bandyopadhyay & Sharma 2000; Hylocereus, Grimaldo-Juarez et al. 2001;
Mammillaria, Briones et al. 2004; Echinopsis, Das & Mohanty 2006), pero un par de
ellos mantiene su ubicacion en los cromosomas de mayor tamafio. En lo que respecta
al tetraploide Selenicereus setaceus, no se detectaron las constricciones secundarias
mediante la tincién convencional; no obstante se reportaron dos pares en Mediocactus
coccineus (= S. setaceus, Beard 1937), lo que posteriormente confirmamos mediante

las otras técnicas.

En general la mayoria de las Angiospermas tienen cariotipos uniformes vy
simétricos, es decir poseen cromosomas m o sm semejantes entre si (Stebbins 1971);
Cactaceae no es la excepcion. El origen reciente de esta familia (cf. Arakaki et al. 2011)
podria asociarse a procesos de mutaciones cromosdémicas en sus complementos y a la
existencia de cariotipos simétricos entre sus miembros; esto puede explicarse por
fusiones o fisiones en los centrdmeros de sus cromosomas originando cariotipos
homogéneos (Cota & Wallace 1995, 1996, Cid & Palomino 1996, Das et al. 1998 a, b,
1999, Palomino et al. 1999, Bandyopadhyay & Sharma 2000, Grimaldo-Juarez et al.
2001, Briones et al. 2004, Del Angel et al. 2006, Ortolani et al. 2007, Las Pefias 2009,
Las Pefias et al. 2008, 2009, 2011, 2013). Nuestros resultados coinciden con esta
tendencia de homogeneidad cariotipica tanto en el tamafio, como en la morfologia de

los complementos cromosémicos.

lll. Heterocromatina: composicion, localizacién y contenido.

La heterocromatina es un constituyente del genoma, generalmente compuesto
por secuencias heterogéneas, elementos moviles o repeticiones en tandem. Aunque
eventualmente puede contener algunos genes como los organizadores nucleolares
(NORs) (Bennetzen 2000, Lamb et al. 2007, Weiss-Schneeweiss & Schneeweiss 2013).
En angiospermas, su naturaleza y distribucién se ha aplicado con fines taxondmicos
permitiendo identificar pares homdlogos y esclarecer relaciones entre especies
emparentadas (Guerra 2000, Heslop-Harrison & Schwarzacher 2011, Weiss-
Schneeweiss & Schneeweiss 2013). Sin embargo, en Cactaceae en particular son

60



Discusion

escasos los antecedentes en donde se identifica el componente de heterocromatina
del genoma (Ortolani et al. 2007, Las Pefias 2009, Las Pefias et al. 2008, 2009, 2011,
2013). En los 14 representantes de los cinco géneros de cactus epifitos estudiados se
encontré solo heterocromatina rica en pares de base GC, esto coincide con los
resultados de Las Pefias (2009), quien revisé la naturaleza de la heterocromatina con
tinciones fluorescentes en diferentes géneros abarcando miembros de las cuatro
subfamilias de Cactaceae y encontrd que las secuencias ricas en CG son
predominantes, mientras que las ricas en AT son excepcionales (e.g. Pyrrhocactus

catamarcencis, Las Pefas et al. 2008).

En lo que respecta a la distribucion de las bandas heterocromaticas en todos los
taxones un par de bandas se asociaron a los cromosomas portadores de los NORs,
abarcando la porcién del satélite cromosémico y el extremo distal del brazo portador
del NOR como se ha descripto para otros miembros de Cactaceae (Las Pefias 2009, Las
Penas et al. 2008, 2009, 2011, 2013) y para Angiospermas en general (Guerra 2000,
Weiss-Schneeweiss & Schneeweiss 2013). Bandas no asociadas a NORs fueron
detectadas en la regién paracentromérica solo en L. lorentzianum, como también se
encontré en otros diploides como Acanthocalycium spiniflorum y en los tetraploides
Cumulopuntia recurvata y Maihuenia patagonica (Las Pefias et al. 2009). Esta parece

ser una caracteristica Unica de L. lorentzianum y no del género.

La cantidad de heterocromatina y el nimero de bandas es variable, pero
relativamente conservados a nivel genérico (Ran et al. 1999, Pedrosa et al. 2000, Las
Pefias et al. 2006, Gaiero et al. 2012, Moreno et al. 2012) como nosotros reportamos
para Lepismium, Rhipsalis y Pfeiffera; no obstante seria necesario estudiar mas taxones
de Hylocereinae para poder establecer las tendencias en este linaje. Por otra parte
respecto al heteromorfismo en el tamafio de las bandas en L. aculeatum, esto resulté
una caracteristica particular de este taxdn pudiendo deberse a eventos de
entrecruzamiento desigual o a deleciones en un miembro del par homélogo (Gaeta &
Pires 2010, Souza et al. 2012). Finalizando, en Rhipsalis se encontrd una correlacién
negativa entre el largo del cariotipo y el contenido relativo de heterocromatina, este

tipo de tendencia se reportd también en Phyrrhocactus (Las Pefias et al. 2008) y en
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otros grupos de plantas (Guerra et al. 2000, Acosta 2006). Sin embargo es opuesto a lo
reportado para otros géneros de Angiospermas (Benko-Iseppon & Morawetz 2000, Kao
et al. 2001, Moscone et al. 2003, Chiarini et al. 2013, Scaldaferro et al. 2013). Es
necesario estudiar representantes de los subgéneros faltantes de Rhipsalis para

confirmar dicha correlacion.

Iv. Genes ribosémicos: numero y localizacion.

Los genes 18-5,8-25S y 5S estdn presentes en el genoma como repeticiones en
tdndem, generalmente independientes entre si; ambos se organizan en bloque
durante el proceso evolutivo (Heslop-Harrison & Schwarzacher 2011). Estas
caracteristicas permiten usarlos como marcadores fisicos de cambio cromosémico (e.g.
Lim et al. 2000, Vanzela et al. 2003, Hasterok et al. 2006, Weiss-Schneeweiss et al.
2008). Numéricamente las plantas muestran algun grado de conservacion en los genes
ribosomales, tal que cuando multiples loci aparecen estas especies son cominmente
poliploides (Lan & Albert 2011). Esto coincide con nuestros resultados, los cuales
muestran que en los taxones diploides se encuentra un locus para 18-5,8-25S y otro
para 5S, como también ha sido reportado para otros miembros de Cactaceae (cf. Las
Pefias 2009, Las Pefas et al. 2009, 2013). La presencia de dos sitios 18-5,8-25S es uno
de los numeros modales en angiospermas (Roa & Guerra 2012) y en Cactaceae su
numero tiende a aumentar con la ploidia, como se observé en S. setaceus que es
tetraploide y presenta dos loci 18-5,8-25S por genoma haploide, corroborando que el
numero de locus 18-5,8-25S podria usarse en Cactdceas como indicador de nivel de
ploidia (Lichtenzveig et al. 2000, Las Peias 2009, Las Pefias et al. 2009, 2013). En lo que
concierne al gen ribosomal 5S presenta mayor variabilidad, ya que en algunos taxones
diploides tales como L. lorentzianum, L. houlletianum, L. warmingianum y ambas
especies de Pfeiffera se localizaron dos loci por complemento haploide; este aumento
en el nimero de loci 55 parece ser mas frecuente en Cactoideae que en las restantes
subfamilias en donde el numero de loci es proporcional a la ploidia (Las Pefias 2009,
Las Peias et al. 2011, 2013). De manera semejante en el poliploide S. setaceus se

visualizaron mas loci 5S que los esperados por su nivel de ploidia, a diferencia de otras
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cactaceas tetraploides previamente evaluadas (Cumulopuntia  recurvata,
Maihueniopsis glomerata, Trichocereus candicans, Las Pefias 2009; Maihuenia

patagodnica, Las Peiias et al. 2013).

La localizacién de los genes ribosomales 18-5,8-25S en todos los taxones
evaluados resulté terminal en el brazo corto del cromosoma correspondiéndose con la
region organizadora nucleolar, y asocidandose a heterocromatina rica en CG, como fue
reportado en otros miembros de la familia (Las Pefias 2009, Las Pefias et al. 2009,
2011, 2013) y en mas del 50% de las Angiospermas estudiadas (Lima de Faria 1976,
Roa & Guerra 2012). Lo anteriormente expuesto podria deberse a la accién de la
seleccion positiva que favorece la localizacion de los sitios 18-5,8-25S en esta regidn;
como resultado de restricciones durante la recombinacién homadloga, ya que debido a
su organizacién en tandem estos genes son sometidos tanto a recombinaciones
homoélogas alélicas y no alélicas. Estos fendmenos juegan un rol fundamental en la
homogenizacion de las repeticiones en tandem tanto dentro de un locus como entre
los loci (Hanson et al. 1996, Pedrosa-Harand et al. 2006, Roa & Guerra 2012). En lo
concerniente al gen 5S, a excepcion de R. cereuscula, en todos los taxones se localizé al
menos un locus en la regidn paracentromérica del brazo largo; coincidiendo con lo
reportado en otros miembros de la familia (cf. Las Pefias 2009). Ademas encontramos
taxones con mas de un locus 5S, los que se ubicaron en diferentes regiones
cromosdémicas: intersticial o distal en el brazo largo, y distal en el brazo corto préximo
al sitio 18-5,8-25S; estas tres ultimas ubicaciones son reportadas por primera vez en
Cactaceae, no obstante fueron también encontradas en otros taxones como Triticum
(Gramineae, Mukai et al. 1990), Phaseolus (Fabaceae, Pedrosa et al. 2003), Plantago
(Plantaginaceae, Dhar et al. 2006), Iris (Iridaceae, Martinez et al. 2010), Epimedium
(Berberidaceae, Shen & Whang 2010) y Prospero (Hyacinthaceae, Jang et al. 2013). La
variacion de los patrones de distribucion del locus 5S en especies de igual nivel de
ploidia puede ser atribuida a diferentes mecanismos, tales como rearreglos
estructurales, transposiciones y posterior silenciamiento, amplificacién de copias del
ADN ribosémico mediante elementos moviles y/o que el nimero de loci 55 se haya
incrementado a partir del genoma ancestral (Hall & Parker 1995, Moscone et al. 1999,

Cai et al. 2006, Datson & Murray 2006, Pedrosa-Harand et al. 2006, Lan & Albert 2011).
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Estos procesos pueden haber actuado solos o en combinacién, y ellos no

necesariamente implican cambios en la morfologia cromosdmica.

En general, los loci 18-5,8-26S y 5S se ubican en grupos de ligamiento diferentes,
pero nosotros observamos que en L. lorentzianum, L. warmingianum y S. setaceus
ambos genes coinciden en el extremo distal del brazo corto del cromosoma portador
de la NOR. La sintenia de los genes ribosomales también se ha descripto para algunos
representantes de otros géneros como Hypochaeris (Asteraceae, Cerbah et al. 1998),
Allium (Amaryllidaceae, Lee et al. 1999), Clivia (Amaryllidaceae, Ran et al. 2001),
Passiflora (Passifloraceae, De Melo & Guerra 2003), Abies (Pinaceae, Besendorfer et al.
2005), Brassica, Eruca, Raphanus (Brassicaceae, Hasterock et al. 2006), Phaseolus
(Fabaceae, Pedrosa-Harand et al. 2006), Artemisia (Asteraceae, Garcia et al. 2007),
Coffea (Rubiaceae, Hamon et al. 2009), Alstromeria (Alstromeriaceae, Chacon et al.
2012), Crotalaria (Fabaceae, Morales et al. 2012), considerandose ésta como una
caracteristica derivada. La observacidn citolégica de ligamiento en los genes
ribosomales puede ser interpretada de diferentes maneras como i) que exista una
cercania fisica entre ambos locus de genes ribosomales en el mismo brazo
cromosoémico, ii) que las diferentes unidades de repeticiones del ADN ribosomal, tanto
el 55 como el 18-5,8-26S, estén entre mezcladas dentro un mismo locus o iii) que
ambos genes estén fisicamente ligados en una Unica unidad de ADN ribosomal. Para
seleccionar alguna de estas interpretaciones serian necesarios estudios gendémicos de

estas secuencias.

Por otra parte en el tetraploide S. setaceus se encuentran cinco loci 5S por
complemento haploide distribuidos en tres pares cromosdémicos, este patréon es
descripto por primera vez en Cactaceae; sin embargo la duplicacién del ADN ribosomal
5S en el mismo brazo ha sido observada en diversas especies (Taketa et al. 1999, Frello
& Heslop-Harrison 2000, Shibata & Hizume 2002, Almeida & Pedrosa-Harand 2010,
Chacon et al. 2012). Ademas, las regiones subteloméricas y paracentroméricas son
conocidas como blanco de ruptura cromosdmica y también estan enriquecidas con
elementos mdviles (Slotkin & Martienssen 2007). Seria necesario evaluar especies

hermanas para poder inferir conclusiones acerca de si esta distribucién de los genes
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ribosomales 5S es anterior a la poliploidizacion o no; no obstante esto no ha sido
encontrado en otros poliploides de la subfamilia Cactoiedeae (Las Pefias 2009, Las

Pefias et al. 2013).

V. Modelo de evolucidon cromosdmica en Lepismium (Rhipsalideae)

Las relaciones filogenéticas de Lepismium y Rhipsalis, y entre los miembros de
Lepismium son semejantes a las reportadas por Korotkova et al. (2011), tomando
dichas relaciones y el mapeo de caracteres se planteé un modelo hipotético de cambio
cromosomico. El nimero cromosémico ancestral inferido para Lepismium es x=11, y
durante su diversificacion no se produjeron variaciones cromosdémicas numéricas
como si han ocurrido en algunas especies de su género hermano Rhipsalis y otras
cactaceas epifitas no relacionadas como S. setaceus y S. megalanthus (Beard 1937,
Spencer 1955, Lichtenzveig et al. 2000). El cariotipo hipotético ancestral semejaba
morfolégicamente al complemento de L. lumbricoides y los miembros de Rhipsalis
incluidos; estos genomas poseen un Unico locus 5S ubicado en la regidn
paracentromeérica del brazo largo del segundo par cromosémico y el locus 18-5,8-26S
en el cromosoma del mayor tamafio portador de la NORs.

La duplicacién del gen ribosomal 5S ha acompafiado la diversificacion de los
linajes de epifitos y particularmente en Lepismium; basados en las reconstruccién de
caracteres cromosOmicos ancestrales, nosotros proponemos que ocurrieron dos
eventos de duplicacion independientes. El ancestro hipotético del clado que contiene a
L. lorentzianum y L. warmingianum duplicé su locus 5S hacia el extremo distal del
brazo corto del primer par cromosémico; antes de la especiacién de dichos taxones.
Mientras que la otra duplicacién ocurrié hacia el octavo par cromosémico y fue
posterior a la divergencia de L. houlletianum del resto de clado. Por otra parte, el locus
5S se transloco dos veces en L. aculeatum y L. cruciforme, independientemente entre si
(ver Fig. 15, 20 y 21). Esta movilidad en el locus 5S parece ser caracteristica de
Lepismium a diferencia de Rhipsalis en donde este gen se mantiene conservado tanto

en el numero como en su distribucion.
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VI. Cactaceas epifitas y sus cariotipos

Los mecanismos involucrados en la transiciéon del habitat terrestre a epifitos
son desconocidos. De acuerdo a Wallace & Gibson (2002), el epifitismo surgié a partir
de cactus columnares y fue acompaiiado de modificaciones estructurales tales como el
desarrollo de raices caulinares aéreas, el ensanchamiento de los tallos en forma de
hojas, la reduccién del tamafio de las costillas, la pérdida de la formacién de madera y
la reduccidn de las espinas. Todas estas caracteristicas son compartidas por los
miembros epifitos de Cactoideae; sin embargo estas son convergencias morfolégicas a
la vida epifita y este habito surgié independientemente al menos cuatro veces en la
subfamilia (Korotkova et al. 2010, 2011, Calvente et al. 2011 a, b).

Los cariotipos proporcionan una visién fenotipica del genotipo, por ello no es
sorprendente que el analisis cromosdmico comparativo contribuya a la comprensién
de las relaciones filogenéticas y sistematicas entre las especies, asi como al
conocimiento de los posibles mecanismos subyacentes de especiacion (Dogbygny et al.
2004). La apropiada interpretacion de las caracteristicas cariotipicas, basada en
filogenias de secuencias de ADN permite comprender la divergencia genética entre
especies (Guerra 2012). Entre los representante de los clados epifitos evaluados, se
puede concluir que las variaciones numéricas no han acompafiado la adquisicion del
epifitismo, sino mas bien los eventos de poliploidia son esporadicos y relacionados a
eventuales hibridaciones entre especies relacionadas (S. setaceus) o con la expansion
en el rango de distribucion (R. baccifera). Por otra parte tanto Pfeiffera ianthothele,
como P. monacantha presentan cariotipos semejantes entre si y se diferencian de los
miembros de Rhipsalideae, no obstante aun es necesario evaluar los miembros
restantes del clado hermano (P. boliviana, Korotkova et al. 2010) para interpretar sus
caracteristicas cromosdémicas, de igual manera en Hylocereeineae (E. phyllanthus y S.
setaceaus) en donde los estudios cariotipicos son escasos. Finalmente, la similitud
estructural entre los cariotipos de Lepismium y Rhipsalis, sugiere que los procesos de
diversificacion en este grupo fueron rapidos y principalmente cripticos a nivel de
cromosdmico. Esto también se evidencia en el alto grado de homoplasia morfolégica y

la carencia de sinapomorfias entre ambos géneros (Calvente et al. 2011 a, b). Sin
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embargo la diversificacidon de las especies de Lepismium parece haber involucrado la
duplicacién de segmentos cromosémicos sin modificar su estructura cariotipica.

El origen reciente de Cactaceae y su rapida diversificacion (cf. Arakaki et al.
2011) podria explicar el éstasis cromosdmico entre sus miembros (Las Pefias 2009);
con todo en ciertos grupos como Pyrrhocactus (Las Peias et al. 2008) y Lepismium
pueden evidenciarse modificaciones cromosdmicas adquiridas durante y/o posteriores
a los procesos especiogénicos, posiblemente acumuladas en el transcurso de su

divergencia y adaptacién.

67



Conclusiones

CONCLUSIONES

. Se examinaron 14 taxones de cactus epifitos de Argentina,
representando tres linajes independientes dos taxones de Hylocereeineae, diez
taxones Rhipsalideae y dos de Pfeiffera.

° A excepcion de Selenicereus setaceus (2n = 44), las especies
restantes resultaron diploides 2n = 22. Confirmando el numero basico de
Cactaceae x = 11.

) En todas las especies, los cromosomas son morfométricamente
homogéneos, tanto en forma como en tamafo; semejantes al resto de
Cactaceae.

. Se detectd Unicamente heterocromatina rica en CG. En todas las
especies la heterocromatina se localizd asociada a la constriccion secundaria.
Ademas, Lepismiun lorentzianum presentd un par de bandas heterocromaticas
no asociadas a la constriccion secundaria, en el brazo largo del segundo par
cromosomico.

° El gen ribosomal 18-5,8-26S se localizd en todas las especies
estudiadas en el satélite cromosdmico asociado al brazo corto del par
cromosémico mas grande del complemento. El niumero de loci 18-5,8-26S se
corresponde al nivel de ploidia, dos loci en los diploides y cuatro en el
tetraploide.

. El nimero de loci del gen ribosomal 5S es variable en los taxones
diploides. Las especies de Rhipsalis, L. aculeatum, L. cruciforme, L. lumbricoides y
Epiphyllum phyllanthus presentan solo un par de sitios, mientras que el resto de
las especies de Lepismium, P. ianthothele y P. monacantha dos pares.

° Los loci 5S se ubican generalmente en la regién
paracentromérica del brazo largo del segundo, tercer u octavo par cromosdémico.
Ademas en L. lorentzianum y L. warmingianum, uno de sus sitios 5S es sinténico
al gen ribosomal 18-5,8-26S.

° En el tetraploide S. setaceus se encuentran 5 loci por genoma

haploide, un loci sinténico con uno de los loci 18-5,8-26S, dos sitios en la regidn
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paracentromérica del brazo largo del tercer y cuarto par cromosémico y dos loci
en el mismo brazo que los anteriores pero en la regidn distal.

° Los datos cariotipicos permitieron proponer un modelo de
evolucidn cromosémica para Lepismium como grupo derivado de Rhipsalideae.

° Las especies de Pfeiffera se diferencian cariotipicamente de los
otros linajes de epifitos.

° El par cromosémico de mayor tamaifio portador del gen 18-5,8-
26S es homedlogo entre las especies estudiadas.

° El patrén de distribucion del gen 5S resultd atil para diferenciar
entre los taxones estudiados.

° Estas caracteristicas cariotipicas homogéneas, se comportan de
manera homoplastica en los miembros de los tres linajes estudiados, sugiriendo
una diversificacidon reciente con modificaciones gendmicas cripticas, o bien que
aun existen fuerzas evolutivas involucradas en la homogeinizacion de estos

géneros, tales como hibridacién-introgresion.
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Anexo |: Datos cromosomicos de los taxones estudiados

Se analizaron al menos 10 placas metafasicas, provenientes de 5 individuos entre 2-o0 7
localidades por especie, dependiendo de la amplitud de su distribucion.

Abreviaturas: Valores medios de: s, brazo corto; |, brazo largo; ¢, largo total; r, indice braquial;
de, desvio estandar,

Epiphyllum phyllanthus (L.) Haw.

par stde |+ de ctde r
1 1,77 + 0,01 2,16+ 0,10 3,93+0,14 1,22
2 1,63+0,05 1,97+0,12 3,59+0,07 1,21
3 1,62+ 0,08 1,89+ 0,05 3,51+0,03 1,16
4 1,53+0,08 1,87 £ 0,05 3,40+£0,03 1,23
5 1,50+ 0,01 1,75+0,13 3,25+0,13 1,17
6 1,35+0,11 1,74 £ 0,07 3,09+0,03 1,29
7 1,30+ 0,10 1,68 £ 0,07 2,98 £ 0,01 1,30
8 1,25+ 0,02 1,59+0,03 2,84 £ 0,05 1,27
9 1,23+0,01 1,51+0,04 2,74 £0,03 1,23
10 1,26 + 0,02 1,33+ 0,09 2,59+0,11 1,05
11 0,93 + 0,03 1,16 +0,10 2,09+0,13 1,25
Lepismium aculeatum (F.A.C. Weber) Barthlott & Taylor
par st de | +de ctde r
1 1,22 £+ 0,01 1,46 £ 0,05 2,68 £ 0,06 1,19
2 1,18 + 0,08 1,40 £ 0,01 2,58 £ 0,07 1,19
3 1,11 £ 0,02 1,29 £ 0,01 2,41 +£0,04 1,16
4 1,07 £ 0,06 1,24 £ 0,01 2,31+£0,04 1,16
5 0,98 £ 0,05 1,19+ 0,10 2,18 £0,04 1,21
6 0,94 £0,04 1,14 £ 0,02 2,08 £0,02 1,22
7 0,92 +£0,01 1,09 £ 0,02 2,02+£0,01 1,19
8 0,91 £0,03 1,05+£0,01 1,96 £ 0,04 1,16
9 0,83 £ 0,05 1,02 £ 0,02 1,86 + 0,03 1,22
10 0,79 £ 0,06 0,97 £ 0,09 1,77 £ 0,02 1,23
11 0,71+0,01 0,90 £ 0,09 1,62 +0,11 1,27
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L. cruciforme (Vell.) Mig.

par stde |+ de ctde r
1 1,06 £ 0,01 1,35+ 0,10 2,41+0,10 1,27
2 1,03 £ 0,02 1,19+ 0,07 2,22 + 0,06 1,15
3 0,94 +0,12 1,17+ 0,09 2,10+ 0,03 1,25
4 0,90 + 0,00 1,10+ 0,02 2,00+ 0,02 1,23
5 0,89+ 0,06 1,07 £ 0,05 1,96+ 0,01 1,20
6 0,84+ 0,04 1,07 £ 0,06 1,91+0,02 1,27
7 0,86+ 0,03 0,98+ 0,01 1,84+ 0,03 1,13
8 0,81+0,03 0,97 +£0,01 1,78+ 0,04 1,20
9 0,76 £ 0,02 0,94 + 0,05 1,70+ 0,03 1,24
10 0,71+0,01 0,87+0,03 1,58+ 0,03 1,22
11 0,64 + 0,08 0,74+ 0,03 1,38+0,11 1,14

L. houlletianum (Lem.) Barthlott

par stde |+ de ctde r
1 1,17 £ 0,10 1,32 £ 0,02 2,49 + 0,08 1,13
2 1,03 £ 0,03 1,32+£0,01 2,35+0,01 1,28
3 1,05+ 0,02 1,19 +£0,05 2,23+0,03 1,13
4 0,99 £ 0,01 1,17 £ 0,02 2,16 + 0,01 1,18
5 0,94 + 0,07 1,18 + 0,05 2,12 + 0,02 1,26
6 0,92 £ 0,03 1,15+ 0,01 2,06 £ 0,02 1,25
7 0,88 £ 0,07 1,10 £ 0,04 1,97 £ 0,02 1,25
8 0,88 £ 0,02 1,04 + 0,01 1,92 £ 0,02 1,19
9 0,79 £ 0,03 1,03 +0,01 1,81 £0,03 1,30
10 0,79 £ 0,02 0,93 £ 0,03 1,72 £ 0,05 1,17
11 0,71 £ 0,07 0,89 +0,01 1,59 £ 0,06 1,26

L. lorentzianum (Griseb.) Barthlott

par stde |+ de ctde r
1 0,80 + 0,06 1,00 £ 0,01 1,80 £ 0,06 1,25
2 0,73+0,01 0,87 £ 0,03 1,60 £ 0,03 1,19
3 0,68 £ 0,04 0,85 £ 0,07 1,53 +£0,03 1,25
4 0,67 £ 0,02 0,78 £ 0,04 1,46 £ 0,02 1,16
5 0,64 + 0,03 0,77 £ 0,02 1,41 +£0,01 1,22
6 0,64 £ 0,01 0,74 £ 0,01 1,38 £0,01 1,16
7 0,61 + 0,02 0,73 +£0,02 1,34 £ 0,01 1,19
8 0,60 £ 0,01 0,70 £ 0,01 1,31+£0,01 1,17
9 0,58 £ 0,04 0,70 £ 0,02 1,28 £ 0,01 1,20
10 0,53 +0,04 0,69 £ 0,01 1,22 £ 0,04 1,29
11 0,48 £ 0,02 0,66 £ 0,01 1,15+ 0,03 1,38
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L. lumbricoides (Lem.) Barthlott

par stde |+ de ctde r
1 1,22 + 0,08 1,37 +0,17 2,59 + 0,09 1,12
2 0,85+ 0,08 1,39+0,10 2,24+ 0,17 1,63
3 1,08 £ 0,05 1,36+ 0,10 2,44+ 0,15 1,27
4 0,99 £ 0,02 1,21+0,01 2,21 +0,02 1,22
5 1,00+ 0,01 1,17+0,01 2,17 £ 0,02 1,16
6 0,94+ 0,01 1,14+ 0,03 2,08 £ 0,03 1,22
7 0,94 £ 0,02 1,07+ 0,04 2,02 £ 0,02 1,13
8 0,91+0,01 1,05+ 0,02 1,95+ 0,02 1,15
9 0,85 + 0,05 1,02+ 0,09 1,87 £ 0,04 1,20
10 0,81 + 0,07 0,96+0,12 1,77 £ 0,05 1,18
11 0,73 +0,07 0,85+ 0,01 1,58 + 0,06 1,17

L. warmingianum (K.Schum.) Barthlott

par s tde | +de ctde r
1 1,15+ 0,02 1,24+ 0,04 2,38 £ 0,06 1,08
2 0,98 £ 0,07 1,17+ 0,01 2,16 £ 0,08 1,19
3 0,97 £ 0,06 1,07+ 0,01 2,03 £ 0,06 1,10
4 0,84 +£0,10 1,09+ 0,09 1,93+0,01 1,29
5 0,87 +£0,01 1,02 £ 0,02 1,89+0,01 1,17
6 0,82 £ 0,06 1,03 £ 0,05 1,85+0,01 1,25
7 0,81 +£0,01 0,96 £ 0,04 1,78+ 0,03 1,18
8 0,78 £ 0,04 0,93 £ 0,07 1,71+0,03 1,19
9 0,75+0,01 0,83 £ 0,05 1,58 + 0,06 1,10
10 0,69 £0,01 0,79 £ 0,05 1,48 + 0,06 1,16
11 0,65 +0,03 0,72 £ 0,05 1,37+ 0,08 1,12

Rhipsalis baccifera (J.S.Muell.) Stearn

par st de | +de ctde r
1 1,42 £ 0,07 1,74 + 0,05 3,16 £ 0,03 1,22
2 1,26 £ 0,01 1,59 +0,03 2,86 £ 0,04 1,26
3 1,28 £ 0,03 1,45+ 0,02 2,73 £0,02 1,12
4 1,24 +0,01 1,40 £ 0,03 2,65+0,03 1,13
5 1,16 £ 0,04 1,42 + 0,03 2,58 £ 0,02 1,23
6 1,13+0,07 1,37 +0,03 2,50 £ 0,04 1,21
7 1,03+0,01 1,32 £ 0,06 2,36 £ 0,05 1,27
8 1,01+0,01 1,19+ 0,08 2,21 £ 0,06 1,17
9 0,98 £ 0,02 1,13+ 0,05 2,11 +£0,03 1,15
10 0,82 +£0,01 1,13+ 0,05 1,96 £ 0,04 1,36
11 0,77 £ 0,01 0,88 £ 0,07 1,65+0,01 1,14
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R. cereuscula Haw. ex Phil.

par stde |+ de ctde r
1 1,17+ 0,05 1,39+ 0,12 2,56 +0,17 1,18
2 1,08 £ 0,03 1,29+ 0,05 2,37 + 0,08 1,19
3 1,05+ 0,02 1,19+0,01 2,25+ 0,02 1,13
4 0,97 + 0,04 1,18+ 0,01 2,15+0,04 1,21
5 0,95+0,01 1,10+ 0,03 2,05+0,03 1,16
6 0,88+ 0,04 1,07 +£0,07 1,96 £ 0,03 1,21
7 0,87+0,01 0,99+ 0,02 1,86 £ 0,04 1,13
8 0,80+ 0,01 1,00+ 0,03 1,80+ 0,02 1,26
9 0,81+0,01 0,92+0,01 1,74+ 0,02 1,13
10 0,76 £ 0,03 0,91+0,01 1,67 £ 0,04 1,19
11 0,67 £ 0,05 0,80+ 0,03 1,47 £ 0,07 1,21

R. floccosa subsp. hohenauensis (F.Ritter) Barthlott & Taylor

par stde |+ de ctde r
1 0,75+0,01 0,87 £ 0,05 1,62 £ 0,05 1,15
2 0,67 £ 0,02 0,78+ 0,04 1,46 £ 0,02 1,16
3 0,63 +0,05 0,76 £ 0,01 1,39+0,04 1,20
4 0,61+0,01 0,72+0,01 1,33+0,02 1,18
5 0,62+0,01 0,67 £ 0,02 1,28 £ 0,02 1,08
6 0,57+0,01 0,66 £ 0,04 1,22 +£0,03 1,16
7 0,56+ 0,02 0,62+ 0,02 1,18+ 0,01 1,12
8 0,51+0,02 0,64 +0,01 1,15+0,01 1,27
9 0,53+0,01 0,58+ 0,01 1,11 +0,01 1,10
10 0,47 +£0,01 0,56+ 0,05 1,03 +£0,07 1,19
11 0,42 0,01 0,48 £ 0,03 0,89 + 0,04 1,14

R. floccosa subsp. tucumanensis (F.A.C.Weber) Barthlott & Taylor

par s tde | +de ctde r
1 0,75 + 0,02 0,89 + 0,05 1,64 + 0,07 1,18
2 0,69 + 0,02 0,79 + 0,07 1,48 + 0,05 1,14
3 0,64 + 0,04 0,76 + 0,01 1,40 + 0,03 1,20
4 0,59 + 0,01 0,74 + 0,04 1,33 +0,02 1,27
5 0,59 + 0,01 0,71+0,01 1,29 + 0,01 1,20
6 0,58 + 0,04 0,69 + 0,02 1,27 £ 0,02 1,17
7 0,56 + 0,02 0,67 + 0,03 1,23+0,01 1,21
8 0,56 +0,01 0,63 + 0,02 1,19+ 0,01 1,12
9 0,52 + 0,02 0,63 +0,01 1,15 + 0,02 1,22
10 0,49 + 0,01 0,60 + 0,02 1,09 + 0,02 1,21
11 0,48 + 0,01 0,54 + 0,04 1,02 + 0,05 1,13
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Pfeiffera ianthothele (Monv.) F.A.C. Weber

par stde It de ctde r
1 1,03+0,01 1,21 +0,07 2,25+ 0,06 1,18
2 1,00+ 0,01 1,12+ 0,07 2,12 £ 0,05 1,12
3 0,91+0,01 1,08 £ 0,03 1,99 £ 0,04 1,18
4 0,89 £ 0,02 1,02+0,01 1,91+0,02 1,14
5 0,84 + 0,03 1,01+£0,01 1,85+ 0,03 1,20
6 0,82+0,04 0,96 + 0,02 1,78 £ 0,02 1,18
7 0,74+ 0,05 0,95 + 0,03 1,69+ 0,01 1,28
8 0,75 0,02 0,90+0,01 1,65+ 0,02 1,20
9 0,70 £ 0,04 0,84 +0,10 1,54 £ 0,06 1,19
10 0,64 £ 0,01 0,78 £ 0,04 1,42 £ 0,04 1,22
11 0,58 £ 0,01 0,71+ 0,05 1,29+ 0,06 1,22

P. monacantha (Griseb.) P.V. Heath

par s tde | +de ctde r
1 0,91+0,01 1,02 + 0,06 1,94 £ 0,06 1,12
2 0,86+ 0,01 1,04 £ 0,06 1,90 + 0,07 1,21
3 0,85+ 0,04 0,93+0,01 1,79 £ 0,04 1,10
4 0,78 £ 0,03 0,96 + 0,02 1,74+ 0,01 1,24
5 0,75 + 0,06 0,92 + 0,06 1,67 £0,01 1,23
6 0,76 £ 0,01 0,85+0,01 1,62 £0,02 1,12
7 0,74 £0,03 0,83 £0,02 1,57+0,01 1,12
8 0,70 £ 0,02 0,83+0,03 1,53+0,01 1,19
9 0,67 £0,01 0,77 £ 0,03 1,44 + 0,03 1,16
10 0,59+0,01 0,77 £ 0,05 1,36 £ 0,04 1,30
11 0,50 £ 0,04 0,65 +0,10 1,14+ 0,14 1,31
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Anexo Il: Matriz empleada para el ANAVA

Abreviaturas: c;, largo total el cromosoma n°1; c,, largo total del cromosoma n°2; It, largo total
del complemento haploide; C, largo cromosémico promedio; r, indice braquial promedio; %ht,
porcentaje de heterocromatina por complemento haploide. Siglas de los taxones: acu: L.
aculeatum; bac: R. baccifera; cer: R. cereuscula; cru: L. cruciforme; hoe: R. floccosa var.
hohenauensis; hou: L. houlletianum; lor: L. lorentzianum; lum: L. lumbricoides; mon: P.
monacantha; ian: P. ianthothele; tuc: L.tucumanensis; war: L. warmingianum.

taxon C C It C r %ht
acu 3,83 3,79 30,08 2,73 1,19 2,88
acu 2,89 2,87 25,16 2,29 1,32 1,55
acu 2,81 2,80 21,79 1,98 1,16 1,32
acu 2,39 2,38 19,02 1,73 1,19 2,23
acu 1,81 1,66 16,03 1,46 1,18 1,60
bac 4,30 3,92 36,44 3,31 1,15 1,10
bac 2,44 1,89 16,17 1,47 1,36 2,24
bac 2,70 2,60 21,82 1,98 1,16 2,71
bac 3,24 3,18 22,99 2,09 1,23 2,25
bac 2,70 1,90 16,30 1,50 1,40 1,15
cer 2,12 2,05 18,44 1,68 1,16 2,12
cer 3,20 2,29 23,11 2,10 1,14 1,86
cer 2,46 2,46 22,25 2,02 1,13 1,90
cer 2,72 2,71 22,36 2,03 1,19 1,66
cer 2,95 2,68 23,76 2,16 1,21 1,71
cru 2,62 2,33 21,43 1,99 1,17 0,85
cru 2,67 2,66 23,22 2,11 1,17 1,26
cru 1,72 1,71 14,96 1,36 1,26 0,97
cru 3,76 3,50 30,73 2,79 1,28 0,80
cru 1,66 1,50 14,09 1,28 1,26 1,20
hoe 1,67 1,55 14,89 1,35 1,17 4,02
hoe 1,21 1,21 11,43 1,04 1,18 2,88
hoe 1,27 1,16 10,60 0,96 1,13 2,28
hoe 2,44 2,09 17,73 1,61 1,18 1,94
hoe 1,30 1,20 11,50 1,10 1,20 1,99
hou 2,56 2,46 22,22 2,02 1,32 1,54
hou 2,07 1,91 17,50 1,59 1,24 1,91
hou 3,01 2,95 27,57 2,51 1,16 1,53
hou 2,10 2,00 17,60 1,60 1,30 1,79
hou 2,90 2,80 27,40 2,40 1,12 1,53
lor 1,92 1,86 17,37 1,58 1,34 1,43
lor 1,81 1,71 14,67 1,33 1,16 0,82
lor 1,68 1,67 14,37 1,31 1,25 0,85
lor 1,96 1,78 15,46 1,40 1,17 0,81
lor 2,97 2,96 23,50 2,14 1,37 1,43
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lum 2,28 2,19 20,64 1,88 1,33 2,00
lum 2,04 1,85 27,36 2,49 1,27 2,23
lum 3,30 3,20 28,70 2,61 1,23 1,84
lum 1,90 1,90 16,58 1,51 1,14 1,59
lum 2,16 2,08 17,53 1,59 1,23 1,84
mon 2,04 1,97 17,47 1,59 1,23 2,33
mon 2,03 2,00 18,47 1,68 1,17 1,94
mon 1,64 1,64 15,39 1,40 1,24 2,02
mon 2,26 2,19 19,66 1,79 1,21 2,25
mon 2,01 1,59 17,46 1,59 1,17 1,83
ian 2,02 1,97 18,20 1,65 1,26 2,81
ian 2,20 2,10 17,50 1,59 1,14 2,40
ian 2,65 2,50 22,44 2,04 1,13 2,02
ian 2,56 2,54 23,48 2,13 1,26 2,80
ian 2,02 1,91 15,78 1,43 1,23 2,39
tuc 2,34 2,10 19,81 1,80 1,26 1,78
tuc 1,61 1,53 13,81 1,26 1,15 2,09
tuc 1,47 1,36 12,31 1,12 1,14 2,02
tuc 1,50 1,50 12,92 1,17 1,20 1,40
tuc 1,55 1,47 11,67 1,06 1,20 2,01
war 2,55 2,47 21,01 1,91 1,17 1,57
war 2,30 2,21 19,31 1,76 1,19 1,89
war 1,80 1,79 13,83 1,26 1,18 2,25
war 2,28 2,26 21,06 1,91 1,21 1,54
war 2,16 1,96 18,06 1,64 1,15 1,55
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Anexo lll: Matriz empleada para el analisis de conglomerados

Abreviaturas: n, nimero cromosémico haploide; C, largo cromosdmico promedio; Lt, largo
total del genoma basico; A;, indice de asimetria intracromosdmico; A,, indice de asimetria
intercromosomico; %ht, ; 45S, nimero de sefiales de hibridacién para el gen ribosomal 18-5,8-
26S; 55, numero de sefiales de hibridacién para el gen ribosomal; sin, sintenia de los genes
ribosomales; N°2, cromosoma n° 2 con locus 5S; N°3, cromosoma n° 3 con locus 5S; N°8,
cromosoma n° 8 con locus 5S. Siglas de los taxones: epi: E. phyllanthus, sele: S. setaseus, acu:
L. aculeatum; bac: R. baccifera; cer: R. cereuscula; cru: L. cruciforme; hoe: R. floccosa var.
hohenauensis; hou: L. houlletianum; lor: L. lorentzianum; lum: L. lumbricoides; mon: P.
monacantha; ian: P. ianthothele; tuc: L.tucumanensis; war: L. warmingianum.

Codificacion de caracteres discretos
sin: 0= ausencia; 1= presencia
N°2: 0= ausencia; 1= presencia
N°3: 0= ausencia; 1= presencia

N°8: 0= ausencia; 1= presencia

Matriz caracteres cuantitativos y discretos

taxones | n C Lt A, A, | %ht | 455 | 55 | sin | N°2 | N°3 | N°8
epi 11|3,09|34,00(0,17|0,17(197| 1 |1 0| O 1 0
sele 2213,07|3367|010|0,15(202| 2 |5| 1| 0 1 0
ian 11|1,77|1948 0,16 |0,16 {240 | 1 |2 | 0 | 1 1 0
mon 11|161|1769|0,16|0,15(233| 1 [ 2| 0| 1 1 0
acu 112,13 |2348|0,17|0,15(199| 1 |1 0| O 0 1
cru 11190209 |0,17|0,15(101| 1 |1 0| O 0 1
hou 11|2,04|2243|0,18|0,13 165 1 [ 2| 0| 1 0 1
lor 11|1,40| 1545|018 0,14 | 106 | 1 |2 | 1 1 0 0
lum 11|2,08|2292|017|0,14 191 1 |1 |0 | 1 0 0
war 11|1,83|20,16 | 0,14 (0,16 {129 | 1 |2 | 1 1 0 0
bac 11|243|26,76|0,17|0,18 139 1 |1 | 0| 1 0 0
cer 11199218 (015|016 ({135 1 |1 | 0| 1 0 0
hoe 2211241366 |0,13|0,16 (201 1 |1 ]| 0 | 1 0 0
tuc 2211281410 |0,16 |0,14|135| 1 |1 | 0 | 1 0 0
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Anexo IV: Alineamiento de secuencias y analisis filogenético

A partir de la matriz de marcadores cloroplastidicos (TreeBASE ID 11406) de Korotkova et al.
(2011) se seleccionaron 38 terminales pertenecientes a los taxones en estudios, en todos los
casos se incluyeron mds de una terminal por taxén, a excepcidon de P. ianthothele, P.
monacantha, E. phyllanthus y Echinopsis aurea. El alineamiento se realizé en MEGA 5 (Tamura
et al. 1993-2011) utilizando el algoritmo de MUSCLE (Edgar 2004) y posteriomente se procedio
a un alineamiento manual. Obteniéndose una matriz de 40 terminales y 6191 pares de bases.
El andlisis filogenético se efectué mediante dos métodos Maxima Parsimonia e Inferencia
Bayesiana.

El analisis de Maxima Parsimonia fue llevado a cabo en TNT ver.1.1 (Goloboff et al. 2008). Se
evalué la sefial filogenética de cada marcador independientemente, resultando las topologias
congruentes entre si. Todas las regiones fueron concatenadas en una Unica matriz y todos los
caracteres fueron tratados como no ordenados, independientes y de igual peso. Los gaps
fueron considerados como dato perdido. La busqueda heuristica fue realizada con la opcién
ratchet (Nixon 1999) con los parametros por defecto implementados por el programa. Las
medidas de soporte de los clados se estimaron usando 1000 réplicas de bootstrap no
paramétrico.

El analisis bayesiano fue realizado en MrBayes v.3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck 2003). La
matriz de datos fue evaluada con dos estrategias: una usando siete particiones basadas en
cada region de ADN y otra tomando todos los datos en conjunto. El modelo de sustitucidn
nucleotidica para ambas estrategias fue determinado con el jModelTest 0.1.1 (Posada 2008)
usando el criterio de informacién de Akaike (AIC). Se selecciond el modelo de sustitucion
nucleotidica de tiempo reversible (GTR) con una tasa variable entre sitios descripta por un
distribucién gamma (GTR + ¥X). La evaluacién de los analisis de la matriz particionada y no
particionada fueron realizados en Tracer v.1.5 (Rambaut & Drummond 2009), usando factor
Bayes (BF) para la comparacion (2 In BF 2 10). Se realizaron dos busquedas independientes con
4 cadenas Markov-Monte Carlo asociadas al algoritmo de Metrépolis (MCMCMC), de 10
millones de generaciones cada una y muestreando cada 10 mil generaciones. El 25% de los
arboles de cada corrida fueron eliminados y posteriormente los arboles restantes se
resumieron en un consenso de mayoria (50%), el soporte de los nodos se expresé como
probabilidades posteriores.
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Consenso estricto a partir de los tres arboles de 5540 pasos obtenidos por Maxima Parsimonia,
con los valores de soporte de los nodos: bootstrap y probabilidad posterior. En este trabajo R.
shaferi = R. baccifera.

100/1

Echinopsis aurea

100/1

100/1
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100/1
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100/1 L. warmingianum CA075
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ﬁ
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ﬁ
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L. cruciforme CA068
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-/0.99 L. cruciforme CA069

|

L. cruciforme CA010

R. cereuscula CA050

100/1 R. shaferi CA136

ﬁ

R. shaferi CA003

R. baccifera hileiabaiana

R. floccosa pulvinigera

100/1
-1
100/1
100/-
100/-
100/-
-1
100/-
-/0,91

-1 100/1 R. floccosa tucumanensis
-/0,98 _|:R. floccosa oreophila
ﬂ:.‘?_ floccosa pulvinigera
R. floccosa floccosa
R. floccosa hohenauensis

R. baccifera CA099

R. baccifera baccifera CA002

R. baccifera mauritiana
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ﬁ
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Datos de las secuencias utilizadas para la construccién de la filogenia

Datos de las secuencias seleccionadas a partir de Korotkova et al. (2011), las secuencias
correspondientes a Echinopsis aurea, P. ianthothele y P. monacantha corresponden a
Korotkova et al (2010), mientras que las de E. phyllanthus fueron descargadas de Gen Bank.

Taxon, numero de cultivo, localidad de colecta,n® de especimen, cédigo de secuencia de ADN,
n°de acceso en Gene Bank/ EMBL segun corresponda.

Grupo externo

Echinopsis aurea Britton & Rose, BG Bonn 24068, sin dato de localidad, (s.n.), CA104, trnK/matK
FN669743, rpl16 FN673649, psbA-trnH FN669005, trnQ-rps16 FN995670 , rbclL FR853367.

Epiphyllum phyllanthus Haw., trnK/matK HM041690, rpl16 -, psbA-trnH HQ727769, trnQ-rps16
HQ727848, rbcL —.

Pfeiffera ianthothele (Monv.) F. A. C. Weber, BG Bonn 12965, Bolivia, Dpto. Santa Cruz, C. & P. Ibisch
93.884, CA084, trnK/matK FR716764, rpl16 FR716775, psbA-trnH Fr716785, trnQrps16 FR716795, rbcl

P. monacantha (Griseb.) P.V.Heath, BG Bonn 12971, Bolivia, Dep. Tarija, Prov.Arce, C. & P. |bisch
93.1228 (FR), CA090, trnK / matK FN669732, rpl16 FN673638, psbA-trnH FN995430, trnQ-rps16
FN677886, rbcL — .

Grupo interno

Lepismium cruciforme (Vell.) Mig., BG Bonn 5760, Brazil, Parana, descendiendo de Itatiaia a Ponta
Crossa, W. Barthlott 90-27 (B), CA010, trnK/matK FN669662, rpl16 FN673565, psbA-trnH FN669012,
trnQ-rps16 FN677815, rbcL FR853290; BG Bonn 14531, sin dato de localidad, (B), CA068, trnK/matK
FN669717, rpl16 FN673623, psbA-trnH FN669014, trnQ-rps16 FN677872, rbcL FR853347; BG Bonn 2239,
Brazil, W. Rauh 70774 (B), CA069, trnK/ matK FN669718, rpl16 FN673624, psbA-trnH FN669013, trnQ-
rps16 FN677873, rbcL FR853348.

Lepismium houlletianum (Lem.) Barthlott, BG Bonn 2176, Brazil, Rio Grande do Sul, entre Candelaria y
Agudo, Horst & Uebelmann HU1003 (B), CA082, trnK/matK FN669726, rpll6 FN673632, psbA-trnH
FN669006, trnQ-rpsl6é FN677880, rbcL FR853356; BG Bonn 4557, Brazil, Friedrics.n. (B), CA083,
trnK/matK FN669727, rpl16 FN673633, psbA-trnHFN669007, trnQ-rps16 FN677882, rbcL FR853357; BG
Bonn 26962, without locality data, (B), CA130, trnK/matK FN669768, rpll6 FN673674, psbA-trnH
FN669157, trnQ-rps16 FN677922, rbcL FR853387.

Lepismium houlletianum f. regnellii (G.Lindb.) Barthlott & N.P.Taylor, BG Bonn 5748, Brazil, Rio Grande
do Sul, cerca de Torres, W. Barthlott 90-61 (B), CA081, trnK/matK FN669725, rpl16 FN673631, psbA-
trnHFN669008, trnQ-rps16 FN677879, rbcL FR853355.

Lepismium lorentzianum (Griseb.) Barthlott, BG Bonn 21783, Argentina, Jujuy, camino de Sta. Clara a El
Fuerte, B. O. Schlumpberger BOS 157 (B),CA080, trnK/matK FN995676, rpl16 FN995673, psbA-trnH
FN669016, trnQ-rps16 FN995669, rbcL FR853354; BG Bonn 12972, Bolivia, Dep. Tarija, Prov. Arce, C. &
P. Ibisch 93.1230 (BOLV, LPB, FR), CA087, trnK/matK FN669729, rpl16 FN673635, psbA-trnH FN669017,
trnQ-rps16 FN677883, rbcL FR853358; BG Bonn 12976, Bolivia, Dep. Tarija, Prov. O ‘Connor, C. &P.
Ibisch 93.1261 (FR), CA088, trnK/matK FN669730, rpl16 FN673636, psbA-trnH FN669015, trnQ-rpsl6
FN677884, rbcL FR853359.
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Lepismium lumbricoides (Lem.) Barthlott, BG Bonn 12181, Brazil, Parana, entre Palmeira y Matra, Horst
& Uebelmann HU985 (B), CA070, trnK/matK FN669719, rpll6 FN673625, psbA-trnH FN669011, trnQ-
rps1l6 FN677874, rbcL FR853349; BG Bonn 5755, Brazil, Rio Grande du Sul, cerca Arroio da Séca, W.
Barthlott 90-52 (B), CA071, trnK/matK FN669720, rpl16 FN673626, psbA-trnH FN669009, trnQ-rps16
FN677875, rbcL FR853350; BG Bonn 12977, Bolivia, Dep. Tarija, Prov. O’ Connor, C. & P. lbisch 93.1274
(B), CA072, trnK/matK FN669721, rpl16 FN673627, psbA-trnH FN669010, trnQ-rps16 FN677876, rbcl
FR853351; BG Bonn 8571, Brazil, Rio Grande do Sul, Sdo Francisco de Assis — Santa Maria, Horst &
Uebelmann HU1100 (B), CA128, trnK/matK FN669766, rpl16 FN673672, psbA-trnH FN669160, trnQrps16
FN677920, rbcL FR853385.

Lepismium lumbricoides f. aculeatum (F.A.C. Weber) Barthlott & N. P .Taylor, BG Bonn 14123, Brazil,(B),
CA129, trnK/matK FN669767, rpll6 FN673673, psbA-trnH FN669156, trnQ-rpslé FN677921, rbcl
FR853386.

Lepismium warmingianum (K.Schum.) Barthlott, BG Berlin-Dahlem BR0-B-0611105, Brazil, Rio Grande
do Sul, cerca de Arroio da Séca, W. Barthlott 90-51(B), CA074, trnK/matK FN669723, rpl16 FN673629,
psbA-trnH FN669026, trnQ-rps16 FN677878, rbcL FR853352; BG Bonn 4837, Brazil, Rio Grande do Sul,
selva del Morro Santana, S. Porembski 12.1990 (B), CA075, trnK/matK FN669724, rpl16 FN673630, psbA-
trnH FN669027, trnQ-rps16 FN677879, rbcL FR853353.

Rhipsalis baccifera (J.S.Muell.) Stearn, Colombia, Huila, entre Gigante y Rio Loro, R. Bauer 23 (B),
CA117, trnK/matK FN669756, rpll6 FN673662, psbA-trnH FN669073, trnQ-rpslé FN677909, rbcl
FR853379; Cuba, Prov. Cienfuegos, Mun. Cumanayagua, W. Greuter, T. Borsch, R. Rankin, J. Ledn, D.
Suarez 26982 (B, HAJB), CA138, trnK/matK FN995679, rpl16 FN995674, psbA-trnH FN995435, trnQ-rps16
FN995671, rbcL FR853393;BG Bonn 14745, Venezuela, Sucre, Paria, R. Bauer s.n., 1997 (B), CA013,
trnK/matK FN669665, rpl16 FN673568, psbA-trnH FN669069, trnQ-rps16 FN677818, rbcL FR853293; BG
Bonn 5859, Colombia, norte de La Paila, M. Koenen & S. Porembski 44 (B), CA135, trnK/matK FN669771,
rpl16 FN673678, psbA-trnH FN669161, trnQ-rpsl6é FN677926, rbcLFR853391; BG Bonn 4678, Brazil,
Pernambuco, Recife, P. Braun s.n.1988 (B), CA002, trnK/matK FN669655, rpl16 FN673556, psbA-trnH
FN669070, trnQ-rps16 FN677807, rbcL FR853282.

Rhipsalis baccifera subsp. erythrocarpa (Schumann) Barthlott, BG Bonn 16390, Rwanda, Nyagatare,
Umutara, E. Fischer 8051 (B), CA015, trnK/matK FN669667, rpl16 FN673570, psbA-trnH FN669084, trnQ-
rps16 FN677820, rbcL FR853295.

Rhipsalis baccifera subsp . hileiabaiana N.P.Taylor, RBG Kew 1966-48932, Brazil, Bahia, Floresta Azul,
Martins en Brieger 43, coll. before 1966 (K, in spirit), CA152, trnK/matK FR852591, rpl16 FR853121,
psbA-trnH FR853114, trnQ-rps16 FR853126, rbcL FR853396.

Rhipsalis baccifera subsp. horrida (Baker) Barthlott, BG Bonn 5998, Madagascar, Fort Dauphin, W. Rauh
68614 (B), CA014, trnK/matK FN669666, rpl16 FN673569, psbA-trnH FN669082, trnQ-rpsl6 FN677819,
rbcL FR853294.

Rhipsalis baccifera subsp. mauritiana (DC.) Barthlott, BG Bonnn 6983, Ivory Coast, Tai National Park, S.
Porembski, 5.5.1990 (B), FR853118 trnK/matK FR852593, rpl16 FR853124, psbA-trnH — , trnQ-rps16
FR853125, rbcL FR853399.

Rhipsalis cereuscula Haw., BG Bonn 12179, Bolivia, La Paz, Prov. Nor Yungas, cerca a Chulumani, M.
Miyagawa, 9.4.1987 (B), CA050, trnK/matK FN669700, rpl16 FN673605, psbA-trnH FN669064, trnQ-
rps16 FN677855, rbcL FR853329.

81



Anexos

Rhipsalis floccosa subsp. floccosa Salm-Dyck, RBG Kew, sin datos de localidad, C. Erskine 164 (K,
neotype), CA139, trnK/matK FN995680, rpl16 FN995675, psbA-trnH FN995436, trnQ-rps16 FN995672,
rbcL FR853394.

Rhipsalis floccosa subsp. hohenauensis (F.Ritter) Barthlott & N.P.Taylor, RBG Kew 1991-1448, Paraguay,
Reserva de Itabo, D. Zappi 92 (SPF), CA154, trnK/matK FR852592, rpl16 FR853120, psbA-trnH FR853115,
trnQ-rps16 FR853129, rbcL FR853397.

Rhipsalis floccosa subsp. oreophila N.P. Taylor & Zappi, Brazil, Minas Gerais, Monte Azul, Braun s.n.,
CA132, trnK/matK FN669769, rpll6 FN673675, psbA-trnH FN669158, trnQ-rpslé FN677923, rbcl
FR853388.

Rhipsalis floccosa subsp. pulviningera (G.Lindb.) Barthlott & N.P.Taylor, BG Bonn 5744, Brazil, Sdo
Paulo, cerca de Campos do Jordao, W. Barthlott 90-2 (B), CA056, trnK/matK FN669705, rpl16 FN673611,
psbA-trnH FN669050, trnQ-rps16 FN677861, rbcL FR853335; BG Bonn 5742, Brazil, Parana, yendo de
Itatiaia a Ponta Crossa, W. Barthlott 90-32 (B), CA057, trnK/matK FN669706, rpl16 FN673612, psbA-trnH
FN669051, trnQ-rps16 FN677862, rbcL FR853336.

Rhipsalis floccosa subsp. tucumanensis (F.A.C.Weber) Barthlott & N.P. Taylor, BG Bonn 12956, Bolivia,
Dep. Cochabamba, Prov. Chapare, C. & P. Ibisch. 93.762 (BOLV, LPB, FR, B), CA058, trnK/matK
FN669707, rpl16 FN673613, psbA-trnH FN669053, trnQ-rps16 FN677863, rbcL FR853337.
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Anexo V: Matriz de caracteres discretos
'Echinopsis_aurea’
'Epiphyllum_phyllanthus'
'Pfeiffera_ianthothele'
'Lepismium_cruciforme_CA010_BR'
'Lepismium_cruciforme_CA068 BR'
'Lepismium_cruciforme_CA069_BR'
'Lepismium_houlletianum_CA082_BR'

'Lepismium_houlletianum_CA083_BR'

1007?7770

10000100

11001100

10000010

10000010

10000010

11001010

11001010

'Lepismium_houlletianum_houlletianum_CA130'11001010

'Lepismium_houlletianum_regnellii_CA081_BR' 11001010

'Lepismium_lorentzianum_CA080_AR'
‘Lepismium_lorentzianum_CA087_BO'
‘Lepismium_lorentzianum_CA088_BO'
'‘Lepismium_lumbricoides_CA070_BR'
'Lepismium_lumbricoides_CA071_BR'

'Lepismium_lumbricoides_CA072_BO'

11111001

11111001

11111001

10001000

10001000

10001000

‘Lepismium_lumbricoides_f._aculeatum_CA129 10000010

‘Lepismium_lumbricoides_lumbricoides_CA128 10001000

'Lepismium_warmingianum_CA074_BR'
‘Lepismium_warmingianum_CAQ075_BR'
'Pfeiffera_monacantha_CA090'
'‘Rhipsalis_baccifera_CA099 CR'
'Rhipsalis_baccifera_CA117_CO'
'Rhipsalis_baccifera_ CA138 CU'
'Rhipsalis_baccifera_CA013_VE'

'Rhipsalis_baccifera_CA135_CO'

'Rhipsalis_baccifera_erythrocarpa_CA015 RW'

'Rhipsalis_baccifera_hileiabaiana_CA152'
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'Rhipsalis_baccifera_mauritiana_CA157" PPPPPNY?

'Rhipsalis_cereuscula_CAO050' 10001000
'Rhipsalis_floccosa_CA139' PPP0?7?
'Rhipsalis_hohenauensis_CA154' 10001000
'Rhipsalis_oreophila_CA132' PPPPPPY?
'Rhipsalis_floccosa_CA056' PP
'Rhipsalis_floccosa_CA057' PP
'Rhipsalis_tucumanensis_CA058' 10001000
'Rhipsalis_shaferi_CA003' 10001000
'Rhipsalis_shaferi_CA136' 10001000
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Anexo VI: Reconstruccion de caracteres ancestrales por Maxima Verosimilitud

Los circulos terminales corresponden al estado del caracter para el taxdn terminal. Los graficos
de torta indican las probabilidades de Maxima Verosimilitud (LP) obtenidas bajo el modelo
Mk1.
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o O
O
O
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0: 0,06
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(O Echinopsis aurea O
‘ L. cruciforme CA010 ®
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Ubicacion locus 5S en el par 8 (D E. phylianthus @ Heterocromatina no asociada a NORs
[10: locus 5S en otro par P, ianthothele [_10: ausencia
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ambiguo P. monacantha ambiguo
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