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Resumen

Este estudio examina la biogeografia, los sistemas sexuales y la diversidad genética de
Leuenbergeria, un linaje de cactus foliosos que incluye la flor nacional de la Republica Do-
minicana, L. quisqueyana. A partir de una filogenia nuclear calibrada en el tiempo, basada
en 355 loci de copia tnica o baja, se estimaron los tiempos de divergencia y se reconstruyd
la historia evolutiva del grupo. Los resultados indican un origen en el norte de Sudamérica
durante el Oligoceno tardio-Mioceno temprano, con una diversificacion interna que ocur-
ri6 principalmente durante el Mioceno. La colonizacion de las Antillas Mayores se produjo
mediante un evento de dispersion hacia el este desde La Espaiola en el Mioceno medio—
tardio, seguido de una dispersion secundaria hacia Cuba. Las estimaciones de heterocigo-
sidad individual fueron bajas y no mostraron una relacion estadisticamente significativa
con la insularidad, el sistema sexual ni la edad del linaje, lo que sugiere que la variacion
genética refleja principalmente procesos demograficos recientes. La combinacion de ende-
mismo, fragmentacion poblacional y baja diversidad genética evidencia la vulnerabilidad
de varias especies insulares, proporcionando un marco evolutivo y genético relevante para
su conservacion.

Palabras clave: Conservacion, endemismo, evolucion, genética poblacional, heterocigo-
sidad

Abstract

This study examines the biogeography, sexual systems, and genetic diversity of Leuen-
bergeria, a lineage of leafy cacti, which includes the national flower of the Dominican
Republic, L. quisqueyana. Based on a time-calibrated nuclear phylogeny using 355 sin-
gle-copy or low-copy loci, divergence times were estimated, and the evolutionary history
of the group was reconstructed. The results indicate an origin in northern South America
during the late Oligocene—early Miocene, with internal diversification primarily occurring
during the Miocene. Colonization of the Greater Antilles occurred through an eastward
dispersal event from Hispaniola in the mid—late Miocene, followed by secondary disper-
sal to Cuba. Individual heterozygosity estimates were low and showed no statistically sig-
nificant relationship with insularity, sexual system, or lineage age, suggesting that genetic
variation primarily reflects recent demographic processes. The combination of endemism,
population fragmentation, and low genetic diversity highlights the vulnerability of sev-
eral island species and provides an evolutionary and genetic framework relevant to their
conservation.
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Abstreé

Etid sa a egzamine biogeografi, sistém seksyéel, ak divésite jenetik
Leuenbergeria, yon liyaj kaktis féy, ki gen ladan fl¢ nasyonal Re-
piblik Dominikén nan, L. quisqueyana. Sévi ak yon filogeni niiklee
kalibre nan tan, ki baze sou 355 loki kopi inik oswa ba, tan dive-
jans yo te estime, epi istwa evolisyoné gwoup la te re-konstrui.
Rezilta yo endike yon orijin nan n6 Amerik di Sid pandan Oli-
gosén final-Miosen bone, ak diversifikasyon entén ki te fét prensi-
palman pandan Miosén. Kolonizasyon Gran Antiy yo te fét atrave
yon evénman dispeésyon nan direksyon Iés soti nan La Espafiola
nan Miosén mwayen—tardif, ki te swiv pa yon dispésyon segondé
nan Kub. Estimasyon heterozigosite endividy¢l yo te ba epi yo
pa t 'montre okenn relasyon estatistikman siyifikatif ak insularity,
sistém seksyel oswa laj liyaj, sa ki sijere ke varyasyon jenetik la
reflete prensipalman pwosesis demografik resan. Konbinezon en-
demism, fragmantasyon popilasyon ak ba diveésite jenetik montre
vilnerabilite plizye espés enésel, e li bay yon kad evolisyone ak
jenetik ki enpotan pou konsévasyon yo.

Mots-clés: Konsévasyon, endemis, evolisyon, jenetik popilasyon,
heterozigosite

INTRODUCCION

Leuenbergeria Lodé es un género compuesto por ocho espe-
cies, segregado del antiguo Pereskia Mill. y cominmente cono-
cido como Pereskia del Norte (Edwards & al. 2005, Lodé 2012,
Korotkova 2021). Recientes analisis filogenéticos indican que
este género representa el grupo hermano del resto de las Cacta-
ceae, aunque persiste una notable discordancia entre los arboles
filogenéticos cerca del origen de la familia (Walker & al. 2018).
La distribucion de Leuenbergeria abarca desde el sur de México
y Centroamérica hasta el norte de Sudamérica, incluyendo tam-
bién las Antillas Mayores (Leuenberger 1986). A excepcion de L.
lychnidiflora (DC.) Lodé (Fig. 1A), que presenta una distribucion
amplia desde México hasta Costa Rica, la mayoria de las especies
tienen rangos geograficos muy restringidos. En particular, cuatro
de las ocho especies descritas se encuentran en las Antillas May-
ores, especificamente en Cuba y La Espatfiola, esta tltima con tres
especies endémicas.

Desde un punto de vista ecologico, Leuenbergeria se asocia prin-
cipalmente al bioma del Bosque Tropical Seco Estacional (SDTF,
por sus siglas en inglés; Pennington & al. 2000), caracterizado por
bosques deciduos y semideciduos, vegetacion xeromorfica, monte
espinoso y matorrales secos. Evidencias fosiles y climaticas sugi-
eren que este bioma es relativamente antiguo, con origen proba-
ble en el Eoceno (ca. 47.8-38 Ma) en América del Norte. Ademas,
el SDTF parece estar fuertemente limitado por la dispersion de
especies (Graham 1999), lo que ha favorecido la diferenciacion
de linajes monofiléticos y relativamente antiguos en regiones par-
ticulares (Trejo & Dirzo 2002, Pennington & al. 2009). Las es-
pecies de Leuenbergeria se encuentran desde el nivel del mar hasta
aproximadamente 1 000 m de elevacion, con preferencia por hébitats
rocosos. Algunas presentan adaptaciones notables a microhabitats
especificos: L. marcanoi (Areces) Lodé (Fig. 1B) ha sido registrada

en formaciones de cuevas a unos 630 m de altitud, L. bleo (Kunth)
Lodé (Fig. 1D) crece en suelos arenosos en bosques siempreverdes
de tierras bajas en Panama y Colombia, y la poblacion mas extensa de
L. zinniiflora (DC.) Lodé (Fig. 1C) se desarrolla en sabanas estacio-
nalmente inundables y suelos calcareos en Cuba (Barrios & al. 2023).
Esta heterogeneidad ecoldgica sugiere especializacion microambien-
tal y puede haber influido en la diversificacion del grupo en un sistema
historicamente fragmentado como el SDTF.

Estudios anteriores basados en morfologia propusieron que Pere-
skia s.1. (incluyendo Leuenbergeria) se origind en el noroeste de
Sudamérica (Leuenberger 1986). Sin embargo, analisis molecu-
lares recientes indican que este grupo no es monofilético (Edwards
& al. 2005). En particular, las especies caribefias de Leuenbergeria
forman un clado bien soportado, lo que sugiere un tnico evento de
colonizacion insular (Butterworth & Wallace 2005, Edwards & al.
2005, Encarnacion-Pifieyro 2024). No obstante, los detalles sobre
el momento y los mecanismos de esta colonizacion, asi como los
procesos de diversificacion local, especialmente en La Espaiola,
siguen siendo poco conocidos y requieren mayor investigacion.

Leuenbergeria incluye tanto taxones monoicos como dioicos. Las
especies continentales de Sudamérica, como L. aureiflora (F. Ritter)
Lodé, L. bleo y L. guamacho (F. A. C. Weber) Lodé, son mono-
icas, mientras que la especie centroamericana L. [lychnidiflora
y las insulares presentan dioecia, con flores masculinas y femeninas
en plantas separadas (Liogier 1980, Areces 1984, 1992, Leuenber-
ger 1986, Bunkenburg & Haurie 2025). Estas cuatro especies cari-
befias representan uno de los ~32-40 casos de dioecia en Cactaceae
(Lindsay & Dawson 1952, Bravo-Hollis 1978, Liogier 1980, Areces
1984, 1992, Leuenberger 1986, Del Castillo & Gonzalez-Espinosa
1988, Hoffman 1992, Fleming & al. 1994, Rebman 1998, Rebman
& Pinkava 2001, Diaz & Cocucci 2003, Baker 2006, Sanchez & al.
2013, Baker & Cloud-Hughes 2014, Janczur & al. 2014, Hernan-
dez-Cruz & al. 2018, Ramadoss & al. 2022). Existe una relacion
documentada entre la dioecia y las especies insulares (Weller & al.
1990, Venkatasamy & al. 2007, Li & al. 2010, Le Pénchon & al.
2010), y aunque el cruzamiento promovido por este sistema repro-
ductivo podria favorecer altos niveles de heterocigosidad, el ende-
mismo restringido y el tamafio poblacional reducido de las especies
de las Antillas Mayores también podria limitar la variacion genética.
Asi, tanto la historia biogeografica como la evolucion del sistema
sexual influyen en los desafios de conservacion de estas especies.

Comprender estos patrones historicos y actuales de distribucion de
las especies y los ecosistemas que habitan es clave para evaluar su
vulnerabilidad a la extincion. Este estudio examina la biogeografia,
la evolucion del sistema sexual y la variacion genética en Leuenber-
geria, y los resultados se discuten en el contexto de las amenazas
actuales y sus implicaciones para la conservacion. En particular, este
trabajo aborda cinco preguntas principales: (1) ;cual es la antigiie-
dad estimada del clado Leuenbergeria?, (2) cuales fueron las areas
de distribucion ancestral de las especies actuales de Leuenbergeria?,
(3) ¢se relacionan los eventos de especiacion en Leuenbergeria con
cambios geologicos o climaticos del pasado? (4) ;esta el nivel de
heterocigosidad individual mas influenciado por procesos histori-
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Figura 1. Representantes del género Leuenbergeria (Cactaceae),
mostrando el hébito folioso caracteristico del grupo y detalles de
la morfologia floral en L. lychnidiflora (A), L. marcanoi (B), L.
zinniiflora (C), L. bleo (D), L. guamacho (E) y L. portulacifolia
(F). Fotos: O. Oyuela-Andino (A), Y. Encarnacién-Pifieyro (B y
F), D. Barrios (C), L. Arvelo (D), A. Leon (E).

cos o contemporaneos?, y (5) ;cuales son los principales retos bio-
geograficos y de conservacion que enfrentan las especies antillanas
de Leuenbergeria?

MATERIALES Y METODOS

Fechado Molecular y Analisis de Diversificacion

Para nuestros andlisis biogeograficos utilizamos una filogenia de
maxima verosimilitud (ML) bien respaldada, generada a partir de
355 loci nucleares de copia unica o baja (Encarnacion-Piiieyro 2024).
Esta filogenia incluye poblaciones representativas que abarcan las distri-
buciones de todos los miembros de Leuenbergeria y Pereskia. El arbol
fue enraizado con el grupo externo Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn.
(Talinaceae) y miembros de Anacampserotaceae y Portulacaceae, 1o
que es consistente con estudios filogenéticos previos en Caryophyllales
(Arakaki & al. 2011, Hernandez-Hernandez & al. 2014).

Los métodos bayesianos empleados en la estimacion de tiempos
de divergencia a partir de datos a escala genémica presentan una
demanda computacional prohibitiva (O'Reilly & al. 2015). Por lo
tanto, utilizamos un método mas manejable para calibrar el arbol
filogenético de ML. Especificamente, empleamos treePL (Smith
& O’Meara 2012), que implementa un método de reloj relajado
para calibrar filogenias en el tiempo, mediante Verosimilitud Pe-
nalizada (PL). Este enfoque, originalmente implementado en r8s
(Sanderson 2002), asume que las tasas de evolucion molecular
varian a lo largo del arbol y suavizamos las tasas para modelar el
grado de variacion entre linajes. Para restringir las fechas en el
arbol, utilizamos los puntos de calibracién estimados en analisis
de fechado para Cactaceae como en Hernandez-Hernandez & al.
(2014), con un limite superior de 32.11 (22.71-42.43) millones
de afnos (Ma) para el tallo y un limite inferior de 26.88 (16.67-
37.10) Ma para la edad del clado. Usamos un parametro de sua-
vizacion de 0.1, determinado a partir de un analisis de validacion
cruzada.

Analisis Biogeogrifico - Areas Ancestrales

Se estimaron los rangos ancestrales de Leuenbergeria y Pereskia
a partir de la filogenia ML calibrada mediante el paquete BioGeo-
BEARS en R (Matzke 2013). BioGeoBEARS se ejecuta comtn-
mente utilizando un arbol en el que cada especie esta representa-
da por una unica terminal. Por lo tanto, antes de nuestro analisis,
podamos el arbol para que incluyera s6lo una terminal por taxon,
representando todas las areas donde ese taxon ocurre. Sin embar-
go, existe incertidumbre taxonomica respecto a Leuenbergeria
marcanoi, por lo que para este taxon incluimos dos muestras de
diferentes poblaciones (una de Haiti y otra de Reptiblica Domini-
cana), ademas de un posible nuevo taxon infragenerico, etiquetado
como L. cf. marcanoi.

En BioGeoBEARS, probamos tres modelos: Dispersion-Ex-
tincién-Cladogénesis (DEC), Analisis de Dispersion y Vicarian-
za (DIVALIKE) y BAYESAREALIKE (inferencia biogeogra-
fica bayesiana). Incluimos el parametro +J para especiacion por
eventos fundadores (Matzke 2014). El parametro J se refiere a la
posibilidad de dispersion de salto o especiacion por evento fun-
dador, lo que ocurre cuando una especie coloniza una nueva area
mediante un evento raro de dispersion a larga distancia. Aunque
muchas de las especies actuales de Leuenbergeria tienen una dis-
tribucion muy limitada, sugiriendo microendemismos, todos es-
tos modelos representan potenciales hipotesis biogeograficas para
nuestro sistema. El mejor modelo de inferencia biogeografica fue
seleccionado segtin el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) y
los valores ponderados de AIC.

Se definieron ocho unidades geograficas para el analisis, tomando
como referencia las ocurrencias y una version modificada de las
designaciones de ecorregiones para América del Norte y del Sur de
la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA).
Nuestra version modificada de las unidades es la siguiente: (A)
Cuba, (B) La Espaiiola, (C) Costa del Pacifico desde México hasta
Costa Rica, (D) Andes del Norte (incluida la costa caribefia de Co-
lombia y Venezuela), (E) Este de Brasil (Caatinga + Cerrado), (F)
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Andes centrales, (G) Gran Chaco y (H) Patagonia. Establecimos
un maximo de tres areas ancestrales que podrian reconstruirse en
cada nodo.

Neo- y Paleo-Endemismo

La mayoria de las especies de Leuenbergeria son endemismos re-
stringidos, y muchas habitan en islas donde la mayoria de las po-
blaciones son extremadamente pequeiias, asociadas a una tnica lo-
calidad conocida y/o estan gravemente fragmentadas, enfrentando
amenazas asociadas a actividades humanas y al cambio climatico.
Evaluamos la antigliedad de estos taxones endémicos y las im-
plicaciones que esto podria tener para potenciales estrategias de
conservacion.

Primero utilizamos CANAPE (Analisis Categorico de Neo- y
Paleo-Endemismo) con nuestra filogenia calibrada en el tiempo
basada en méaxima verosimilitud (Fig. 2) para identificar areas de
paleo- y neo-endemismo significativo en Leuenbergeria (Mishler
& al. 2014). Consideramos paleoendémicas las lineas evolutivas
que han estado en el Caribe por mas de 5.3 Ma y neoendémicas
aquellas con una edad del clado menor a 4 Ma. Este criterio se basa
en la actividad tectonica y la disminucion del nivel del mar repor-
tadas tanto para La Espafiola como para Cuba durante el Mioceno,
Plioceno y Pleistoceno (Coates & Obando 1996, Iturralde-Vinent
& MacPhee 1999). Ademas, se ha observado que estos periodos
son significativos para las radiaciones de otros linajes de Cactace-
ae, tales como Consolea Lem., Melocactus L. y Leptocereus Brit-
ton & Rose en las Antillas Mayores (Majure & al. 2020, 2021a,
2022). Estas fechas también son similares a las utilizadas por Da
Silva y Bates (2002) para clasificar neo- y paleo-endemismo en el
Cerrado.

Para los analisis de CANAPE, se identificaron y georreferenciaron
registros de ubicacion geografica de todos los taxones del clado ca-
ribefio de Leuenbergeria a partir de los herbarios JBSD y NY. Los
datos de ocurrencia de L. zinniiflora se obtuvieron principalmente
de Barrios (2010). Se eliminaron todos los registros calculados al
grado mas cercano. Los registros espurios se eliminaron manual-
mente basados en la distribucion conocida en la literatura, trabajos
de campo y el conocimiento de los autores respecto a las areas y las
especies.

Estimacion de Heterocigosidad

La mayoria de los métodos para ensamblar datos de captura dirigi-
da, generalmente de lecturas cortas de [llumina, generan secuencias
de consenso, no copias individuales de secuencias que representan
alelos, ni tampoco posibles paralogos u homologos. En contraste,
los métodos que infieren haplotipos a partir de datos del genotipo,
buscan ensamblar cada secuencia individual a partir de estas lecturas
crudas. Estas secuencias individuales nos permiten estimar el nivel
de heterocigosidad en los loci faseados, proporcionando una medi-
da de la variacion genética existente dentro de la muestra.

Se asignaron los alelos a sus cromosomas correspondientes con las
secuencias de datos de captura dirigida anteriormente generadas,
utilizando el flujo de trabajo PATE (Tiley & al. 2024), especifi-

cando un maximo de dos copias por muestra por locus. Usamos
las configuraciones predeterminadas de PATE. En resumen, PATE
mapea las lecturas de secuenciacion a una referencia de consenso
para los loci ensamblados para cada muestra con BWA version
0.7.17 (Li & Durbin 2009). Usamos las secuencias de consenso de
las regiones objetivo (es decir, las regiones cubiertas por el con-
junto de sondas GoFlag) generadas en el flujo de trabajo GoFlag
(Breinholt & al. 2020, Encarnacion-Pifieyro 2024) como secuen-
cias de referencia.

Las regiones objetivo son exones relativamente conservados flan-
queados por regiones no codificantes mas variables. La cantidad de
secuencias de las regiones flanqueantes generadas por la captura
dirigida puede variar significativamente entre muestras, y las mues-
tras con mas secuencias de estas regiones pueden parecer tener mas
variacion que aquellas con menos. Es por esto que, para hacer las
estimaciones de heterocigosidad mas comparables entre muestras,
solo identificamos y utilizamos los haplotipos de las regiones obje-
tivo. Ademas, estas regiones son relativamente cortas (~200 pb en
promedio), y limitar el faseado a estas regiones asegura practica-
mente que los loci seran faseados como un solo bloque en lugar de
multiples loci no superpuestos o parcialmente superpuestos.

PATE marca y elimina duplicados de PCR con Picard version 2.9.2
(http://broadinstitute.github.io/picard) y llama SNPs con GATK
version 4.1.4.0 (McKenna & al. 2010). Finalmente, los SNPs bi-
alélicos retenidos fueron faseados con H-PoPG version 0.2.0 (Xie
& al. 2016). PATE genera un resumen con la heterocigosidad pro-
medio en los loci.

Después de calcular la heterocigosidad para cada muestra, examin-
amos varias hipdtesis. Primero, utilizamos el indice K de Blomberg
(Blomberg & al. 2003) en el paquete Phytools de R (Revell 2012)
para estimar el grado de sefal filogenética en la heterocigosidad,
utilizando valores sin transformar y valores transformados logarit-
micamente (log 10). Evaluamos la relevancia al permutar aleato-
riamente los datos 1000 veces. Esta prueba buscaba identificar si
la heterocigosidad individual podria estar impulsada por un factor
bioldgico. Luego, utilizamos una prueba U de Mann-Whitney para
comparar las distribuciones de heterocigosidad entre las muestras,
probando la hipétesis nula especifica de que la distribucion de la
heterocigosidad en las muestras de Leuenbergeria es igual entre
las muestras dioicas y no dioicas. Finalmente, implementamos
una regresion lineal para probar si existia una asociacion entre la
antigiiedad de las lineas endémicas (del analisis CANAPE) y la
heterocigosidad promedio de los individuos muestreados de dicha
linea.
RESULTADOS

Cronograma Evolutivo y Divergencia Temporal

El analisis de reloj molecular relajado con probabilidad penalizada
implementado en treePL permitio estimar los tiempos de diver-
gencia dentro de Cactaceae (Fig. 2). La edad troncal (stem age)
de Leuenbergeria, correspondiente a su divergencia respecto del
resto de la familia, se estimé en 30.5 Ma (IC 95%: 21.5-40.3 Ma).
La edad corona (crown age) del clado Leuenbergeria, que marca el
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inicio de su diversificacion interna, se estimé en 20.1 Ma (IC 95%:
12.1-27.8 Ma). A partir de este nodo, el clado se diversifico duran-
te el Mioceno, generando los linajes actualmente reconocidos. Las
divergencias internas mas recientes dentro del clado ocurrieron
principalmente entre ~10 y 2.5 Ma (Fig. 2).

Biogeografia

La comparacion de modelos biogeograficos indicdé que DEC+]J fue
el modelo con mejor ajuste a los datos, de acuerdo con el criterio de
informacion de Akaike (AIC; Tabla 1). La reconstruccion de areas
ancestrales sugiere que la distribucion ancestral mas pro-bable de
Leuenbergeria se localizaba en los Andes del Norte (area D; Fig.
3). La colonizacion del Caribe se infiere como un evento independ-
iente de dispersion desde el continente hacia las Antillas Mayores,
con una llegada inicial a la porcion oriental de La Espafiola, seguida
de una dispersion posterior hacia Cuba. Este evento se estimo en
aproximadamente 10.5 Ma (IC 95%: 6.3-14.9 Ma), lo cual es con-
gruente con los nodos correspondientes del cronograma (Fig. 2).

31.68

Endemismos y Heterocigosidad en Leuenbergeria

Los analisis basados en la filogenia calibrada en el tiempo
y los criterios previamente establecidos, reveld que Leuen-
bergeria incluye especies paleoendémicas y neoendémicas.
Las especies paleoendémicas identificadas en el Caribe in-
cluyen L. quisqueyana (Alain) Lodé y L. zinniiflora. Por otro
lado, las muestras de L. portulacifolia (L.) Lodé y del com-
plejo L. marcanoi, con edades de diversificacion menores
a 5.6 Ma, fueron clasificadas como neoendémicas (Fig. 2).
Las estimaciones de heterocigosidad promedio fueron bajas en
general, lo que probablemente refleja la naturaleza conservada de
los exones utilizados en el analisis. Entre las muestras analiza-
das, L. marcanoi_1, endémica de La Espafiola, mostrd el valor
mas alto de heterocigosidad promedio (0.008), significativamente
mayor que otras especies de Leuenbergeria muestreadas (Fig. 4).
Por el contrario, el valor mas bajo de heterocigosidad (0.003) se
observd en una muestra de la especie continental, L. lychnidiflora
(Fig. 4).
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Figura 2. Cronograma fechado de Cactaceae con muestreo enfocado en Leuenbergeria (en azul) y Pereskia (en anaranjado). Las edades
estimadas de los eventos de cladogénesis (en Ma) se indican en los nodos. Los tiempos de divergencia fueron estimados mediante un
modelo de reloj molecular relajado con probabilidad penalizada (treePL), aplicado a un arbol de maxima verosimilitud inferido a partir
de un conjunto de datos de captura objetivo de 355 loci nucleares.
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Tabla 1. Comparacion de ajuste de modelos de la reconstruccion del rango ancestral calculada por BioGeoBEARS

El modelo de mejor ajuste (DEC+J) se resalta en negrita. AIC: Criterio de informacion de Akaike, d: tasa de dispersion de expan-
sion del rango, e: tasa de 'extincion' (es decir, tasa de contraccion del rango/extirpacion local), LnL: log-verosimilitud, n: nimero de
parametros.

Modelo LnL n d e j AlCc AlICc_wt
DEC -74.61 2 0.0028 0.0002 0 153.7 7.60E-05
DEC+J -63. 14 3 0.0015 1.00E-12 0.52 135.2 0.78
DIVALIKE -80.87 2 0.0043 1.00E-12 0 166.2 1.40E-07
DIVALIKE+] -75.452 3 0.0017 1.00E-12 0.055 137.8 0.21
BAYAREALIKE -84.4 2 0.0038 0.053 0 173.2 4.20E-09
BAYAREALIKE+] -68.04 3 0.0014 1.00E-07 0.062 143 0.016
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Figura 3. Reconstruccion del area ancestral de Leuenbergeria 'y Pereskia a partir de BioGeoBEARS derivada del arbol filogenético de
maxima verosimilitud calibrado. Las areas geograficas mas probables se muestran como graficos circulares en los nodos ylas distribu-
ciones actuales como cuadrados de colores en las puntas. (A) Cuba, (B) La Espaifiola, (C) Costa del Pacifico desde México hasta Costa
Rica, (D) Andes del Norte (Panama, Colombia y Venezuela), (E) Este de Brasil (Caatinga + Cerrado), (F) Andes centrales, (G) Gran
Chaco y (H) Patagonia.
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Figura 4. Niveles promedio estimados de heterocigosidad en
muestras individuales de Leuenbergeria en las regiones objetivo
del conjunto de sondas GoFlag angiosperma 408. Los niveles de
heterocigosidad se determinaron a partir de la fase de los datos
utilizando PATE. Las especies insulares estin representadas por
triangulos y las continentales por circulos. El color marrén indica
especies dioicas, mientras que el verde corresponde a especies de-
scritas como monoicas.

No se encontro sefial filogenética para los valores de hetero-
cigosidad en el arbol datado. Los valores de K de Blomberg
fueron bajos (0.243 para heterocigosidad y 0.306 para datos
transformados logaritmicamente), indicando independencia
filogenética de la variacion con la heterocigosidad. Ademas, la
prueba U de Mann-Whitney no detectd diferencias significati-
vas en las distribuciones de heterocigosidad entre las muestras
insulares dioicas y las continentales no dioicas (U = 30.5, p =
0.82). Finalmente, no se encontrd una correlacion significativa
entre la edad de las especies endémicas (basada en los analisis
de CANAPE) y los valores de heterocigosidad promedio (R? =
0.079, p = 0.312). Esto sugiere que otros factores, como restric-
ciones ecoldgicas o eventos historicos de poblacion, podrian
ser mas importantes en la determinacion de los niveles de vari-
acion genética.

DISCUSION

Con todas las especies actualmente conocidas de Leuenberger-
ia y Pereskia incluidas en el presente estudio, nuestra filogenia
nuclear representa la hipotesis evolutiva mas completa para los
cactus con hojas. Las edades nodales en el tronco y la corona de
Pereskia, en gran medida, son consistentes con los analisis de
tiempos de divergencia de Hernandez-Hernandez & al. (2014),
que solo incluyeron especies andinas y del sur de Sudamérica de
Pereskia. Esto no es sorprendente, ya que utilizamos puntos de
calibracion secundarios de Hernandez- Hernandez & al. (2014)
en los analisis con treePL. Sin embargo, nuestros resultados de
datacion difirieron de Thompson & al. (2024), quienes estimaron
las edades de Leuenbergeria en 19.6 Ma y de Pereskia en 34.94
Ma. Esta diferencia podria explicarse por el muestreo de taxones
y las fuentes de datos moleculares (plastidiales vs. nucleares).
Thompson & al. (2024) utilizaron una filogenia molecular basada
en 15 loci de plastidiales y tres loci nucleares, que presentaron

soporte moderado a bajo, mientras que nosotros utilizamos una
filogenia altamente respaldada inferida a partir de 355 loci nucle-
ares de copia unica o baja (Fig. 2, Encarnacion-Pifieyro 2024).
Los loci de plastidios tienen bajos niveles de variacion dentro
de los cactus con hojas, lo que ha resultado en topologias poco
respaldadas y aparentemente anéomalas (Edwards & al. 2005,
Encarnacion-Pineyro 2024), resultados similares también obser-
vados en otros grupos de Cactaceae (Franco & al. 2017, Calven-
te & al. 2017, Ritz & al. 2017). Ademas, Thompson & al. (2024)
utilizaron calibraciones secundarias de Ramirez-Barahona & al.
(2020), basadas en una filogenia de supermatriz que incluyo sélo
dos taxones de Cactaceae, mientras que en nuestro estudio utili-
zamos calibraciones secundarias de Hernandez-Hernandez & al.
(2014), que incluyeron un muestreo taxonémico de 224 taxones
en 108 géneros, representando aproximadamente el 85% de la
diversidad genérica de la familia. Aun asi, los analisis de fechado
o calibracion en el tiempo para Cactaceae estan limitados por la
falta de evidencia fosil, y es necesario ser cautelosos al interp-
retar cualquier estimacion de datacion que dependa de calibra-
ciones secundarias.

Origenes geograficos de Leuenbergeria

Los analisis biogeograficos realizados indican que la distribucion
ancestral mas probable de Leuenbergeria se localizaba en los An-
des del Norte (area D: Panama, Colombia y Venezuela) durante el
Mioceno temprano (Fig. 3), en concordancia con la edad corona
estimada para el clado. La presencia temprana de Leuenberger-
ia lychnidiflora en México y América Central (area C) se explica
mejor mediante un evento de dispersion temprana desde el norte
de Sudamérica, seguido de aislamiento geografico, mas que por
un origen mesoamericano del género. Durante el Oligoceno tar-
dio y el Mioceno temprano, América Central constituia una ex-
tension tropical de América del Norte y permanecia separada de
Sudamérica por el Canal Centroamericano (CAS; Montes & al.
2015), lo que pudo favorecer episodios de dispersion seguidos de
aislamiento.

Nuestros resultados sugieren que la historia biogeografica de
Leuenbergeria estuvo marcada por una combinacion de dispersion
y fragmentacion geografica. Tras su divergencia del resto de Cac-
taceae, el ancestro del género habria ocupado inicialmente el
norte de Sudamérica, con una expansion temprana hacia América
Central representada actualmente por L. lychnidiflora. Posterior-
mente, durante el Mioceno, los linajes continentales del género
habrian presentado una distribucion amplia que abarcaba la costa
caribefia de Sudamérica y el este de Brasil. En este contexto, la
distribucion disyunta de L. aureiflora y L. guamacho, caracteri-
zadas por profundas edades de divergencia, es consistente con es-
cenarios de aislamiento de poblaciones ancestrales asociados a la
formacion del sistema de Acre durante el Mioceno (Hoorn 2010),
asi como con la actividad tectonica vinculada al levantamiento de
los Andes. En conjunto, estos resultados nos llevan a la hipotesis
de que las distribuciones actuales de Leuenbergeria no responden
exclusivamente a eventos de dispersion a larga distancia, sino que
reflejan también posibles procesos historicos de fragmentacion y
aislamiento geografico.
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Diversificacion en La Espafiola y vias de dispersion

La diversificacion de Leuenbergeria en La Espaiola parece haber
ocurrido entre el Mioceno tardio y el Plioceno (ca. 11-2.5 Ma), un
intervalo temporal congruente con los tiempos de divergencia esti-
mados para los linajes antillanos (Fig. 2). El ancestro del clado de
las Antillas Mayores probablemente alcanzé el sureste de La Es-
pafiola mediante eventos de dispersion a larga distancia desde Su-
damérica, seguidos de especiacion in situ, un patrén documentado
en otros grupos neotropicales (Hedges 1996, Nieto-Blazquez & al.
2017, Guerrero & Ruiz-Vargas 2018, Crews & Esposito 2020). Las
caracteristicas de los frutos carnosos en Leuenbergeria sugieren que
la dispersion pudo haber sido mediada por vertebrados, particular-
mente aves, como se ha documentado en otros cactus (Valiente-Ba-
nuet & al. 2015). Asimismo, la presencia de frutos verdes con olor es
compatible con un posible sindrome de dispersion por murciélagos
(Fleming & al. 2009, Kalko & Condon 2016).

Un escenario alternativo para el origen de las especies antillanas
de Leuenbergeria es la hipotesis de la “balsa vikinga”, en la cual
fragmentos de vegetacion habrian sido transportados por corrien-
tes oceanicas hacia las Antillas (Silva & al. 2007). Durante el Mio-
ceno, La Espatfiola estaba constituida por multiples paleoislas sep-
aradas por canales marinos (Iturralde-Vinent & MacPhee 1999), lo
que pudo haber promovido la diferenciacion alopatrica. En partic-
ular, la persistencia del Valle de Neiba como una barrera marina,
que persisti6 inundado periddicamente hasta el Pleistoceno tardio,
pudo haber influido en los patrones de diversificacion observados
(Tturralde-Vinent 2006, Judd 2007).

La filogenia utilizada (Fig. 2) indica que las muestras de Leuen-
bergeria de la provincia Pedernales (L. ¢f. marcanoi) y de Haiti (L.
marcanoi _2) se encuentran anidadas dentro del complejo L. mar-
canoi, lo que respalda su reconocimiento como una unica especie.
No obstante, no puede descartarse un escenario de especiacion
por aislamiento periférico, que debera evaluarse mediante analisis
morfologicos, ecologicos y otras lineas de evidencia independi-
entes capaces de cuestionar la conspecificidad respaldada por la
filogenia.

Sistema sexual de Leuenbergeria en el Caribe

Las islas a menudo se describen como laboratorios naturales para
estudiar la evolucion de las plantas y, especialmente, la evolu-
cion de sus sistemas sexuales (Wang 2021, Schrader & al. 2024).
Aunque la dioecia es relativamente poco comun en angiospermas
(Renner 2014), parece haber emergido con frecuencia en islas
oceanicas (Venkatasamy & al. 2007, Li & al. 2010, Le Pénchon
& al. 2010), especialmente en plantas lefiosas como Leuenberge-
ria. Por ejemplo, se estima que la alta incidencia de dioecia en
las floras de Hawai y Nueva Zelanda es el resultado tanto de col-
onizadores dimorficos como de la evolucion del dimorfismo en
esas areas (Godley 1979, Sakai & al. 1995). Dentro del género
Erythroxylum L. (Erythroxylaceae), la principal diferencia entre
las secciones continentales e insulares es la sexualidad de las flores
(Islam 2011), y ocho especies, la mayoria de ellas que ocurren en
el Caribe, fueron ubicadas en la seccion Erythroxylum en funcion
de la subdioecia (Schulz 1907a, Rury 1982), en la que algunas

plantas individuales tienen flores hermafroditas funcionales (Bar-
rett 2002). Ademas, en Simaroubaceae, existen multiples especies
dioicas (Solomon 1985), algunas de ellas solo presentes en las is-
las del Caribe y asociadas con el STDF, como Castela sentico-
sa Majure & Clase (Majure & al. 2020), C. depressa Turpin 'y C.
calcicola (Britton & Small) Ekman ex Urb., que se encuentran en
La Espafiola y Cuba. Dentro de la familia de los cactus, Consolea
Lem. incluye varias especies dioicas, todas endémicas de la region
caribefia (Majure & al. 2021a).

Aunque la presencia de dioecia en las especies insulares de Leuen-
bergeria parece coincidir con patrones mas amplios de sistemas
sexuales en las angiospermas, carecemos de poder estadistico
para vincular la dioecia con los habitats insulares en nuestro arbol
filogenético. Aun asi, la mini-radiacion de especies dioicas en
La Espafiola y Cuba constituye un ejemplo notable de dioecia
insular. En el futuro, seria interesante situar a Leuenbergeria
en un contexto filogenético mas amplio de la flora del Caribe para
explorar la asociacion macroevolutiva de los sistemas sexuales
con la colonizacion y diversificacion de las especies insulares.

Aparte de las implicaciones evolutivas de la dioecia en los siste-
mas insulares, la dioecia tiene implicaciones criticas para la super-
vivencia continua de las especies de Leuenbergeria. En general,
dado que la dioecia obliga al cruzamiento, deberia estar asociada
con una mayor diversidad genética y heterocigosidad (Barrett y
Hough 2013). Sin embargo, la falta de certeza reproductiva im-
plicita en la dioecia podria disminuir las posibilidades de repro-
ducciodn sexual, especialmente para las especies insulares con po-
blaciones pequeiias y aisladas (Heilbuth 2000). Aun asi, se han
reportado ejemplos de cactus que pueden producir frutos con se-
millas por apomixis (Negron-Ortiz 2007).

Arcoa gonavensis Urb. (Fabaceae), Cnidoscolus acrandrus
(Urb.) Pax & K.Hoffm. (Euphorbiaceae) y Melicoccus jimene-
zii (Alain) Acev.-Rodr. (Sapindaceae), tres especies dioicas
endémicas de La Espaifiola, enfrentan diversas amenazas relacio-
nadas con la pérdida de habitat, incluyendo rareza demografica,
tamafios de poblacion pequeiios (< 500 adultos), mecanismos de
dispersion escasos (o mal descritos) y bajas tasas de flujo genéti-
co. Por lo tanto, la dioecia puede verse como una estrategia
riesgosa para la reproduccion sexual en islas que experimentan
pérdida de habitat. Esto es quizas mejor demostrado por Leuen-
bergeria quisqueyana (Fig. 5). Las poblaciones silvestres de L.
quisqueyana estan extremadamente reducidas debido a las activ-
idades humanas y la tala en su habitat (SDTF), y la poblacion sil-
vestre hoy en dia cuenta con solo 22 adultos en total. Se conoce
una sola planta femenina de esta poblacion silvestre (Fig 5A-C),
a aproximadamente 3 km del resto de los 21 adultos masculinos
que estan en la costa de Bayahibe (Fig 5D), provincia La Altagra-
cia, Reptblica Dominicana.

Heterocigosidad y conservacion en La Espafiola

La variacion genética es un componente clave para la persisten-
cia de poblaciones endémicas, al favorecer la aptitud genética, la
capacidad evolutiva y la resiliencia frente a cambios ambientales
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Figura 5. Leuenbergeria quisqueyana (rosa de Bayahibe). A-C.
Individuo hembra. D. Individuos machos en su habitat natural, a
menos de 3 m de la costa en un area altamente antropizada. Fotos: S.

Feliz (A-C) y Y. Encarnacion-Pifieyro (D).

(Stange & al. 2021, Shaw & al. 2025, Frankham & al. 2010). En
este estudio, para obtener una medida de variacién genética, se
estimo la heterocigosidad individual a partir de datos filogendmi-
cos de 300-400 exones conservados. Aunque estas estimaciones
no reflejan la variacion poblacional completa, proporcionan una
aproximacion 1til para taxones poco muestreados. Los resultados
indican que la heterocigosidad en Leuenbergeria esta determina-
da principalmente por factores locales contemporaneos, mas que
por procesos histdricos de largo plazo. La ausencia de seiial filo-
genética sugiere que la heterocigosidad no se asocia con carac-
teristicas biologicas conservadas, como el sistema sexual, ni con
factores histdricos como la colonizacion insular o la antigliedad
del linaje.

Entre las poblaciones de Leuenbergeria en La Espafiola, la rosa
de Banica (L. marcanoi_I) presentd los niveles mas altos de
heterocigosidad. Esta poblacion corresponde a la linea hermana
de otras dos poblaciones establecidas en ambientes costeros de la
paleo-isla sur a principios del Plioceno: Pedernales y Cayemite

(Haiti). La elevada heterocigosidad en esta muestra de Bani-
ca-Elias Pifia probablemente refleja su estructura poblacional
actual: los individuos se encuentran en una formacion karstica
de 600 m de elevacion, en un area de menos de 5 km?, de difi-
cil acceso y poco perturbada por actividades humanas, con mas
de 80 individuos adultos. En contraste, la rosa de Bayahibe (L.
quisqueyana), se encuentra en el este del pais, sobre unos 10 m
de elevacion, con un area de ocupacion menor a 2 km?, donde
los individuos se encuentran totalmente expuestos en una zona
altamente antropizada (Fig. 5D), de alta demanda turistica.
Esta localidad es la tinica poblacion silvestre conocida, donde
se han registrado menos de 20 individuos adultos. Las demas
muestras de la Rosa de Banica de de las localidades de Peder-
nales (L. marcanoi_2) y Haiti (L. ¢f. marcanoi) indican hetero-
cigosidad mas baja, probablemente reflejando la fragmentacion y
tamafio poblacional de estas subpoblaciones. De manera similar,
la muestra mas baja de heterocigosidad esta fuera del Caribe insu-
lar (L. lychnidiflora_3, Guanacaste, Costa Rica) corresponde a una
poblacion muy pequeiia en bosque seco, con registros confirmados
unicamente cerca de Puerto Soley (Hammel & al. 2020).

En adicion a lo sefialado, la clasificacion de las especies como
paleo- o neoendémicas en este estudio se utiliza para aportar in-
formacion complementaria sobre su historia evolutiva y generar
hipotesis respecto a su vulnerabilidad. Los datos presentados su-
gieren que La Espaiiola alberga un mosaico de neo- y paleoen-
demismo en Leuenbergeria, con todas las implicaciones que ello
conlleva. Se destaca la flor nacional de la Reptiblica Dominicana
(L. quisqueyana), por la antigiiedad de su linaje en comparacion
con las edades estimadas para otras cactaceas endémicas del Ca-
ribe insular (Barrios & al. 2020, Majure & al. 2021a, 2021b, Ma-
jure et al. 2022). Esta condicion constituye una razon adicional
para reforzar las acciones de conservacion y proteccion de los
remanentes de sus poblaciones silvestres, asi como para el disefio
de politicas orientadas a la proteccion de su habitat y area de
distribucion natural. Si bien se han implementado acciones de
conservacion desde hace mas de una década en todo el territorio
nacional, estas se han centrado principalmente en estrategias ex
situ y en campanas de sensibilizacion. No obstante, los esfuerzos
dirigidos a la reproduccion y recuperacion in situ han sido ev-
identemente limitados, todo esto pese a la continua y creciente
perturbacion y expansion turistica en las zonas circundantes a su
habitat natural.

En conclusion, estos hallazgos enfatizan la importancia de com-
prender la historia natural de las especies, a traves de la integracion
de informacion filogenética, historia biogeografica y genética po-
blacional, con el fin de orientar estrategias de conservacion efecti-
vas. Aunque los analisis evolutivos proporcionan un marco histori-
co valioso y destacan la singularidad de los taxones, no reemplazan
la comprension detallada de las poblaciones contemporaneas, sus
habitats y las presiones actuales que enfrentan. En este estudio, la
combinacion de estos enfoques resulta esencial para garantizar la
persistencia de las especies de cactus foliosos en el Caribe y para
implementar estrategias dirigidas a minimizar los impactos sobre
sus dinamicas poblacionales y genéticas.
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