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SUMMARY

Background and aims: Tephrocactus is a genus of Cactaceae belonging to the
Opuntioideae subfamily, with most of its species endemic to Argentina. It comprises
bushes with lax branches formed by globose joints, which are often fragile and detach
generating new plants. Clonal reproduction is associated with the occurrence of high
ploidy levels in the genus. The aim of this work was to compare morpho-anatomical
traits of the epidermis and underlying tissues of Tephrocactus taxa with different ploidy
levels (2n =22, 44,77, 88, 242 and 319) and to evaluate them in a phylogenetic context.

M&M: The epidermis and underlying tissues of specimens were studied by means of
classical histological techniques. The morpho-anatomical variables were statistically
compared and mapped on the phylogeny of the genus.

Results: The stomatal frequency, the frequency of ordinary epidermal cells, the stomatal
index, and the stomata length were determined and the underlying tissues (hypodermis)
were analyzed with special reference to the shape, frequency and arrangement of
druses. All the variables studied showed statistically significant differences among
taxa. A positive relationship was found between ploidy levels and size of all types of
epidermal cells and druses.

Conclusions: The common ancestor of the group would have small stomata, an
intermediate frequency of ordinary epidermal cells, and druses in their hypodermis. The
characteristics of the epidermis and underlying tissues correlate with the level of ploidy
in the Tephrocactus taxa studied.

KEY woRDs
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RESUMEN

Introduccion y objetivos: Tephrocactus es un género de Cactaceae perteneciente a
la subfamilia Opuntioideae, con la mayoria de las especies endémicas de Argentina.
Comprende matas con ramas laxas, formadas por artejos globosos, que muchas
veces se desprenden facilmente y generan nuevas plantas. La reproduccion clonal
esta asociada a la ocurrencia de altos niveles de ploidia en el género. El objetivo
de este trabajo fue comparar caracteres morfo-anatémicos de la epidermis y tejidos
subyacentes de taxones de Tephrocactus con distintos niveles de ploidia (2n = 22, 44,
77,88, 242 y 319) y evaluar dichos caracteres en un contexto filogenético.

M&M: Se estudiaron la epidermis y tejidos subyacentes de taxones de Tephrocactus
mediante el uso de técnicas histoldgicas clasicas. Se compararon estadisticamente las
variables morfo-anatémicas y se mapearon en la filogenia del género.

Resultados: Se determinaron la frecuencia estomatica, la frecuencia de células
epidérmicas propiamente dichas, el indice estomatico, la longitud de los estomas y
se analizaron los tejidos subyacentes con especial referencia a la forma, frecuencia
y disposicién de drusas. Todas las variables estudiadas mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los taxones. Se observé una relaciéon positiva
entre niveles de ploidia y tamafio de todos los tipos de células epidérmicas y de las
drusas.

Conclusiones: El ancestro comun del grupo tendria estomas pequefios, una frecuencia
de células epidérmicas propiamente dichas intermedia y drusas en su hipodermis. Las
caracteristicas de la epidermis y tejidos subyacentes se correlacionan con el nivel de
ploidia en los taxones de Tephrocactus estudiados.

PALABRAS CLAVE

Cactaceae, mapeos morfo-anatémicos,
Tephrocactus.

morfo-anatomia, niveles de ploidia,
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INTRODUCCION

La familia Cactaceae Juss. incluye cerca de
1400 especies distribuidas desde Canada hasta
la Patagonia, siendo México el mayor centro
de diversificacion (Bravo-Hollis & Scheinvar,
1999; Mandujano ef al., 2002; Hunt ef al., 2006).
Los cactus han evolucionado para hacer frente
a condiciones ambientales que otras plantas no
podrian soportar; normalmente estan sujetos,
en algin momento de su desarrollo, a estrés por
sequia y/o temperaturas extremas. Su estrategia de
supervivencia radica en una serie de caracteristicas
morfologicas y en la fotosintesis de tipo CAM
(metabolismo acido de las crasulaceas; Anderson,
2001; Herrera Martinez et al., 2015).

La familia es monofilética e incluye cuatro
subfamilias: Cactoideaec Eaton., Maihuenioideae
Fearn, Opuntioideae Burnett y Pereskioideae
Engelm. (Anderson, 2001; Hernandez—Hernandez
et al., 2011). Opuntioideae, al contrario de
Cactoideae, ha recibido relativamente poca
atencion por parte de especialistas y aficionados.
Esto tal vez sea debido a su falta de atractivo como
ornamentales y a sus molestos gloquidios (espinas
foliares delgadas y poco visibles que se desprenden
facilmente de la planta) (Kiesling, 1984; Ritz et al.,
2012). Solo dentro del género Opuntia, la especie
O. ficus-indica, se cultiva en todo el mundo por sus
frutos y para forraje (Nobel, 2002).

Dentro de la subfamilia Opuntioideae, el género
Tephrocactus Lem. comprende plantas con ramas
laxas, formadas por varios artejos superpuestos, de
forma globosa hasta cilindrica, muchas veces con las
articulaciones fragiles. Las areolas estan en criptas,
con fasciculos de gloquidios rojizos o blanquecinos,
ademas de las espinas (Kiesling, 1984). Se
distribuyen principalmente en la Argentina, en las
provincias de Salta, Catamarca, oeste de Tucuman,
La Rioja, Santiago del Estero, Cérdoba, San Juan,
San Luis y Mendoza. Estas plantas crecen en laderas
mas o menos suaves o en llanuras pedregosas o
arenosas muy secas, entre los 500 y 2500 m s.n.m.
(Kiesling, 1984; Anderson, 2001). El numero de
especies incluidas en el género, varia segun los
autores de siete a 12 (Kiesling, 1984; Hunt et
al., 2006; Ritz et al., 2012). Recientemente, Las
Pefias et al. (2019), publicod una filogenia, usando
marcadores moleculares y morfoldgicos, donde
concluyeron que el género estaria formado por 12
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especies 7. alexanderi (Britton & Rose) Backeb.,
T aoracanthus (Lem.) Lem., T. articulatus (Pfeift.)
Backeb., T. bonnieae (D.J.Ferguson & R. Kiesling)
Stuppy, T. geometricus (A. Cast.) Backeb., T
halophilus (Speg.) Backeb., T. molinensis (Speg.)
Backeb., T. nigrispinus (K.Schum.) Backeb., T.
paediophilus (A.Cast.) F.Ritter, T. recurvatus
(Gilmer & Thomas) Hunt & Ritz, T. verschaffeltii
(F.A.C.Weber) Hunt & Ritz y T. weberi (Speg.)
Backeb.

Con respecto a las caracteristicas morfo-
anatomicas de la epidermis de Tephrocactus, solo
se conocen descripciones de su aspecto a simple
vista o bajo lupa binocular. La misma se describe
opaca y rugosa, de color grisaceo verdosa (el
nombre genérico deriva de la palabra griega:
tephra, “ceniza”, refiriéndose al color de la planta,
Kiesling, 1984). Ademas, en los ejemplares secos
puede advertirse el facil desprendimiento de una
capa de cera (Kiesling, 1984). El conocimiento de
la estructura del aparato estomatico, la cuticula, la
epidermis y los estratos subepidérmicos poseen,
no solo importancia taxonomica, sino que ademas
revelan, el grado de especializacion alcanzado
por estas plantas, en su adaptacion al ambiente
arido o semiarido en que se desarrollan (Di Fulvio,
1976, Gibson & Nobel, 1986). Sin embargo, no
existen antecedentes de estudios de la epidermis
y tejidos subyacentes en Tephrocactus. Tampoco
hay reportes de parametros como frecuencia
estomatica, frecuencia de células epidérmicas
propiamente dichas e indice estomatico para estas
especies. Por otro lado, una gran variedad de cactus,
particularmente los de la subfamilia Opuntioideae,
se reproducen asexualmente de manera habitual
al deshacerse de las articulaciones del tallo que
producen raices adventicias y forman nuevos
individuos (Anderson, 2001).

En ambientes extremos la replicacion agamica
resulta ser muy 1til y exitosa, ya que los nuevos
individuos poseen estructuras maduras tanto desde
el punto de vista fisioldgico como morfolégico,
ademas de zonas meristematicas activas (areolas)
que permiten la emision de raices adventicias
(Almiréon & Martinez Carretero, 2013). La
reproduccion clonal esta asociada con la incidencia
de poliploidia en plantas con flores (Baldwin &
Husband, 2013). El niimero bésico aceptado para
la familia Cactaceae es x = 11, siendo la principal
variacion existente la poliploidia (Pinkava, 2002;
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Las Pefias et al., 2017; 2019). Los estudios
citologicos han demostrado que los poliploides son
comunes en la subfamilia Opuntioideae (Pinkava,
2002; Las Penas et al., 2017; 2019) con los
niveles mas altos en los miembros sudamericanos
(incluyendo Tephrocactus; Pinkava et al., 1985,
Las Pefias et al., 2019). A pesar de su ocurrencia
generalizada, el efecto directo de la poliploidia en
el éxito evolutivo de una especie aun es en gran
parte desconocido (Madlung, 2013). Las Pefias
et al. (2019) observaron una gran variabilidad de
los niveles de ploidia en el género Tephrocactus
con 2n = 22, 44, 77, 88, 242, 319. Durante mucho
tiempo, los poliploides se han estudiado por
sus diferencias morfoldgicas, fisiologicas y de
desarrollo para encontrar evidencias que pudieran
explicar las observaciones de mayor resistencia al
estrés (Madlung, 2013). Por ejemplo, Melaragno
et al. (1993), reportan un mayor tamafio de las
células epidérmicas y los estomas en poliploides de
Arabidopsis (Brassicaceae). Ademas, la frecuencia
estomatica y la longitud de las células oclusivas se
han usado a menudo como marcadores morfologicos
para identificar los niveles de ploidia en muchas
especies de plantas, por ejemplo, en Dactylis
(Poaceae, Santen & Casler, 1986), Bromus inermis
(Poaceae, Tan & Dunn, 1973) y Acacia mearnsii
(Fabaceae, Beck et al., 2003). Sin embargo, no se
conocen antecedentes de comparaciones de este
tipo en Cactaceas.

El objetivo de este estudio es relacionar las
caracteristicas morfo-anatdmicas con los niveles
de ploidia en el género Tephrocactus, mapear
las caracteristicas morfo-anatémicas de la
epidermis y tejidos subyacentes en la filogenia
del género y reconstruir los estados ancestrales
a fin de comprender la historia evolutiva de las
caracteristicas anatémicas del grupo.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y material vegetal

Todas las plantas utilizadas en este estudio se
encuentran cultivadas en el cactario del Instituto
Multidisciplinario de Biologia Vegetal, de la
Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales,
UNC y los ejemplares se encuentran depositados en
el Museo Botanico de Cordoba (CORD), Argentina.
Se seleccionaron ejemplares de 15 taxones del

género, ademas de cuatro especies estudiadas
como grupo externo, para el analisis del mapeo de
caracteres. Los datos de coleccion se muestran en
la Tabla 1.

Anatomia de la epidermis y tejidos subyacentes de
tallo

Para la observacion de la anatomia se hicieron
cortes transversales y longitudinales a mano alzada
(datos en Tabla 2). Para la observacion superficial
de la epidermis se realizo la técnica de raspado
(D’Ambrogio de Argiieso, 1986). El material
se tiod con azul astral en solucidon acuosa al
0,5% por cinco minutos y luego de enjuagar con
agua, se realizo el montaje semi-permanente con
glicerina acuosa al 50%. Las observaciones se
hicieron bajo microscopio 6ptico Olympus BX61
y los preparados fueron fotografiados con la
camara acoplada Olympus DP71, procesados con el
software de adquisicion Olympus DP controler. El
procedimiento se realizé en al menos un individuo
de cada taxon, y en cada caso, se fotografiaron
cinco campos de cada muestra (pseudoréplicas).

Para clasificar los estomas, se siguieron las
propuestas de Dilcher (1974) y Prabhakar (2004).
Para el analisis cuantitativo, se determinaron
las siguientes variables epidérmicas: frecuencia
estomatica (nimero de estomas por mm?),
frecuencia de células epidérmicas propiamente
dichas (nimero de células por mm?), y tamafio
de los estomas (longitud de las células oclusivas,
pum). Estos parametros se obtuvieron utilizando el
software libre Imagel (http://rsbweb.nih.gov/ij),
y con ellos se calculd el indice estomatico (I.E.)
segun la formula de Stace (1965), I.LE.= (frecuencia
de estomas / frecuencia de estomas + frecuencia de
células epidérmicas propiamente dichas) X 100.
Por ultimo, se realizd una descripcion cualitativa
del sistema dérmico y tejidos subyacentes en corte
transversal, para algunas de las especies estudiadas
(T alexanderi, T. articulatus, T. geometricus 'y T.
paediophilus).

Analisis de datos

Las variables morfo-anatémicas fueron
comparadas estadisticamente mediante pruebas de
analisis de la varianza (ANOVA), o su equivalente
no paramétrico Kruskall Wallis, seguido de un
analisis de comparacion de medias (Tukey, P<0,05).
Se realizaron regresiones lineales para analizar
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Tabla 1. Taxones de Tephrocactus y géneros afines estudiados y sus datos de coleccién. Todos los
taxones fueron coleccionados en la Argentina (provincia, departamento, localidad, colector y nimero).

Al final de la tabla, en gris oscuro, se sefialan las especies estudiadas como grupo externo.

La Rioja, Dpto. Famatina, Las Perfias et al. 544

Tephrocactus alexanderi (Britton & Rose) Backeb.

T. aoracanthus (Lem.) Lem.

T. articulatus (Pfeiff.) Backeb. var. articulatus

T. articulatus var. oligacanthus (Speg.) Backeb.
T. articulatus var. strobiliformis Backeb.

T. bonnieae (D.J.Ferguson & R.Kiesling) Stuppy

T. geometricus (A.Cast.) Backeb.

T. halophilus (Speg.) Backeb.

T. molinensis (Speg.) Backeb.

T. nigrispinus (K.Schum.) Backeb.

T. paediophilus (A.Cast.) F.Ritter

T. recurvatus (Gilmer & Thomas) Hunt & Ritz
T. verschaffeltii (F.A.C.Weber) Hunt & Ritz

T. weberi var. deminutus Rausch

T. weberi (Speg.) Backeb. var. weberi

Mendoza, Dpto. Las Heras, Villavicencio, Las Pefias et al. 656
Cordoba, Dpto. Pocho, Chancani, Las Perias 85

La Rioja, Dpto. Chamical, Chamical, Urdampilleta 598

San Juan, Dpto. Caucete, Las Pefias 16

Cultivado, Las Perias s.n.

Cultivado, Las Pefias 580

Catamarca, Dpto. Tinogasta, Chaschuil, Kiesling s.n.
Catamarca, Dpto. Tinogasta, Cortaderas, Las Pefas et al. 234
Cultivado, Garcia s.n.

San Juan, Dpto. Valle Fértil, Sierra Pie de Palo, Las Penas 572
Salta, Dpto. Cafayate, N of Cafayate, Las Pefias 577

Jujuy, Dpto. Humahuaca, lturbe, Las Pefias 661

Catamarca, Dpto. Capayan, El Médano, Las Pefas 716

San Juan, Dpto. Angaco, Villicum, Las Pefias 654

La Rioja, Dpto. Chilecito, O de Safiogasta, Las Pefias 659

Salta, Dpto. San Carlos, Amblayo, Las Penas 579
Cultivado, Kiesling 578
Catamarca, Dpto. Cafayate, RN 68, Moreno 90

la relacion entre el nimero cromosémico (2n), y
las variables morfo-anatomicas. Los especimenes
analizados son los mismos que se estudiaron en
el trabajo de Las Pefias et al. (2019), por lo que
se usaron los datos citogenéticos obtenidos alli
para las comparaciones estadisticas. Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el software
INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2017).

Mapeos de caracteres morfo-anatomicos

Los estados de caracteres morfo- anatomicos
fueron reconstruidos para los ancestros segin el
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criterio de maxima verosimilitud (modelo Mk,
en el que todos los cambios son igualmente
probables) mediante Mesquite (Maddison
& Maddison, 2018), usando como datos de
entrada el consenso de mayoria obtenido por
Las Pefas et al. (2019). Se codificaron los
caracteres morfo-anatomicos cuantitativos:
longitud de los estomas (um) y frecuencia
de células epidérmicas propiamente dichas
(nimero/mm?); ademas del caracter cualitativo:
presencia/ausencia de drusas (Tabla 2). Los
analisis bayesianos se realizaron con cuatro
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Tabla 2. Variables morfo-anatdémicas cuantitativas de la epidermis de taxones de Tephrocactusy

grupos externos. Media + error estandar para frecuencia estomatica, frecuencia de células epidérmicas

propiamente dichas, indice estomatico (frecuencia estomatica / frecuencia estomatica + frecuencia de

células epidérmicas propiamente dichas X 100) y longitud de los estomas. Las letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05) entre los taxones del género. Drusas (0= ausencia; 1 = presencia), 2n=

numeros cromosémicos obtenidos de Las Pefias et al., 2019. * especies no incluida en los analisis morfo-
anatomicos. Al final de la tabla, en gris oscuro, se sefialan las especies estudiadas como grupo externo.

T. aoracanthus

articulatus

oligacanthus
strobiliforme

T. bonniae

T. geometricus

T. halophilus
T. molinensis
T. nigrispinus
T. paediophilus
T. recurvatus

T. vershaffeltii

Tephrocactus alexanderi

T. articulatus var.

T. articulatus var.

T. articulatus var.

51,75 + 6,49 o
26,57 +2,62°

48,95 + 4,32 «
29,37 +2,62 =

47,55 + 5,14

44,76 + 2,80 b

*

72,73 £4,74 %
22,38 +1,40°
41,96 + 2,21 b
30,77 £1,71 %
86,71 +4,74 ¢

36,36 + 2,62 @*

T. weberi var. deminutus 41,96 + 2,21 b4

T. weberi var. weberi

34,27 + 3,68

2618,18 77,54 %  1,96+0,28* 25,36+ 0,50 9
876,92+ 12,232  2,95+0,32% 5438+173° 242
1821,91£ 68,1159 258+0,16¢ 34,87 0,40 ° 68
1286,71+16,40°  2,24+021% 50,00+ 1,17 ¢ 83
1525,87 £ 15,22 % 3,02+ 0,32 33,76+ 0,57 ° 77
1433,57 £ 19,66  3,03%0,20% 2553+ 0,96 m
. . . 9
2953,85+63,73%  2,41£0,17% 26,87+0,82% >
1970,63 £ 42,73  1,12+0,06° 28,88+ 0,80 44
1492,31£19,73®  2,74£0,16% 29,51+ 0,92° a4
823,78+ 14,062  360+0,20% 4836+1,19¢ 319
2181,82+36,47 < 3,81+0,16° 27,29%1,10® 4
1553,85£ 21,37 @ 2,29+ 0,17% 25,80+ 0,80 29
395944 £2376'  1,05:005° 2478:0,89° 1 o
297622+ 110,37  1,15£0,12® 26,37+044*  ,

cadenas independientes de Markov acoplada a
Metropolis Monte Carlo (MCMC), estos fueron
implementados para analizar estados discretos
y continuos respectivamente. En la Tabla 2,
se encuentran las especies de Tephrocactus y
también las especies analizadas para enraizar
los arboles y poder recostruir los estados
ancestrales para cada uno de los caracteres
morfo-anatémicos.

REsuLTADOS

Caracteristicas morfo-anatomicas de la epidermis
y tejidos subyacentes

Cortes transversales: Se observo que la superficie
de los tallos de Tephrocactus esta cubierta por una
epidermis de grosor variable, siendo particularmente
gruesa en T. paediophilus y T. aoracanthus,
mientras que en 7. weberi y T. verschaffeltii es muy
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delgada. En estos cortes fue posible distinguir los
siguientes estratos: una cuticula delgada con una
fina capa de cera epicuticular, por debajo, una a
varias capas de células epidérmicas propiamente
dichas isodiamétricas, interrumpidas regularmente
por estomas que se ubican en depresiones (Fig.
1). De esta forma, los mismos quedan apenas
por debajo del nivel de la epidermis como se
observo en T. alexanderi (Fig. 1C, epidermis
uniestratificada), o profundamente hundidos como
en T. geometricus (Fig. 1D). Este ultimo, mostro
una epidermis pluriestratificada, con tres a cuatro
capas de células, que al verse interrumpida por
profundas depresiones complicé su analisis en
vista superficial con el método usado en este
trabajo. Por su parte, 7. articulatus (Fig. 1A) y
T. paediophilus (Fig. 1B), presentaron un estado
intermedio, con una epidermis biestratificada y los
estomas se encuentran hundidos pero son parte de
la epidermis. Por ultimo, se observé una hipodermis
pluriestratificada, de naturaleza colenquimatosa.
En la mayoria de los casos, la misma triplico o
cuadruplico el grosor de la epidermis, excepto
en T geometricus, que presentd ambas capas de
aproximadamente el mismo grosor. En todos
los casos, la hipodermis se vio interrumpida por
camaras subestomaticas, que la atraviesan en toda
su extension, llegando hasta el clorénquima (Fig.
1).

Ademas, en la hipodermis se encontraron
cristales tipo drusas (Fig. 2). Estas se encontraron
inmediatamente por debajo de la epidermis y no
se desprendieron de la misma durante el proceso
de raspado. La forma, cantidad y disposicion
fueron variables, en la mayoria de los casos se
ubicaron regularmente, excepto en 7. articulatus
var. strobiliforme, donde parecen agruparse bajo
los estomas (Fig. 2C). Lo opuesto sucedié en T
paediophilus, donde las drusas se observaron
de gran tamafio y muy abundantes, cubriendo
practicamente toda la superficie, excepto bajo los
estomas (Fig. 2F). También fueron muy abundantes
en T articulatus var. articulatus (Fig. 2B) y en T.
nigrispinus (Fig. 2E), en cambio fueron pocas en 7.
verschaffeltii y se encontraron dispersas de manera
aleatoria (Fig. 2D). Por ultimo, en 7. weberi var.
weberi, se observd una gran cantidad de drusas
mas pequefias, dispersas al azar (Fig. 2A). La inica
especie en la que no se observaron estos cristales
fue T. bonniae.

14

Cortes paradermales de tallo: En estos se
observo la epidermis en vista superficial (Figs.
3-4). Las células de los complejos estomaticos
de todas las especies se distribuyeron
aleatoriamente. El complejo estuvo formado
por las células oclusivas con forma de rifion
y las células acompafiantes o subsidiarias.
En la mayoria de los casos se encontraron
dos pares de estas células acompaiiantes (dos
células a cada lado de las oclusivas), excepto
en T. halophilus, que mostré tres pares de
células subsidiarias (tres células a cada lado
de las oclusivas, Fig. 3D). Anatomicamente,
el género presentd estomas paralelociticos,
caracteristicos de la familia. Las células
epidérmicas propiamente dichas tendieron a
ser isodiamétricas, con las paredes anticlinales
casi rectas en la mayoria de los casos. Soélo
T. verschaffeltii (Fig. 3C) y T. nigrispinus
(Fig. 3G) presentaron células con las paredes
anticlinales mas o menos onduladas.

Variables morfo-anatomicas cuantitativas

En la Tabla 2 se sintetizan, para los
taxones estudiados, los valores de frecuencia
estomatica, frecuencia de células epidérmicas
propiamente dichas, indice estomatico
y longitud de los estomas. Se encontraron
diferencias significativas (p < 0,0001) en la
frecuencia estomatica entre los diferentes
taxones. La misma vari6 desde 22 estomas/
mm?en 7. molinensis hasta 87 estomas/mm? en
T. recurvatus. Por otra parte, la frecuencia de
células epidérmicas propiamente dichas, que es
una medida indirecta del tamafio de las mismas,
varid desde 820 células/mm? en T. paediophilus
y T. aoracanthus, hasta 4000 células/mm? en T.
weberi var. deminutus. El indice estomatico,
que relaciona las frecuencias estomaticas y la
de células epidérmicas propiamente dichas,
tom6 valores desde uno en 7. weberi var.
deminutus, T. molinensis y T. weberi var.
weberi, hasta cuatro en 7. recurvatus. Por
ultimo, la longitud de los estomas mostréd
también gran variabilidad, con valores que van
desde 25,36 um en T. alexanderi hasta 54,38
um en 7I. aoracanthus. Las cuatro variables
morfo-anatomicas cuantitativas medidas
mostraron diferencias significativas (p<0,05)
entre los taxones analizados (Tabla 2).
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Fig. 1. Epidermis y tejidos subyacentes de Tephrocactus en corte transversal. A: T. articulatus. B: T.
paediophilus. C: T. alexanderi. D: T. geometricus. Abreviaturas: ep: epidermis, hip: hipodermis, es: estoma,
cse: camara subestomatica, dr: drusas, cl: clorénquima. Escala = 100 um. Todas las fotos a la misma escala.

Relacion entre las variables morfo-anatomicas y
los niveles de ploidia

Las variables morfo-anatomicas se relacionaron
con el nmimero cromosémico (2n) para todos los
taxones de Tephrocactus analizados mediante
regresiones lineales simples. La frecuencia de
células epidérmicas propiamente dichas y el nlimero
cromosomico se relacionaron significativamente
y de manera negativa. Esto significa que los

individuos con mayor nimero 2n de cromosomas
presentaron las frecuencias de células mas bajas, o
lo que es lo mismo, células mas grandes (Fig. 5). Por
otra parte, la longitud de los estomas y el numero
cromosomico se relacionaron significativamente
y de manera positiva, lo que implica que los
individuos con mayor cantidad de cromosomas
tienen los estomas mas grandes (Fig. 5). Las otras
variables morfo-anatomicas (frecuencia estomatica
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Fig. 2. Drusas en Tephrocactus. A: T. weberi var. diminutus. B: T. articulatus var. articulatus. C: T. articulatus
var. strobiliforme. D: T. verschaffeltii. E: T. nigrispinus. F: T. paediophilus. Escala = 50 ym. Todas las fotos a
la misma escala.

Fig. 3. Epidermis de Tephrocactus en vista superficial (con DIC). A: T. weberi var. weberi. B: T. weberi
var. deminutus. C: T. verschaffeltii. D: T. halophilus. E: T. bonniae. F: T. recurvatus. G: T. nigrispinus. H: T.
molinensis. |: T. aoracanthus. Escala = 50 ym. Todas las fotos a la misma escala.
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Fig. 4. Epidermis de Tephrocactus en vista superficial. A: T. alexanderi. B: T. articulatus var. strobiliforme. C:
T. articulatus var. articulatus. D: T. paediophilus. Escala = 50 um. Todas las fotos a la misma escala.

Fig. 5. Regresiones entre las variables morfo-anatomicas y los niveles de ploidia de Tephrocactus. A:
Relacion entre la frecuencia de células epidérmicas propiamente dichas y el nUmero cromosémico 2n (N =

85; R? = 0,42; p < 0,0001). B: Relacion entre la longitud de los estomas y el nimero cromosémico 2n (N =
170; R? = 0,66; p < 0,0001).
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Fig. 6. Reconstruccién del estado ancestral para la longitud de los estomas en un arbol consenso del
género Tephrocactus. Los colores indican diferentes estados del caracter.

e indice estomatico) no mostraron relaciones
estadisticamente significativas con el nivel de
ploidia.

Mapeo de los caracteres morfo-anatomicos

Se mapearon cuatro caracteres morfo-
anatomicos (longitud de los estomas, frecuencia de
células epidérmicas propiamente dichas, frecuencia
estomatica y presencia de drusas) en la filogenia
del género obtenida por Las Pefias ef al. (2019). La
longitud estomatica (Fig. 6) presentd los valores
mas elevados en el clado C que incluye a los taxones

con mayores niveles de ploidia. El clado basal A de
Tephrocactus (T. verschaffeltii, T. nigrispinus, T.
bonniae, T. recurvatus y T. molinensis) agrup6 a
las especies con longitudes estomaticas menores.
Estas presentaron valores similares al ancestro
del género (24,78 a 27,74 um). La reconstruccion
para el estado ancestral de la frecuencia de células
epidérmicas propiamente dichas (Fig. 7) mostro
valores intermedios de células por mm? entre
2035,95 y 2997,34. T. weberi var. diminutus
present6 una autapomorfia para este caracter. Por
ultimo, con respecto al mapeo de la presencia/

Fig. 7. Reconstruccion del estado ancestral para la frecuencia de células epidérmicas propiamente dichas
en un arbol consenso del género Tephrocactus. Los colores indican diferentes estados del caracter.
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Fig. 8. Reconstruccion del estado ancestral para la presencia/ausencia de drusas en un arbol consenso del

género Tephrocactus.

ausencia de drusas en la hipodermis (Fig. 8) se
puede observar que el ancestro comiin al género
presentaba drusas. Ademas, se pudo observar una
homoplasia para este caracter en las especies T.
bonniae y Pterocactus tuberosus, debido a una
pérdida secundaria del mismo. A partir de lo antes
expuesto, se puede deducir que el ancestro para el
género Tephrocactus habria tenido las siguientes
caracteristicas morfo-anatomicas: una longitud
estomatica pequefia, una frecuencia de células
epidérmicas propiamente dichas intermedia y
presencia de drusas.

DiscusioN Y CONCLUSIONES

Caracteristicas morfo-anatomicas de la epidermis
y tejidos subyacentes

La cuticula provee una importante interfase para
las interacciones entre la planta y el ambiente. Junto
a las ceras epicuticulares reduce la transpiracion
al proporcionar una barrera hidrofobica y reflejar
la luz solar, al tiempo que reduce la temperatura
de la planta. Por lo tanto, la supervivencia de la
misma en ambientes hostiles puede depender
de la presencia de la cuticula (Upadhyaya &
Furness, 1994). La existencia de una cuticula
delgada es una caracteristica comun en la familia

Cactaceae (Nobel, 2002), y todos los ejemplares
de Tephrocactus (Opuntioideae) estudiados aqui
no fueron la excepcion. Lo mismo ocurre para la
mayoria de especies de Cactoideae estudiadas por
Loza-Cornejo & Terrazas (2003).

Un tallo de cactus tipico generalmente tiene
una epidermis uniestratificada (una capa de
células) con células cuadradas o rectangulares
en seccion transversal (Nobel, 2002). La forma
de las células coincide con lo observado en los
taxones de Tephrocactus analizados. Sin embargo,
se encontraron individuos con epidermis formadas
por dos capas de células, como T articulatus y T.
paediophilus (Fig. 1A- B) y otros con epidermis
pluriestratificadas, como 7. geometricus (Fig. 1D).
Asi, el numero de capas de células epidérmicas,
podria tener valor taxondmico para el género, estas
epidermis pluriestratificadas tendrian su origen en
la protodermis, aunque no se han realizado estudios
ontogenéticos. Por otro lado, la presencia de estomas
paralelociticos, ubicados en depresiones de la
epidermis, es una caracteristica comun en la familia
(Anderson, 2001; Nobel, 2002; Faigoén et al., 2011;
Guerra & Medri, 2015). La aparicion de estomas
ubicados en criptas o depresiones, segin Loza-
Cornejo & Terrazas (2003), es bastante frecuente,
y puede interpretarse como una adaptacion
que reduce la transpiracion, ya que implica la
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formacion de una camara supraestomatica. La
ocurrencia de hipodermis en especies xerofilas
suculentas es una caracteristica comun (Morris
et al., 1996), y particularmente en Cactaceae esta
bien representada (Vazquez-Sanchez et al., 2016).
En los ejemplares de Tephrocactus analizados,
la misma es pluriestratificada y en la mayoria
de los casos triplica o cuadruplica el grosor de
la epidermis. La hipodermis actua restringiendo
la pérdida de agua, permitiendo una absorcion
mas eficiente de la radiacion fotosintética activa,
protegiendo el clorénquima de la radiacion alfa
y beta (Gibson & Nobel, 1986; Kalashnyk et al.,
2016) y disminuyendo la temperatura del tallo
(Gibson & Nobel, 1986). Segliin Terrazas & Arias
(2002), en Cactaceae, el grosor de la hipodermis
puede variar dentro de la especie de acuerdo con las
condiciones en que se encuentra la planta.

La mayoria de los cactus acumulan cristales
que pueden ser prismaticos, en forma de drusas
y raramente aciculares (Nobel, 2002). La forma,
el tamafio y la naturaleza quimica de los mismos
(principalmente oxalatos de calcio), presentan en
Cactaceae una mayor diversidad que en cualquier
otra familia de plantas (Gibson & Nobel, 1986).
En todos los taxones de Tephrocactus estudiados,
excepto en T. bonniae, se encontraron abundantes
drusas en la hipodermis. Estas son especialmente
comunes en la capa exterior de la hipodermis de
todas las especies de Opuntioideac (Gibson &
Nobel, 1986), pero también se encuentran presentes
en las Cactoideas norteamericanas estudiadas
por Loza-Cornejo & Terrazas (2003) y en cactus
epifitos como Lepismium cruciforme (Guerra &
Medri, 2015). Los cristales en general tendrian
funciones como soporte mecanico, evitando el
colapso cuando el tejido pierde la suculencia y
defensa ante la herbivoria (Cenizo et al., 2013).
Ademas, podrian ayudar a controlar el equilibrio
i6nico en la planta, regular la presion osmotica,
la absorcion y la reflexion de la luz (Soffiatti &
Angyalossy, 2007; Kalashnyk et al., 2016).

En estudios anatomicos de los estomas de cactus,
la mayoria de los autores han encontrado que el
par de células oclusivas se encuentra flanqueado
por una o dos (rara vez mas) células, llamadas
subsidiarias o acompariantes. Estas se encuentran
a cada lado de las células oclusivas y paralelas
a ellas (Gibson & Nobel, 1986). Los complejos
estomaticos de las especies de Tephrocactus
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estudiadas aqui, pertenecen a este tipo, llamados
paraciticos o paralelociticos, lo que parece ser
una caracteristica comun en Opuntioideae (Faigon
et al., 2011). En cuanto al nimero de células
acompafantes, se encontré que la mayoria de
las especies de Tephrocactus posee dos células
subsidiarias ubicadas a cada lado de las células
oclusivas. Excepto en T. halophilus donde se
observaron tres células acompaiantes a cada lado
de las células oclusivas.

Las paredes anticlinales de las células epidérmicas
pueden ser rectas o sinuosas, sin embargo, se
desconoce si las paredes sinuosas ofrecen alguna
ventaja selectiva. La presencia de paredes anticlinales
con ondulaciones en Cactaceae podria permitir que
las células epidérmicas se expandan y contraigan
cuando la planta pierde o absorbe agua (Herrera-
Martinez et al., 2015). Otros autores postulan que la
diferencia entre las formas rectas y sinuosas podria
estar mas relacionada con la madurez de la planta,
ya que los tejidos jovenes tienen paredes sinuosas
(Loza-Cornejo & Terrazas, 2003). Hernandez et al.
(2007) observaron que las paredes anticlinales de
las células epidérmicas eran sinuosas en la posicion
apical de las ramas en Myrtillocactus geometrizans;
y que, en la region media, donde las células eran mas
maduras, las paredes anticlinales eran en su mayoria
rectas. Para los analisis realizados en Tephrocactus,
se tomaron muestras del tercio medio de los tallos,
encontrandose en la mayoria de los casos células
epidérmicas con paredes anticlinales rectas. Solo
T. verschaffeltii (Fig. 3C) y T. nigrispinus (Fig. 3G)
presentaron células con las paredes mas o menos
onduladas.

En cuanto a las variables morfo-anatoémicas
cuantitativas, las xerofitas suculentas tienen
menos estomas por unidad de area, y su tamaiio
es significativamente mayor, en comparacion
con las xerofitas no suculentas (Fahn & Cutler,
1992). Particularmente, los tallos de los cactus
suculentos tienen, usualmente, de 15 a 70 estomas
por milimetro cuadrado, un valor menor que el
encontrado en hojas de otras eudicotiledoneas,
quienes generalmente poseen mas de 100 estomas
por milimetro cuadrado (Gibson & Nobel, 1986).
Los ejemplares de Tephrocactus mostraron
frecuencias estomaticas que van desde poco mas
de 22 estomas por milimetro cuadrado en T
molinensis hasta casi 87 estomas por milimetro
cuadrado en 7. recurvatus (Fig. 6), valores acordes
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con los antecedentes. La longitud de los estomas
vari6 desde 25,36 um en T alexanderi hasta 54,38
um en 7. aoracanthus. Estos resultados también
son acordes a los encontrados por otros autores en
otras cactaceas (Hernandez et al., 2007; Faigén
et al., 2011; Herrera-Martinez et al., 2015). Los
valores de indice estomatico, por su parte, también
fueron similares a los encontrados por autores
como Guerra & Medri (2015) y Herrera-Martinez
et al. (2015) en la familia. Estos autores reportaron,
ademas, diferencias en la cantidad de estomas e
indice estomatico, de acuerdo a condiciones de
cultivo diferentes o distintos ambientes en que
crecen los cactus estudiados.

Relacion entre las variables morfo-anatomicas y
los niveles de ploidia

La poliploidia junto con la hibridacion entre las
especies son unas de las principales causas de
especiacion en Cactaceae (Grant & Grant, 1980;
Pinkava, 2002; Las Pefias ef al., 2017, 2019). Los
poliploides se han estudiado por sus diferencias
morfolégicas, fisiologicas y de desarrollo (Madlung,
2013). Particularmente, la longitud de las células
oclusivas de los estomas se ha usado a menudo
como marcador morfoloégico para identificar los
niveles de ploidia en muchas especies de plantas,
por ejemplo, en Dactylis (Poaceae, Santen & Casler,
1986), Bromus inermis (Poaceae, Tan & Dunn,
1973) y Acacia mearnsii (Fabaceae, Beck et al.,
2003). Sin embargo, no se conocen antecedentes
de comparaciones de este tipo en Cactaceas. En
este trabajo se encontr6 una relacion significativa y
positiva entre el nivel de ploidia de los ejemplares
de Tephrocactus y el tamafio de sus estomas y
células epidérmicas propiamente dichas. Esto se
asemeja a los resultados de Melaragno et al. (1993),
quienes reportaron un mayor tamaiio de las células
epidérmicas y particularmente de los estomas en
poliploides de Arabidopsis (Brassicaceae). Cabe
recordar que, en el presente estudio, el tamafio
de las células epidérmicas propiamente dichas se
midié indirectamente, usando como parametro la
frecuencia de dichas células (cantidad por mm?).
Es por ello, que se observo una regresion lineal
simple negativa entre dicha frecuencia y el nimero
cromosomico. Sin embargo, esta relacion fue menos
significativa que la hallada para la longitud de los
estomas. Ademas, la longitud de las células oclusivas
de los estomas es un método conveniente y confiable

para la clasificacion de plantas con diferentes niveles
de ploidia (Aryavand et al., 2003; Régo et al., 2011).
Los resultados de este trabajo muestran que hay
diferencias en la longitud de las células oclusivas en
diferentes taxones de Tephrocactus relacionadas con
su nivel de ploidia, como ha sido observado en otros
trabajos (Aryavand et al., 2003; Régo et al., 2011).
Por ultimo, es importante destacar que este estudio
es el primero en realizar una correlacion entre los
niveles de ploidia y caracteres morfo-anatomicos
en cactus. Seria interesante poder analizar otros
géneros de Opuntioideae con el objeto de determinar
si se mantiene esta relacion.

Mapeo de los caracteres morfo-anatomicos

En el presente estudio, resultaron informativos
los mapeos de la longitud de los estomas, la
frecuencia de células epidérmicas propiamente
dichas, y la presencia de drusas en la hipodermis.
La longitud estomatica y la frecuencia de células
epidérmicas propiamente se correlaciond con la
ploidia (ver arriba) y los taxones poliploides se
encontraron en el clado C, mientras que el clado A
tempranamente diversificado agrupo a las especies
con los estomas mas pequeflos y menor frecuencia
de células epidérmicas propiamente (es decir,
células de menor tamaiio), siendo estos los taxones
diploides. Un caso particular es el mostrado por
T. weberi var. diminutus (diploide), que presentd
una elevada frecuencia de células epidérmicas
propiamente dichas (entre 3959,45 y 4280,14
células por mm?). Esto constituye una autapomorfia
del clado B, es decir un caracter exclusivo.

Por ultimo, el mapeo de la presencia/ausencia
de drusas en la hipodermis mostré que el ancestro
comun al género presentaba drusas, al igual que
la mayoria de los miembros actuales, y como se
ha reportado de forma aislada en varios taxones
de la familia Cactaceae (Mauseth, 2005). Solo 7.
bonniae no las presenta, caracteristica que comparte
con el miembro externo Pterocactus tuberosus.
De este modo, el cardcter “ausencia de drusas”
representd una homoplasia (o convergencia) para
dichas especies. Esto podria estar relacionado con
que ambas especies se comportan como geofitas,
perdiendo sus tallos durante el invierno o en
ambientes hostiles. En esos casos, sobreviven de
manera semisubterranea, a expensas de sus raices
napiformes (Kiesling, 1975 y 1984; Las Pefias et
al.,2019).
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El mapeo de los caracteres morfo-anatdomicos
de la epidermis de los taxones de Tephrocactus,
indicaria que el ancestro del grupo tendria estomas
pequeiios, una frecuencia de células epidérmicas
propiamente dichas intermedia y drusas en su
hipodermis. Estos datos en conjunto con los
datos obtenidos por Las Pefias et al., (2019), nos
permitieron reconstruir la historia evolutiva de los
taxones, es decir, que la diversificacion del género
se asocia con tres eventos de poliploidia (Las Penas
et al., 2019), lo que podria estar asociado a la
reproduccion vegetativa que permite en las especies
mantener altos niveles de ploidia 2x= 22 hasta 29.
Por otra parte, las caracteristicas morfo-anatomicas
de cada taxon estarian asociadas a su nivel de
ploidia, lo cual permite usar las caracteristicas
citogenéticas, morfologicas (Las Penas et al., 2019)
y morfo-anatdmicas como un caracter taxonomico
en el grupo.
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