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RESUMO

O género Micranthocereus Backeb. (Cactaceae) é endémico do Brasil e inclui nove
espécies distribuidas nos Estados de Minas Gerais, Bahia, Goids e Tocantins. Os
objetivos do presente estudo foram investigar o monofiletismo do género
Micranthocereus com base em caracteres morfoldgicos e macromoleculares;
determinar as relagbes filogenéticas entre as espécies do género em questdo com
géneros proximos dentro da tribo Cereeae, visando investigar sua posi¢ao dentro
da tribo; e reavaliar caracteres morfolégicos tradicionalmente utilizados para
delimitar taxa dentro da tribo Cereeae. Foram investigados caracteres morfolégicos
e macromoleculares a partir do seqiienciamento da regido trnL-F do DNA de
cloroplasto para 10 tédxons representando quatro géneros, incluindo também
Cereus, Pilosocereus, Coleocephalocereus e Melocactus. Uma espécie de Cereus foi
incluida como grupo externo na analise cladistica baseada em caracteres
macromoleculares e uma espécie de Pilosocereus para analise morfologica. As
matrizes foram analisadas sob o critério de parciménia. Os resultados obtidos néo
confirmam o monofiletismo do género Micranthocereus, que ¢ indicado pela
constante inclusao de Coleocephalocereus dentro de Micranthocereus. Os clados nao
sdo fortemente sustentados na andlise de ‘bootstrap’ e a extrema variagdo de
caracteres morfoldgicos encontrada dentro do género demonstra a dificuldade na
sua delimita¢do e no seu posicionamento dentro da tribo Cereeae, impossibilitando
no momento, qualquer mudanga taxonémica para o género. Foi também
investigada a biologia floral de duas espécies endémicas da Bahia, Micranthocereus
streckeri e Micranthocereus flaviflorus. As flores das duas espécies t8m coloracdo
résea (M. flaviflorus) a résea intenso (M. streckeri) e apresentam antese diurna, com
duragao de cerca de 36 horas. O néctar é produzido e armazenado na cAmara

nectarifera, localizada no interior do tubo floral e a concentracio de acticares varia



de 18 a 24%. Ambas as espécies apresentam caracteristicas tipicas de flores
polinizadas por aves e s&o visitadas e polinizadas pela mesma espécie de beija-flor,

Clorostilbon aureoventris.



ABSTRACT

Micranthocereus Backeb. is a genus of Cactaceae endemic to Brazil and includes
nine species distributed in the states of Minas Gerais, Bahia, Goias and Tocantins.
The goals of the present study were to investigate the monophyly of the genus
based on morphological and macromolecular characters and its relationships to the
members of the tribe Cereeae; to investigate the phylogenetic relationships
between the species and to reevaluate the traditional morphological characters
used to define taxa within the tribe Cereeae. The cladistics analysis was basead on
morphological characters and sedan sequence data (of the region trnl-F of the
chloroplastid) for 10 taxa representing four genera, including Cereus, Pilosocereus,
Coleocephalocereus and Melocactus. One species of Cereus was included as outgroup
in the cladistic analysis based on macromolecular characters while a species of
Pilosocereus was used as outgroup for the morphological analysis. The matrixes
were analysed using the maximum parsimony criterium. The results do not
confirm the monophyly of the genus Micranthocereus due to constant inclusion of
Coleocephalocereus within Micranthocereus. The clades obtained, however, are not
strongly supported by the bootstrap analysis. The extreme variation of
morphological characters within the genus, impedes its delimitation and the
classification of its position within tribe Cereeae. Therefore it is not possible to
propose any taxonomic change to Micranthocereus based on the present studies.
Floral bioclogy of two endemic species from Bahia, Micranthocereus streckeri and
Micranthocereus flaviflorus, was also investigated. The flowers of these species vary
from pinkish (M. flaviflorus) to deep pink (M.streckeri), their anthesis occurs during
daytime, and each flower lasts around 36 hours. The nectar is produced and stored

in the nectar chamber within the floral tube, and the sugar concentration varies



between 18 and 24%. Both species present typical characters associated with bird
pollinated flowers and are visited and pollinated by the same species of

hummingbird, Clorostilbon aureoventris.



INTRODUCAOQ GERAL

A familia Cactaceae Juss., com cerca de 100 géneros e 1300 espécies (Cronquist
1981, Barthlott & Hunt 1993), tem distribui¢dio quase exclusiva na América. Uma
espécie de Rhipsalis Gaertn., que é difundida na América Tropical, também se
estende a Africa, Madagascar e Ceildo, e vérias espécies de Opuntiz Mill. sdo
~ amplamente naturalizadas em regides quentes do Velho Mundo. Os principais
centros de diversidade da familia ocorrem em regides aridas do sudoeste dos
Estados Unidos e México e no Oeste da América do Sul (Taylor em Oldfield 1997).
Segundo Taylor & Zappi (1989) e Taylor (em Oldfield 1997), as Cactaceae possuem
seu terceiro centro de diversidade na parte oriental do Brasil. Devido ao interesse
na horticultura, muitas espécies tém sido propostas: Barthlott & Hunt (1993)
mencionam a existéncia de 12000 bindmios, e esse nimero estd atualmente
préximo a 13000 (N. Taylor, com. pess.). A classificagdo da familia estd baseada em
trabalhos recentes feitos em reunides da ‘International Organization for Succulent
Plant Study’ (Hunt & Taylor 1986, 1990, Hunt 1999, Taylor 2000).

A familia Cactaceae apresenta os seguintes caracteres morfoldgicas: (1) presenca
de areolas (ramos axilares altamente reduzidos, recobertos por tricomas e situados
na base da face adaxial de uma folha persistente ou decidua, muitas vezes
extremamente reduzida ou completamente ausente) que podem produzir
espinhos, outros ramos, ¢ tambem flores, (2) presenca de ovario infero do tipo
receptacular, recoberto por tecido caulinar e, portanto, dotado as vezes de bracteas

e aréolas.

Devido a sua adaptacdo a ambientes xéricos, as Cactaceae sdo uma das mais
interessantes familias do ponto de vista anatdmico e morfoldgico. Varias
caracteristicas anatdmicas presentes na familia como, por exemplo, aumento do

parénquima agqiiffero (tecido de reserva de agua), cuticula espessa e presenga de



uma hipoderme sdo adaptagbes xeromorficas bem conhecidas (Salgado & Mauseth
2002). Dentre as caracteristicas morfoldgicas de Micranthocereus, alguns caracteres
merecem ser comentados, pois apresentam consideravel variabilidade, sendo, a

maioria deles, importantes caracteres diagndsticos para os géneros e as espécies.

A seguir, serdo definidos termos tradicionalmente usados na taxonomia das

Cactaceae de modo geral, como costelas, aréola, cefalio e pericarpelo:

COSTELAS: a maioria das Cactaceae colunares possui projecdes verticais chamadas
costelas, que podem dar um maior suporte a uma certa altura da planta e também
sdo capazes de se adaptarem a disponibilidade de A&gua, contraindo-se ou
expandindo-se (Gibson & Nobel 1986, Barthlott & Hunt 1993). Uma outra possivel
adaptacdo das costelas seria a de aumentar a superficie fotossintética da planta
(Gibson & Nobel 1986). Cactaceae globulares também possuem costelas, porém
elas sao mais discretas, s vezes em arranjos espiralados (Gibson & Nobel 1986).
Segundo Barthlott & Hunt (1993), o ntimero de costelas pode variar de dois, como
nos caules achatados de cactos epifitos, a mais de 100 como em géneros globulares

multicostados.

AREOLAS: sdo ramos axilares (blaquiblastos) que estdo situados na base da face
adaxial de uma folha persistente, decidua ou extremamente reduzida, com
capacidade de produzir espinhos (folhas modificadas), tricomas e dali originam-se
novos ramos e botdes florais. Uma aréola pode produzir outro ramo quando ha
estimulo, como por exemplo, apds injiria, e também pode produzir flores. Em
muitos taxa, aréolas floriferas estdo restritas a por¢des particulares do caule
(Barthlott & Hunt 1993, vide cefilio). Segundo Taylor (2000), aréolas sdo
protuberéncias recobertas por tricomas que correspondem a ramos altamente

reduzidos, encontradas em varias partes da planta. As aréolas de todos os géneros



da familia Cactaceae produzem um indumento persistente de tricomas
multicelulares unisseriados e freqilentemente espinhos, sendo raro encontrar
folhas desenvolvidas juntamente com os espinhos (Barthlott & Hunt 1993). Os
espinhos estao presentes em todos os géneros, pelo menos nos primeiros estégios

de desenvolvimento.

CEFALIO: segundo Barthlott & Hunt (1993), quando a zona fértil ou florifera do
caule € conspicuamente modificada e delimitada, o termo usado para defini-la é
cefalio. No entanto, hd muitas defini¢des de cefalio na literatura. Segundo Mauseth
(1989), a ocorréncia de numerosas aréolas floriferas modificadas concentradas em
uma mesma regiao do ramo, em costelas contiguas, forma o chamado pseudo-
cefalio ou regifo florifera, e a imersdo das aréolas floriferas no ramo, impedindo o
processo de fotossintese na regido florifera é chamada de cefalio verdadeiro.
Outros autores (Gibson & Nobel 1986) denominam como cefalio apenas aquelas
estruturas terminais que cessam crescimento vegetativo das plantas, uma vez
atingida a maturidade, como ocorre no género Melocactus Link & Otto. Zappi
(1992) e Taylor (2000) definem cefalio como a porgao do caule que, ao assumir a
fungcao reprodutiva, fica coberta de aréolas floriferas com muitos espinhos, cerdas e
tricomas, perdendo a fungdo vegetativa. O presente trabalho também utiliza essa
definigdo. Estruturas chamadas ‘cefaléides’, como cefalio e pseudo-cefdlio, sao
caracteristicas da maioria das espécies da tribo Cereeae (Taylor & Zappi 1989).
Uma das hipdteses sobre a origem/diferenciagio do cefélio é de que ele tenha sido
selecionado por proporcionar prote¢do e exposi¢ao das partes reprodutivas da
planta e também por isolar as partes espinescentes do contato com asas ou outras

estruturas de possiveis agentes polinizadores (Zappi 1992).

PERICARPELO E TUBO FLORAL: a formacdo de um ovdrio infero pode se dar através

de dois modos. O modo mais comum é o de origem apendicular, onde as



estruturas externas das flores encontram-se fundidas ou conatas ao ovario. Um
ovario infero tambeém pode ser formado por “aprofundamento” ou imersdo no
receptaculo. Neste modelo de origem receptacular (Boke 1964), o ovario é coberto
por tecido caulinar (receptacular) e ndo € envolvido pelos apéndices florais
externos. Este modelo de origem receptacular explica porque o ovério de Cactaceae
€ coberto por bracteas (folhas) e aréolas (gemas axilares) em vérios géneros
(Gibson & Nobel 1986). A parede externa do ovéric das flores de Cactaceae,
formada por tecido caulinar muitas vezes dotado de aréolas e bracteas
escamiformes, foi chamada de pericarpelo por Buxbaum (1953), tendo este termo
sido firmemente estabelecido através do trabalho de Gibson & Nobel (1986) e
amplamente usado por Barthlott & Hunt (1993), Taylor (2000) e Zappi (1992).
Quando presente, a regido imediatamente acima do pericarpelo, e que se estende
até o inicio dos segmentos do perianto, ¢ denominado de “tubo floral’. Este termo
corresponde ao hipanto envolvido por tecido receptacular e pode apresentar, as

vezes, aréolas e tricomas.

A figura 1 ilustra uma flor de Micranthocereus streckeri, tipica para a familia
Cactaceae. A regido acima do ovario e do pericarpelo é chamada de tubo floral. Em
alguns géneros de Cactaceae, a parte externa do tubo floral é coberta por bracteas
escamiformes (estruturas homdlogas a folhas), ou a base do tubo floral e o
pericarpelo podem estar inserida no caule, em uma aréola cobertas por espinhos e
tricomas lanosos. Em Micranthocereus, o tubo floral e o pericarpelo sdo nus,
podendo o tubo floral apresentar diminutas escamas no &pice. Em Cactaceae, as
partes florais internas e externas (tépalas) formam uma série gradual e sdo
chamadas respectivamente de segmentos externos e internos do perianto. Estes
segmentos podem ser de coloracio semelhante ou diferenciada, como ilustrado

aqui em Micranthocereus streckeri, onde os segmentos internos do perianto sio alvos
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Figura 1. Corte longitudinal de uma flor de Micranthocereus streckeri
(L.Y.5.Aona et al. 810) mostrando partes florais importantes na taxonomia
da familia Cactaceae. Note que na base da flor, a aréola esta coberta por
espinhos e tricomas lanosos. Desenho: Rogério Lupo.
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e os segmentos externos do perianto sdo réseo-claros. Internamente ao tubo floral
estdo fixadas centenas de estames (em alguns casos muito especializados
encontramos menos de 20 estames). Na base dos estames mais internos, o tubo
floral forma uma cimara nectarifera que estd protegida por um grupo de filetes
geralmente estéreis e curtos, que se enconiram voltados em direcéo ao estilete. No
apice do ovério surge o estilete que atravessa o tubo floral e passa pelo grupo de
estames. Os estigmas geralmente sdo brancos e dividem-se em varios lobos
filiformes. O ovarioc é unilocular com placentacdo geralmente hipantial ou
raramente basal-laminar (Leins & Schwitalla 1988). A cavidade do ovario (16culo) e

preenchida com muitos évulos presos a placenta através de funiculos ramificados.
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As Cactaceae s@o membros da ordem monofilética Caryophyllales (Barthlott &
Hunt 1993, Bittrich 1993, Takhtajan 1997, Judd et al. 2002), a qual inclui 12-18
familias tradicionais, compreendendo cerca de 10000 espécies. A ordem
Caryophyllales possui caracteres florais (placentacio central livre ou basal).,
vegetativos (crescimento secundario andémalo do caule), embrioldgicos (évulos
campilotrépicos, semente com perisperma ao invés de endosperma, micrépila
formada pelo integumento interno), quimicos e fisiologicos distintos, presentes em
geral universalmente dentro da ordem, sendo raros ou ausentes em outras
angiospermas (Cronquist 1981, Bittrich 1993). Esse grupo de familias que comp&em
a ordem Caryophyllales foi identificado por Braun (1864) como um grupo natural.
Um dos caracteres mais notaveis ¢ a substituigdo, na maioria das Caryophyllales,
de pigmentos do tipo antocianina, derivadas de flavondides, por pigmentos do
tipo betalaina ("cromoalcaléides”), derivados de tirosina, o que ndo ocorre em
outras plantas (Cronquist 1981). Estas caracteristicas relativamente incomuns de
fisiologia (metabolismo C4 ou CAM) ou ecologia (habitats aridos efou salgados)
caracterizam todas ou grande parte das Caryophyllales. Entre outros caracteres
presentes na ordem estdo: plastidios dos elementos de tubo crivado com
filamentos de proteina periféricos e um cristaldide de protefna central (exceto em
Amaranthaceae/Chenopodiaceae); presenca de acido fertilico nas paredes nao
lignificadas; desenvolvimento centrifugo do androceu; crescimento secundario
andmalo; pdlen trinuclear, microperfurado e microspinulado; ramos do estilete
internamente estigmaticos em toda sua extensdo; sementes exotestais e
endotégmicas, germinando através de um opérculo (Bittrich 1993, Stevens 2002).
Os estudos filogenéticos baseados em seqiiéncias de DNA confirmaram a
naturalidade das Caryophyllales sensu Braun (= Centrospermae), mas

identificaram também um grupo monofilético maior, do qual as Caryophyliales
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sensu Braun fazem parte (Soltis et al. 2000). Esse grupo inclui Polygonaceae e
Plumbaginaceae, mas também diversas familias que nunca haviam sido
consideradas proximas, como Droseraceae, Simmondsiaceae, Asteropeiaceae e

Physenaceae.

Estudos com seqliéncias do fragmento ITS do DNA nuclear ribossomal indicam
que a familia Cactaceae estd inserida dentro de linhagens de Portulacaceae
adaptadas ao ambiente arido (Hershkovitz & Zimmer 1997). Isso torna as
Portulacaceae uma familia parafilética, e sugere que a diversificacido de Cactaceae
deve ter sido muito rapida, ocorrendo apds a conquista de ambientes aridos de
deserto. Segundo Judd et al. (2002), uma parte das Portulacaceae apresenta
algumas caracteristicas em comum com as Cactaceae como a parede dos frutos
diferenciada em duas camadas e apresentando tricomas axilares.

Barthlott & Hunt (1993) aceitam a divisdo de Cactaceae em trés subfamilias.
Estudos de variagio do DNA de cloroplastos fornecem forte suporte para o
monofiletismo das subfamilias Opuntioideae e Cactoideae, mas a subfamilia
Pereskioideae ndo ¢ bem sustentada como sendo monofilética (Wallace 1995), uma
vez que foram encontrados caracteres derivados (sinapomorfias) presentes
unicamente em Maihueniaz (Phil. ex F.A.C. Weber) K. Schum. e Pereskia Mill.
Segundo Hunt (1998), Maihuenia merece o status de subfamilia distinta
(Maihuenioideae). Estudos utilizande dados de nucleotideos propdem o
recorthecimento de Maihuenioideae como subfamilia Wallace & Gibson (2002).

A subfamilia Cactoideae representa grande parte das espécies da familia (trés
quartos) e seu monofiletismo é sustentado por uma série de caracteres
morfolégicos como a redugio ou perda completa das folhas, presenga da regido do
hilo nas sementes, além da presenca das costelas em muitas espécies (Judd et al.

2002) e moleculares, como a presenca de uma delegdo do intron rpoCI no genoma
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do cloroplasto (Wallace & Cota 1996, Nyffeler 2002). Segundo Barthlott & Hunt
(1993), a subfamilia est4 dividida em 9 tribos. Dentre essas tribos, a predominante
no leste do Brasil é Cereeae, tanto em niimero de géneros como de espécies (Zappi
1992).

O género Micranthocereus Backeb. (tribo Cereeae, subfamilia Cactoideae) inclui
nove espécies de distribuicdo restrita ao Brasil (Taylor 2000). A maioria das
espécies ocorre em Minas Gerais e Bahia, sendo uma espécie restrita aos Estados de
Goias e Tocantins. Sdo plantas arbustivas e colunares, ramificadas na base ou
solitarias. O caule é cilindrico, geralmente glauco, com costelas estreitas
apresentando espinhos e algumas vezes longos tricomas lanosos. O cefalio é
dotado de aréolas com tricomas lanosos ou cerdas. As flores sdo tubulares, diurnas
ou noturnas apresentando segmentos do perianto externo diversamente coloridos.
Os frutos apresentam polpa funicular branca ou polpa ausente.

O género Micranthocereus apresenta uma grande variacdo em seus caracteres
vegetativos e reprodutivos, como visto acima. Algumas dessas varia¢des também
estdo presentes em outros géneros da tribo Cereeae, sendo que sua posi¢io dentro
da tribo continua incerta. As rela¢Ges infragenéricas de Micranthocereus assim como
sua relagdo entre 0s géneros proximamente relacionados ainda ndo foram
examinados num contexto filogenético. Com o intuito de investigar o
monofiletismo do género Micranthocereus e determinar as relagdes filogenéticas
entre as especies e géneros proximamente relacionados dentro da tribo Cereecae
serdo utilizados dados morfoldgicos e de seqiienciamento de DNA para tentar

obter informagdes titeis para o esclarecimento da histéria evolutiva do género.
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SISTEMATICA FILOGENETICA

A sistematica filogenética baseia-se na elaboracio de hipdteses sobre as relacoes
de parentesco entre espécies e grupos de espécies, sendo apoiada na teoria da
evolugdo (Hening 1966). A abordagem filogenética da sistematica implica no
reconhecimento de grupos monofiléticos e permite, desta forma, a compreensio de
uma variedade de fendmenos evolutivos em um contexto histdrico, tais como
processos de adaptagdo e especiacdo, diversificagdo e especializagio ecoldgica,

coevolugao e biogeografia (Brooks & McLennam 1991).

Os avangos tedricos e metodolégicos da sistematica filogenética, a
disponibilidade de programas de computador que podem lidar com grande
numero de dados e acesso a novas fontes de informacio, como dados moleculares,
vem contribuindo, cada vez mais, para a compreensdo das relagdes de parentesco
entre organismos, permitindo o desenvolvimento de hipéteses filogenéticas mais

robustas (Donoghue & Sanderson 1992).

Caracteres mofecuiares apresentam vantagens sobre os morfologicos pois
geralmente podem ser determinados objetivamente, s3o abundantes e podem ser
extraidos muitas vezes a partir de pequenas por¢des de material bioldgico.
Entretanto, a detecgio de relagdes de homologia em dados moleculares é
problematica e as dificuldades podem ser ainda maiores do que as encontradas
com dados morfoldgicos, sobretudo, devido a possibilidade de ocorrer
transferéncia horizontal e convergéncia génica (Meyer 1997). Assim, apesar das
vantagens da utilizagdo de dados moleculares, ndo se justifica a exclusio de
caracteres morfologicos no estudo de relagdes de parentesco entre espécies

(Donoghue & Sanderson 1992). Além disso, questiona-se a utilidade de uma arvore
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filogenética construida com caracteres moleculares se ndo ha caracteres

morfoldgicos claros e bem definidos que caracterizem os clados.
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REGIOES NAO CODIFICADORAS DOS GENES TRN (TRANSFER RNA) DO GENOMA DE

CLOROPLASTO

Diferentes regides do DNA de cloroplasto tém sido intensamente utilizadas para
investigacgéo de relagOes filogenéticas em plantas (Palmer et al. 1988), embora a taxa
relativamente baixa de mutacio em muitas regies seja uma séria limitacdo no
estudo de relagdo de parentesco em nivel infragenérico. Entretanto, as regides ndo-
codificadoras do cloroplasto apresentamn geralmente uma elevada freqiiéncia de
mutacdes (Palmer et al. 1988) e, por isso, tém sido utilizadas em estudos

envolvendo taxa também em baixos niveis hierarquicos de classificagdo.

Um DNA genbmico de cloroplasto tipico constitui-se de uma molécula circular
caracterizada por dois segmentos repetidos e inversos entre si, que separam duas
regides Uinicas, uma mais longa e outra mais curta. Uma das vantagens de se
estudar o genoma de cloroplastos incluem seu tamanho reduzido (geralmente
entre 120 a 200 kb) e o fato de que a maioria dos genes de cloroplastos sao cépias
unicas, ao contrario do ITS e outros genes nucleares que pertencem a familias

multigéncias (Soltis & Soltis 1998).

O fragmento trul-trnF constitui uma regido ndo-codificadora do genoma de
cloroplasto, que inclui o intron #7nL (UAA), com aproximadamente 350-600 pares
de bases, e o espagador intergénico localizado entre o éxon #rnl (UAA) 3 e o gene
truF (GAA), apresentando entre 120-350 pares de bases. Varios estudos ja
demonstraram a utilidade desta regido em estudos filogenéticos considerando
géneros e espécies (Gielly & Taberlet 1996, Baker et al. 1999, Applequist & Wallace
2000). Esse segmento foi utilizado no presente estudo, apds tentativas infrutiferas

com outros marcadores, como o intron ITS do DN A nuclear ribossdmico.
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CAPITULO 1 - ESTUDO CLADISTICO DO GENERO MICRANTHOCEREUS BACKEB,

(CACTACEAE)

INTRODUCAO

Micranthocereus € um género endémico do Brasil, de habito arbustivo e colunar
(Barthlott & Hunt 1993), ramificado na base ou de ramificacao ausente; de caule
cilindrico, com 10-30- costelas estreitas; aréolas proximas entre si, com espinhos e
algumas vezes longos tricomas lanosos. A zona fértil é constituida por um cefalio
continuo ou néo, superficial ou imerso, dotado de aréolas com tricomas lanosos ou
cerdosos; as flores sdo tubulares, 1,5-5cm de comprimento, predominantemente
diurnas ou noturnas; o pericarpelo e o tubo sdo nus, exceto quando cobertos por
escamas diminutas; as tépalas sdo curtas, eretas ou patentes, diversamente
coloridas. Os frutos sao indeiscentes, purptireos, verdes ou rdseo-enegrecidos,
conspicuos ou imersos no cefalio; restos florais tardiamente deciduos ou
persistentes; polpa funicular escassa, branca.

O género Micranthocereus foi descrito por Backeberg (1938) a partir de uma tinica
espécie, Cepahlocereus polyanthus, quando o autor retirou esta espécie do género
Cephalocereus Pfeiffer, devido algumas caracteristicas como suas flores pequenas e
presenca de pseudocefalio, ndo presentes em Cephalocereus. Posteriormente, o0s
géneros estabelecidos por Austrocephalocereus Backeberg (1938) e Siccobaccatus
Braun & Esteves Pereira (1990) foram sinonimizados a Micranthocereus por Ritter
(1979) e Taylor (1991), ampliando ainda mais a circunscri¢do do género.

Segundo Barthlott & Hunt (1993), o género inclui nove espécies que ocorrem no
Brasil central e leste. De acordo com Taylor (2000), das nove espécies de

Micranthocereus, oito ocorrem no norte de Minas Gerais e Bahia (Figs. 1 e 2). Uma
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especie, Micranthocereus estevesii (Buining & Brederoo) F. Ritter ocorre fora da area
geografica tipica das outras espécies, sendo endémica de afloramentos de calcario
em volta da Serra Geral de Goias e também em Tocantins (Taylor 2000) (Fig. 2). De
acordo com este autor, Micranthocereus é subdividido em trés subgéneros: subg.
Micranthocereus: com caule ndo lenhoso, ramificado na base, ereto ou decumbente,
apresentando espinhos de crescimento exacerbado nas aréolas basais do caule
(espinhos hipertroficos) (Figs. 3A, 3F, 4A, 4C, 4D e 4E); subg. Austrocephalocereis
(Backeb.) P. J. Braun & Esteves Pereira: com caule lenhoso, ereto e ramificado na
base ou unicaule e freqlientemente inclinado, sem apresentar espinhos de
crescimento exacerbado desenvolvidos na base do caule (Figs. 3B, 3D, 3E e 4B);
subg. Siccobaccatus (P. ]. Braun & Esteves Pereira) Taylor: com caule lenhoso,
unicaule, ereto, apresentando espinhos de crescimento exacerbado na base do
caule (Figs. 4F e 4G). As espécies pertencentes ao género Micranthocereus sio
ilustradas nas figuras 3 e 4. Uma chave de identificagio para as espécies de
Micranthocereus encontra-se no apéndice 4.

Na analise cladistica apresentada por Taylor & Zappi (1989) utilizando-se
apenas caracteres morfologicos, Pilosocereus surge em alguns cladogramas como o
grupo irmao de um ramo formado por Austrocephalocereus Backeb.,
Coleocephalocereus, Micranthocereus e Melocacius: (PILOSO (AUSTROCEPHALO
(COLEOCEPHALO (MICRANTHO, MELOCACTUS)))). Austrocephalocereus foi
posteriormente sinonimizado a Micranthocereus (Hunt & Taylor 1990, Hunt 1992,
Hunt 1999) e tal classificagdo é mantida por Taylor (2000). No estudo cladistico
realizado por Taylor & Zappi (1989), Micranthocereus faz parte, juntamente com
Melocactus, Coleocephalocereus e Austrocephalocereus, de um grupo monofilético,
provisoriamente definido como subtribo Melocactinae F. Buxbaum, definida pelas
sinapomorfias : (1) perda de lignificacdo conspicua no cilindro central, (2) cefélio

lateral aprofundado (terminal somente em Melocactus), (3) restos de perianto nio
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enegrecidos quando secos no fruto e (4) morfologia do &pice do fruto, com restos
do perianto inseridos superficialmente. Segundo essa analise cladistica da tribo,
Pilosocereus apresenta poucos caracteres derivados em comum com a subtribo
Melocactinae, entre eles a clara perda de lignificacio no cilindro central. Os
resultados apresentados devem contudo ser vistos com cautela. No citado estudo
cladistico da tribo Cereeae, foram usados relativamente poucos caracteres, e alguns
deles quantitativos, sem que houvesse uma delimitagdo clara dos estados de
caracteres (por exemplo, didmetro do fruto até 10mm ou > 10mm).

Devido a complexidade e incerteza envolvendo apenas o uso de caracteres
morfoldgicos para definir linhagens evolutivas, o presente trabalho buscou incluir
caracteres macromoleculares, visando uma melhor resolucdo na investigacao das
relagbes entre os géneros da tribo Cereeae. Para isso, decidiu-se testar a filogenia
do grupo por seqlienciamento de DNA de cloroplastos. Para tanto, escolheu-se um
marcador bastante difundido em reconstrugdes filogenéticas na familia Cactaceae,
que € a regido trnL-F. Esta regido codifica os RNAs de transferéncia para
aminoacidos leucina e fenilalanina, além de conter um espagador intergénico a
ainda um intron do grupo I no gene trnl (Bakker et al. 2000, Taberlet et al. 1991).

A inclusdo de dois géneros (Austrocephalocereus e Siccobaccatus) a
Micranthocereus, trouxe incerteza quanto a sua delimitacdo genérica. A atual
delimitacdo de Micranthocereus inclul muitos caracteres que também estdo
presentes em outros géneros da tribo Cereeae. No entanto, essa nova delimitacdo
de Micranthocereus ndo considerou a aplicacdo de analises filogenéticas para
compreensao da histéria evolutiva deste grupo e para verificacio de seu

monofiletismo.
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Os principais objetivos do presente estudo foram: (1) investigar o monofiletismo
do género Micranthocereus; (2) determinar as relagGes filogenéticas entre as espécies
e géneros proximamente relacionados dentro da tribo Cereeae, e entdo avaliar os
limites genéricos dentro deste grupo; (3) reavaliar os caracteres morfolégicos
tradicionalmente usados para delimitar taxa, e (4) investigar aspectos da evolugao

de caracteres e da biogeografia, com base nos cladogramas obtidos.
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Subg. Micranthocereus
25 (0) M. flaviflorus

(¢) M. auriazureus

() M. polyanthus
30- (+) M. streckeri % -
T T I ' i j I
70 65 60 55 50 45 40 35

Figura I: Mapa de distribuicdo das espécies pertencentes ao subg. Micranthocereus,
endémicas de Minas Gerais e Bahia. Entre estas espécies, M. flaviflorus (0) é a que
apresenta maior distribuicdo. As demais espécies apresentam distribuicdo restrita
a apenas uma localidade.
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(+) M. violaciflorus
25 (m) M. albicephalus
(0) M. purpureus
Subg. Siccobaccatus
(¢} M. dolichospermaticus 4

(o) M. estevesii V\ /y}?/

70 65 60 55 0 45 40 35

Figura 22 Mapa de distribuicio das espécies pertencentes ao subg.
Austrocephalocereus e ao subg. Siccobaccatus. M. estevesii (0) é a Unica espécie do
género que ocorre fora da area geografica tipica das outras espécies.
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e

Figura3. A, C: M. flaviflorus (A: L.Y.S. Aona 756 & R. Belinello, Cafarnaum, BA;
C: M. C. Machado, s.n., Cafarnaum, BA). B, D: M. violaciflorus (B, D: L.Y.S.
Aona 711 & R. Belinello, Grdo Mogol, MG). E: M. purpureus (E: L.Y.S. Aona
755 & R. Belinello, Palmeiras, BA). F: M. polyanthus (F: L.Y.S. Aona 729 & R.
Belinello, Caetité, BA). Subg. Austrocephalocereus: B, D e E. Subg.
Micranthocereus: A e F. (C: foto de Marlon C. Machado).
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Figura 4. A, C: M. streckeri (A, C: L.Y.S. Aona 741 & R. Belinello, Seabra, BA). B: M.
albicephalus (B: L.Y.S. Aona 722 & R. Belinello, Monte Verde, MG). D-E: M.
M.

auriazureus (D-E: L.Y.S. Aona 690 & R. Belinello, Grio Mogol, MG). F:

dolichospermaticus (F: L.Y.S. Aona 734 & R. Belinello, Porto Velho, BA). G: M.
estevesii (G: L.Y.S. Aona et al. 840, Nova Roma, GO). Subg. Micranthocereus: A, C, D
e E, subg. Austrocephalocereus: B, subg. Siccobaccatus: F e G.
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MATERIAIS E METODOS

Para reconstruir a filogenia das especies de Micranthocereus, foram utilizados
caracteres morfoldgicos e moleculares. Todas as espécies de Micranthocereus foram
incluidas e ainda espécies pertencentes a quatro géneros da tribo Cereeae.
Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri foi utilizado como grupo externo na analise
morfologica e Cereus jamacaru subsp. calcirupicola, na andlise molecular. Na analise
molecular foram utilizadas seqiiéncias de Micranthocereus albicephalus e
Coleocephalocereus fluminensis (Miquel) Backeb. que foram obtidas a partir de

Ny ffeler (2002).

A escolha dos géneros utilizados como grupos externos foi baseada em estudos
filogenéticos prévios com a tribo Cereeae (Taylor & Zappi 1989). Os géneros
incluidos na presente andlise foram Coleocephalocereus, Cereus, Pilosocereus e

Melocactus e estao ilustrados na figura 5.

Materiais-testemunho das espécies utilizadas nas analises moleculares estdo

listadas na Tabela 1.

Extracde do DNA gendmico, amplificacio e seqiienciamento: 0 DNA foi extraido
de material fresco. Para a exiragdo foram utilizadas partes do caule, partes
reprodutivas e principalmente raiz. A extracdo foi feita utilizando o Kit de extraco
Nucleon Phytopure (RPN 8511, Amersham/Life Science). Este método é indicado
para amostras com grandes quantidades de polissacarideos, que interferem no
isolamento do DNA. O DNA foi precipitado durante cerca de 48 horas a -20°C com
igual volume de isopropanol, centrifugado, lavado e seco. O “pellet” foi
ressuspendido em 100ul de Tris-EDTA (TE) e estocado a -20°C. O DNA gendmico
foi quantificado em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, retirando-

se aliquotas de 12ul da cada amostra, e utilizando o padrido de concentragdo de
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DNA fago A, numa gama crescente de 25 a 100ng. A amplificacdo da regido trul-F
foi realizada utilizando-se um termociclador de acordo com o seguinte programa:
desnaturacéo inicial a 94°C por dois minutos, seguida de 29 ciclos de desnaturacao
a 94°C por um minuto, anelamento a 48°C por um minuto, e extensio final a 72°C
por um minuto e frinta segundos. Apds esses 29 ciclos, foi feita a extensdo a 72°C
por mais dois minutos, e incubagio a 15°C ao término do programa. O volume
final das reagbGes foi de 20ul, contendo MgCPF, tampao Promega (Promega
Corporation) e de Tag polimerase. Em todas as amostras foi adicionada polivinil
pirrolidona (PVP) 1%. As reagdes de PCR seguiram o protocolo de Taberlet et al.
(1991), utilizando-se os primers C e F para amplificar o pedaco inteiro (900-1100pb),
incluindo o intron frnl e o espagador intergénico trnl-F. Como marcador de peso
molecular, foi usado o DNA do fago ¢x 174 digerido com Hae IIl, misturado ao
DNA do fago A digerido com Hind III. Esse marcador é empregado para
quantificar fragmentos de DNA de peso molecular que variam de 0,118 a 23,130
kb. Os produtos amplificados foram purificados utilizando-se ‘QIAquick PCR
cleaning column and filtration kit' (Qiagen Ltda, Dorking, Surrey, UK). As
amostras foram diretamente seqlienciadas utilizando-se ‘ABI Prism Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Reaction Kit' (Perkin-Elmer Applied Biosystems,
Foster, Califérnia, USA) e o seqlienciador automatico ABI 377, da Applied
Biosystems. As reagOes foram realizadas conforme protocolo do fabricante. Os
softwares “Sequence Navigator™” e ” Autoassembler™” foram usados para editar
e montar as sequéncias complementares, alinhando-as. As seqliéncias de DNA
foram alinhadas manualmente, e ‘gaps’ foram codificados como valores perdidos.
Os protocolos de extragao de DNA, reagdo de PCR e purificagdo dos produtos de

PCR encontram-se nos Anexos 1, 2 e 3, respectivamente.



Figura 5: A: Coleocephalocereus fluminensis (A: E.L. Borba s.n., Juiz de Fora, MG). B, E:
Coleocephalocereus goebelianus (B: 1..Y.S. Aona 724 & R. Belinello, Espinosa, BA; E:
L.Y.S. Aona 769 & R. Belinello, Tanhuagu, BA). C: Melocactus conoideus (C: L.Y.S. Aona
s.n. & R. Belinello, Vitéria da Conquista, BA). D: Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri
(D: L.Y.S. Aona et al. 817, Cafarnaum, BA).
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Tab. 1. Amostras utilizadas para obtencio dos caracteres moleculares

Taxon

Cereus jamacarﬁ subsp. éﬁa}upicola ‘('E,

Ritter) Taylor & Zappi

Coleocephalocereus goebelianus (Vaup.)

Buining

Melocactus conoideus Buining &

Brederoo

Micranthocereus auriazureus Buining &

Brederoo

Micranthocereus purpureus (Giirke) F.

Ritter

Micranthocereus streckeri van Heek &

van Criek.

Pilosocereus aurisetus (Werderm.)
Byles & Rowley subsp. aurisetus

Pilosocereus gounellei (Weber) Byles &

Rowley subsp. gounellei

Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri

{Britton & Rose) Zappi

Localidade

v

Material testemunho

MG, Serra do C.ipé
BA, Espinosa

BA, Vitéria da
Congquista

MG, Grédo Mogol

BA, Rio de Contas
BA, Morro do Chapéu
BA, Seabra

MG, Serra do Cipd

BA, Tanhuagu

BA, Cafarnaum

L.YS. Aonaetalsn.

(UEC)

LYS Aona 724 & R.
Belinello (UEC)

L.Y.5 Aonasn &R.
Belinelio (UEC)

L.Y.S Aona 690 & R.

Belinello (UEC)

L.Y.5. Aona 637 (UEC)
L.Y.S. Aona 842 (UEC)

L.Y.5 Aona 741 & R.
Belinello (UEC)

L.Y.S. Aona et al. 98/24
(UEC)

L.Y.S Aona et al. 798
(UEC)

LYS. Aonaetal 817
(UEQC)
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Caracteres morfolégicos. Material depositado nos Herbarios ALCB, HUEFS, HRB,
HRCB, MBML, SP, SPF, UB, RB e GUA, e principalmente material coletado no
campo foram usados para investigar os caracteres morfolégicos. O material
coletado em campo foi essencial para o estudo morfoldgico, visto que alguns
Herbarios néo possufam exsicatas de Micranthocereus ou material com partes
reprodutivas. No estudo cladistico com caracteres morfoldgicos, foi usado
Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri como grupo externo. As descrigdes de
formatos de partes florais, como ovério e cdmara nectarifera entre outros estdc de
acordo com Radford et al. (1974). Os caracteres morfoldgicos e seus estados de
carater codificados sdo listados na Tabela 2 e a matriz morfoldgica estd apresentada
na Tabela 3. Dos 29 caracteres morfoldgicos selecionados para reconstrugio da
filogenia de Micranthocereus, cinco sdo de microscopia eletrénica de varredura

(Barthlott & Hunt 2000). Caracteres desconhecidos foram codificados como “?’.

Analises filogenéticas. Todas as analises filogenéticas foram realizadas utilizando-
se o programa PAUP versdo 4.0 B 10 (Swofford 2002), usando o critério de
parcimdnia de Fitch (caracteres ndo ordenados, todos com peso igual, Fitch 1971),
incluindo caracteres nao informativos (autapomorfias) e otimizacio ACCTRAN,
com ramos de comprimento igual a zero colapsados. Foi realizada a analise de
‘branch and bound” para (1) seqiiéncias de trnuL-F, (2) dados morfoldgicos, e (3)
dados morfolégicos e moleculares combinados. A estratégia de busca usada para
analise molecular e de dados combinados foi a de 1000 replicacdes para cada
inclusdo aleatdria de cada taxon, opgdo MULTREES (salvando multiplas arvores), e
algoritmo TREE-BISSECTION-RECONNECTION (TBR), obtendo-se 10 arvores por
replicacdo, e salvando todas as &rvores mais curtas. Para verificar a sustentagao
dos clados obtidos nas arvores, foi realizado o teste de ‘bootstrap’ com 1000

replicagdes e com 10 replicagdes para adigdo aleatdria de cada taxon, obtendo-se
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uma arvore para cada replicagdo. Foram usadas as seguintes categorias para os
valores de ‘bootstrap”. néo suportado <50%, fracamente suportado 50-74%,
moderadamente suportado 75-84%, fortemente suportado 85-100%. Na matriz de
dados morfologicos e moleculares combinados, alguns caracteres morfoldgicos
para as espécies P. aurisetus subsp. aurisetus, P. gounellei subsp. gounellei e
Melocactus conoideus foram codificadas como dados desconhecidos (?). Para os
dados morfolégicos, os cladogramas foram calculados utilizando-se critério de
parcimdnia de Fitch. Caracteres morfoldgicos que apresentaram mais de dois
estados foram considerados ndo ordenados, por ndo apresentarem uma direcdo
perceptivel na transformagéo dos caracteres. Quando o numero de taxons ndo é
muito grande, a busca do cladograma mais parcimonioso pode ser feita utilizando-
se a analise de “branch and bound”. A partir das arvores obtidas com “branch and
bound” foi gerada uma arvore de consenso estrito. As mudangas nos estados de
caracteres morfologicos foram tracadas com o auxilio do programa MacClade

versdo 4.0 (Maddison & Maddison 2000).
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Tab. 2. Caracteres morfo-anatdmicos, seus estados e respectiva polarizacio

0. Ramificacdo basal: (0) presente, (1) ausente
1. Grau de lignifica¢do: (0} caules maduros com forte lignificagio, (1) caules maduros
com pouca lignificagao

2. Tricomas nas aréolas: (0) presentes, (1) ausentes

3. Crescimento exacerbado dos espinhos das aréolas da base do caule: (0) ausente ou
raro, (1) presente

4. Forma do ovario em corte longitudinal: (0) obtriangular, (1) depresso oboval a
depresso oval

5. Expulsido ativa do fruto a partir do cefalio: (0) ausente, (1) presente

6. Forma da cdmara nectarifera: (0) estreitamente eliptica (oblonga), (1) oval a depresso
oval, (2) oboval a depresso-oboval

7. Restos florais do perianto: (0) persistentes, (1) tardiamente deciduos

8. Cefalio: (0) descontinuo, (1) continuo

9. Cefalio: (0) superficial, (1) aprofundado

10. Forma do fruto: (0) globoso, depresso, oboval a depresso-oboval, (1) obpiriforme

11. Coloragdo dos segmentos do perianto externo: (0) creme a alvo, (1) diversamente
colorido

12. Didmetro da abertura interna (tubo floral) da flor durante a antese: (0) maiores que
3mm, (1) menores que 2,3mm

13. Periodo da antese: (0) predominantemente noturna, (1) predominantemente diurna
14. Apice do fruto: (0) apice do pericarpo plano, (1) dpice do pericarpo céncavo

15. Posi¢do dos segmentos internos do perianto durante a antese: (0) reflexos, (1)
eretos

16. Presenga de polpa funicular: (0) presente, (1) ausente

17. Coloragio da polpa funicular: (0) vinécea, (1) branca

18. Consisténcia da parede do fruto: (0) fruto carnoso, (1) fruto seco

19. Deiscéncia do fruto: (0) frutos deiscentes por fenda irregular transversal na parede
do pericarpelo, (1) fruto circunciso na base, (2) indeiscente

20. Coloracido dos restos do tubo floral e dos segmentos do perianto: (0) negros, (1)
acastanthados

21. Forma do pericarpele. (0) depresso globoso, (1) superficialmente obtriangular

22. Forma da semente: (0) suborbicular, (1) alongada com regido hilo-micropilar
expandida

23. Coloragao da semente: (0) negra (atrofusca), (1) acastanhada

S O
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24. Regido hilomicropilar em relacido ao corpo da semente: (0) angulo reto, (1) dngulo
obliguo

25. Formato das células da testa em vista superficial: (0) isodiamétricas, (1) alongadas
26. Presenca de crateras nas jung¢des entre as células: (0) ausentes, (1) presentes

27. Escultura da superficie celular da testa: (0) lisa, (1) finamente estriada

28. Paredes periclinais das células da testa: (0) paredes fracamente convexas, (1)
fortemente convexas, (2) planas (retas)
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carater polimorfico.

Tab. 3. Matriz de dados morfoldgicos. (?) = dados néo conhecidos ou néo aplicaveis. (01) ou (12)

Todos os caracteres sd0 'nio ordenados’.
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RESULTADOS
Caracteres morfologicos

A seguir, serdo discutidos os caracteres utilizados na analise cladistica e sua

polarizagao.

Carater 0. Ramificagdo basal. Apesar da evolu¢io do desenvolvimento do hébito
nunca ter sido estudada do ponto de vista filogenético, Gibson & Nobel (1986)
sugerem que formas arbdéreas e arbustivas de Cactaceae seriam habitos
considerados primitivos para a familia. Entretanto, isso ndo se aplica ao género
Maihuenia (Phil. ex F.A.C. Weber) K. Schum,, visto que estudos com DNA de
cloroplasto revelam ser este um dos géneros mais basais de Cactaceae e,
atualmente foi colocada numa subfamilia propria, Maihuenioideae (Wallace 1995).
Em espécies de grande porte, ha um alargamento da medula, ou seja, durante o
desenvolvimento anatémico ocorre um aumento do nimero e do didmetro das
costelas, enquanto que nas espécies cespitosas, geralmente com ramificacdo basal
formada durante os primeiros estadios de crescimento da planta, a medula € mais
delgada e as costelas sdo poucas e delgadas (Gibson & Nobel 1986). Segundo Zappi
(1994), Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri € um taxon arborescente que apresenta
dois tipos de ramificagdo: basal e acima da base (0). Coleocephalocereus goebelianus
nao apresenta nenhum tipo de ramificacdo basal (1), assim como Micranthocereus
dolichospermaticus (Fig. 4F) e Micranthocereus estevesii (Fig. 4G). As demais espécies
de Micranthocereus apresentam ramificacdo basal. Micranthocereus violaciflorus (Fig.
3B) foi descrita por Taylor (2000) como planta colunar, ndo ramificada, raro
ramificada na base. A maior parte dos espécimes observados no campo durante o
presente trabalho apresentavam ramificagdo basal, por isso, esse carater foi

codificado como (0).
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Carater 1. Grau de lignificagdo. E esperado que o desenvolvimento lenhoso
reflita o habito da planta (Gibson & Nobel 1986), entretanto isso nio esti
perfeitamente correlacionado dentro do género Micranthocereus. Espécies de
pequeno porte, como Micranthocereus violaciflorus possuem uma forte lenhosidade,
enquanto Micranthocereus albicephalus, de até 2,5m, possui pouca lenhosidade. Um
dos estados € a presenca e caules maduros com forte lignificacdo (dificuldade em
se cortar o caule=0) e caules maduros com pouca lenhosidade (facilidade em se
cortar com faca=1). Embora esse carater seja de grande importancia, e por isso
utilizado no presente estudo, esses estados de carater foram designados baseados
em experiéncia na preparacio de material de herbario em campo e de comentarios
de Taylor (2000), e ndo de estudos anatdmicos para quantificar o grau de
lignificacgdo do caule. Apesar de Taylor (2000) considerar Micranthocdereus
flaviflorus como nao lenhoso, tivemos a oportunidade de observar um maior
numero de populagdes e verificamos que esta espécie apresenta individuos adultos
variando entre os dois estados de carater, nas duas populagdes observadas, por

isso esse carater foi codificado na matriz como sendo polimérfico.

Carater 2. Presenca de tricomas nas aréolas. As aréolas vegetativas de
Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri ndo possuem tricomas (O=ausente), apenas as
aréolas floriferas. O mesmo acontece com Coleocephalocereus —goebelianus,
Micranthocereus streckeri, Micranihocereus albicephalus, Micranthocereus
dolichospermaticus, Micranthocereus estevesii e Micranthocereus auriazureus. As outras
espécies de Micranthocereus apresentam tricomas alvos em todas as aréolas

(1=presente).

Carater 3. Crescimento exacerbado dos espinhos das aréolas da base do caule.
Segundo Taylor e Zappi (1989), dentro da tribo Cereeae, apenas algumas espécies

de Micranthocereus e Coleocephalocereus apresentam crescimento exagerado dos



Figura 6. Espinhos hipertréficos na base do caule em individuos adultos de M.
dolichospermaticus (A) e em individuos jovens de M. auriazureus (B). Corte
transversal do cefalio do tipo superficial em M. polyanthus (C), superficial a
aprofundado em M. streckeri (D) e aprofundado em M. dolichospermaticus (E) e

M. albicephalus (F).

45




47

espinhos das aréolas basais. Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri, Coleocepahlocreus
goebelianus, Micranthocereus albicephalus e Micranthocereus violaciflorus nao
apresentam crescimento exacerbade dos espinhos das aréolas da base (0). Durante
observagdes de campo, foi verificado que individuos de diferentes populagdes de
Micranthocereus purpurens podem ou ndo apresentar crescimento exagerado dos
espinhos basais e por isso esse carater foi codificado como polimédrfico. As demais
espécies de Micranthocereus (Figs. 3A, 5A e B) apresentam crescimento exacerbado
dos espinhos das aréolas da base (1). Taylor (2000), com base numa pequena
amostragem, definiu esse tipo de crescimento como sendo raro em Micranthocereus
streckeri, porém, durante observag¢bes feitas numa populagdo mais numerosa,
verificou-se que esse crescimento estd de fato presente em grande parte da

populacio e, por isso, esse carater foi codificado como (1) para esta espécie.

Carater 4. Forma do ovério em corte longitudinal. A forma obtriangular (0) do
ovério em corte longitudinal foi constante na maioria das espécies aqui analisadas
e esta presente em Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri. Informagéo sobre a forma
do ovério de Micranthocereus polyanthus foi obtida a partir de Taylor (2000), pois
ndo foi possivel observar espécimes com flores no campo. Micranthocereus
albicephalus apresenta ovario depresso a depresso oboval (1). Micranthocereus
estevesii, Micranthocereus estevesii e Micranthocereus streckeri apresentaram tanto
ovario obtriangular quanto ovario depresso a depresso oboval, sendo este carater
considerado polimérfico para estas espécies. Para Coleocephalocereus goebelianus esse
carater também foi codificado como 7' por néo terem sido observadas flores desta

espécie e também ndo ter sido obtida informacéo de literatura.

Carater 5. Expulséo ativa do fruto a partir do cefalio. Em Pilosocereus gounellei

subsp. zehntneri ndo ha expulsdo ativa de fruto no cefalio (O=ausente). Esta
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caracteristica especializada ¢é aparentemente restrita a Melocactus e
Coleocephalocereus (Taylor & Zappi 1989), incluindo Coleocephalocereus goebelianus
(1=presente), mas foi observada também nas espécies Micranthocereus streckeri,
Micranthocereus flaviflorus e Micranthocereus purpureus. Na maturagio, os frutos sao
forgados para fora do cefalio em pouco tempo, tornando-se visiveis para agente
dispersores. Esse carater ¢ pouco conhecido para Micranthocereus violaciflorus e
Micranthocereus  auriazureus, Micranthocereus albicephalus e Micranthocereus

polyanthus e por isso, foi codificado como '?".

Carater 6. Forma da cimara nectarifera. A cAmara nectarifera estreitamente
eliptica (oblonga) (0) estd presente em Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri,
Micranthocereus dolichospermaticus e Micranthocereus estevesii. Micranthocereus
albicephalus, Micranthocereus streckeri e Micranthocereus violaciflorus apresentaram
cdmara nectarifera oval a depresso oval (1). Ja em Micranthocereus guriazureus e M.
purpureus, o formato € oboval a depresso oboval (2). Micranthocereus flaviflorus
apresenta variagdes entre os estados (1) e (2) e por isso, na matriz de dados esse
carater foi considerado polimoérfico. Para Micranthocereus polyanthus e
Coleocephalocereus goebelianus, por nio terem sido observadas flores destas espécies

e nem obtidas informacdes de literatura esse carater foi codificado como '?".

Carater 7. Restos florais do perianto. Na maioria das espécies de Micranthocereus
os restos florais, quando secos, sdo eretos e tardiamente deciduos (1). Em
Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri e Coleocepahlocereus goebelianus os restos florais
sdo persistentes (0). Este carater foi baseado principalmente em observacdes de
campo e na morfologia do apice do fruto. Micranthocereus dolichospermaticus,
Micranthocereus estevesii e Micranthocereus violaciflorus apresentam ambos os estados

de carater e por isso foram codificados como polimérfico.
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Carater 8. Cefalio. Pode ser descontinuo (0) como em Pilosocereus gounellei subsp.
zehntneri, Micranthocereus flaviflorus, Micranthocereus violaciflorus, Micranthocereus
auriazureus, Micranthocereus. polyanthus ou continuo (1) como em Coleocephalocereus

goebelianus e nas demais espécies de Micranthocereus.

Carater 9. Cefalio. Como foi comentado, um cefalio considerado verdadeiro é
aquele onde ha uma imersdo das aréolas floriferas no ramo, que acaba perdendo a
funcio vegetativa (ndo sendo capaz de efetuar fotossintese) e apresenta areolas
muito modificadas. Este tipo de cefdlio é do tipo aprofundado (1) e esta presente
em Coleocepahlocereus — goebelianus, ~Micranthocereus  albicephalus  (Fig.  6F),
Micranthocereus  dolichospermaticus  (Fig.  6E),  Micranthocereus  estevesii e
Micranthocereus purpureus. Em Pilosocereus gounellei subsp. zehnineri e em algumas
espécies de Micranthocereus (Fig. 6C), o cefalio é superficial (0) e ndo chega a
modificar a aréola. Em Micranthocereus streckeri (Fig. 6D) esse carater pode variar e

foi codificado como sendo polimérfico.

Carater 10. Forma do fruto. O formato do fruto dentro da tribo Cereeae e em
particular das espécies analisadas apresenta grande variabilidade. Para facilitar o
uso desse carater foram considerados apenas dois estados de carater. O primeiro
deles retine frutos considerados globosos, depressos, obovais e depresso-obovais
(0). Apesar dessa variagdo, essas formas sao semelhantes e muitas das espécies de
Micranthocereus apresentaram mais de uma das formas citadas. Taylor (2000)
classifica os frutos de algumas espécies de Micranthocereus como turbinados. Apds
uma andlise mais detalhada desses frutos e consideramos essas formas como
obpiriforme, segundo Radford et al (1974). Assim, apenas Micranthocereus
dolichospermaticus, ~Micranthocereus  estevesii e Micranthocereus  albicephalus
apresentam frutos obpiriformes (1). Taylor (2000) descreve os frutos de

Micranthocereus purpureus como largamente turbinados (“broadly turbinate”),
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entretanto frutos coletados e obtidos atraveés de material cultivado mostraram-se
sempre globosos a depresso-obovais (Fig. 7B), e por isso, no presente trabalho, foi

codificado como (0).

Carater 11. Coloragdo dos segmentos do perianto externo. Dentro da familia
Cactaceae ocorre uma ampla variagdo na coloracio dos segmentos do perianto
externo, que muitas vezes pode estar relacionado ao seu modo de polinizacio
(Barthlott & Hunt 1993). Foram reconhecidos apenas dois estados para esse carater,
pois a maioria das espécies do género Micranthocereus apresenta segmentos do
perianto externo diversamente coloridos (1), podendo ocorrer varias tonalidades
das cores rosa, laranja e vermelha na maioria das espécies. Dados de
Micranthocereus polyanthus foram obtidos a partir de Taylor (2000). Apenas
Micranthocereus albicephalus, Micranthocereus dolichospermaticus e Micranthocereus
estevesii apresentam segmentos do perianto externo cremes a alvos (0). Em
Pilosocereus gounellei subsp. zehnineri e Coleocephalocereus goebelianus esse caréter
pode variar entre os dois estados, sendo considerado polimérfico para essas

espécies.

Carater 12. Didmetro da abertura interna (tubo floral) da flor durante a antese. Esse
carater foi baseado principalmente em observacdes de campo e através de material
em cultivo. Micranthocereus flaviflorus, Micranthocereus violaciflorus, Micranthocereus
streckeri e Micranthocereus polyanthus apresentam didmetro da abertura da flor, que
¢ representado pela abertura do tubo floral, durante antese sempre menor que
23mm (1). Nas demais espécies estudadas o didmetro é maior que 3mm (0),

incluindo Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri e Coleocepahlocereus goebelianus.



Figura 7: (A) Fruto deiscente de Micranthocereus auriazureus, note a polpa funicular de
coloragdo branca. (B) Frutos de M. purpureus mostrando formas que variam de globosos a
depresso-obovais, note os restos florais acastanhados. (C) Flor de M. estevesii, note o segmentos
do perianto externo reflexos durante a antese. (D) Fruto de Pilosocereus gounellei subsp.
zehntneri, note a polpa funicular vinacea. (E) Semente de M. dolichospermaticus, note a
coloragdo marrom e o formato alongado (escala: Imm). (F) Semente de M. streckeri, note a
coloragdo negra (atrofusca) e o formato suborbicular, constante nas demais espécies de
Micranthocereus (escala: 0,5mm).
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Carater 13. Periodo da antese. Vérias inferéncias tém sido feitas sobre o modo de
polinizagdo das espécies de Cactaceae pertencentes a subfamilia Cactoideae, com
alguns poucos estudos realizados (vide capitulo 2). Durante observagdes realizadas
no campo e a partir de material em cultivo, verificou-se que Micranthocereus
purpureus, Micranthocereus estevesii, Micranthocereus albicephalus e Pilosocereus
gounellei subsp. zehntneri s&o espécies que apresentam antese predominantemente
noturna (0), fechando-se completamente até o meio dia (12 horas). Acredita-se que
Micranthocereus  dolichospermaticus apresente comportamento semelhante a
Micranthocereus estevesii pela semelhanca na morfologia floral entre essas duas
espécies. Foi observada apenas uma tnica flor desta espécie no campo e verificou-
se que no horério de 11 horas da manha ja estava completamente murcha. As flores
de Micranthocereus flaviflorus e Micranthocereus streckeri abrem-se a noite, porém a
antese é predominantemente diurna (1) (mais informages no capitulo 2). Flores de
Micranthocereus auriazureus e Micranthocereus violaciflorus foram observadas em
campo completamente abertas no horério entre 12 e 13 horas. Para Micranthocereus
polyanthus esse carater foi codificado como (1) pela semelhanca das flores com
Micranthocereus flaviflorus. Como ndo foram observadas flores de Coleocephalocereus

goebelianus, esse carater foi codificado como 7' para esta espécie.

Caréter 14. Apice do fruto. Foram observados dois estados de carater facilmente
distintos através de corte longitudinal em frutos provenientes de material coletado
no campo. Este carater também foi usado em estudo da tribo Cereeae (Taylor &
Zappi 1989). Em Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri e Coleocephalocereus
goebelianus, no &pice do fruto o pericarpo é plano (0), de onde saem os restos florais
do perianto. Nas espécies de Micranthocereus o apice do pericarpo € concavo (1)
formando uma cavidade envolvida pelos restos florais. Em Micranthocereus

purpureus, o apice do fruto se apresentou nas duas formas e por isso foi codificado
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como polimorfico. Nao foi possivel obter informacdes de literatura e nem observar
frutos no campo para Micranthocereus  albicephalus,  Micranthocereus
dolichospermaticus e Micranthocereus estevesii e, por isso, este carater foi codificado

como 7.

Carater 15. Posigdo dos segmentos do perianto externo durante a antese. Em
Pilosocereus gounellei subsp. zehntueri e Coleocephalocereus goebelianus os segmentos
do perianto externo durante a antese ficam reflexos (0), assim como em algumas
espécies de Micranthocereus. Apenas Micranthocereus violaciflorus possui segmentos
eretos (1). Micranthocereus flaviflorus possui tanto segmentos do perianto externo
durante a antese reflexos quanto eretos, sendo codificado esse carater como
polimorfico. Esse carater foi estudado em campo e também em individuos
coletados e cultivados em casa de vegetacdo. Esse material foi de grande
importancia, pois algumas informacdes s foram obtidas através desse material em
cultivo, como em Micranthocereus estevesii (Fig. 7C). Por ndo ter sido observada
flores durante o periodo de antese para Micranthocereus dolichospermaticus e
Micranthocereus polyanthus e nem obtida informagdo na literatura, essas espécies

foram codificada como '?'.

Carater 16. Presenca de polpa funicular. A polpa funicular é derivada de tecido
funicular do ¢vulo e sua consisténcia pode variar entre as espécies. Em Pilosocereus
gounellei subsp. zehntneri e Coleocephalocereus goebelianus, a polpa funicular esta
presente (0), assim como mna maioria das espécies de Micranthocereus, Apenas
Micranthocereus dolichospermaticus e Micranthocereus estevesii ndo apresentam
sementes com polpa funicular (1). Esse carater foi estudado, principalmente a

partir de observag¢bes de material coletado e mantido em cultivo.



Carater 17. Coloracdo da polpa funicular. A coloragio e forma da polpa
funicular podem variam fortemente dentro da familia (Taylor & Zappi 1986). Em
Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri, a polpa € vinacea (0) (Fig. 7D) e nas demais

espécies a polpa, quando presente, tem coloragéo branca (1) (Fig. 7A).

Carater 18. Consisténcia da parede do fruto. Segundo Braun & Esteves (2001),
quase todos os representantes brasileiros da familia Cactaceae possuem frutos tipo
baga, tendo o mesocarpo carnoso e a consisténcia da parede do fruto carnosa (0).
Este fruto carnoso ocorre em varios géneros, incluindo Pilosocereus,
Coleocephalocereus e Micranthocereus. Apenas em Micranthocereus dolichospermaticus e
M. estevesii ocorre um tipo fruto totalmente diferente (Braun & Esteves 1990).
Segundo estes autores, essas espécies possuem fruto seco (1), apresentando um
epicarpo papiraceo. Esse carater pode ser observado em Micranthocereus estevesii a

partir de material em cultivo.

Carater 19. Deiscéncia do fruto. Frutos deiscentes por fenda irregular transversal
na parede do pericarpelo (0) é uma caracteristica de Pilosocereus gounellei subsp.
zehntneri (Fig. 7D). Em Coleocephalocereus goebelianus o fruto € circunciso na base (1).
Cabe aqui salientar que na literatura este carater para o género Coleocephalocereus
esta muitas vezes descrito como “fruto abrindo por um poro basal” (Barthlott &
Hunt 1993, Taylor 2000), mas achamos correto adotarmos a deiscéncia circuncisa
na base (1). Nas espécies de Micranthocereus os frutos sdo indeiscentes (2). Através
de material cultivado em casa de vegetacio foi possivel verificar que o fruto de
Micranthocereus estevesii também ¢é circunciso na base (1). Braun & Esteves (1990)
inferem que os frutos de Micranthocereus dolichospermaticus e Micranthocereus
estevesii teria abertura no apice pela queda dos remanescentes florais. Entretanto,
esse carater ndo pode ser observado com seguranca para Micranthocereus

dolichospermaticus e foi codificado como '?". Também através de individuos de
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Micranthocereus auriazureus coletados e cultivados em casa de vegetacio foi
possivel verificar que esta espécie possui frutos deiscentes por uma fenda irregular
transversal (Fig. 7A) e por isso, esta espécie foi codificada como (0). Esse carater foi
considerado ‘ndo ordenado’, por ndo ser perceptivel uma direcdo na transformacio

dos caracteres.

Carater 20. Coloragéo dos restos do tubo floral e dos segmentos do perianto. Em
Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri, a coloragao dos restos do perianto é negra (0).
Cabe aqui salientar que este carater foi utilizado por Taylor (2000) na subdivisdo
dos trés subgéneros de Micranthocereus. Segundo esse autor, as espécies
pertencentes ao subg. Micranthocereus apresentariam restos do perianto de
coloracdo acastanhada (1). Ainda segundo Taylor (2000), as espécies incluidas no
subg. Austrocephalocereus apresentariam colora¢do dos restos do tubo floral e dos
segmentos do perianto negra. Todas as espécies de Micranthocereus foram
observadas em campo, entretanto, verificou-se que Micranthocereus albicephalus
(Fig. 4B) e Micranthocereus purpureus (Fig. 7B) podem apresentar restos do perianto
tanto de coloragdo negra como acastanhada, apresentando portanto, polimorfia
para este carater. Para Coleocephalocereus goebelianus esse carater também foi
codificado como 7' por ndo terem sido observadas flores desta espécie e também

nao ter sido obtida informacao de literatura.

Carater 21. Forma do pericarpelo. Backeberg (1938) descreveu o género
Austrocephalocereus incluindo espécies que foram posteriormente sinonimizadas a
Micranthocereus por Ritter (1979). Uma das caracteristicas florais utilizadas por
Backeberg para separar Austrocephalocereus de Micranthocereus foi a presenca de
pericarpelo depresso globoso. Porém, este carater varia amplamente entre as
espécies de Micranthocereus aqui analisadas. Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri

possui pericarpelo depresso globoso (0), assim como Micranthocereus violaciflorus,
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Micranthocereus  albicephalus e  Micranthocereus — auriazureus. As  espécies
Micranthocereus dolichospermaticus, Micranthocereus estevesii e Micranthocereus
streckeri possuem pericarpelo superficialmente obtriangular, delimitado a partir do
tubo floral (1). Micranthocereus purpureus apresentou flores contendo pericarpelo
depresso globoso a superficialmente obtriangular, assim como M. flaviflorus e por
isso esse carater foi codificado como polimérfico. O mesmo foi considerado para
Coleocephalocereus goebelianus e Micranthocereus polyanthus por nao terem sido

observadas flores e nem obtida informagéo de literatura.

Carater 22. Forma da semente. Todas as espécies aqui analisadas possuem
sementes suborbiculares (Fig. 7F) (0), apenas em Micranthocereus dolichospermaticus
(Figs. 7G e 6E) a semente apresenta-se alongada com regido hilo-micropilar

expandida (1).

Carater 23. Coloracio da semente. A coloragdo da semente depende da
espessura e pigmentacio da testa, mas também pode ser influenciada pela
escultura da superficie celular (Barthlott & Hunt 2000). Em Pilosocereus gounellei
subsp. zehntneri, Coleocephalocereus goebelianus e na maioria das espécies de
Micranthocereus as sementes sdo de coloragio negra (atrofusca) (0) (Fig. 7F). Apenas
Micranthocereus dolichospermaticus apresenta semente de coloragdo acastanhada (1)
(Fig. 7E). Taylor (2000) descreve as sementes de Micranthocereus polyanthus de
coloracio marrom-escura a negra (atrofusca), entretanto foram observadas apenas
sementes marrom-escuras. Consideramos os dois estados, e por isso foi codificado

como polimorfico.

Carater 24. Angulo formado da regido hilo-micropilar em relagdo ao corpo da
semente. Em vista lateral, a regido hilo-micropilar pode estar situada

perpendicularmente & semente, formando um angulo reto em relagéo ao corpo da
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semente (0) ou formando angulo obliquo (1) em relagéo & semente (Figs. 6E e 7A).
Micranthocereus polyanthus e M. purpureus apresentam a regido hilo-micropilar
formando &ngulo reto a levemente obliquo em relagdo ao corpo da semente sendo

esse carater considerado polimoérfico para estas duas espécies.

Carater 25. Formato das células da testa em vista superficial. O contorno das
células da testa em vista superficial pode se apresentar sob duas formas definidas:
células isodiamétricas (0) (Figs. 7B e 7C) ou alongadas (1), como ocorre apenas em

Micranthocereus dolichospermaticus (Fig. 8H).

Carater 26. Presenca de crateras nas jun¢des entre as células. Entre as células
tectais observam-se comumente profundas depressdes (“pits”), conhecidas apenas
para familia Cactaceae e que podem fundir-se formando “crateras”. A presenga de
depressdes na testa ¢ um carater amplamente distribuido na subfamilia
Cactoideae, excluindo a tribo Cacteae e, ndo ocorre em outra familia de
angiospermas (Barthlott & Hunt 2000). Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri e
Coleocephalocereus goebelianus (fig 71), espécies utilizadas como grupo externo nio
apresentam essas depressdes (0), assim como a maioria das espécies de
Micranthocereus (Figs. 7C, 7E, 7F e 7H), enquanto que trés espécies de
Micranthocereus apresentam crateras (1) na juncio entre essas células (Figs. 7B e

7D).

Carater 27. Escultura da superficie celular da testa. Observando-se a superficie das
células da testa, verificam-se dois padrbes principais, que variaram amplamente
dentro das espécies analisadas. Os estados de carater encontrados foram superficie

lisa (Figs. 7C, 7F e 7H) (0) e superficie finamente estriada (Figs. 7B, 7D, 7E e 7I) (1).
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Figura 8. Sementes. (A-B) M. violaciflorus. (A) vista geral do formato suborbicular (escala:
100pm), (B) células tectais evidenciando crateras entre essas células e superficie finamente
estriada (escala: 10um). (C) M. estevesii. Células da testa isodiamétricas (escala: 10pum).
(D) M. purpureus. Células da testa fracamente convexas evidenciando crateras entre essas
células e superficie finamente estriada (escala: 10um). (E) M. streckeri. Células da testa
fracamente convexas evidenciando auséncia das crateras entre essas células (escala:
10pm).(F) M. polyanthus. Superficie celular da testa lisa, sem crateras, paredes periclinais
planas (escala: 10pm). (G-H) M. dolichospermaticus. (G) formato alongado da semente
(escala: 100um), (H) detalhe das paredes periclinais das células da testa fracamente
convexas, superficie lisa, sem crateras (escala: 10um). (I) Coleocephalocereus goebelianus.
Detalhe das paredes periclinais fortemente convexas, superficie finamente estriada (escala:
10pum).
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Carater 28. Paredes periclinais das células da testa. Pilosocereus gounellei subsp.
zehntneri, Micranthocereus flaviflorus, Micranthocereus purpureus (Fig. 8D), M. streckeri
(Fig. 8E) e Micranthocereus dolichospermaticus (Fig. 8H) apresentam paredes
periclinais fracamente convexas (0). Coleocephalocereus goebelianus (Fig. 8I) e
algumas especies de Micranthocereus apresentam paredes fortemente convexas (1).
Apenas Micranthocereus auriazureus e Micranthocereus polyanthus (Fig. 8F)
apresentamn parede periclinais planas (2). Aqui, este carater também foi

considerado 'ndo ordenado’.
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Estatistica das arvores: dados estatisticos para cada analise realizada estdo na Tab.

4. Os valores mostrados consistem nos ntimeros de caracteres incluidos na maftriz,

nimero de caracteres filogeneticamente informativos, ntimero de arvores

igualmente mais parcimoniosas encontradas, comprimento (niimero de passos) da

arvore, indices de consisténcia, indices de reten¢dio e nimero de clados sutentados

a partir das analises de ‘bootstrap’ na arvore de consenso.

Tab. 4. Valores e analises estatisticas realizadas a partir do programa PAUP de

caracteres separados e combinados.

N® de caracteres incluidos na 740
matriz

N® de caracteres variaveis e 56
parcimoniosamente nao-
informativos

N°® de caracteres 16
filogeneticamente

informativos

N¢de arvores 3465
N® de passos 87
Indice de consisténcia (CI) 0,920
Indice de retencéo (RI) 0,632

N® de clados com ‘bootstrap” 1
>85% em arvores de consenso

29

23

52
0,615
0,636

Dados combinados
768

62

38

141
0,816
0,623
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Analise cladistica baseada em caracteres morfologicos. Das analises realizadas
com o auxilio do programa PAUP 4.0 § 10 foi gerada uma tnica 1 arvore, com 54
passos, R1=10,573 e CI=0,614 (tab. 4). A figura 9A representa a unica arvore obtida
na analise “pranch and bound”, mostrando os caracteres morfol6gicos mapeados
no cladograma. As espécies pertencentes a Micranthocereus formam um grupo
parafilético, pois Coleocephalocereus estda cladisticamente incluido em
Micranthocereus. Nesta analise, Coleocephalocereus goebelianus € o grupo irmdo das
espécies de Micranthocereus, excluindo o subg. Siccobaccatus. Este grupo é
sustentado pelos caracteres: expulsdo ativa dos frutos do cefdlio (carater 5) e
superficie celular rugosa da testa da semente (carater 27, com uma reverséo). O
subgénero Siccobaccatus é sustentado pelas seguintes apomorfias: crescimento
exacerbado dos espinhos das areolas da base (carater 3), frutos obpiriformes
(carater 10), secos (carater 18), com polpa funicular ausente (carater 16) e
pericarpelo de formato superficialmente obtriangular em corte longitudinal{carater
21). Foi feita uma andlise de ‘bootstrap’ (Fig. 9B), reduzindo consideravelmente a
resolugdo interna e apenas o ramo formado pelas espécies Micranthocereus
dolichospermaticus e Micranthocereus estevesii mostrou-se bem sustentado, com 92%
de ‘bootstrap’. A maioria dos ramos colapsou, indicando um baixo nimero de
caracteres sustentando os clados e também um alto indice de homoplasias nos
caracteres morfoldgicos. O clado formado por Coleocephalocereus goebelianus e
algumas das espécies de Micranthocereus nao permanece quando se realiza a
analise de ‘bootstrap’. O carater 5 (expulsdo ativa dos frutos do cefalio) havia sido
considerado com sendo restrito as espécies de Melocactus e Coleocephalocereus
(Taylor & Zappi 1989). Entretanto, através de observagdes em campo e de material
cultivado, foi possivel verificar que algumas das espécies de Micranthocereus
também apresentam esta caracteristica. Como nunca foi observado para

Micranthocereus  wviolaciflorus e Micranthocereus auriazureus, Micranthocereus
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albicephalus e Micranthocereus polyanthus, esse carater precisa ser melhor
investigado, pois um melthor acompanhamento da época de frutificacdo dessas
quatro espécies pode mostrar-nos se ha possibilidade ou nio de expulsdo de
frutos. Caracteres de semente variaram amplamente entre as espécies de
Micranthocereus, nao indicando uma relagdo entre elas, 0 que é observado pelo
carater 27, onde também ocorre reversao em um clado que inclui trés espécies (Fig.

9A).
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Figura 9 (A) Arvore mais parcimoniosa obtida a partir da analise de dados morfoldgicos, com os
dados mapeados nos respectivos ramos. (B) Arvore de ‘bootstrap’. Apenas valores de ‘bootstrap’

acima de 50% foram apresentados. (X = reversio, 0= paralelismo)
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Analise cladistica baseada em caracteres moleculares (regido trnL-F). A matriz de
trnl-F consiste de 740 posi¢des, das quais 668 sao constantes, 56 sdo variaveis e 16
sdo potencialmente informativas para a filogenia do grupo. A partir das anélises
realizadas com o auxilio do programa PAUP 4.0 3 10 foram geradas 3465 4rvores
igualmente parcimoniosas, com 87 passos, Rl = 0,632 e CI = (0,920 (tab. 4). O baixo
valor do indice de retencdo (0,632) reflete um alto grau de autapomorfias
encontrado nas especies estudadas. Apesar da arvore de consenso estrito ser pouco
resolvida (Fig. 10A), Coleocephalocereus goebelianus forma um clado com
Micranthocereus purpureus (fracamente sustentado, com valores de ‘bootstrap’
baixos (‘bootstrap” = 53%), mostrando relacdes entre Coleocephalocereus e
Micranthocereus indefinidas, o que estd de acordo com os resultados obtidos a
partir de dados morfologicos. O clado formado por Pilosocereus gounellei subsp.
gounellei e Pilosocereus gourellei subsp. zehntneri é bem sustentado com valor de
‘bootstrap” = 96% Com os resultados dessa analise, Melocactus conoideus aparece
como grupo irmdo de Pilosocereus. gounellei, porém esta relacdo nioc tem um
suporte elevado (‘bootstrap” = 61%). As relacdes dos clados obtidos com
Pilosocereus aurisetus subsp. aurisetus, Coleocephalocereus fluminensis e o restante das
espécies de Micranthocereus parecem nao resolvidas (Fig. 10A). A Fig. 10B
representa uma das 3465 arvores de trnl-F obtida a partir da anélise ‘branch and
bound’. Foi feita uma analise de comprimentos dos ramos a partir de tmL-F e

verificou-se que os taxa terminais mostram um alto grau de autapomorfia (Fig. 11).
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Figural0. (A) Arvore de consenso estrito obtida a partir da analise de trnL-F. Apenas valores

de ‘bootstrap’ superiores a 50% foram apresentados. (B) Uma das 3465 arvores mais
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Cereus jamacaru subsp. calcirupicola

Coleocephalocereus goebelianus

Micranthocereus purpureus

—  Melocactus conoideus

Pilosocereus gounellei subsp. gounellei

Pilosocereus gounellei subsp. zehntneri

Micranthocereus streckeri

— Micranthocereus albicephalus

Micranthocereus auridzureus

Coleocephalocereus fluminensis

—— Pilosocereus aurisetus subsp. aurisetus

Fig. 11. Filograma obtido a partir da analise de t#1L-F mostrando o comprimento
dos ramos, indicando o alto grau de autapomorfias nos taxa estudados.

Anilise molecular (trnL-F) utilizando Austrocactus bertinii como grupo externo.
Foi realizada também uma analise (Fig. 11A) utilizando-se Austrocactus bertinii
como grupo externo para verificar a posi¢do do género Cereus juntamente com as
outras espécies da tribo Cereeae. Para isso, utilizou-se seqiiéncias obtidas a partir
de Nyffeler (2002) para as espécies Parodia magnifica (Ritter) F. H. Brandt e
Austrocactus bertinii (E. Cels ex Hérincq) Britton & Rose, ambas pertencentes a tribo
Notocacteae. Cereus jamacaru subsp. calcirupicola forma um clado fracamente
suportado (‘bootstrap” = 72%) e sua posi¢io continua semelhante a apresentada na
figura 10A, assim como as rela¢Ges de Micranthocereus e Coleocephalocereus. Nesta
analise, foram utilizados 778 caracteres macromoleculares, sendo 688 constantes,
23 sdo potencialmente informativos e 67 variaveis e ndo informativos. Foram

obtidas 5005 arvores com 110 passos, CI = 0,909 e Rl = 0,643.
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Analise combinada de caracteres morfologicos e moleculares. Na analise
combinada de dados, 768 caracteres foram incluidos, dos quais 668 sao constantes,
62 variaveis e ndo informativos e 38 filogeneticamente informativos. Como
apresentado na tab. 4, foi encontrada apenas 1 &rvore mais parcimoniosa com 141
passos e CI = 0,816 e RI = 0,623. Os resultados obtidos através da arvore de
consenso para feste de ‘bootstrap” foram muito semelhantes aos da analise de trnl.-
F. A arvore de consenso estrito obtida a partir da andlise combinada de dados
também ndo confirma o monofiletismo do género Micranthocereus, o que §é
mostrado pela presenca do clado formado por Micranthocereus purpureus e
Coleocephalocereus goebelianus sustentado por “bootstrap” igual a 59% (Fig. 11B) e
pelo clado formado pelas espécies Micranthocereus albicephalus e Coleocephalocereus
fluminensis sustentado por ‘bootstrap’ igual a 73%. O teste de ‘bootstrap” mostra a
relagdo entre os géneros e as espécies de Micranthocereus nao resolvida, resultando
uma politomia na &rvore de consenso.

Devido algumas divergéncias encontradas entre a arvore de consenso
utilizando-se apenas dados de trnl-F (Fig. 10) e a arvore de dados combinados
(Fig. 12), foi realizado o teste de “Partition Homogeneity” (Farris et al. 1995). Este
teste verifica se a divisdo dos caracteres utilizados na analise combinada tem
significado filogenético diferente, ou seja, se eles sdo ou ndo congruentes uns com
os outros. Nesta analise, foi obtido um valor de P<0,05 indicando que os dados
morfoldgicos e macromoleculares utilizados na andlise combinada ndo sao

congruentes, € por isso, nao podem ser analisadas em conjunto.
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Figura 12 (A) Arvore de consenso estrito obtida a partir de dados de #ruL-F utilizando-se
Austrocactus bertinii como grupo externo. (B) Arvore de ‘bootstrap’ obtida a partir de dados

combinados. Foram apresentados valores de “bootstrap’ superiores a 50%.



71

DISCUSSAO

Nos cladogramas obfidos através das analises dadisticés com caracteres
morfologicos e moleculares, o género Micranthocereus nao aparece como um grupo
monofilético. Isto € indicado pela exclusio de Micranthocereus dolichospermaticus e
Micranthocereus  estevesii na analise morfolégica e pela presenca de
Coleocephalocereus goebelianus inserido dentro do género tanto na analise

morfolégica como molecular.

A arvore mais parcimoniosa obtida a partir da andlise morfoldgica indica a
formacdo de dois clados principais, um deles com Coleocephalocereus goebelianus
como grupo irmao de uma parte das especies de Micranthocereus e um segundo
clado formado por M. dolichospermaticus e M. estevesii. Porém, o tnico clado
fortemente sustentado € o formado pelo subg. Siccobaccatus que apresenta
‘bootstrap’ igual a 92%. O clado formado por Coleocephalocereus e o restante das

espécies de Micranthocereus ndo € bem sustentado por testes de “bootstrap’.

Micranthocereus estevesii e Micranthocereus dolichospermaticus sao espécies
pertencentes ao subg. Siccobaccatus e muito semelhantes entre si, formando um
clado terminal sustentado por alguns caracteres, como fruto obpiriforme, seco, com
polpa ausente (caracteres 10, 16 e 18 respectivamente) e pela presenca de
crescimento exacerbado dos espinhos basais (carater 3). M. dolichospermaticus é
endémico de uma &rea restrita do oeste da Bahia, ocorrendo préximo ac Rio Sdo
Francisco, sobre afloramentos de calcario Bambui cercados por caatinga ou floresta
com elementos de caatinga. M. estevesii € a tinica espécie que ocorre fora do centro
de diversidade das espécies de Micranthocereus (Fig. 2). E uma espécie endémica de
Goias e Tocantins (Taylor 2000) e também ocorre em afloramentos de calcario

Bambui, como M. dolichospermaticus. Estas duas espécies foram consideradas por
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Braun & Esteves (1990) pertencentes ao género Siccobaccatus e, apesar de ocorrerem
em areas disjuntas, sdo espécies extremamente semelhantes e as tinicas dentro de
Micranthocereus que ocorrem em ambientes de afloramentos de calcirio Bambui.
Estes afloramentos de calcario sio ambientes de origem pré-cambriana, como
vegetagdo caracteristica da caatinga e freqlientemente ocorrem como pontos
isolados (Braun & Esteves Pereira 2001). Com os dados obtidos até o momento, as
espécies M. dolichospermaticus e M. estevesii parecem ser espécies bastantes distintas
do restante das espécies pertencentes ao género Micranthocereus, confirmando as
idéjas propostas por Braun & Esteves (1990), de serem estas espécies pertencentes
ao género Siccobaccatus. Esperamos que estudos moleculares que serdo finalizados,
possam elucidar melhor a relagdo destas duas espécies com as demais espécies de

Micranthocereus.

Na analise de dados moleculares, Coleocephalocereus forma um clado juntamente
com Micranthocereus purpureus. Infelizmente, ndo foi possivel a amplificacio do
segmento trul-F para Micranthocereus dolichospermaticus e Micranthocereus estevest,
para verificar a posicao destas espécies em relagio a Coleocephalocereus e as espécies
de Micranthocereus. Estes resultados corroboram a dificuldade em encontrar um
carater que represente uma sinapomorfia para o género Micranthocereus. Os
caracteres utilizados na matriz de dados morfolégicos, apesar de serem
importantes na caracterizacdo das espécies de Micranthocereus, também estio

presentes et outros géneros pertencentes a tribo Cereeae.

Segundo Taylor (2000), Coleocephalocereus ¢ um género formado por 6 espécies
endémicas dos Estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Bahia.
Ocorrem entre as ambientes de caatinga (3 espécies) e mata atlantica (5 espécies),
sendo quase exclusivamente associado com a ocorréncia dos chamados ‘inselbergs’

de gnaisse e granito. Ainda segundo Taylor (2000), o género ¢ caracterizado por



apresentar habito geralmente com ramificagdo a partir da base ou ramificacdo basal
ausente, cefalio lateral, sempre aprofundado, fruto turbinado (=obpiriforme),
expulso pelo cefalio quando maduro.

As espécies do subg. Siccobaccatus, Micranthocereus dolichospermaticus e
Micranthocereus estevesii, apresentam alguns caracteres morfoldgicos aparentemente
semelhantes a algumas espécies de Coleocephalocereus, como por exemplo, a propria
espécie utilizada no presente estudo, Coleocephalocereus goebelianus. Estas espécies
apresentam em comum o cefalio sempre aprofundado e continuo e presenca de
crescimento exacerbado dos espinhos das aréolas basais. Ocorrem como plantas
unicaules e robustas (apresentando caules com di@metro maior que 30cm) e
possuem flores tubulares, maiores que 4cm comprimento. Curiosamente, M.
dolichospermaticus e M. estevesii ndo ficaram proximas de Coleocephalocereus
goebelianus no cladograma obtido através da analise morfoldgica (Fig. 9A). Ambas
as espécies ficaram na base da arvore, mostrando suas posi¢es ainda indefinidas.
Nao foi possivel obter seqliéncias do segmento trnL-F para as espécies M.
dolichospermaticus e M. estevesii (subg. Siccobaccatus) e verificar sua relagdo com o
género Coleocephalocereus.

Em Micranthocereus, as espécies que apresentam flores relativamente
semelhantes e de tamanho pequeno, até 22cm de comprimento, sio
Micranthocereus streckeri, Micranthocereus polyanthus, Micranthocereus violacifiorus e
Micranthocereus flaviflorus. Entretanto, estas espécies diferem amplamente na
coloragdo dos segmentos externos do perianto, como por exemplo, M. flaviflorus,
que possui flores com segmentos externos do perianto laranja-avermelhados a
levemente rdseos e M. streckeri com segmentos externos do perianto réseos intenso
('pink’). Alguns dos caracteres morfologicos incluidos na analise cladistica estdo
presentes em apenas uma das espécies citadas acima, representando

autapomorfias, como por exemplo, o cefdlio continuo ocorrendo apenas em M.



streckeri, ou presenca de segmentos do perianto externo eretos durante a antese e
sementes com crateras entre as jungdes das células, ocorrendo somente em M.

violaciflorus.

Os resultados obtidos a partir de ambas as anélises realizadas sdo semelhantes.
As relagbes entre as espécies de Micranthocereus e entre os géneros estudados
permanecem indefinidas, representadas por politomias nos cladogramas. O
segmento de DNA aqui investigado néo foi suficientemente informativo para
possibilitar a inferéncia de relagdes interespecificas com seguranca. Foram feitas
tentativas de amplificagdo com espacadores internos de transcricio do DNA
ribossomal nuclear (ITS), mas séo regides de dificil amplificagdo, fato também

verificado por P. Soffiati e M. W, Chase (com. pess.).

Na analise de truLl-F foi verificado que poucos caracteres moleculares varidveis
eram filogeneticamente informativos (tab. 4). Uma possivel explicacio para esse
resultado seria que a especiagdo tenha ocorrido rapidamente, passando-se muito
tempo sem que houvesse ocorrido algum outro evento de especiagdo, o que foi
observado pela analise de comprimentos de ramos (Fig. 11). Nesta andlise, os
ramos mais basais sdo extremamente curtos, com poucos caracteres existentes
nestes ramos, revelando uma especiagio rapida. Os ramos terminais apresentam-se
extremamente longos, o que sugere que ao longo do tempo, os taxons teriam
acumulado muitos caracteres (autapomorfias). O mesmo resultado foi verificado
para espécies do género Luxemburgia (Ochnaceae) localizados em campos rupestres

da Cadeia do Espinhaco (Feres 2000).

Os resultados aqui obtidos impossibilitam qualquer inferéncia para o género
Micranthocereus em relagdo a evolugio de caracteres morfoldgicos. Os resultados

obtidos apresentam o género como sendo parafilético, entretanto sua relacio com o
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género Coleocephalocereus ¢ indefinida. Este género, segundo Taylor (2000),
apresenta como sinapomorfia a deiscéncia dos frutos que se da por uma
circuncisao basal, poreém esse carater parece estar presente em M. dolichospermaticus
e M. estevesii. A partir desses resultados parece-nos prematuro sugerir qualquer

mudanga taxondmica para o género Micranthocereus.

CONSIDERACOES FITOGEOGRAFICAS

A Serra do Espinhago, a principal cadeia montanhosa do Planalto Central a leste
do Brasil, é constituida por dois blocos principais, a Chapada Diamantina, no
Estado da Bahia, e a Cadeia do Espinhago, em Minas Gerais, com altitude variando
entre 700 a 2000m (Harley 1995). Ainda segundo Harley (1995), essas areas
montanhosas s@o comparaveis a ilhas, separadas umas das outras por condigoes
ecolbgicas diferentes das existentes em terras baixas, atuando como barreiras para
migragdo e resultando num sistema com caracteristicas adaptativas que
possibilitam o estabelecimento e sucessos ecolégicos da fauna e da flora em

ambiente de altitude.

O género Micranthocereus ocorre em apenas quatro Estados brasileiros. Dentro
destes Estados, o género apresenta uma distribuicdo ainda mais restrita. A maior
parte do género aparentemente sé ocorre nos campos rupestres do Estado de
Minas Gerais e na Chapada Diamantina (BA), com apenas uma espécie em

afioramentos a veste da Bahia e outra em Goiéas e Tocantins.

As duas espécies incluidas no subgénero Siccobaccatus, Micranthocereus estevesii e
Micranthocereus dolichospermaticus, apesar de estarem distribuidas em Estados

diferentes (M. estevesii ocorre na BA e M. dolichospermaticus, em GO e TO), elas
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ocorrem no mesmo tipo de afloramento rochoso, os afloramentos de calcario do
grupo Bambuli. Estas duas espécies sdo muito préximas, diferindo principalmente
no seu tamanho e na forma e escultura das sementes. Os locais de ocorréncia
destas espécies podem representar locais onde possa ter ocorrido dispersio a longa

distancia, isolamento e especia¢do para estas duas espécies.

O maior nimero de espécies ocorre na Bahia (5 espécies). Campos rupestres sao
formacgGes ocorrentes principalmente em altitudes acima de 800m, caracterizados
por vegetagao subarbustiva e herbacea em solo arenoso-pedregoso e arbustiva e
herbacea em ilhas de afloramentos rochosos de quartzito, arenito ou canga
(Giulietti & Pirani 1988, Borba & Semir 1998). O clima nessas areas de campo
rupestre € do tipo ‘Cwb’, segundo a classificacgdo de Koppen (1948). Devido a
descontinuidade das formag¢Ges montanhosas e destes afloramentos rochosos,
muitas espécies ocorrentes em campos rupestres, especialmente as rupicolas, estdo
distribuidas em populagdes disjuntas. Esta caracteristica pode ser responsavel pela
grande diversidade e elevado grau de endemismo dos campos rupestres,
considerado um dos maiores tipos vegetacionais do Brasil (]oi.y 1970, Giulietti &

Pirani 1988).

A maioria das espécies de Micranthocereus é endémica de apenas uma
localidade, como por exemplo, Micranthocereus streckeri, ocorrendo apenas em
Seabra (BA), Micranthocereus auriazureus e Micranthocereus violaciflorus, na regido de
Grao Mogol (MG) ou Micranthocereus polyanthus, ocorrendo nos arredores de
Caetité (BA), apresentando nestes locais apenas uma ou duas populagdes. Segundo
Semir (1991), estes ambientes rupestres da Cadeia do Espinhaco, com topografia
acidentada, clima e solos citados anteriormente, proporcionam condigdes

ecologicas para uma especia¢do intensa. Desta forma, pode-se ter o isolamento de
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espécies e a conseqliente formagao de um complexo rupestre com um alto grau de

endemismo (Semir 1991, Giulietti & Pirani 1988).

Micranthocereus purpureus € a Unica espécie com distribuigdo mais ampla,
ocorrendo nao apenas em um uUnico local como a maioria das espécies de
Micranthocereus, mas em afloramentos ao longo de toda a Chapada Diamantina (de
Rio de Contas até Morro do Chapéu). Esta espécie geralmente apresenta
populagbes maiores, com grande densidade de individuos em relagdo as demais.
Esta foi a tinica espécie que apresentou polimorfismo entre populagdes em alguns
caracteres como, por exemplo, a coloragdo dos tricomas lanosos presentes nas
aréolas do cefdlio, coloragdo da epiderme do caule e formato e tamanho dos frutos.
Espécies restritas a um unico local, as vezes a uma Unica populagdo, como
Micranthocereus streckeri, também chamadas de microendémicas (Giulietti & Pirani

1988, Semir 1991), apresentaram geralmente morfologia mais uniforme.

Caracteres pouco discutidos para o género, como os de sementes, foram aqui
revistos e complementados. Caracteres importantes do género, como habito e
frutos, foram melhor observados em campo e através de material em cultivo, com
excecao de Micranthocereus polyanthus, do qual ndo foi possivel observar caracteres
florais durante o presente trabalho e as informacgdes das parte florais foram obtidas
a partir de literatura. Caracteres considerados diagnosticos por Taylor (2000) no
tratamento taxondmico e fitogeografico das Cactaceae do nordeste do Brasil e por
Barthlott & Hunt (1993) para Micranthocereus sdo extremamente varidveis dentro
do género e as vezes dentro de uma mesma espécie. A analise de material vivo foi
bastante util no estudo dos caracteres morfolégicos, especialmente porque houve a
possibilidade de observar uma grande quantidade de material. Alguns dos
caracteres considerados importantes por Taylor (2000) na subdivisdo de

Micranthocereus em subgéneros foram revistos e adicionadas novas informacées,
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como o0s de ramificagao do caule, forma do fruto e coloragdo dos restos do
perianto. Para uma melhor delimitagdo e posterior classificacio das espécies
atualmente incluidas neste género, conclui-se ser necesséria a observagdo de um

conjunto de caracteres como habito, cefélio, forma e deiscéncia dos frutos.

Os resultados aqui obtidos podem servir como ponto de partida para uma
reavaliagdo e uma posterior redelimitacao taxondmica do género Micranthocereus e
de géneros proximamente relacionados. Estes dados mostram dificuldades
encontradas no género e devem servir como subsidio para um posterior melhor
entendimento do padrio de diversificagdo morfoldgica e ecoldgica de

Micranthocereus e géneros proximos.
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APENDICE 1. Protocolo para extragdo e precipitagio do DNA, segundo kit extragio

Nucleon Phytopure

Lise da parede celular:

1. Tecido fresco: adicionar 3 volumes de nitrogénio liquido a 0,1g de tecido fresco
(peso fresco) previamente congelado a —20°C; moer e transferir para tubos de
eppendorf numerados;

2. Adicionar 600l do reagente 1, assegurando-se que todos os ingredientes deste

estdo bem dissolvidos;

Adicionar 10pl de RNAse e incubar a 37°C por 30 minutos;

Misturar fortemente com pissetas plasticas (uma para cada amostra);

Adicionar 200ul do reagente 2;

Inverter manualmente varias vezes os tubos até obter uma mistura homogénea;

Incubar a 65°C por 1 hora, agitando por inversio os tubos de 5 em 5 minutos;

N e W

Colocar as amostras em gelo por 20 minutos.

Extragido do DNA:

1. Remover as amostras do gelo e adicionar 500ul de cloroférmio gelado;

2. Adicionar 100pl de resina (a resina deve conter volumes iguais de resina e
tampao. Se necessario deixe a resina sedimentar a adicione tampao TE estéril. A
resina deve ser ressuspendida imediatamente antes do uso por agitacio
vigorosay);

3. Misturar manualmente os tubos por inversao por 10 minutos;

4. Centrifugar por 10 minutos a 3.900 r.p.m. para separar as fases. O cloroférmio
ficard abaixo da fase aquosa, contendo o DNA, acima (se a fase superior ficar

verde nebulosa, dar um spin adicional de 7.000 r.p.m. por 5 minutos);
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5. Pipetar e transferir a fase superior para um tubo novo previamente numerado.
Nao esquecer de medir o volume retirado, pois no préximo passo o volume de
isopropanol vai depender do volume desta fase aquosa (descartar o cloroférmio

em um recipiente apropriado);

Precipitacdo do DNA:

1. Adicionar volume igual em ul de isopropanol (Z—propaﬁol) gelado a fase
aquosa;

2. Inverter os tubos manualmente delicadamente até o DNA precipitar. Caso ndo

houver precipitado visivel, deixar por 30 minutos no freezer a -20°C. Nesta

fase, pode-se parar por ‘overnigt’ em freezer ou entdio deixar a solugio agitando

vigorosamente por 3 horas;

Centrifugar por 10 minutos a 10.000 r.p.m;

Descartar cuidadosamente o sobrenadante (cuidado para o ‘pellet’ nao cair);

Lavar o ‘pellet’ com 500 de etanol 70%;

Centrifugar por 5 minutos a 10.000 r.p.my;

Descartar cuidadosamente o sobrenadante;

Colocar 500ul de wash 1 em cada tubo e esperar 20 minutos;

o N e W

Centrifugar por 5 minutos a 10.000 r.p.m;

10. Colocar 500ul de wash 2 em cada tubo;

11. Centrifugar por 5 minutos a 10.000 r.p.m;

12. Descartar cuidadosamente o sobrenadante;

13. Deixar secar no ar até todas as gotas do frasco secarem;

14. Ressuspender o DNA em 100ul de tampéo TE, deixando ‘overnight’ em freezer

ou entdo deixar a solugdo agitando vigorosamente por 3 horas;
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15. Correr um gel de agarose a 0,8% com solugdo de DNA extraido para checar a

qualidade do DNA. Corar o gel em brometo de etideo a visualizar sob luz U.V.

e fotografar.
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APENDICE 2. Protocolo utilizado no presente estudo pra amplificagdo da regido do

espagador intergénico frul-F .

Solu¢do Premix I (volumes referentes a uma amostra):

Tampéao Promega 2,0uL
MgCl2 (2,5mM/L) Promega 1,6puL
Mix dNTPs 0,8uL
PVP 1% 2,0uL
Total 6,4ul

1. Preparar a solugdo (em gelo) Premix I em tubo de 1,5 ml com os reagentes

(sempre calculando 1 amostra a mais para cada 10, para evitar erros de

pipetagem):
Premix I 6,4ul
Primer trul “¢” 0,4ul
Primer truL “f” 0,4ul
Agua milliq 10,7pl
Tag polimerase 0,1ul
Total 17,0ul

2. Com auxilio de um vortice, agitar o tubo rapidamente para assegurar a
completa mistura dos reagentes;

3. Pipetar 17,0ul da solugdo MIX em cada tubo devidamente numerado;

4. Adicionar 3,0ul de DNA em cada tubo numerado e fechar para evitar

evaporagao;

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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5. Organizar os tubos e colocar tudo na maquina de PCR;
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6. O programa leva de 2:30 a 3 horas para terminar. Apds o término colocar os
tubos imediatamente em gelo ou no freezer;
7. Correr um gel de agarose 1,0% com produtos de PCR para checar sua

qualidade. Corar o gel com brometo de etideo e visualizar sob luz U.V.
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APENDICE 3. Protocolo utilizado no presente estudo para purificagdo dos produtos

de PCR

N e W

8.
9.

Numerar os tubos do Kit Quiaquick de acordo com a numeracgdo das amostras
e adicionar a coluna para filtragao ao tubo.

Adicionar & coluna de filtracdo um volume de cinco vezes de tampao PB ao
volume do produto de PCR.

Centrifugar a 13000 r.p.m. por cercade 1 a 2 min.

Descartar o liquido que restou no final do tubo.

Adicionar 750l de tampéo PE.

Centrifugar a 13000 r.p.m. por cerca de 1 a 2 min.

Descartar o liquido que restou no final do tubo e centrifugar novamente a 13000
r.p-m. por 1 minuto.

Descartar o tubo e transferir a coluna para tubos de 1,5 ml (numerados).

Adicionar 30 ul de solucao EB.

10. Centrifugar a 10000 r.p.m. por cerca de 1 a 2 min.

11. Descartar a coluna filtradora.

12. Correr um gel para verificar a qualidade e presenca dos produtos de PCR.
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APENDICE 4. Chave analitica para identificacio das espécies de Micranthocereus

baseada em Taylor (2000), modificada.

1. Plantas geralmente maiores que 3m, ramificacdo basal ausente, caule ereto;
cadmara nectarifera estreitamente eliptica (afloramentos de calcareo, sudoeste da
Bahia e Goias).

2. Plantas até 3m alt., segmentos externos do perianto alvos a levemente cremes,
sementes alongadas, marrons, com borda do hilo expandida (afloramento de

calcareo, sudoeste da Bahia) .........ccovurnnmmennnecrneneenni M. dolichospermaticus

2. Plantas até 8m alt., segmentos externos do perianto levemente rosados a cremes
com listas vindceas no apice dos segmentos externos do perianto, sementes

suborbiculares, negra (atrofusca)s (afloramento de calcareo, Goiés) ...... M. estevesii

1. Plantas até 0,3-2,5m quando adultas, caule geralmente ramificado a partir da
base, raro ramificacdo basal ausente, caule decumbente; cAmara nectarifera oval a
depresso oval ou oboval a depresso oboval (afloramentos de quartzito, Cadeia do

Espinhaco e Chapada Diamantina).

3. Flores maiores que 3x2cm, antese vespertina e predominantemente noturna,
cefalio sempre aprofundado no ramo apresentando abundantes tricomas lanosos
alvos, acinzentados, amarelados, marrom-pélidos com manchas rosadas.

4. Cefélio com tricomas lanosos das aréolas floriferas alvos a amarelados, costelas
23-29(-32), epiderme verde brilhante, auséncia de tricomas nas aréolas vegetativas;
segmentos externos do perianto levemente esverdeados a alvo-rosados, tubo floral
creme (Serra do Espinhago, norte de Minas Gerais e extremo sul da Bahia)
................................................................................................................. 1. M. albicephalus
4. Cefalio com tricomas lanosos das aréolas floriferas alvos ou marrom-claros com

manchas rosadas ou acinzentadas, costelas (10-)12-16, epiderme verde-acinzentada
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ou glauca, presenga de tricomas nas aréolas vegetativas; segmentos externos do
perianto profundamente purpureo, segmentos internos alvos com leves manhas
rosadas no &pice; tubo floral purptreo (Chapada Diamantina) ..... 5. M. purpureus
3. Flores mais delgadas, menores que 23x1lcm, antese vespertina e
predominantemente diurna, cefalio superficial, raro aprofundado no ramo,
tricomas pouco abundantes.

5. Auséncia de crescimento exacerbado dos espinhos das aréolas basais, cilindro
vascular lenhoso; espinhos centrais e cerdas das aréolas vermelho-escuros a
castanho; frutos maduros verdes; sementes com paredes periclinais das céhulas da
testa fortemente convexas, apresentando crateras nas jungdes entre as células
(“Serra da Bocaina”, regido de Grédo Mogol, Minas Gerais) ......... 7. M. violaciflorus
5. Presenca de crescimento exacerbado dos espinhos das aréolas basais, cilindro
vascular do caule predominantemente nao lenhoso, raro lenhoso (M. flaviflorus);
espinhos e cerdas das aréolas na sua maioria dourados ou amarelo-claros, frutos
maduros vermelhos ou rdéseos; sementes com paredes periclinais das células da
testa fracamente convexas a planas, ndo apresentando crateras nas jungodes entre as
células (Serra de Grao Mogol, Chapada Diamantina)

6. Caule 3-5,5cm didm., ereto a mais ou menos inclinado ou decumbente; flores até
2,2cm compr., presenga de tricomas nas aréolas vegetativas; segmentos externos do
perianto laranja-avermelhados a réseo-palidos.

7. Planta muito ramificada na base, flores com segmentos externos do perianto
laranja-avermelhados a levemente réseos; paredes periclinais das células da testa
fracamente convexas; sementes sempre negra (atrofusca)s (Norte da Bahia,
Municipios de Morro do Chapéu a Sento Fé) ..., 3. M. flaviflorus
7. Planta pouco ramificada na base, flores com segmentos externos do perianto
purpuro-claros; paredes periclinais das células da testa lisas; sementes negra

(atrofusca)s a castanho-escuras (Sul da Bahia, Municipio Caetité) . 4. M. polyanthus
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6. Caule 5,5-7,0cm didm., ereto; flores 2-3cm compr., auséncia de tricomas nas
areolas vegetativas; segmentos externos do perianto réseos intenso ou levemente
réseos.

8. Cefalio superficial, descontinuo; com tricomas lanosos alvos a acinzentados;
flores com segmentos externos do perianto réseo-claros; frute rosa-claro, nao
apresentando expulsdo ativa do fruto do cefélio; sementes com células da testa
planas a levemente convexas (Grao Mogol, Minas Gerais) ........... 2. M. auriazureus

8. Cefalio superficial a aprofundado, continuo; com tricomas lanosos dourados ou
acastanhados; flores com segmentos externos do perianto réseo intenso, fruto
purpureo, apresentando expulsdo ativa do fruto do cefalio; sementes com células

da testa convexas (Bahia, Oeste de Seabra) ............oocoovveveeenne.. e 6. M. streckeri
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CarfruLo 2 - POLLINATION BIOLOGY OF TWO BRAZILIAN ENDEMIC

MICRANTHOCEREUS BACKEB. (CEREEAE, CACTOIDEAE) SPECIES

INTRODUCTION

The family Cactaceae Juss. forms a monophyletic group (Wallace & Cota
1996) that includes approximately 100 genera with 1300 species distributed in the
New World (Barthlott & Hunt 1993). Eastern Brazil presents the third main
geographical center of diversity of the family (Zappi 1994, Taylor 2000).

Cactaceae species present a wide range of floral features as regards shape,
colour, size, odour, time of anthesis and position of the reproductive parts, which
allow the pollination by several groups of biotic agents (Hunt & Taylor 1990, Vogel
1990), like medium (Mcfarland et al. 1989) and large bees (Viana ef al. 2001),
sphingids and other moths (Suzan et al. 1994, Holland & Fleming 1999),
hummingbirds (Scobell & Scott 2002), bats (Ruiz et al. 1997, Tschapka et al. 1999), or
even the pollination by nocturnal and diurnal vectors in the same species, as
hummingbirds and bats (Fleming et al. 1996, Sahley 2001). According to Vogel
(1990), around 9% of the species of Cactaceae are pollinated by hummingbirds.
Other studies on Cactaceae species also reported various reproductive strategies
like self-compatibility (Bianchi et al. 2000) and self-incompatibility (Boyle 1996,
Metz et al. 2000), as well as the presence of sexual and asexual reproduction in the
same species (Mandujano et al. 1998, Negron-Ortiz 1998).

The genus Micranthocereus Backeb. (Cereeae, Cactoideae) includes nine
species distributed in Minas Gerais, Bahia, Goiés and Tocantins states of Brazil.
The studies concerning the reproductive biology of Brazilian Cactaceae species
recorded melithophily in Opuntia (Schlindwein & Witimann 1995, 1997),
sphingophily in Cereus (Silva & Sazima 1995) and Selenicereus (Barthlott et al. 1997),
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ornitophily in Melocactus and Opuntia (Locatelli & Machado 1999b, Raw 1996), and
chiropterophily in Pilosocereus (Locatelli et al. 1997). However, no data are available
on the reproductive biology of Micranthocereus species.

The objectives of this study are to investigate and compare the pollination
biology of two Brazilian endemic Micranthocereus species, Micranthocereus flaviflorus

Buining & Brederoo and Micranthocereus streckeri van Creek & van Criek.

MATERIAL AND METHODS

STUDY SITE AND SPECIES STUDIED

The study was conducted between July and August 2001 in the Chapada
Diamantina (Bahia state, NE Brazil), a mountain complex belonging to the “Cadeia
do Espinhago” that spreads ca. 1000km from NE to SE Brazil (700 to 2000m alt.)
and presents a large diversity of Cactaceae species (Machado 1999, Taylor 2000).
The studied population of Micranthocereus flaviflorus presented 15 individuals
located on Morro do Chapéu (10°50°S-12°00'S and 40°40'W-41°30'W). The plants
grow in sandy soil in an area occupied by transitional vegetation including
‘cerrado’ (tropical shrub to tree savanna), ‘campo rupestre’ (rocky savanna) and
‘caatinga’” (deciduous low thorny forest). The population of Micranthocereus
streckeri, including 40 individuals, was located upon rocks in an area with ‘campo
rupestre’ vegetation, surrounded by forest areas, being endemic to the study area,
located in Seabra (12925525 and 41%9'36W).

The phenology of both species studied were based mainly in herbaria

specimens.
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FLORAL MORPHOLOGY AND BIOLOGY

Floral lifespan and events were recorded for a population of each species.
Fresh flowers of both species were randomly collected in a minimum of five
individuals/species, fixed in FAA 50 and stored in alcohol 70%. These flowers were
used for the illustrations, which were made using a stereomicroscope equipped
with a camera Lucida, and for floral measurements (flower-tube length and
diameter, 32 flowers/species), which were obtained with a digital calliper (error,
0.01 mum). The measurements were compared between species with a Student’s t
test (Sokal and Rohlf 1981).

Nectar concentration and volume were estimated in the afternoon (ca. 24h
after the beginning of the anthesis), on flowers bagged in pre-anthesis stage (n=12
flowers for Micranthocereus flaviflorus and n=10 for Micranthocereus streckeri, five
individuals for both), using micro-syringes and a pocket refractometer,
respectively. Data were compared between species using a Student’s t test (Sokal
and Rohlf 1981).

Floral visitors were determined through direct observations in the field, in a
total of 10 h for Micranthocereus flaviflorus and 40 h for Micranthocereus streckeri.
Time and duration of visiting bouts were recorded, as well as the visitors behavior
on the flowers, such as contact with anthers and stigma, type of floral resource
collected and interactions with other visitors. For detecting possible nocturnal
pollination, flowers were tagged in the afternoon of the day before and examined
in the early morning. No direct nocturnal observations were undertaken. Pollinator
importance was determined based on their frequency of visits and visiting
behavior. The hummingbirds were identified in the field and using photographs
taken during their visits and compared with ilustrations in Grantsau (1988) and

Ruschi (1982). Insect visitors were collected and identified as far as possible
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through comparison with specimens deposited in in the Universidade Estadual de
Campinas Museum (ZUEC).

Voucher specimens were deposited in the Universidade Estadual de
Campinas Herbarium (UEC; L.Y.S. Aona et al. 838 for Micranthocereus flaviflorus

and L.Y.5. Aona et al. 810 for Micranthocereus streckeri).

RESULTS
FLORAL BIOLOGY AND MORPHOLOGY

The plants of both species are columnar, branched at the base, with
decumbent or erect stems and flexible, golden to pale golden spines.

Micranthocereus flaviflorus flowered from May to August and produced fruits
from July to November, whereas Micranthocereus streckeri produced flowers
between June and August and fruits between August to November. The plants of
both species have a fertile zone constituted by a lateral, superficial to sunken
cephalium with flower-bearing areoles, which have white to yellowish hairs with
long, pale to brownish golden bristles in M. flaviflorus (Fig. 1B), and compact, white
to brownish hairs and long, pale golden to reddish brown bristles in M. streckeri
(Figs. 1E e 1F).

Flowers of Micranthocereus flaviflorus are reddish pink with bract-scales at the
apex and have perianth segments spreading to erect, orange-red to reddish pink; the
inner segments opens very slightly and are yellow to pale cream (Fig. 1A). The
stamens are close together and included within the flower-tube (with a lower row of
stamens bent towards the style), and the stigma-lobes are 4-6, also included within
in the flower tube (Fig. 2A). Flowers of Micranthocereus streckeri are deep pink with
bract-scales at the apex, outer perianth segments spreading and deep pink, the inner
perianth segments erect and purplish pink (Fig. 1F). The flowers of both species are

tubular. Similarly to M. flaviflorus, in M. streckeri the stamens are positioned close



together forming a compact mass in the interior of the flower-tube, and both the
anthers and the stigma-lobes are included within the flower-tube, (Fig. 2B). Flower
length of M. flaviflorus (12.3 = 0.1mm, mean + SE) was smaller than that of M.
streckeri (13.1 + 1.2mm, mean = SE, t=2.618, P=0.01, n=32 for both), whereas the
diameter was similar (1.8 # 0.2mm for M. flaviflorus, 1.8 £ 0.9mm for M. streckeri,
mean * SE, t=-1.593, P>0.01, n=32 for both, Fig. 4).

Flowers of both species started opening late afternoon, lasting arround 36
hours, wilted at morning of the second day. In the newly opened flower the
stigma-lobes are closed and only the pollen is liberated. Between the end of the
first day and beginning of the second day of the anthesis, the stigma-lobes spread.
The stigma-lobes become receptive in the first day of the anthesis.

The flowers of both species present a nectariferous chamber with a nectary
inside the base of the flower-tube, where the nectar is produced and accumulated
(Fig. 2A, B). Nectar volume was similar between the two species studied, whereas
the concentration of sugar was higher in Micranthocereus flaviflorus (Table 1). The
flowers of both species were scentless and offered nectar and pollen as rewards to

floral visitors.

POLLINATION PROCESS

The main floral visitors of Micranthocereus flaviflorus were males and females
of the hummingbird Chlorostilbon auresventris Boucier & Mulsant (Fig. 1A), which
were observed along the day, mainly in the morning, until 14 h (Fig. 3A), when
they visited the flowers in regular intervals of approximately 10-30 min. Males of
C. aureoveniris were the principal pollinators of M. flaviflorus in the study site. C.
aureoventris have a straight bill (19.09 + 2.1mun length) that contacted the anthers

and the stigma when collecting floral nectar. This hummingbird prevented the visit
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of others individuals of the same species from the defended clump, a behavior that
may be characterized as territorialistic (Feinsinger 1978, Stiles 1981). During the
study period, females of C. aureoventris were seldom observed visiting the flowers
of M. flaviflorus, and, when seen, they visited only sporadically and not over
regular periods as observed at the males. When a male individual detected the
presence of the female in the territory, it immediately chased it away.

The butterfly Phoebis philea Johansson (Fig. 1B) was another occasional floral
visitor of Micranthocereus flaviflorus, being generally observed during the hottest
hours of the day (12:00 to 15:00h). By collecting nectar it contacted the sexual parts
of the flowers, thus acting as a pollinator. Trigona spinipes bees were observed
mainly from 10:30 to 11:00h and from 14:00 to 17:00h, collecting polien directly
from the anthers, often damaging them. These bees were not observed contacting
the stigma, however was observed that bees destroyed the anthers.

Similarly as observed in Micranthocereus flaviflorus, flowers of Micranthocereus
streckeri were visited mainly by the hummingbird Chlorostilbon aureoventris (Fig.
1C, D). Females were more frequently observed however than males. The hermit
hummingbird Phaethornis squalidus Temminck and some insects, as Hesperiideae
butterfly, the work bees Apis melifera and Trigona spinipes, and even ants were
observed as floral visitors of M. streckeri. The principal pollinator of M. streckeri are
females of C. aureoventris that visit flowers along the day. The visits start about 6:00
h and stop approximately 17:00 h when the last visits were observed. The visits
occurred at regular intervals. In the morning, the visits are more frequent and
occur in intervals of approximately 30 min, rarely up to 60 min. In the afternoon
the visits are more sparse and, at the end of the day, they took place in intervals of
1 h 10 min, approximately. Females of C. aureoventris behaved as territorialists
mostly during the morning defending clumps from other visitors, like males of the

same species and P. squalidus (Fig. 1E). The territorialist behaviours alternated with



trap-lining feeding strategy occurs in C. aureoventris. Phaethornis squalidus was
observed visiting flowers of M. strekeri sporadically and only in the late afternoon.
This hermit hummingbird visits principally the plants located in lower regions, in
individuals close to valley, arround 500m near the studied population. Probably
the nectar resources that P. squalidus explores along the day become reduced late
on the day and eventually it explores resources of C. aureoventris during the period
when visits of C. areoventris are becoming rare. All hummingbirds species acted as
pollinators and received pollen grains on the bill.

For both species of Micranthocereus, the visits by both species of hummingbird
to each flower were brief, lasting approximately two seconds each.

Some insects, like non-identified Hesperiidae (Lepidoptera) species (Fig. 1F),
occasionally visited flowers of M. streckeri along the day and, similarly to the
observed for Phoebis phillea on M. flaviflorus flowers, collected nectar and
sometimes touched the anthers and the stigma with their proboscis, being
considered occasional pollinators. Apis melifera bees were observed on flowers of
M. streckeri mainly in the morning, when they visited more than one flower of each
individual, or even flowers of the same cephalium, landing at the apex of the
floral-tube and collecting pollen directly from the anthers and sometimes causing
anther damage, thus acting mainly as pollen robbers. Apparently these bees collect
large amounts of pollen from the flowers, and occasionally contact the stigma and
the anthers with the thorax and the abdomen, thus seldom performing legitimate
pollination.

As observed in Micranthocereus flaviflorus flowers, Trigona spinipes was also
observed visiting flowers of Micranthocereus streckeri at the same period of the day,
and presenting similar behavior. Other occasional visitors were some non-

identified ants, beetles and caterpillar species, which were observed cutting (ants)

and eating (beetles and caterpillars) floral parts. UNICAMP
BIBLIOTECA CEMNTRAL
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In both Micranthocereus species studied the trap-lining feeding strategy of
Chlorostilbon was alternated with the territorialist behaviour. The occasional
territorialist behaviour observed for male C. aureoventris in Micranthocereus
flaviflorus and for females in M. strekeri occurred principally in the morning, when

the visits were more frequent.

DISCUSSION

Most floral features of Micranthocereus streckeri and Micranthocereus flaviflorus
are similar to those presented by species pollinated by hummingbirds in tropical
communities, as easily accessible, diurnal and not-scented flowers with tubular
and conspicuously colored flower tube and perianth segments, and a clear
separation between floral resource (nectar) and sexual parts (Faegri and van der
Pijl,1979; Arizmendi and Ornelas 1990; Sazima ef al. 1996; Buzatto et al. 2000,
Castro & Oliveira 2001). Sugar concentration in the floral nectar of both species
was also similar to those generally recorded in other ornitophilous species
(Arizmendi and Ornelas 1990; Aravjo 1996; Sazima et al. 1996; Buzatto et al. 2000;
Castro & Oliveira 2001a), including Cactaceae (Scogin 1985). The analysis of nectar
variation of some species of Cactaceae however, did not reveal a significant
difference in sugar concentration of flower pollinated by hummingbirds, moths or
bats, with values between 11-30%, 14-34% and 17-26%, respectively (Scogin 1985).

The short-tubed flowers of Micranthocereus flaviflorus and Micranthocereus
streckeri allow the visits of hummingbirds with variable bill lengths, as those
observed in this study only for the last species. Probably the absence of Phaethornis
squalidus on M. flaviflorus flowers is related to the lack of forest habitats near the
studied population, since this hummingbird is a typical pollinator of plants in this
vegetation type (Stiles 1981; Buzato et al. 2000).
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The decrease of Clorostilbon aureoventris visits to the flowers of
Micranthocereus flaviflorus after 14:00h may be related to the presence of a
sympatric Cactaceae species, Melocactus paucispinus Heimen. & R. J. Paul. Its
flowers open approximately at 14:00h and were also visited by C. aureoventris.

Micranthocereus streckeri occurs sympatrically with other Cactaceae species,
such as Micranthocereus purpureus (Glirke) Ritter, Pilosocereus pachycladus Ritter ssp.
pachycladus, Opuntia inamoena Schum., Cereus jamacaru DC. ssp. jamacary and
Stephanocereus luetzelburgii (Vaup.) N. P. Taylor & Eggli and with members of other
plant families also visited by the same hummingbird, like Apocynaceae and
Bromeliaceae.

The visiting behaviour of Chlorostilbon aureoventris to the flowers of
Micranthocereus flaviflorus and Micranthocereus streckeri reveals two types of feeding
strategy: territoriality, in which the hummingbird delimits an area of food source
composed of grouped plants, and defends that resource, and trapline behaviour.
The last type of foraging favours cross-pollination promoting pollen dispersion
among different individuals (Janzen 1971), whereas the territorial behaviour may
reduce pollen flow in a population (Linhart 1973). The same behaviours,
territorialist and trapline, were similar fo that observed by Locatelli & Machado
(1999b) by C. aureoventris.

It was observed in the populations of Micranthocereus streckeri that Phaethornis
squalidus invades the territory of Clorostilbon aureoventris only in the afternoon.
Acording Buzato ef al. (2000), hermit hummingbirds are the major pollinators of
hummingbird-pollinated floras in the forest of Brazil. P. squalidus visited the plants
that occur near to the valley, closer to the forest area. This behaviour may be
related with the diminishing resources in the afternoon, or with the longer time

gaps between the visits of C. aureoventris.
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Besides being apparently adapted for hummingbird pollination, pollen of the
flowers of both species was frequently robbed and/or flower parts damaged by
several insect species. As observed in other tropical communities, it seems that
flowers of the studied species are clearly adapted for a bird/hummingbird pollen
vector but a wide range of invertebrates, as butterflies and bees, also explores the
resource (Buzato et al. 2000). The destructive behaviour of T. spines to flowers is
known in other families, such as Passifloraceae (Sazima & Sazima 1998) and
Melastomataceae (Renner 1983).

Bees are a very common pollen/nectar robbers in tropical (Castro & Oliveira
2001a) and temperate habitats, and generally present a similar behavior during
their visits, i.e., collecting nectar through holes inflicted at the base of the floral
tube, and taking pollen directly from the anthers. Since the flowers of the species
studied are deeply inserted within the cephalium, this feature avoids illegitimate
access to nectar and no nectar robbing was observed.

Some cross pollination was attempted in green-house environment, which
indicates that the investigated species of Micranthocereus are self-incompatible,
though studies of the reproductive system will need to be carried out. Flowers of

both species are protandric, thus probably favouring cross-pollination.
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Figure 1. Flowers and floral visitors of Micranthocereus flaviflorus and
M. streckeri in NE Brazil. (A-B) Female of Chlorostilbon aureoventris and
Phoebis philea on flowers of M. flaviflorus, respectively. (C-D) Males of
Chlorostilbon aureoventris on flower of M. streckeri; note the presence of
pollen grains on the bill of the hummingbird (D, arrow). (E-F) Phaethornis
squalidus and a Hesperidae species on flowers of M. streckeri, respectively.
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2. Longitudinal section of flowers of Micranthocereus flaviflorus (A) and

Micranthocereus streckeri (B). Note de nectar chamber (arrow).

Figure
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Figure 3. Frequency of visiting bouts of Micranthocereus flaviflorus and
Micranthocereus streckeri pollinators in NE Brazil A. Males of Clorostilbon
aureoventris on flowers of M. flaviflorus. B. Phaethornis squalidus (hatched bars) and

male of C. aureoventris (white bars) on M. streckeri flowers.
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Figure 4. Flower length and diameter (mm) of Micranthocereus flaviflorus (Mf) e

Micranthocereus streckeri (Ms) in NE Brazil. Bars: standard deviations.
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Nectar feature M. flaviflorus (12) M. streckeri (10) t P

517+22 734+38 -1.561 0.14
Volume

Concentration 233+1.3 193+18 5.870 0.00

Tabel 1. Comparison of nectar volume (ul) and concentration (% of sugars) of
Micranthocereus flaviflorus and Micranthocereus streckeri flowers in NE Brazil. (n):

number of flowers.
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CONCLUSOES (GERAIS

O presente estudo demonstrou que o género Micranthocereus nao é um grupo
monofilético. Isto pode ser observado pela exclusio de Micranthocereus
dolichospermaticus e Micranthocereus estevesii na analise morfoldgica e pela presenca
de Coleocephalocereus goebelianus inserido dentro do género tanto na analise

morfoldgica como molecular (regio trnL-F do DNA de cloroplasto).

Foi observado que caracteres tradicionalmente wusados para definir
Micranthocereus, tais como frutos indeiscentes, frutos ndo expelidos ativamente do
cefalio ou frutos ndo circuncisos na base estao presentes em algumas espécies do
género e também em outros géneros proximamente relacionados, como
Coleocephalocereus, Melocactus e Pilosocereus.

Com base nas analises cladisticas utilizando caracteres morfoldgicos e
macromoleculares, nenhuma mudanga taxonémica pode ser sugerida. Ambas as
analises apresentaram topologias distintas nas relagdes de parentesco entre os taxa
estudados. As relages entre as espécies de Micranthocereus e de géneros
considerados préximos ainda permanecem incertas, o que pode ser observado nos
clados formados com de ‘bootstrap’ relativamente baixos. O segmento de DNA
investigado (regido #rnL-F) ndo foi suficientemente informativo para elucidar as
relacbes entre as espécies. Ainda se faz necessério a utilizagdo de outro marcador
molecular para que as relagdes de parentesco entre as espécies de Micranthocereus e
géneros préximos sejam melthores compreendidas.

Em relagdo a biologia floral de Micranthocereus flaviflorus e Micranthocereus
streckeri, foi observado que ambas as espécies apresentam mecanismos de
polinizagio semelhantes. Beija-flores da espécie Clorostilbon aureoventris sio os

polinizadores efetivos de ambas as espécies. C. aureoventris apresenta durante o
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mesmo dia tanto comportamento ‘trapliner’ quanto territorialista. Esses
comportamentos em C. aureoveniris ja foram observados em estudos realizados

com outras espécies de Cactaceae.



