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Aos meus pais, ofereco

A curvatura do tempo

Olho ao redor, hé pouco do lugar que eu sou
Contemplo o p6r do sol cada dia mais turvo
N&o é o mesmo sol quando residia no ventre materno
De onde o0 vejo ndo ha céu, nem mar, nem arvoredos
Estou envolto por coisas inertes, mensuraveis, inelutaveis
Aqui permaneco, longe do cais e perto dos sonhos
A brisa que me toca € menos suave € 0 ar mais denso
Permaneco, enquanto pensamentos me transportam ...
Estou despido, as coisas que medeiam ndo me tomam, ndo me tornam
Do caminho percorrido, muitos trago comigo
Poucos deixei para tras [benditos sejam os sonhos]
Se quiser, posso voltar a todos e 0s encontrarei mais vivos
O esquecimento é proposital é sobrevivéncia
Aquela brisa densa, aquele sol turvo - fazem parte do caminho

O sol surge no horizonte, ainda esta disforme e frio
N&o € o mesmo sol quando residia no braco paterno
Eis duas fortalezas do ser humano ou do inumano mais critico
O olhar complacente da mae e o peso da méo aspera do pai sobre 0 ombro
No horizonte, se o encaro detidamente, 0s encontro e sei que estdo aqui
Em cada célula, em cada atimo e assim sou pleno
De tudo restardo trés coisas: aqueles olhos, aquela méo e o sol turvo
Eis o tempo, péssima inten¢do humana, e eu sigo sentindo
Liberto das coisas e mais perto daquele cais
Dentro do vento, meus olhos fecham e minha garganta seca
Penso no retorno novamente, as pessoas andam distantes [bendito seja o sonho]

Olho para tras, ha varios caminhos possiveis e a escolha feita
Com o0 no na garganta, 0 caminho a ser seguido - em frente
Ao longe - no horizonte, a abstrata linha: sem sabor, sem cheiro e sem sons
Encolhido no caminho, a tempestade e a noite agigantam-se
Mas, aqueles olhos ainda estdo la [o farol daquele cais]
E sinto aquela mdo no meu ombro, mais aspera e firme pelo mérito da vida
Erigido pelo caminho, a poeira assentada na curvatura do tempo
Sigo-0 —ao meu lado o amor, a um passo 0s meus sonhos
E no horizonte — aqueles olhos nos guiam pela noite escura
O sol surge no horizonte, estamos no cais, de onde vemos o céu, 0 mar e arvoredos
Para tras a tempestade — estamos rodeados por seres libertos, intangiveis
Aqui permaneco, envolto nos bracos sob a luz daqueles olhos e dentro do nosso sonho

Belo Horizonte, 27 de fevereiro de 2013
(Aos meus pais)



Para a minha querida esposa Alice:
fonte inesgotavel de amor e verdade.
Dedico
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INTRODUCAO GERAL




ANTECEDENTES

Cactaceae ¢ uma familia do Novo Mundo dotada de elevada diversidade morfologica
(p.e., arborescentes, arbustivas, trepadeiras, epifitas, geofitos) (Mauseth 2006), e que se
originou ha aproximadamente 35 milhdes de anos durante o Terciario médio na regido Andina
da Argentina, Bolivia e Peru (Edwards et al. 2005; Ritz et al. 2007; Arakaki et al. 2011). As
cactéceas sdo representadas atualmente por trés grandes centros de diversidade e endemismos:
0 primeiro compreende o México e sudoeste dos Estados Unidos, seguido pela porcao central
dos Andes na América do Sul e regido leste do Brasil (Taylor & Zappi 2004; Hunt et al.
2006). Embora a maioria das espécies habitem locais semi-aridos, os cactos alcangam éareas
aridas de precipitacdo ndo mensuravel, como no deserto do Atacama onde sobrevivem como
geofitos, até florestas tropicais com 2.000 mm de precipitagdo anual onde esses se adaptaram
a microhabitats epifitos ou ambientes de dunas relativamente secos (Barthlott & Hunt 1993;
Taylor 1997; Rebman & Pinkava 2004).

Mesmo com a notavel diversidade morfologica, Cactaceae apresenta baixa
variabilidade plastidial, o que tem sido associado com eventos recentes de diversificacdo no
Mioceno tardio (10 — 5Ma AP) e Plioceno (5 — 2 Ma AP) (Arakaki et al. 2011). Estas épocas
compreendem o desenvolvimento e expansdo dos principais nucleos aridos reconhecidos
atualmente no Neotropico (p.e., deserto de Sonora, Chaco, Semi-arido no leste do Brasil),
com forte influéncia do soerguimento dos Andes para formacdo dos nulcleos aridos da
América do Sul. Estas épocas sdo marcadas pelo declinio acentuado do CO, atmosférico
(Tripati et al. 2009). Este declinio pode ter proporcionado uma forte vantagem competitiva
para espécies com sistema fotossintético tipo CAM (metabolismo acido das crassulaceas) e

rapida diversificacdo de linhagens nos novos ambientes em formacdo. Isto pode ser observado



na forte convergéncia entre a diversificacdo destas linhagens e o surgimento de plantas
suculentas e com metabolismo CAM (Lttge 2004; Arakaki et al. 2011).

As espécies de cactos apresentam atributos fisioldgicos como a especializacdo
fotossintética tipo CAM, e morfoldgicos como a suculéncia da parte vegetativa ou cladodio
(LUttge 2004). Esses atributos conferiram potencial adaptativo para a ocupacdo de ambientes
preferencialmente xéricos (Arakaki et al. 2011). O primeiro possibilitou maior eficiéncia
sobre o uso da dgua armazenada e o segundo o estoque de dgua ‘necessaria’ para sobreviver
aos periodos de seca (Llttge 2004; Mauseth 2006). Com a relativa homogeneidade fisioldgica
observada entre espécies de cactos (LUttge 2004), variacBes quantitativas na parte vegetativa e
nas estruturas reprodutivas podem ter favorecido a diversificacdo dos cactos em ambientes
que divergiam em seus padrdes de chuva e temperatura (Mauseth 2000; Littge 2004; Eggli &
Nyffeler 2009). Essa variabilidade morfoldgica, particularmente na combinacdo de formas,
tamanho e numeros de costela (estriamento do caule fotossintetizante), pode ter sido
importante nas oportunidades ecoldgicas experimentadas pelas linhagens ancestrais (Mauseth
2000; Luttge 2004; Arakaki et al. 2011), com a expansdo dos nucleos aridos no leste do Brasil
sobre uma paisagem com elevada complexidade topografica, edafica e climatica (Clapperton
1993; Velloso et al. 2002; Pennington et al. 2009).

Em escala local, a distribuicdo dos cactos € afetada por multiplos fatores ambientais.
Dentre eles podemos comunicar, os aspectos relacionados as condi¢cGes microclimaticas
(Whitford 2002), condi¢cbes de solo (Bashan et al. 2000), polinizacdo e dispersdo restrita
(Fonseca et al. 2012; Gomes et al. 2013) e associa¢cdes positivas com plantas perenes (nurse
plants) (Flores & Jurado 2004). Estes fatores relacionados podem justificar, pelo menos em
parte, os padrdes de rigueza e endemismos, considerando-os como condicionantes potenciais
em algum momento da historia evolutiva do grupo. O género Melocactus encontra-se

distribuido desde as restingas litoraneas do estado do Rio de Janeiro, passando pelos estados
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do Nordeste do Brasil e chegando até o México e llhas do Caribe (Taylor 1991). Essa ampla
distribuicdo é marcada por endemismos oriundos provavelmente de areas vicariantes (Taylor
& Zappi 2004). Melocactus € um género que inclui cerca de 39 espécies de cactos globosos e
espinhosos comuns a zonas aridas e semi-aridas, tropicais e subtropicais das Américas (Hunt
et al. 2006). Ritz et al. (2007), sugerem que o centro de origem do clado a que pertence
Melocactus ocorreu nos Andes e que posteriormente a diversificagdo ocorreu no estado da

Bahia no Brasil, onde existem 16 espécies.

Sistema de classificacao e fontes de variacao

A historia taxondmica dos tdxons que compdem o género Melocactus € composta por
diversos nomes especificos e subespecificos, atualmente sinonimizados, muito em fungéo da
variacdo morfoldgica observada em populacdes naturais (Taylor & Zappi 2004; Hunt et al.
2006). Isto pode ser dimensionado quando observamos 44% das 16 especies do género
Melocactus, que ocorrem no leste do Brasil, organizadas em complexos de espécies, que
frequentemente sdo divididas em subespécies, variedades e formas. Taylor (1991) delimitou
as espécies do género Melocactus utilizando como base as caracteristicas vegetativas e de
sementes, e localizacdo geografica. Esses padrdes de variacdo fenotipica no espaco geografico
foram utilizados para determinar os limites de espécies, pois proporcionavam uma Visao mais
coerente sobre o0s possiveis processos ecologicos e mecanismos evolutivos envolvidos (de
Queiroz 2007; Bennett et al. 2008). Neste contexto, as relacdes entre a geografia e o ambiente,
associadas com as variacbes na forma e tamanho de caracteres, forneceram evidéncias
indiretas de que a diversificacdo tenha ocorrido em alopatria, o que configurou a hipétese
central da diversificacdo do género Melocactus (Taylor 1991).

Uma desvantagem da classificacdo baseada em morfologia, especialmente em

Cactaceae, deve-se a plasticidade fenotipica e natureza continua dos caracteres empregados
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(Machado et al. 2005; Helsen et al. 2009), ocorréncia de hibridizacdo natural entre espécies
simpatricas (Lambert et al. 2006b) e poliploidizacdo com producédo de variantes morfolégicas
(Assis et al. 2003). Consequentemente, as decisdes taxondmicas envolvendo Melocactus
foram associadas com recortes altitudinais e/ou faixas latitudinais, facilmente acomodadas na
hipGtese alopéatrica. Neste caso, um risco emerge, justamente quando o reconhecimento de
grupos taxondmicos formais pode indicar taxons discretos onde ndo existem linhagens
evolutivas independentes. Por exemplo, o padrdo insular de distribuicdo (i.e., afloramentos
rochosos descontinuos inseridos numa matriz de floresta tropical seca) dos téxons
constituintes do complexo Melocactus oreas (= M. ernestii subsp. ernestii e subsp.
longicarpus, M. oreas subsp. oreas e subsp. cremnophilus, M. bahiensis subsp. bahiensis e
subsp. amethystinus, e M. conoideus), associado com a variabilidade morfologica
populacional nestes afloramentos, promoveu uma profusdo de espéecies que foram
posteriormente sinonimizadas (Taylor 1991).

O padrdo insular é tido como um dos principais fatores na diferenciacdo das
populacdes de Melocactus, o que tem sido confirmado com estudos de genética de populacGes
desenvolvidos com outras espécies de cactos associadas a afloramentos rochosos (Lambert et
al. 2006b; Bonatelli et al. 2014; Pinheiro et al. 2014). Efeito similar foi observado em Opuntia
nas llhas Galapagos (Halsen et al. 2009). No caso das espécies de Opuntia, a elevada
diversidade morfoldgica observada entre as ilhas foi relacionada com uma baixa variablidade
genética plastidial (Halsen et al. 2009), o que pode ser entendido como uma radiacao
adaptativa recente. Este isolamento populacional associado com populacdes pequenas e
efeitos estocasticos pode determinar a mudanca na composicdo genética destas populacdes,
seja reduzindo a variabilidade intrapopulacional e/ou fixando alelos elevando a diferenca

genética entre populacdes (Bridle & Vines 2007).



Estudos sobre sistema reprodutivo com espécies de Melocactus tém demonstrado que
a condicdo autocompativel é predominante e que os atributos florais sugerem a ornitofilia
como principal sindrome (p.e., Nassar & Ramirez 2004; Colaco et al. 2006; Gomes et al.
2013). A maioria das espécies de beija-flores visitantes é territorialista (i.e., demarcam
territorios de alimentagdo), o que limita efetivamente o fluxo de pdlen. Os dispersores de
sementes também apresentam comportamento territorialista. Este comportamento tem sido
considerado como causador de subestruturacdo morfoldgica e ou genética em populacdes de
Melocactus (Lambert et al. 2006a; b; Nassar et al. 2007). Além disso, o0 padrdo espacial de
distribuicdo destas espécies de plantas e a heterogeneidade ambiental a que estdo submetidas,

se somam como fatores estruturadores das populacdes de Melocactus.

Condicionantes ambientais e dinamica populacional

A principal caracteristica dos ambientes aridos e semi-aridos é a imprevisibilidade das
chuvas, e que normalmente ocorre em pulsos seguidos por secas prolongadas (Whitford
2002). Neste caso, a qualidade ambiental pode variar elevando sobremaneira as taxas de
mortalidade nas fases iniciais do ciclo de vida (Godinez-Alvarez et al. 2003). Este é um
padrdo comum em espécies de ambientes com restricdo hidrica que sdo em sua grande maioria
estrategistas r e de vida longa.

Os baixos niveis de precipitacdo (< 600 mm de chuva anual) e sua distribuicdo em
pulsos esporadicos condicionam a dinamica das comunidades vegetais desses ecossistemas
aridos e semi-aridos (Maestre et al. 2012). A dindmica destas comunidades também é
regulada por eventos de facilitacdo (Calaway 2007), como o efeito positivo de algumas
plantas sobre outras mediante a melhoria das condices ambientais (p.e., reducdo da
temperatura, maior fertilidade do solo, defesa contra herbivoros). Entretanto, 0os avangos

conceituais alcancados a partir da hipdtese de gradiente por estresse, excessivamente simples,
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proporcionaram uma visdo mais abrangente desses efeitos em comunidades xerofilas. Neste
caso, o equilibrio entre facilitagdo/neutralidade/competicdo é um determinante fundamental da
dindmica dessas comunidades e que pode oscilar no espaco-tempo (Callaway 2007; Brooker
et al. 2008; Maestre et al. 2009). Isto implica que mudangas climaticas globais associadas com
mudancgas substantivas nas quantidades anuais de chuva e mudancas temporais (i.e., chuvas
menos abundantes durante os pulsos, e chuvas torrenciais mais frequentes; IPCC 2007,
Marengo et al. 2012), podem desempenhar efeitos profundos sobre a vegetacdo dos
ecossistemas aridos, com perda de espécies e diminuicdo da funcionalidade e servicos
ecoldgicos (Maestre et al. 2012).

Este efeito de facilitacdo tem sido indicado para muitas espécies de cactos, onde
plantas-babas desenvolvem locais e zonas de deplecdo de recurso que, sob certas condicdes,
ndo afetam fortemente os recursos disponiveis para vizinhos, e a estrutura espacial observada
nessas comunidades sugere facilitacdo de nicho (Van der Maarel et al. 1995). As interacdes
positivas podem promover a coexisténcia e aumentar a diversidade, principalmente em
ambientes rochosos, que sdo controladas edaficamente (Porembski & Barthlott 2000). No
caso especifico dos Melocactus rupicolas, estruturas do microhabitats desempenham papel
facilitador, além das espécies babas (ou nurse plants). Este parece ser um evento recorrente
em espécies de cactos que colonizam afloramentos rochosos (Munguia-Rosa & Sosas 2008;
Peters et al. 2008) e direcionador da dindmica espaco-temporal destas populacfes (Hughes et
al. 2011).

Adicionalmente, essas espécies também respondem as mudancas das quantidades de
chuvas, principalmente no seu desempenho individual (Godinez-Alvarez et al. 2003). A partir
dos estudos envolvendo comportamento fenolégico com espécies de Melocactus (p.e.,
Locatelli & Machado 1999; Fonseca et al. 2008; Gomes et al. 2013) observa-se um padrao

continuo de producdo de flores e frutos, mas com pulsos de producéo associados com pulsos
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de precipitacdo. Entretanto, essa associacdo nem sempre & observada devido a suculéncia
destas plantas, que promove um atraso na resposta da produtividade frente as irregularidade
das chuvas. Essa heterogeneidade temporal na producdo é comum tanto em espécies lenhosas
quanto herbaceas em ambientes semi-aridos como a Caatinga. No geral, a precipitacdo €
considerada o fator desencadeador da producéo de folhas e flores enquanto que a estiagem
impulsiona as fenofases de frutificacéo e de senescéncia (Griz & Machado 2001).

As espécies de Melocactus sdo popularmente conhecidas como coroa-de-frade.
Espécies de Melocactus apresentam um cefalio terminal como caracteristica marcante do
género. Para algumas espécies o cefalio pode determinar o fim do crescimento em altura das
estruturas vegetativas, desta forma este tipo de cefalio e classificado como terminal (Taylor
1991). Diferentemente das espécies de cactos colunares (como Ferocactus acanthodes e
Carnegiea gigantea), onde o crescimento em altura vegetativa ¢ determinante da idade da
planta (Drezner 2003), Melocactus apresenta a altura do cefalio como indicativo da idade da
planta na fase adulta (Taylor 1991; Hughes et al. 2011).

As especies de cactos sdo de vida longa e, em alguns casos, necessitam de pelo menos
100 anos para alcancar a fase adulta, como € o caso da espécie Neobuxbaumia macrocephala
(Esparza-Olguin et al. 2002). A maioria das espécies de cactos apresentam crescimento lento
e sao longevas, indicando que a persisténcia das populacdes deve ocorrer pela permanéncia de
adultos, com a renovacdo populacional associada com pulsos benéficos de precipitacdo. Por
exemplo, das 80 matrizes de transi¢cGes que representam 22 espécies de cactos estudadas até o
momento (Fig. 1), 74 indicaram maior elasticidade para sobrevivéncia de adultos (p.e.,
Jiménez-Sierra et al. 2007; Martinez et al. 2010; Zepeda-Martinez et al. 2013). Este resultado
é consistente com o de Godinez-Alvarez et al. (2003), e concordante com o que se observa em

outros ecossistemas com elevada variacdo climatica interanual. Nestes casos, a sobrevivéncia



de adultos cujas longevidades sdo elevadas, permitem a persisténcia e crescimento
populacional decorrentes de episddios de recrutamento eventuais (Grime 2001).

As diferentes espécies de Melocactus sdo coletadas e comercializadas de forma
indistinta por varias comunidades, sendo comumente observada a sua venda em margens de
rodovias e feiras, além de serem exportadas para outros centros. Apesar de espécies de outros
géneros de Cactaceae serem também comercializadas, estas sofrem uma pressdo menor por
serem coletadas partes dos individuos (p.e., cactos colunares), enquanto os individuos de
Melocactus sdo sempre removidos inteiros devido a impossibilidade de propagagdo por
apenas parte do caule. Além disso, o principal alvo dos comerciantes sdo cactos adultos. A
coleta e comércio normalmente de forma indistinta das espécies faz com que algumas
espécies de ampla distribuicdo estejam menos vulneraveis por possuirem um grande namero
de populagdes com um elevado niumero de individuos. Porém, varias espécies possuem uma
distribuicdo bastante restrita, ocupando uma area muito reduzida (eventualmente conhecidos
em um unico afloramento rochoso), com um nimero também muito baixo de individuos
adultos, podendo ser extintas através de uma unica coleta (Taylor 2000). Esta tendéncia de
declinio populacional foi observada em 60% das populacbGes estudadas, com valores de

lambda inferiores a 1 (Fig. 1C).



Lambda

08 10 0.0 02 0.4 06 0.8 1.0
Juvenis

00 0.2 0.4 0.6
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Figura 1 Ordenacdo triangular dos valores das elasticidades para 80 matrizes de transicdo que contemplam 22 espécies de cactos e trés formas de

vida (cactos globosos, colunares e arbustivos). Os trés eixos do grafico correspondem a: (A) fecundidade, crescimento e sobrevivéncia; (B)

plantulas, juvenis e adulos; (C) representa os diferentes ciclos de vida e os valores das taxas finitas de crescimento populacional (). Linha

vermelha indica 1,0 ou taxa de crescimento populacional estavel.

10



Morfologia, filogeografia e modelos de paleodistribuicéo

Varia¢Oes nos organismos associadas as condi¢cbes ambientais e isolamento geografico
tém atraido a atencdo de bidlogos e ecologos desde Darwin levando entdo a ser entendidos
como causados por processos evolutivos (Sexton et al. 2013). A plasticidade fenotipica
adaptativa pode ser causada por selecdo natural divergente resultante de pressdes seletivas
impostas pelo padrédo de variacdo geogréafica dos fatores ecoldgicos, ou podem ser o resultado
da deriva genética ou efeito fundador (Schluter 2009; Kozak & Wiens 2010). Estudar a
variacdo geografica dentro de espécies, onde divergéncias evolutivas podem estar em
progresso, prové uma excelente oportunidade para observar o processo de especiacdo em
acao.

De fato, processos ecoldgicos restritos como a polinizacéo e dispersdo promovida por
organismos territorialistas, acasalamento preferencial, padrdo de distribuicdo espacial e
recrutamento de progénies agregado, apresentam-se como mecanismos estruturadores em
populacdes naturais de plantas, que probabilisticamente conduzem a eventos de especiacdo ou
geradores de variabilidade morfoldgica dentro de populagdes de planta (Loveless & Hamrick
1984). A utilizagdo de analise estatistica multivariada sobre dados de variacdo morfoldgica
tem prestado valiosa contribuicdo na discriminacdo de plantas de modo intra e
interpopulacional, e determinado quais condicionantes ambientais Sd0 0Ss provaveis
direcionadores da variacdo (Lambert et al. 2006a; b). Além disso, o uso dessas abordagens
multivariadas tem auxiliado no melhor entendimento de complexos de espécies (Machado et
al. 2005), e proporcionam enguadramentos taxondmicos mais congruentes quando integradas
com abordagens filogeograficas e de paleodistribuicéo.

Filogeografia € um termo criado por Avise (1987) para uma disciplina relativamente
nova, naquela época, focada no estudo dos principios e processos que governam as

distribuicdes geograficas de linhagens genealdgicas, especialmente dentro e entre espécies
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proximamente relacionadas (Avise 2000). A influéncia destes processos pode ser deduzida em
fungdo dos condicionantes ambientais historicamente cambiantes atuarem nos eventos de
expansao/retracdo/fragmentacdo da distribuicdo geogréfica de espécies (Hewit 2002).
Frequentemente, esses eventos deixam assinaturas genéticas caracteristicas (p.e., alelos
exclusivos em reflgios climaticos, reducéo da diversidade genética em populagdes marginais
ou em nichos recém colonizados), e podem ser acompanhadas por variacdo fenotipica,
principalmente na forma e tamanho de caracteres quando associadas com gradientes abioticos
seletivos (Bridle & Vines 2007).

Em ambientes aridos e semi-aridos, os controles climaticos e biogeoquimicos
representam um dos principais fatores reguladores da funcionalidade e dindmica desses
ecossistemas, uma vez que a disponibilidade hidrica é o principal direcionador da atividade
biologica (Maestre et al. 2012; Delgado-Baquerizo et al. 2013). Nesse contexto, as mudancas
nos regimes de precipitacdo durante as oscilacbes climaticas do passado podem ter
influenciado de maneira notavel a distribuicdo das espécies de plantas no leste do Brasil
(revisados em Werneck et al. 2011). Por exemplo, as florestas tropicais secas e savanas
podem ter sofrido fragmentacdo da distribuicio das espécies tolerantes a seca no Ultimo
Interglacial (LIG, ~120.000 - 140.000 AP), caracterizados por climas mais quentes e imidos,
com posterior expansdo durante Ultimo Méaximo Glacial (LGM, 21.000 anos antes do
presente AP) (Clapperton 1993; Behling 2003).

Nesse ponto, a integracdo de genealogias e modelos de paleodistribuicdo, devido a
complementaridade entre as andlises, tem proporcionado um aumento no realismo dos
modelos historicos, melhorando as inferéncias filogeograficas sobre a importancia relativa dos
eventos climéticos para a formacdo da estrutura genética populacional (Carstens & Richards

2007; Werneck et al. 2012; Cosacov et al. 2013). Os estudos filogeograficos ainda séo
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escassos em ambientes aridos (revisado em Sérsic et al. 2011; Turchetto-Zolet et al. 2013),
mas sdo concordantes sob a influéncia das oscilagbes climaticas histdricas sobre a distribuicdo
e estrutura genética em espécies vegetais desses ambientes. A estrutura genética de algumas
espécies de cactos e orquideas associadas a afloramentos rochosos nos biomas Caatinga e
Cerrado evidencia tanto o efeito da condicdo insular quanto das oscilagdes climaticas
pleistocénicas na estruturacdo genética (Bonatelli et al. 2014; Pinheiro et al. 2014). Com base
nessa estruturacdo e nas reconstrucfes paleoclimaticas, esses afloramentos rochosos em areas
de chapadas e serras foram considerados como &reas de refdgios multiplos durante os
interglaciais no leste do Brasil. Nesse contexto, essas manchas de comunidades xerofilas,
isoladas podem justificar o elevado nimero de microendemismos associados a estas areas de
chapadas.

Por fim, as anéalises filogeograficas integradas a modelos de paleodistribuicdo e
variacdo morfologica podem auxiliar a compreender como o processo evolutivo determinou a
formacdo dos taxons do complexo Melocactus oreas, ou se 0 complexo corresponde de fato a
uma unica espécie com grande variacdo morfolégica e ampla distribuicdo, ou se é constituido

por diversos tdxons microendémicos.
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ESTRUTURA GERAL DA TESE

O estudo das populagdes constituintes do complexo Melocactos oreas em um contexto
de estruturacdo espacial e microhabitat, dindmica populacional, modelagem de nicho e
filogeografico tém como objetivo responder questdes em nivel taxondmico e ecoldgico. A
estruturacdo espacial e dinamica populacional (Capitulos 1 e 2) possibilitam o entendimento
do comportamento demografico e das fases mais sensiveis do ciclo de vida, bem como o
efeito do extrativismo sobre a taxa intrinseca de crescimento populacional (Caswell 2001). A
modelagem de nicho climético atual (Capitulo 3) permite integrar as informacdes geografica,
ambiental e ecologica, e testar se espécies ou linhagens evolutivas estdo associadas com
conservadorismo ou divergéncia de nicho climatico (McCormack et al. 2010). A avaliacéo da
variabilidade morfoldgica (Capitulo 4) que compde o complexo possibilita uma excelente
oportunidade para examinar como essa variabilidade se distribui nos afloramentos e a
contribuicdo de fatores altitudinais e latitudinais em um cenario biogeografico (Taylor &
Zappi 2004). A abordagem filogeografica associada com reconstrucdes paleoclimaticas
(Capitulo 5) permite avaliar informac6es sobre a histdria evolutiva das espécies, tais como a
extensdo de eventos de expansdo e fragmentacdo das populacdes, e se correspondem as
reconstrucdes paleoclimaticas. Empregando um marcador pouco variavel de heranca materna
(cpDNA), pode-se estabelecer as relacdes historicas interpopulacionais, verificar a existéncia
de barreiras historicas a dispersdo de sementes entre populacdes conspecificas e existéncia de
distintas linhagens evolutivas significativas (Avise 2000).

Em sintese, a associacdo das informacdes da variabilidade haplotipica e dos processos
evolutivos e ecoldgicos aos padrdes morfolégicos objetiva avaliar se o complexo Melocactus

oreas corresponde de fato a uma Unica espécie com grande variacdo morfologica e ampla
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distribuicdo, ou se é constituido por diversos taxons e, neste ultimo caso, quais os limites e 0
status taxondmico destes. Adicionalmente, o trabalho aqui apresentado busca contribuir ndo
somente para 0 entendimento da ecologia e evolucdo do complexo, como também para um
modelo metodoldgico de estudos taxonémicos, biogeograficos e evolutivos de outras espécies
de Melocactus que apresentem padrdes complexos de variacdo morfolégica e que ocorrem em

afloramentos rochosos na Caatinga e em campos rupestres.
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Abstract Associations between plants and substrate in drylands enhance the ability of
nutrient pools buildup and seedling establishment. However, this relationship has not been
extensively demonstrated in populations of lithophytic plants. We report the effects of
microrelief and neighboring plants on the population structure of Melocactus species in the
semiarid region of northeastern Brazil. The size classes of five populations and the seedling
fate in two populations were examined through point pattern analysis. Association patterns
between size classes were positive between seedlings and adults in all the populations.
Cohorts were positively related to rainfall (> 60%). Recruitment events were microhabitat-
dependent and showed high mortality levels (> 70%). The spatio-temporal decoupling
between seedling fate and adults may favor population dynamics changes under rainfall
uncertainty. Based on our analyses, we suggest that the relationship among size classes,
microhabitat and rainfall in lithophytic populations of Melocactus is crucial to buffer negative
effects of environmental severity in seedling recruitment and survival.

Keywords  Globose cacti - Microhabitats - Neighborhood effect - Point pattern analysis -

Seedling survival
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Introduction

Species with facilitative function (nurse plants) influence population dynamics and
species coexistence in plant communities, particularly in water-stressed ecosystems, reducing
severe environmental effects during the recruitment phase (Bertness and Callaway 1994;
Callaway and Walker 1997; Flores and Jurado 2003; Liancourt et al. 2005; Michalet et al.
2014). The dynamic balance between facilitation by nurse plants and negative interactions
(e.g., competition, herbivory, allelopathy) oscillates according to changes in local abiotic
conditions, notably in cases of extreme environmental stress, where positive interactions
diminish and negative interactions increase (Michalet 2006; Maestre et al. 2009).

In plant communities in arid and semi-arid ecosystems (hereafter called drylands),
another type of nursing association has been suggested, between plants and microrelief
elements (e.g., stones and crevices). These structures favor the retention of humidity and
organic matter, and reduce temperature and evaporation, creating less stressing conditions
than on the bare soil, therefore acting as facilitators (Reyes-Olivas et al. 2002; Martorell and
Patifio 2006; Munguia-Rosas and Sosa 2008). Such nurse objects promote seedling
recruitment under the stress imposed by direct solar radiation, and lack of rain and soil. For
example, the establishment of globose cactus species (e.g., Mammillaria, Melocactus, and
Coryphanta) is enhanced when associated with microrelief elements on Neotropical drylands
in Mexico (Peters et al. 2008; Martorell et al. 2012), the Venezuelan Andes (Larrea-Alcazar et
al. 2008), and the semi-arid region of Brazil (Hughes et al. 2011).

Cacti presenting different growth forms or architectures may differ in nurse objects
requirements: the globose cactus Echinopsis bridgesii is less dependent on the presence of
nurse plants than the columnar cacti Corryocactus melanotrichus, Opuntia sp., and

Austrocylindropuntia shaferi (Lopez and Valdivia 2007). Specific requirements also depend
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on the stage of plant development. This was observed in the columnar species Pilosocereus
leucocephalus, which emerges in the shade provided by shrubs or microrelief structures, but
higher survival rates were associated only with nurse plants (Munguia-Rosas and Sosa 2008).

Most of the studies on facilitation and negative interactions were carried out in
drylands (Flores and Jurado 2003; Maestre et al. 2009), and have not been widely
demonstrated in populations of lithophytic plant communities (Hughes et al. 2011). Spatio-
temporal analyses can provide an integrative approach that generates hypotheses on the
mechanisms controlling the balance between facilitation and competition (Pugnaire et al.
2011). The association between size classes or species can indicate positive interactions,
affinity for the same microhabitat, and the effects of directed dispersal by territorial lizards
(Santamaria et al. 2007), while regular/uniform distributions could result from competition for
limited resources such as water and adequate microsites (Pugnaire et al. 2011; Muhamed et al.
2013). The erratic nature of rainfall in drylands is an important selection feature regulating
establishment events, while affinity for the same microhabitat determines the degrees of
association between size classes (Godinez-Alvarez et al. 2003). Hughes et al. (2011) stated a
negative spatio-temporal association between seedling survival and adults of Melocactus
ernestii subsp. ernestii, with recruitment events regulated by precipitation and microrelief
structures.

In this study, we discuss results from an observational study focusing on the
population structure and microhabitats of several litophilic Melocactus subspecies. We
evaluated the association between size classes and the effects of neighbors on seedling
survival during a two-year period in Melocactus species. More specifically, we tested the
following hypotheses: (1) Intraspecific spatial association patterns (e.g., seedlings vs. adult

plants) are similar for rupicolous taxa of Melocactus. In this case, we expected to find a
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consistency in such intraspecific associations because these species share the same dispersers
(Gomes et al. 2013), and occupy similar microsites (Taylor and Zappi 2004; Hughes et al.
2011). (2) The spatio-temporal dynamics of seedling mortality vary with change in
environmental conditions (e.g., rainfall). In this case, we expected that adult plants may
exhibit a positive effect by reducing the intensity of abiotic effects on mortality events in the
early stages of development (Munguia-Rosas and Sosa 2008), and particularly in years with

more xeric conditions.

Materials and Methods
Study system

The Neotropical genus Melocactus (Link and Otto) has its main center of diversity in
the dry seasonal forests of northeastern Brazil (Taylor and Zappi 2004). Its species are
perennial, non-clonal, globose, and the adult phase is characterized by the cephalium, a
reproductive structure. Flowering and fruiting are regulated by rainfall (Taylor and Zappi
2004; Hughes et al. 2011). Seed dispersal is performed by lizards, which consume the fruits,
and less frequently by ants, birds or by autochory (e.g., Fonseca et al. 2012; Gomes et al.
2013). In this study we evaluated the association between size classes in five populations of
two species (three taxa: Melocactus ernestii subsp. ernestii (Vaupel), three populations (Me-
NI, Me-IT and Me-MC); M. ernestii subsp. longicarpus ((Buining & Brederoo) N. P. Taylor),
one population (MI-FS); and M. bahiensis subsp. amethystinus ((Buining & Brederoo) N. P.
Taylor), one population (Mb-IT)) restricted to rock outcrops in northeastern Brazil (Table 1,
Fig. S1, Fig. S2), and compared our results with those obtained by Hughes et al. (2011). The
study sites (Fig. S1) have mean annual precipitation levels varying between 662 and 1114

mm, and mean annual temperatures of 20.6 to 24.1 oC, according to the Worldclim database
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(~1 Km resolution) (Hijmans et al. 2005). Mean annual rainfall in populations Me-IT and Mb-
IT during the study period was 832 mm (2011) and 595 mm (2012) (Instituto Nacional de
Meteorologia — INMET, accessed on January 15, 2013).

Microhabitat types and seedling fate

In the Me-IT and Mb-IT populations each emerging seedling of Melocactus was
mapped, and its growth, survival and mortality was monitored every two months between
January 2011 and December 2012. The proximity of each seedling with relation to three basic
microhabitat types was also recorded (Fig. S2): i) objects — recruited in fissures and small
areas of accumulated soil among the rocks; ii) adults — recruited in substrate island of the
adults and juveniles; and iii) gaps — recruited in bare ground or pebbles. Facilitation by other
perennial plants in the plots (e.g. Cnidoscolus sp. - Euphorbiaceae, Pilosocereus magnificus
and Tacinga inamoena - Cactaceae, and aggregations of Orthophytum glabrum -
Bromeliaceae) was disregarded, as these were infrequent and always provided less than 5%
cover.

We built a contingency table to calculate observed frequencies of alive and dead
seedlings and their association with each microhabitat type or predictors (i.e., objects, adults
and gaps). Deviations from expected frequencies were explored with mosaic plots (Gotelli
and Ellison 2004; de la Cruz et al. 2008). The statistical analyses were performed using R
3.1.0 software (R development core team 2014).

Comparative analysis of population structure and intra-specific associations among size
classes

At each population site, a permanent 10 x 10 m® plot was established and subdivided
to allow for a thorough survey. Within each plot, all individuals were mapped (see Table 1 for

total number of mapped individuals) and classified into three groups according to their
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diameter or size classes (Hughes et al. 2011): seedlings (< 50 mm), juveniles (> 50 mm), and
adults (i.e. with cephalium).

Contingency tables were used to summarize and test among the different cactus
populations (de la Cruz et al. 2008). To test the differences between size classes, we built
contingency tables summarizing the frequency of size classes (seedlings, juveniles and adults)
in the five populations examined (Friendly 1994; de la Cruz et al. 2008). These tables were
analyzed using log-linear models to fit the expected cell counts to the marginal sums of the
contingency table. Deviations from expected frequencies were explored with mosaic plots
(Gotelli and Ellison 2004). The statistical analyses were performed using R 3.1.0 software (R
development core team 2014).

We applied Ripley’s K-function (Ripley 1977; Dixon 2002; Wiegand et al. 2007; de la
Cruz et al. 2008) to analyze patterns of spatial segregation and association of the size classes.
We employed the L function (L[r] = {K[r]/z}" - r) where: K(r) = N(r)/x; N(r) is the mean
number of neighboring points (or size classes) within a radius r around any point typical of
the pattern — i.e., an estimate of the probability of finding a point in the vicinity of another;
and A is the intensity of the pattern, a linearized form of Ripley’s K function (Ripley 1977), as
an index of dependence between labels in a multiscale spatial pattern (the patterns were
obtained between 0 to 2.5 meters with an interval of 0.1 meters), so their results can be
directly read within the context of biological interactions in a multi-label context (Goreaud
and Pelissier 2003). The populations showed symptoms of heterogeneity (i.e., the intensity
function varies spatially within the plot), so the inhomogeneous (i.e., weighted) K-function
was used (Wiegand et al. 2007). The intensity function was estimated with the maximum

pseudo-likelihood algorithm of Baddeley and Turner (2000).
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For each size class, we fitted heterogeneous Poisson models with the heterogeneous
intensities modelled as log-linear functions of polynomials of the Cartesian coordinates. We
then selected the most parsimonious model using likelihood ratio tests (Table S1; Baddeley
and Turner 2006). Edge effects were accounted for with the local weighting method of Ripley
(Haase 1995). We tested the observed inhomogeneous L functions against heterogeneous
Poisson null model (Wiegand et al. 2007) by comparing each observed function with the 95%
confidence intervals of the summary statistics of the patterns produced of 999 simulated
inhomogeneous functions of each fitted heterogeneous model (DeSoto et al. 2010).

We found short-distance clustering seedlings and in those cases they were modelled as
heterogeneous Poisson cluster processes, minimizing the sum of the differences with the
Method of Minimum Contrast (Waagepetersen 2007). We examined the association between
size classes in all populations using the inhomogeneous cross-type K-function (Baddeley and
Turner 2005). We tested the bivariate functions against the null model of independence
(Goreaud and Pelissier 2003) comparing the observed inhomogeneous L, function with the
95% envelopes of the inhomogeneous L, functions obtained from 999 simulations of the
fitted heterogeneous Poisson cluster models (DeSoto et al. 2010). Spatial analyses were
conducted with the SPATSTAT 1.3.1 package (Baddeley and Turner 2005) in R software.
Cohort establishment and mortality at different distances

We used cross-correlation coefficients to assess the association between bimonthly
rainfall values and number of seedlings recruited (refers to a seedling surviving to some later
life stage) in the censuses of the populations Me-IT and Mb-IT (Shumway and Stoffer 2011).
The analyses were conducted using the Statistica version 6.0 software (StatSoft Inc. 2003).

We compared dead and alive seedling clustering with the difference Ki(r) — Kx(r) to

test whether the incidence of mortality is spatially structured in the first and second year. With
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the same objective, we tested whether labels of each pattern (i.e. dead or alive seedling) were
surrounded by labels of the same type with more or less frequency than expected using the
differences Ki(r) — K*15(r) and Ky(r) — K*15(r). This test was performed in each year to
evaluate whether the spatial pattern of mortality change through time (see de la Cruz et al.
2008 for greater details).

We computed the bivariate K*35(r) function from the patterns of dead (or alive)
seedlings with adult or juveniles individuals of each population (i.e., Me-1T and Mb-IT), to
test the specificity of the effects exerted by adult and juveniles on seedling fate and shift
through time (first and second year) (de la Cruz et al. 2008). The test consisted of an
independent labeling of seedling fates (Monte Carlo simulation) while keeping fixed the
pattern of adult or juveniles plants (de la Cruz et al. 2008). The effects were evaluated using
the linearized form of the bivariate function K*j,(r) (Dixon 2002). The analyses were

performed using the ECESPA 1.1-7 software package (de la Cruz et al. 2008) in R software.

Results
Microhabitat types and seedling fate

A total of 403 seedlings were initially recorded in Mb-IT, 172 in Me-NI, and 103 in
Me-I1T, with mortality after 24 months of 67, 73 and 86% respectively. Mortality occurred
only in individuals < 30 mm in diameter. Recruitment events were dependent on the
microrelief structures (y*= 83.45 df = 10; P < 0.0001) and populations. Lower-than-expected
recruitment was associated with adults and gaps (i.e. pebbles or bare ground; Fig. S2) in Me-
NI, an opposite relation seen in Mb-IT, and lack of significant effect in Me-IT (Fig. 1b).
Mortality events of seedlings in the Me-NI and Me-IT populations were independent of

microhabitats; mortality events in the Mb-IT population were more frequent than expected in

25



substrate island surrounding adults, but less frequent in fissures and small areas of
accumulated soil among the rocks (Fig. 1b).
Population structure and Intra-specific associations among size classes

All five populations exhibited a monotonic structure, in which the number of
individuals decreased inversely with the diameter (Table 1). The size class frequencies were
significantly different among the five populations (y°= 35.37, df = 8, P < 0.0001). Adults were
more frequent than expected in Me-NI and juveniles less frequent than expected in MI-FS
(Fig. 1a).

In all populations Ripley’s K-function revealed that the spatial pattern of seedlings was
significantly clumped at distances from 0.10 to 1 m, with a maximum distance at 2m (Fig. 2a).
Distributions of juveniles and adults were random at all scales (Fig. 2b), with the exception of
Mb-IT adults (significantly clumped from 0.30 to 1.5 m). Seedlings had a small-scale positive
association with adults in all populations at distances of up to 1.5 m (Fig. 2c, Fig. S2, Fig. S3).
Juveniles were also positively associated with seedlings and adults at distances of up to 1.5 m
in the Me-MC and at distances from 0.40 to 1.2 m in the MI-FS populations (Fig. 2d), but
were independent in the other populations (Fig. S3).

Cohort formation and mortality at different distances

Annual rainfall in populations Me-1T and Mb-IT during the study period was 832 mm
in the first year (2011) and 595 mm in the second year (2012) or 34% below the historical
average (895 mm). The cross-correlation functions between bimonthly recruitments and
accumulated rainfall in the previous two months indicated that rainfall levels regulate cohort
formation. Recruitment in Mb-IT occurred with 0 time lag or ~ 60 days (r = 0.60, P = 0.043)

while in Me-IT there was a time lag of 1 or ~ 120 days (r = 0.78, P = 0.004). Seedlings that
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emerged in the first year represented 71 and 82% of the total numbers in Me-IT and Mb-IT
respectively.

The survival patterns of both Mb-IT (Fig. 3a—c) and Me-IT (Fig. 3d-f) were
significantly more aggregated than mortality. Live seedlings were surrounded by other live
seedlings more frequently than would be expected by chance in the two populations, although
at different scales: in Me-IT between 0 <r < 1.0 m in the first year (data not shown) and 0.60
<r < 1.10 m in the second year (Fig. 3¢), and in Mb-IT at all scales during the first year and
0.50 < r < 2.50 m (Fig. 3b) in the second year (data not shown). Mortality events were
variable between years, and values in Me-IT indicated aggregation between 0.30 <r < 1.00 m
in the first year (data not shown) but did not differ from those expected by chance in the
second year (Fig. 3f); the Mb-IT values were consistent between the two years and did not
differ from those expected by chance up to 2.10 m, with an aggregated pattern beyond that
distance (Fig. 3c).

The spatial association of live and dead seedlings varied both in size classes and over
time (Fig. 4). In Mb-IT, seedling death was positively associated with adults beyond 2.20 m
and negatively associated between 0.20 <r < 0.50 m, while survival was negatively associated
at the same scales in the first year (data not shown). The relationship between live and dead
seedlings among juveniles was not significant during the first year (data not shown).
However, a strong negative association was observed between seedling survival and adults
beyond 0.10 m in the second year (Fig. 4a), whereas mortality was positively associated at the
same scale (Fig. 4b). Neither alive nor dead seedlings were associated with adults in Me-I1T
(data not shown), but there was a positive association between juveniles and dead seedlings
between 0.50 < r < 1.00 m (Fig. 4d) and a negative association with live seedlings (Fig. 4c)

that was not observed in the second year (data not shown).
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Discussion

The monotonic decrease of individuals along size classes observed in the Melocactus
populations confirms our hypothesis and suggests size-dependent mortality. This pattern has
been seen in many cactus species; however, studies reporting uneven distribution of
individuals among size classes are also common (Godinez-Alvarez et al. 2003). Population
structure may be influenced by plant performance (i.e., emergence, survival, growth, and
density), often associated with facilitation by nurses (Esparza-Olguin et al. 2005; Peters et al.
2008; Hughes et al. 2011) and by anthropogenic disturbances (e.g., habitat destruction and
removal of adult individuals; Martorell et al. 2012). These effects are well-documented in
drylands (Callaway and Walker 1997; Flores and Jurado 2003; Armas and Pugnaire 2005;
Maestre et al. 2009).

Survival in the first months of the early stages is recognized as one of the most
important bottlenecks in the long-lived dryland species and may be determined by quick local
emergence changes due to exposure to full solar radiation and water stress (Flores and Jurado
2003; Esparza-Olguin et al. 2005; Hughes et al. 2011). This is consistent with high mortality
rates during dry months after seedling recruitment in the studied populations of Melocactus.
Although water availability in rock outcrops is ephemeral, adults plants, fissures and objects
in the Melocactus populations can retain soil and organic matter, creating islands of fertility
that improve seedling emergence and survival. This affirmation is supported by an
experimental approach conducted by Munguia-Rosas and Sosa (2008) with Pilosocereus
leucocephalus and Peters et al. (2008) with eight Mammillaria species.

Intraspecific spatial associations are similar for rupicolous taxa of Melocactus. Spatial

pattern analyses revealed that Melocactus seedlings mainly emerged near mature conspecific
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individuals, which is consistent with results obtained by Hughes et al. (2011) in M. ernestii
population (Me-NI). In addition, the bivariate spatial patterns of juveniles with the adult and
seedling individuals were significantly different from random at small scales, and a no
significant difference was observed in Mb-It and Me-It populations. The levels of spatial
association among the size classes Melocactus populations indicate the prevalence of short-
distance dispersal and aggregated recruitment. Together, these processes and microhabitat
structures determine the spatial patterns among several plant families (Ellner and Shmida
1981; Michalet et al. 2006; Santamaria et al. 2007; de la Cruz et al. 2008; Muhamed et al.
2013), and appear to determine the intensities and scales of the patterns observed in
Melocactus. Three dispersal syndromes were reported for Melocactus species: autochory,
saurochory, and myrmecochory (Figueira et al. 1994; Fonseca et al. 2012). Seedlings from
non-consumed fruits of these plants may be recruited at the maternal site or carried by surface
runoff to microrelief structures or nurse plants, while fruits eaten by territorial lizards (e.g.,
Tropidurus torquatus, T. semitaeniatus) are usually dropped near their shelters between the
rocks and their feeding stations, resulting in enhanced recruitment at small scales and
randomness at intermediate scales.

According to the tolerance-competitive tradeoff (Liancourt et al. 2005), stress-tolerant
species (e.g., intense solar radiation, drought) are unlikely to benefit much from neighbor-
amelioration environmental stress. This is consistent with our observations in Melocactus
populations and other rupicolous cactus species studied, where adult individuals of these
populations rarely were associated with nurse plants (Reyes-Olivas et al. 2002; Peters et al.
2008; Flores-Martinez et al. 2010; Hughes et al. 2011) and seldom grow away from rock
outcrops (personal observation). Furthermore, observational approaches suggest an increased

capacity to improve harsh environmental conditions by large plants or objects (e.g., enhance
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the ability of nutrient pools buildup). Peters et al. (2008) suggest that pebbles may have a
positive large effect on cactus seedling recruitment, and Munguia-Rosas and Sosa (2008)
experimentally demonstrated predator avoidance near nurse objects.

Seedling fate in the Melocactus populations reflects the irregular rainfall distribution
and indicates that the positive association between adult plants and seedling survival is not
consistent through time, as found in M. ernestii by Hughes et al. (2011). In this case, the
spatio-temporal decoupling between seedling fate and adult-juvenile plants in years under less
and more stressful conditions (i.e., 832 mm rain in the first year and 598 mm in the second
year), may be an indication that the positive association between adult plants and seedling
survival is not consistent through time and did not shift towards greater positive interaction as
expected following the water stress increase in xeric conditions. De la Cruz et al. (2008)
reported high seedling mortality rates of Helianthemum squamatum (Cistaceae) in a
gypsophyte community due to droughts, even when the young plants were associated with
adults.

In lithophytic habitats, the occurrence of plant species tolerant to stress factors that are
common in rock outcrops (e.g., high temperatures, severe water deficit, soils with very little
organic matter) can promote fine-scale association of species in those communities through
processes of patch dynamics and differential survival, depending on the life forms and
magnitude of environmental severity (Houle and Phillips 1989; Medina et al. 2006; de la Cruz
et al. 2008). Additionally, interactions will present a unimodal relationship with an
environmental gradient (i.e., facilitation is highest under moderate stress, and the extremes of
the gradient lead to a neutral or negative net interaction) due to a decline in the effect of the
nurse plant species (Maestre et al. 2009; Michalet et al. 2014). Based on our results we

suggest that the relationships among size classes, microhabitat and rainfall pulses in
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lithophytic populations of Melocactus may be crucial to buffer negative effects of
environmental severity in plant performance. Our study contributes to understanding the
spatio-temporal dynamics of seedlings fate in lithophytic species of Melocactus and their

dependence on microrelief structures and nurse plants.
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Table 1. Location of the Melocactus populations (Mb, M. bahiensis subsp. amethystinus; MI, M. ernestii subsp. longicarpus; Me, M.e. subsp.

ernestii) in their respective municipalities (IT, Itaobim; FS, Francisco S&; MC, Morro do Chapéu; NI, Nova Itarana) and the numbers of

individuals in each size class (Ad, adults; Jv, juveniles; Sd, seedlings). Rainfall and temperature annual values were derived from Hijmans et al.

(2005). Or — Orthogneiss, Gr — Granitoid, Ss — Sandstone. MG, Minas Gerais; BA, Bahia.

Coordinatess ) ) Age structure
Population Longitude Latitude Elevation Lithotype Rainfall Temperature

: (m) (mm) Ad v Sd
Species (W) (S) °C
Melocactus ernestii Me-NI
subsp. ernestii (BA) -39.9288 -12.9519 491 Or 661 21.8 15 16 172
M. e. Me-IT
subsp. ernestii (MG) -41.5763  -16.5946 321 Gr 895 24.1 10 11 103
M. e. Me-MC
subsp. ernestii (BA) -41.3314  -11.4908 883 Ss 670 21.1 9 27 107
M. e. MI-FS
subsp. longicarpus (MG) -43.2217  -16.4148 993 Gr 1107 20.4 8 10 120
M. bahiensis Mb-1T
subsp. amethystinus (MG) -41.4823 -16.5710 252 Gr 891 24.5 21 26 403
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Fig. 1. Mosaic plot of the observed frequencies of: (a) the populations size classes and (b)
alive and dead (f) seedlings associated with the microhabitat (in bare ground or pebbles —
gaps), recruited in substrate island of the adults (Adults) and objects (growing in fissures and
small areas of accumulated soil among the rocks). The solid and dotted lines indicate,
respectively, the positive and negative deviations from the expected frequencies. The shading
of each rectangle is proportional to standardized residuals from the fitted model (values
indicated in the legend). Gray and black rectangles indicate significant deviations from the
expected cell frequencies (with oo = 0.05 and o = 0.0001, respectively). See Table 1 for the list

of acronyms.
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Fig. 2. Univariate — L(r) and bivariate — Li»(r) function of the populations of Melocactus
ernestii subsp. ernestii, M.e. subsp. longicarpus, and M. bahiensis subsp. amethystinus. (a)
seedlings (MelT); (b) juveniles MeMC; (c) Seedlings vs adults (MbIT); (d) Juveniles vs
adults (MIFS). The confidence interval (gray portions or dotted line) is composed of 95%
envelopes from 999 simulations of heterogeneous Poisson models — L(r) and simulations of
the null model of independence — Li(r) function. Observed values greater than the 95%
envelopes indicate significant clumped patterns or spatial attraction. Solid lines represent the

estimated functions L(r) or Lio(r) in all of the intervals of 0 <r <2.5 m.
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(a) Difference of aggregation (b) Survival (c) Mortality
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Fig. 3. Differences between the spatial patterns of survival and mortality of Melocactus ernestii subsp. ernestii and M. bahiensis subsp.
amethystinus. (a; d): difference of aggregation between survival and mortality. (b; e and c; f): Evaluations of the tendencies of alive (b; e) and
dead (c; f) seedlings to be surrounded by other seedlings of the same label. Ks: univariate K function for the survival pattern, Km: univariate K
function for the mortality pattern, and Ksm: bivariate K function for the patterns of survival and mortality. The solid line represents the observed
difference and the dotted line the 2.5 and 97.5% percentiles of the distribution of the difference computed on 999 random assignments of the
labels ““alive’” and ‘‘dead’’ over the population of seedlings remaining each year.
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Fig. 4. Temporal changes in the spatial relationships of the survival and mortality of seedlings
of M. bahiensis subsp. amethystinus (second year, a—b) between adults, and seedlings of
Melocactus ernestii subsp. ernestii (first year, c—d) between juveniles. Solid lines represent
the differences, and the dotted lines the significance, of the distribution pattern function
computed using 999 MC simulations of the random labels “survival” and “mortality”. In all
cases, the expected difference under the null hypothesis of random labeling is 0. Function
values above the upper line of the confidence envelope indicate groupings, values within the
envelope indicate randomness or independent labeling of the observed function L;,, while

values below the lower line of the envelope indicate repulsion.
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Supplementary Table 1. Sequential analysis of the differences in fit homogeneous and non-
homogeneous poisson models of size classes patterns in the studied populations of Melocactus

spp.
Species Population  Size classe Model AG.L. A Deviance P(>|Chi|)
homogeneous
Seedling X+y 2 10.4400 0.0054
(x+y)? 1 52.6920 0.0000
homogeneous
MeMC Juvenile X+y 2 2.9873 0.2246
(x+y)? 1 7.6924 0.0055
homogeneous
- Adult X+y 2 3.8835 0.1435
2 (x+y)? 1 4.7978 0.0285
= homogeneous
a Seedling X+y 2 16.7190 0.0002
S (x+y)? 1 35.9790 0.0000
v homogeneous
3 MeNI Juvenile X+y 2 1.2509 0.5350
c (x+y)? 1 9.3574 0.0022
ot homogeneous
% Adult X+y 2 0.4412 0.8020
S (x+y)? 1 1.0798 0.2987
) homogeneous
= seedling X+y 2 732500  0.0000
(x+y)? 1 55.0420 0.0000
homogeneous
MelT Juvenile X+y 2 1.4345 0.4881
(x+y)? 1 0.0111 0.9161
homogeneous
Adult X+y 2 7.5970 0.0224
(x+y)? 1 3.6969 0.0545
homogeneous
4 Seedling X+y 2 13.4980 0.0012
= (x+y)? 1 1.3542 0.2445
2 homogeneous
E MbIT Juvenile X+y 2 7.1144 0.0285
3 (x+y)? 1 6.7675 0.0093
o homogeneous
p Adult X+y 2 1.2183 0.5438
(x+y)2 1 2.1923 0.1387
homogeneous
% Seedling X+y 2 72.5850 0.0000
a (x+y)2 1 3.2650 0.0708
8 homogeneous
e MIFS Juvenile X+y 2 3.2554 0.1964
= (x+y)2 1 1.5918 0.2071
e homogeneous
= Adult X+y 2 2.6013 0.2724
(x+y)2 1 0.7690 0.3805
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Supplementary Figure 1 Location of the studied populations. Melocactus ernestii subsp. ernestii (Me-IT; Me-MC; Me-NI); M. ernestii subsp.
longicarpus (MI-FS); and M. bahiensis subsp. amethystinus (Mb-IT).
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Supplementary Figure 2. Substrate islands within the Melocactus ernestii subsp. ernestii
population (a); seedlings (20 mm diameter) of M. ernestii subsp. longicarpus established in a
fissure in the rock (b); seedlings recruited in a substrate island at the base of a conspecific adult,
scale bar = 5 mm (M.e. ernestii Itaobim — ¢ and M.e. ernestii Nova Itarana — e); seedlings (2 mm
diameter) of M. bahiensis subsp. amethystinus recruited between pebbles (d) and juveniles of
M.e. ernestii — Itaobim growing isolated in rock fragmented (f).
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Supplementary Figure 3 Bivariate — L;»(r) function of the populations of Melocactus ernestii
subsp. ernestii (Me-IT and Me-MC), M.e. subsp. longicarpus (MI-FS), and M. bahiensis subsp.
amethystinus (Mb-IT). (a-d) Juveniles vs adults; (e-h) Juveniles vs seedlings; (i-I) Seedlings vs
adults. The confidence interval (dotted lines) is composed of 95% envelopes from 999
simulations of the null model of independence — L1»(r) function. Observed values greater than the
95% envelopes indicate significant clumped patterns or spatial attraction. Solid lines represent the
estimated functions Lix(r) in all of the intervals of 0 < r <2.5 m.
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Resumo

Neste estudo, comparamos o comportamento demografico e fenoldgico de duas populacdes de
Melocactus ernestii, uma situada na regido central de ocorréncia e a outra em sua periferia.
Ambas foram comparadas com uma populagédo central de M. bahiensis. Censos foram conduzidos
a cada dois meses nas trés populagdes durante dois anos e sintetizados em matrizes de transicéo
anuais. As populagbes diferiram na intensidade de fenofase, microhabitat e tamanho de
individuos adultos. As curvas de sobrevivéncia ndo diferiram entre as populaces central e
marginal de M. ernestii, mas foram diferentes da curva de M. bahiensis. A partir das simulagdes
com estocasticidade ambiental indicamos que a taxa de crescimento (A) da populagdo central de
M. ernestii excede a da populacdo marginal. Taxas de extracdo anual de adultos acima de 10%
poderiam causar rapido declinio populacional. Com base nas anélises retrospectivas (LTRES)
mostramos que sobrevivéncia de adultos, fecundidade e crescimento de plantulas s&o os maiores
contribuintes para a diferenca interanual e entre populagdes em A. De acordo com os modelos, 0
comportamento demografico das populacfes estudadas é fortemente dependente da manutencéo
de adultos, que possui efeito tamponante da elevada mortalidade nos estadios iniciais de
desenvolvimento, possibilitando a persisténcia de populacGes nos limites de distribuicdo da
espécie.

Palavras-chave: Dinamica populacional, extrativismo, fenologia, LTRE, Melocactus, Modelos

matriciais
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Introducéo

A estruturagdo de populacGes no espago geografico-ambiental reflete condicGes e recursos
dentro das fronteiras que compreendem seu nicho ecoldgico (Lesica & Allendorf 1995; Holmes
& Semmens 2004). Mudangas temporais nas condi¢cbes ambientais, onde individuos podem
apresentar desempenho diferencial, também sdo importantes na determinacdo dos limites
geograficos (Antonovics 1976; Ives & Klopfer 1997; Pulliam 2000). Por exemplo, populacdes
marginais podem estar proximas dos seus limites climaticos, e flutuagdes ambientais podem
afetar sua persisténcia e dindmica populacional (Angert 2006; Giménez-Benavides et al. 2011).

Populacbes marginais frequentemente apresentam menor densidade populacional e
fecundidade ou sobrevivéncia reduzida, quando comparadas com populacdes no centro da
distribuicdo da espécie (Jump & Woodward 2003; Giménez-Benavides et al. 2007). No entanto, o
crescimento e a persisténcia de uma populagdo podem ndo ser diretamente dependentes das
reducdes no sucesso reprodutivo (Giménez-Benavides et al. 2011). De fato, a persisténcia de
muitas populagdes de plantas de vida longa se deve a longevidade dos individuos reprodutivos
(Garcia & Zamora 2003; Drezner & Lazarus 2008). Por outro lado, os limites populacionais
podem ser definidos pela interacdo com polinizadores que tém o potencial de alterar radicalmente
a demografia em populacdes pequenas e isoladas, principalmente quando o sistema reprodutivo é
preferencialmente alégamo (Holmes & Semmens 2004; Kolb 2005).

A distribuicao geografica dos cactos tem sido explicada por uma combinacao de diferentes
atributos (p.e., variaveis climaticas, heterogeneidade edafica) que determinam os niveis de
raridade e endemismos (Taylor & Zappi 2004). No leste do Brasil ocorrem 37 géneros nativos e
227 espécies de cactos (78% endémicas), sendo 63 destas endémicas do dominio fitogeografico

da Caatinga (Zappi et al. 2010), o terceiro bioma brasileiro mais alterado antropicamente (Myers
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et al. 2000). A maioria dos estudos recentes apontam que cactos respondem negativamente a
fragmentacdo do habitat e extrativismo indiscriminado de individuos para comercializacdo
(Valverde et al. 2004; Martinez et al. 2010; Zepeda-Martinez et al. 2013). Esses distlrbios sdo 0s
principais responsaveis pela ameaca de extin¢do de populagdes locais e alteracbes drasticas dos
parametros demograficos das cactaceas (p.e., Ureta & Martorell 2009; Martinez et al. 2010;
Martorell et al. 2012), e podem ser potencializados pelo crescimento lento (Drezner 2003;
Mclntosh et al. 2011), baixo potencial dispersivo (Figueira et al. 1994), elevada especificidade de
habitat (Martinez et al. 2010), taxa de mortalidade acentuada nos estadios iniciais de
desenvolvimento e dependéncia de individuos reprodutivos para manutencdo populacional
(Godinez-Alvarez et al. 2003) tipicos das cactaceas. Consequentemente, muitas espécies de
cactos estdo em declinio populacional acelerado (Portilla-Alonso & Martorell 2011; ITUCN 2013;
Zepeda-Martinez et al. 2013).

O conhecimento béasico acerca do comportamento demografico e resposta populacional de
cactos brasileiros é o primeiro passo para direcionar acdes de manejo e conservacao (PAN 2010).
Atualmente ndo existem estudos demograficos de cactos no Brasil, e poucos estudos tém
documentado a dindmica populacional de cactos em aflroamentos rochosos (Valverde et al. 2004;
Munguia-Rosas & Sosa 2008; Martinez et al. 2010; Hughes et al. 2011). Entretanto, estudos
demogréaficos tém sido conduzidos com meétodos relativamente semelhantes para espécies de
cactos (Godinez-Alvarez et al. 2003), desse modo eles também sdo Uteis para anélises
comparativas (p.e., Salguero-Gémez & de Kroon 2010; Crone et al. 2011). Portanto, analises
demogréaficas que abordam o desempenho individual devem ser utilizadas para quantificar as
repostas populacionais as mudancas ambientais e impactos antropicos, e entender os fatores que

determinam os limites de distribuicdo de espéecies (Angert 2006; Crone et al. 2011).

46



A demografia de muitas plantas de vida longa como os cactos é baseada em estudos de
curta duracdo e pouca representacdo da heterogeneidade ambiental (Godinez-Alvarez et al. 2003;
Crone et al. 2011), e o comportamento demografico sintetizado com a utilizacdo de modelos
matriciais com simple random matrix selection ou element selection (Godinez-Alvarez et al.
2003). Esses modelos constituem uma poderosa ferramenta analitica, pois permitem projetar o
destino de uma populacdo em diferentes cenérios, e avaliar as contribui¢bes relativas dos
diferentes processos demograficos na dindmica populacional. Além disso, matrizes de transicao
sdo utilizadas para compreender as respostas de popula¢Ges naturais frente a disturbios antropicos
e variabilidade ambiental (Lefkovitch 1965; de Kroon et al. 1986; Caswell 2001).

Nesse estudo, adotamos o método element selection (Gotelli 1991) como uma tentativa de
contornar a falta de repeticGes espaciais, assincronia, e 0 pouco tempo de duracdo do estudo,
incorporando a variabilidade da resposta populacional de Melocactus as flutuagdes climaticas.
Esses modelos time-variant podem representar de maneira mais adequada as respostas
populacionais as flutuacdes ambientais, e contrastar o desempenho entre regifes centrais e
marginais da area de ocorréncia da especie (Caswell 2001). Ao longo de um periodo de dois anos,
comparamos a demografia e caracteristicas reprodutivas de duas populacdes de Melocactus
ernestii na regido central e marginal de sua distribuicdo geografica, e uma populacdo congenérica
de M. bahiensis, endémicas do leste do Brasil (Taylor & Zappi 2004). Essas espécies apresentam
caracteristicas similares em suas histérias de vida, tais como formato globoso, ndo clonais, de
vida longa, com fenofases de floracdo e frutificacdo continuas e reguladas por pulsos de
precipitacdo (Hughes 2009; Fonseca et al. 2008). Além disso, as espécies sdo sintdpicas no limite
sul da distribuicdo de M. ernestii e sdo isoladas em afloramentos rochosos, representado por uma

paisagem com elevada heterogeneidade topografica e climatica (Velloso et al. 2002; Taylor &
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Zappi 2004). Assim, esperavamos encontrar variagdes previsiveis nas importancias e tipos de
transicdo que compdem suas matrizes, acarretando diferengas em A.

Especificamente, as questdes abordadas foram: (1) Caracteristicas do microhabitat e
tamanho de individuos adultos explicam possiveis diferencas reprodutivas entre populagdes? (2)
A populacdo marginal de M. ernestii experimenta uma tendéncia de declinio populacional? (3) A
populacdo congenérica M. bahiensis apresenta comportamento demogréafico similar quando
comparada com a populacdo sintépica M. ernestii? (4) Qual o efeito da reducdo da fecundidade
ou da presenca de extrativismo de individuos adultos em A? (5) Quais sdo as taxas vitais
responsaveis pelas diferencas espaciais e temporais observadas nas taxas de crescimento das

populacdes?

Materiais e Métodos
Sistema de estudo e pesquisa de campo

Este estudo foi conduzido em duas populacdes de Melocactus ernestii, MeM
representando a populacdo no limite sul da distribuicdo da espécie no municipio de Itaobim —
Minas Gerais e MeC a populacdo na area central no municipio de Nova Itarana — Bahia, e em
uma populacdo de Melocactus bahiensis subsp. amethystinus (MbC — Minas Gerais) na regiao
central de sua distribuicdo (Figura Suplementar 1; Taylor & Zappi 2004). As populacdes MeM e
MbC (334 metros de altitude) distam 10 Km uma da outra e ocorrem em uma area com
precipitacdo média anual de 854 mm, temperatura média anual de 24 °C e elevada oscilacdo nos
volumes de chuva 78% (coeficiente de variacdo da precipitacdo - CV). A populacdo MeC (515 m
acima do nivel do mar), distante ~430 Km das demais populacdes, ocorre em uma area com

precipitacdo média anual de 677 mm, temperatura média anual de 23 °C e CV de 39% da
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precipitacdo (Figura Suplementar 1; Hijmans et al. 2005). Durante o periodo de estudo, a
precipitacdo foi de 832 mm (2011-2012) e 595 mm (2012-2013) para MeM e MbC, e de 600 mm
(2006-2007) e 32 mm (2007-2008) para MeC (Instituto Nacional de Meteorologia — INMET,
acessado em 15 de Janeiro de 2013).

Individuos de ambas as espécies sdo encontrados isoladamente e eventualmente em
associagdo com plantas perenes (como Orthophytum glabrum, O. saxicola, Bromeliaceae, e
Tacinga palmadora, Cactaceae; Capitulo 1). Sdo cactos rupicolas, e geralmente ocorrem em
depressbes e fendas ou parcialmente protegido por fragmentos de rocha (Hughes et al. 2011;
Capitulo 1). A partir de experimentos de polinizagdo controlados conduzidos na populagdo MeC,
Hughes (2009) encontrou um efeito positivo de beija-flores polinizadores no sucesso reprodutivo.
Resultados similares deste efeito também foram observados em outras espécies do género, por
exemplo, Melocatus glaucescens e M. paucispinus (Colaco et al. 2006), M. curvispinus (Nassar &
Ramirez 2004), e M. ernestii (Gomes et al. 2013).

Recrutamento, sobrevivéncia e crescimento dos cactos foram monitorados a cada dois
meses, durante dois anos, em individuos marcados em uma parcela de 10 x 10 m2 em cada uma
das trés populacbes. Dentro de cada parcela, individuos foram mapeados e medidos largura e
altura do cladodio (parte vegetativa) e cefalio (uma estrutura terminal que caracteriza a fase
reprodutiva em Melocactus). Monitoramos mensalmente, durante dois anos, a producéo de flores
e frutos em 41 individuos em cada populacéo, permitindo estimativas de intensidade de floracéo e
frutificacdo (Nassar & Ramirez 2004) e associacdo entre producdo de flores e frutos (correlacao
de Pearson). Trinta frutos foram coletados a partir desses 41 individuos para determinar o nimero

médio de sementes por fruto, e avaliar a correlacdo entre o tamanho do fruto e quantidade de
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sementes. Dentro das parcelas, cada plantula foi mapeada, medida (preciséo de 0,01 mm) e o seu

crescimento e sobrevivéncia monitorados.

Associacao fenofases-precipitacéo e diferenca da sobrevivéncia entre populagoes

Correlagao cruzada com defasagens de tempo (Shumway & Stoffer 2011) foram usadas
para evidenciar possiveis correlagdes entre producdo mensal de frutos e flores e a precipitacéo
pluviométrica. Todas as variaveis foram transformadas pelo logaritmo natural para cumprir com
0s pressupostos de linearidade (Legendre & Legendre 2012). Funcbes de sobrevivéncia de
plantulas das trés popula¢fes foram estimadas a partir do método ndo-paramétrico Kaplan-Meier
product-limit, e as diferencas entre as medias das curvas de sobrevivéncia foram comparadas com
0 teste log-rank (Kaplan & Meier 1958; Kleinbaum & Klein 2005; Rojas-Sandoval & Meléndez-
Ackerman 2012).

A partir dos dados de crescimento anual paras as trés populacdes, analises de regressao
por etapas (Stepwise) foram empregadas para: (i) construir curvas de crescimento, (ii) estimar as
relacBes entre largura e idade, e (iii) avaliar as diferencas nas taxas de crescimento entre
populacdes (para maiores detalhes ver Drezner 2003). Nenhum dos modelos de regressdo foi
significativamente afetado por estruturas de erros ndo-normais (testes de Kolmogorov-Smirnov)
ou autocorrelacdo (testes de Durbin-Watson). Estas analises foram realizadas no software

Statistica versao 6.0 (StatSoft 2003).

Efeito da heterogeneidade ambiental e tamanho das plantas na producéo de flores e frutos
As caracteristicas do microhabitat (i.e., porcentagem de area exposta de solo, de rocha, e

de cobertura vegetal viva e/ou morta) foram avaliadas em um quadrado de 1 x 1 m? centrado em
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cada adulto (n = 41), cujo tamanho foi medido. As variaveis foram normalizadas por meio de
uma transformagdo box-cox maximizando a fungcdo de log-verossimilhanca. One-way ANOVA
com comparagdes post hoc entre médias, a partir do teste multiplo Student-Newman-Keuls,
foram usadas para avaliar as diferencas na heterogeneidade microambiental e producéo de flores
e frutos entre as populagdes.

Possivel influéncia do microhabitat na producéo de flores e frutos de adultos de diferentes
tamanhos foi explorada por modelos regressivos (linear, exponencial, polinomial e potencial)
(Crawley 2013). Modelos regressivos mdaltiplos com selecdo stepwise foram usados para
relacionar producdo de flores ou frutos com tipo de solo e cobertura vegetal, tendo o tamaho do
cladédio como covariavel (Crawley 2013). Nenhum dos modelos de regressdo foi
significativamente afetado por estruturas de erros ndo-normais (testes de Kolmogorov-Smirnov) e
autocorrelacdo (testes de Durbin-Watson). Essas analises foram realizadas no software R (R

Development Core Team, 2014).

Matrizes de projecdo populacional

Para descrever os dados demogréaficos, os individuos foram divididos em quatro classes de
tamanho definidos por suas larguras e / ou maturidade sexual: I mm < plantulas (S) < 50 mm, 50
mm < juvenil pequeno (J1) < 100 mm, juvenil grande (J2) > 100 mm, e adulto (A) > 100 mm e
tendo cefalio. Devido ao pequeno numero de adultos dentro das parcelas avaliadas, adultos
acompanhados nos estudos fenoldgicos (n = 41) foram utilizados para estimar a sobrevivéncia
nesta classe de tamanho. O nimero de plantulas e individuos adultos foi empregado para calcular

as fecundidades nas analises subsequentes (fecundidade anual = nimero de plantulas/adultos).
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Construimos modelos de projecdo de tempo-invariante para as populacbes centrais e
marginal em cada ano, e seus respectivos modelos derivativos tempo-variante (van Groenendael
et al. 1988; Gotelli 1991). Os modelos tempo-invariantes foram usados para obter as taxas finita
de crescimento populacional (A), autovetores representativos da distribui¢ao de estagio estavel e o
valor reprodutivo associado com cada um dos estdgios. Além disso, foram obtidas as

sensibilidades e elasticidades de cada elemento da matriz de transigdo (de Kroon et al. 1986).

Simulagdes estocasticas e analises retrospectivas (LTRES)

Adotamos o0 método element-selection (Gotelli 1991) para gerar 500 matrizes
aleatorizadas tempo-variante para cada populacdo, utilizado neste caso as matrizes de transigdo
das populacGes e anos como repeticdes espaciais e temporais. Neste modelo, A(t) é a matriz de
projecdo tempo-variante, cujos elementos ajjdenotam as transicdes do estagio n; para o estagio n;,
permutada a partir das matrizes iniciais tempo-invariante A. Este modelo é uma tentativa de
contornar a falta de repeticOes espaciais, assincronia e curta duracdo do estudo, incorporando
também a variabilidade climatica das regifes estudadas. Restringimos a permutacéo aleatoria
limitando a soma dos elementos de cada coluna da matriz (i.e., sobrevivéncia = 1,0), o que
permitiu a permuta livre de todos os elementos da matriz, diferentemente de Gotelli (1991) que
aleatorizou somente as fecundidades.

A partir de experimentos de polinizacdo controlados conduzidos na populacdo MeC
(Hughes 2009), simulamos o efeito da auséncia dos beija-flores no crescimento populacional
subtraindo da fecundidade a contribuicdo potencial da polinizacdo aberta na producdo de frutos e
sementes. Também simulamos os efeitos das taxas de extracdo anuais e plurianuais de adultos

sobre as taxas de crescimento da populagdo (A). Utilizamos as matrizes das populagdes central e
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marginal como repeticdes, através de permutacéo aleatoria dos seus elementos (a;j;), conforme ja
descrito. O teste de Wilcoxon foi empregado para comparar os valores de A entre populagdes.
Estruturas populacionais observadas e esperadas nas populacdes MeC, MeM e MbC, foram
comparadas pelo teste G com correcéo de Yates.

Life table response experiments (LTRE) comparam as influéncias de um conjunto
completo de taxas vitais, sintetizado pelas matrizes de transicdo de elementos obtidos em
momentos diferentes e / ou em diferentes condicdes ambientais nas taxas de crescimento
populacional (Caswell 1996). LTRE foram utilizadas para analisar a variacdo interanual e
espacial entre populagdes, e identificar os elementos matriciais responsaveis pelo aumento ou
decréscimo em Aa. Para a variacdo interanual, utilizamos a matriz média (c) de cada populacéo
como referéncia (p.e., A®, com taxa de crescimento A® ), obtidas com 500 aleatorizacdes, e
avaliamos o efeito dos elementos das matrizes interanuais (p.e., A" ALZa) - com taxa de

Alerano) o p(e2an0) oy om A Adicionalmente, empregamos LTRE para analisar a

crescimento
variacao espacial entre populactes de Melocactus, utilizando a matriz média aleatorizada das seis
matrizes de transi¢ado como referéncia. O efeito de cada tratamento em A foi decomposto em
contribuicdes de cada um dos elementos da matriz, A9 - AY = Z[(aij(c) - aij(01)).5)\./8aij], e as
sensibilidades de cada elemento (dA/da;) foram avaliadas entre a matriz referéncia e os
tratamentos. Nesse caso, utilizamos a soma de todos os elementos (Xa;j) e dos processos
demogréaficos separadamente (R — retrogressdo, E — estasis, G — crescimento, F — fecundidade)
nas matrizes de contribuicdes relativas para determinar os efeitos em lambda. Os valores podem
ser negativos ou positivos. Se for negativo, informa que o padrdo observado de variabilidade

envolvendo ajj atuou na redugdo em A. Assim, utilizamos one-way fixed-design seguindo os

métodos descritos em Caswell (1996; 2001).
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Resultados

As populages MeC, MeM e MbC estdo localizadas em habitats com climas contrastantes.
As chuvas sdo muito mais sazonais e cerca de quatro vezes menor no trimestre mais seco na
regido de ocorréncia de MeM e MbC, mas de uma maneira geral, determinam a sobrevivéncia, o
crescimento e a fenologia reprodutiva das plantas nas trés populacées. Com relacdo a fenologia,
séo observadas defasagens de tempo de um ou dois meses (r > 0,42; P < 0,05) entre o volume de
chuvas e a propor¢do de plantas florescendo e frutificando. A sobrevivéncia das plantulas em
MeC e MeM néo diferiu (Log-Rank test: ¥°= 0,140; gl = 1; P = 0,709; Fig. 1), mas ambas
diferiram da coorte de plantulas de MbC (Log-Rank test: ¥°= 20,75, gl = 2, P < 0,0001). As trés
populacdes apresentaram elevada mortalidade nos primeiros 250 dias e depois tenderam a uma
certa estabilidade (= 32% de sobrevivéncia) (Fig. 1).

Os cactos atingem os maiores tamanhos (largura media +SD) na populacédo central MeC
(154 £ 3,0 mm) seguida por MeM (147 £ 5,9 mm) e MbC (138 £ 10,6 mm), sendo 0 crescimento
mais acelerado em MbC, seguida por MeC e MeM (Tabela S1). Um individuo de Melocactus de
10 mm de largura que cresceu 6,72 mm em dois anos na populacdo MeC, crescera 3,87 mm em
MeM. Em consequéncia, individuos de Melocactus na populacdo MeM alcangam o tamanho
médio observado na fase adulta em cerca de 36 anos, seguido por MeC (34 anos) e MbC (30
anos).

As populacdes diferiram na producdo de flores e frutos entre os anos, e também na razéao
fruto:flor, mas ndo diferiram na sua intensidade de floracdo (Tabela 1). Os maiores individuos
produzem mais frutos (Tabela S2) e os maiores frutos mais sementes (r = 0,57; P < 0,0001), com

MeC (29,70 = 2,72 mm) e MbC (22,38 + 1,33 mm) apresentando frutos maiores que MeM (16,41
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+ 6,86 mm). A producdo de sementes diferiu entre populagdes (F = 56,91; P < 0,0001), com MeC
produzindo mais sementes na média (53,60 + 18,71) que MeM (17,87 + 8,17) e MbC (25,97+
11,76). No entanto, a producéo de flores e frutos também foi influenciada pelo micro-habitat de
cada adulto reprodutivo (Tabela S2). Em todas as populac¢6es individuos com maior quantidade
de fitomassa associada (p.e., gramineas, cactos e bromélias) apresentaram reducdo na producédo
de flores e frutos, mas apenas em MeC esse efeito foi significativo (P < 0,01) (Tabela S2). A
quantidade de solo teve efeito positivo na producgéo de flores e frutos somente em MeM (P <
0,001) (Tabela S2).

A partir das matrizes de transicdo de Lefkovitch (Tabela 2) evidenciamos diferencas
demograficas nas populagdes, refletindo diferengas em seus meios abidticos e interagbes com
polinizadores. Na regido marginal (MeM) o crescimento mais lento levou ao aumento na
frequéncia de stasis, que combinadas a menores taxas de sobrevivéncia e reducao da fecundidade
resultou em menor taxa de crescimento populacional (ou menor aptiddo relativa), em relagéo a
populacdo central MeC (Amem / Avec = 0,948). Na populacdo MbC o crescimento mais rapido
levou a menor stasis que, combinado a maior fecundidade, resultou maiores valores de A em
relagdo a MeC (Amem / Mvec = 0,959) e de maneira mais acentuada com MeM (Amem / Amec =
0,909). Né&o houve diferenca significativa entre as estruturas populacionais observadas (S = 0,84;
J1=10,05;J2 =0,03; A=0,07) e as estruturas estaveis médias (S = 0,90; J1 =0,04; J2 =0,02; A=
0,05) geradas por aleatorizacdo das matrizes de MeC, MeM e MbC (G = 7,196; gl = 3; P =
0,066).

Em todas as populacdes os valores mais elevados das elasticidades foram associados a
adultos reprodutivos (Tabela 2), o que ressalta a sensibilidade dessas popula¢fes ao extrativismo

deste estdgio de desenvolvimento (Fig. 2). Taxas de extracdo anual acima de 10% de adultos
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poderiam causar rapido declinio populacional (Fig. 2b). Entretanto, uma taxa de extrativismo de
10% de adultos nédo seria prejudicial, caso as coletas ocorressem a cada dois anos ou mais (Fig.
2a). A reducdo das fecundidades em 87%, simulando a auséncia de polinizacdo cruzada, levou a
redu¢do dos valores em A¢ (6,03%), Am (13,01%) ¢ Acn (11,98%), 0 que torna evidente a
importancia dos polinizadores na producgéo de sementes.

Com base nas contribuicdes dos elementos das matrizes para os valores de lambda,
decompostos no espaco (LTRE, Tabela S3), revelamos que o somatério das contribuices
associadas aos elementos da matriz C da populagdo marginal MeM foi negativo (Zaj;; = -0,022),
valor proximo da diferenga da taxa de crescimento média (Amiedio - Mviem = -0,021). Por outro lado,
a populacdo MeC contribuiu positivamente para as diferencas espaciais em lambda (Xa;; = 0,031,
Amedio - Mviec = 0,028), enquanto a populacdo MbC contribuiu cerca de trés vezes para a diferenca
(Za; = 0,085; Amsdio - Amoc = 0,096). A partir da analise temporal, conseguimos observar o
impacto da variacdo do volume de chuvas entre os anos no comportamento demografico das trés
populacdes (Tabela S3). Em MeC, a interagdo populacdo versus ano indicou os efeitos positivos
da stasis no primeiro ano (Zaj; = 0,071), e da fecundidade no segundo ano (Xaj; = 0,018), sobre o
crescimento populacional. Em MeM, a interacdo indicou maior flutuacdo nas contribuicdes entre
o primeiro (Zajj = 0,044) e segundo ano (Xaj;; = -0,031), e foram devidas principalmente a stasis
(Xajj = 0,027) e crescimento (Xaj = 0,058). Na populacdo MbC, os valores de lambda foram
influenciados positivamente pela maior stasis (Zaj; = 0,031) e crescimento (XZaj; ~ 0,017) nos dois
anos, e negativamente no segundo ano, devido a reduc@o da fecundidade (Zaj; = -0,017) (Tabela

S3).
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Proporcdo cumulativa da sobrevivéncia
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Figura 1 Curvas de sobrevivéncia das plantulas das populagdes marginal e central de Melocactus
ernestii subsp. ernestii, e central de M. bahiensis subsp. amethystinus, geradas pelo método
Kaplan-Meier product-limit. As curvas compreendem 12 coortes observadas em censos a cada
dois meses em uma parcela de 10 x 10 m?.
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Figura 2. Efeito do extrativismo de cactos adultos na taxa finita de crescimento populacional
(lambda, A) de Melocactus ernestii. (a): 10, 20 e 30% de extrativismo em diferentes intervalos de
tempo. (b): variacdo anual da taxa de extracao.
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Tabela 1. Producdo de flores e frutos, microhabitat e tamanho de 123 individuos adultos das

populacdes central e marginal de Melocactus ernestii e central de M. bahiensis. Letras

sobrescritas diferentes denotam populacGes significativamente diferentes a partir do teste

maltiplo post hoc de Student-Newman-Keuls (P < 0,05). Valores de precipitacdo obtidos de

Hijmans et al. (2005).

Melocactus ernestii

M. bahiensis

Marginal (n=41)

Central (n=41)

Central (n=41)

Precipitagéo

Flores 1° ano

Frutos 1° ano

Flores 2° ano

Frutos 2° ano

Fruto: flor

Intensidade de floragéo
Intensidade de frutificacao
% solo

% rocha

% fitomassa

Largura do cladodio
Altura do cladodio
Largura do cefalio

Altura do cefalio

895 mm
826"
317°
461%
313°
0.49°

0,270 + 0,133 2
0,194 +0,1042
37,09 +19,30°
52,31 + 22,442
10,59 + 11,512
159,77 + 40,01°
107,80 + 29,29°
78,59 + 30,872
60,55 + 33,00 °

662 mm
684 °
515°
483°
316°
0.71°

0,283 + 0,068°
0,232 + 0,074 °
24,44 + 17,482
49,63 + 25,66°
21,56 + 19,83 °
175,12 + 25,26 °
142,32 + 28,22 °
82,20 +9,22°
68,17 +32,05°

895 mm
4272
302°
352°
265 °
0.73°

0,237 +0,010°
0,184 +0,079°
43,20 + 22,47 °
39,95 + 17,872
16,85 + 15,06 "
151,16 + 11,16°
97,61 + 18,172
78,76 +12,31%
35,78 + 12,222
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Tabela 2. Matrizes de transicdo das populacGes central e marginal de Melocactus ernestii e M. bahiensis e suas respectivas matrizes de
elasticidade por ano e localidade. Os elementos matriciais que representam o estasis e a fecundidade estdo em negrito e italizados,
respectivamente. Os maiores valores na matriz de elasticidades estédo em negrito.

Melocactus ernestii subsp. ernestii

M. bahiensis subsp. amethystinus

Nova Itarana - BA (Central)

Itaobim - MG (Marginal)

Itaobim - MG (Central)

2007-2008 2011-2012 2011-2012

S J1 J2 A ni S J1 J2 A ni S J1 J2 A ni
S 0,500 0,111 6,933 104 S 0,493 9,125 73 S 0,659 16,700 334
J1 0,029 0,667 9 J1 0,014 0,571 7 J1 0,018 0,700 21
J2 0,222 0,833 6 J2 0,429 0,800 5 J2 0,300 0,167 6
A 0,167 1,000 15 A 0,200 0959 8 A 0,833 0,984 20
w 0,829 0,055 0,045 0,071 w 0,883 0,024 0,036 0,057 w 0,924 0,035 0,010 0,032
v 1 20,870 40,630 66,140 Vv 1 42,300 50,702 72,302 Vv 1 28,723 51,172 65,628
Matriz de elasticidades
S 0,044 0,001 0,053 S 0,05 0,061 S 0,110 0,096
J1 0,053 0,081 J1 0,06 0,068 J1 0,09 0,125
J2 0,053 0,161 J2 0,061 0,172 J2 0,096 0,015
A 0,053 0,502 A 0,061 0,465 A 0,096 0,368
2008-2009 2012-2013 2012-2013

S J1 J2 A ni S J1 J2 A ni S J1 J2 A ni
S 0,630 0,125 11,000 165 S 0,179 6,700 67 S 0,465 12,000 288
J1 0,012 0,625 0,111 8 J1 0,015 0,600 5 J1 0,017 0,588 17
J2 0,250 0,556 9 J2 0,400 0,600 5 J2 0,412 0,500 8
A 0,333 0,964 15 A 0,400 0,882 10 A 0,500 0,954 24
w 0,922 0,027 0,013 0,037 w 0,835 0,031 0,031 0,103 w 0,903 0,028 0,018 0,050
vV 1 37,541 67,898 94,429 v 1 54901 55,246 55,594 v 1 39,399 52,287 66,381
Matriz de elasticidades
S 0,084 0,060 S 0,015 0,069 S 0,059 0,084
J1 0,060 0,094 0,008 J1 0,069 0,103 J1 0,084 0,091
J2 0,068 0,072 J2 0,069 0,103 J2 0,084 0,067
A 0,06 0,495 A 0,069 0,504 A 0,084 0,446

S = plantulas (0 < S <50); J1 = juvenis pequenos (50 < J1 <100); J2 = juvenis grandes (J2 > 100 mm); e A = adultos (com cefalio); w representa as estrututras
estaveis e v os valores reprodutivos especificos em cada classe de tamanho. Valores na diagonal principal indicam a probabilidade de estasis, valores abaixo
representam crescimento, e acima indicam regressdo. ni € o nimero de individuos em cada classe de tamanho.
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Discusséo

A partir dos nossos resultados mostramos uma variagao significativa no desempenho
individual entre as populacdes central e marginal de Melocactus ernestii e central de M.
bahiensis. Nesse caso, a populacdo marginal de M. ernestii teve uma razéo fruto:flor 30%
menor e reducdo de aproximadamente trés vezes no nimero de sementes por fruto em relagéo
ao par central MeC. Aparentemente, essa reducdo na frutificacdo e producdo de sementes ndo
resultou da limitacdo da polinizacdo por beija-flores (Eupetomena macroura; Chlorostilbon
lucidus), presente todos 0s meses do ano nas trés populacées (obs. pess.). Também mostramos
0 efeito da precipitacdo e dos preditores do microhabitat (quantidade de solo e fitomassa) que
contribuiram de forma independente na producdo de flores e frutos nas populagdes. Em
afloramentos rochosos as espécies vegetais sdo edaficamente controladas (Porembski &
Barthlott 2000). Este controle foi mais pronunciado em MeM onde uma planta em um
microhabitat com maior quantidade de solo aumenta a sua producdo de flores e frutos.
Curiosamente, nao verificamos esse efeito em MeC, com plantas influenciadas negativamente
pela maior quantidade de fitomassa associada. Nesse caso, a associacdo com outras especies
(p.e., gramineas e bromelioides) na mesma ilha pode tornar a agua disponivel ainda mais
efémera, determinando um maior sucesso reprodutivo de plantas em habitats mais isolados.
Além disso, as plantas em MeC sdo maiores 0 que pode ser reflexo das menores quantidades
de chuva na regido central (i.e. 5 a 6 meses de seca da regido; Velloso et al. 2002)
selecionando individuos capazes de armanezar mais agua (Mauseth 2000) para compensar 0S
longos periodos de seca.

Como esperavamos, o comportamento demografico das populacdes de Melocactus foi
varidavel em funcdo das oscilagcdes climaticas e da localizacdo geografica (marginal e central).
PopulacGes préximas dos seus limites fisiologicos sdo mais vulneraveis aos eventos

estocésticos do que populacBes em ambientes mais estaveis climaticamente (Pulliam 2000;
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Giménez-Benavides et al. 2011). Na populacdo marginal MeM, por exemplo, a reducéo da
fecundidade, e aumento da mortalidade de plantulas e adultos foi mais pronunciada nos anos
com menor precipitacdo. A maioria das plantulas ndo sobreviveram ao primeiro ano de vida,
como reportado para a maioria das espécies estudadas de cactos, como, em Mammillaria
crucigera (Contreras & Valverde 2002), M. gaumeri (Ferrer-Cervantes et al. 2012),
Echinocactus horizonthalonius (Mclntosh et al. 2011) e Melocactus ernestii (Hughes et al.
2011). Entretanto, as curvas de sobrevivéncia de plantulas nas populacfes MeC e MeM, ao
final de dois anos, ndo diferiram entre si, refletindo o efeito da precipitagdo muito abaixo da
média em MeC (32 mm; transicao, 2008-2009).

Alguns mecanismos podem explicar este comportamento da curva de sobrevivéncia de
plantulas nas populagdes estudadas de Melocactus. Primeiro, plantulas de cactos em areas
abertas e expostas a radiacao intensa podem apresentar baixa eficiéncia no uso da agua devido
ao metabolismo C; neste estagio, resultando em elevada taxa de mortalidade por seca
(Godinez-Alvarez et al. 2003). Por outro lado, essa flexibilidade no sistema CAM pode
proporcionar a colonizagdo de ambientes com multiplos fatores de estresses ambientais como
é 0 caso dos afloramentos rochosos (Lttge 2004). Segundo, plantulas de Melocactus possuem
elevada relagao superficie:volume (S/V) devido ao seu tamanho muito pequeno (=1,90 mm de
largura) e nimero de costelas reduzidas e baixas (Mauseth 2000). Esta elevada relacdo S/V
implica no aumento da radiacdo fotossinteticamente ativa e da transpiracao, restringindo o
estabelecimento a ambientes mésicos (Mauseth 2000). Nas populacées MeC, MeM e MbC, o
estabelecimento ocorre preferencialmente em periodos com pulsos de precipitacdo mais
frequentes, e proximo a adultos coespecificos, cavidades e fissuras em rochas. Este padrdo de
recrutamento também foi observado em outras espécies de cactos rupicolas (Munguia-Rosas
& Sosa 2008; Capitulo 1). Terceiro, sementes de espécies de cactos de ambientes com

irregularidade de chuvas podem germinar rapidamente na primeira semana apds contato com
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0 substrato Umido ou desenvolver dorméncia fisiolégica em ambientes efémeros (Rojas-
Aréchiga & Véazquez-Yanes 2000). Substancias enddgenas inibidoras de germinacéo tém sido
detectado em testas de sementes de Melocactus curvispinus (Arias & Lemus 1984), sugerindo
que a germinacdo seja fortemente influenciada pelas condigdes ambientais (Jurado & Flores
2005). Assim, a relacdo entre periodo do recrutamento e a irregularidade das chuvas,
experimentada pelas populagdes de Melocactus rupicolas, pode influenciar na sobrevivéncia
das plantulas (Hughes et al. 2011; Capitulo 1) No geral, os mecanismos de dorméncia
(Dubrovsky 1996; Jurado & Flores 2005) e a elevada superficie relativa das plantulas de
Melocactus constituem fatores seletivos importantes em ambientes com chuvas distribuidas
irregularmente e micrositios com qualidade flutuante, como superficies rochosas expostas,
aumentando as chances de colonizacao e persisténcia em fissuras nas rochas e depressdes que
acumulam solo.

Estudos prévios tém reportado que cactos apresentam crescimento lento e podem ser
longevos. Por exemplo, a espécie colunar Carnegiea gigantea levou cerca de 33 anos para
atingir a fase reprodutiva (~200 cm de altura; Steenbergh & Lowe 1977, apud Drezner 2003)
e Neobuxbaumia macrocephala mais de 90 anos (~300 cm de altura; Esparza-Olguin et al.
2002), enquanto que a espécie globosa E. horizonthalonius levou cerca de 10 anos (~8 cm de
largura; Mcintosh et al. 2011). A partir dos nossos resultados, os individuos nas populacdes
de Melocactus ernestii e M. bahiensis levam cerca de 30 anos para atingir a fase reprodutiva
(cerca de 14 cm de largura). Além disso, a populacdo central de M. ernestii experimenta maior
velocidade de crescimento vegetativo que a marignal MeM, ao passo que MbC alcangou a
fase adulta mais rapidamente que MeC e MeM. Essas diferencas no crescimento entre as
populacdes explicam, em parte, a incidéncia mais acentuada de mortalidade das plantulas (0,1
cm < S < 5,0 cm) nas populagdes MeC e MeM, uma vez que individuos com taxas anuais de

crescimento mais rapidas podem rapidamente inverter sua relagcdo S/V, proporcionando maior
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capacidade de armazenamento de &4gua e com isso sua resisténcia a secas mais prolongadas
(Mauseth 2000; Rojas-Sandoval & Meléndez-Ackerman 2012).

O entendimento sobre a dindmica populacional de espécies de vida longa é limitado a
estudos de curta duracdo (Crone et al. 2011), como foi o caso do estudo dos Melocactus. No
entanto, os modelos matriciais obtidos sumarizaram os efeitos das diferentes condigdes
ambientais locais, e entre anos, nas dinamicas populacionais. A partir dos nossos resultados,
sugerimos que as populacdes central e marginal de M. ernestii e central de M. bahiensis ndo
estdo em declinio, mas que poderiam declinar rapidamente sob o efeito do extrativismo de
adultos reprodutivos, cujas sobrevivéncias estdo associadas a elevadas elasticidades. Este
comportamento demografico € comum para a maioria das espécies de cactos em sistemas
aridos e semi-aridos. Por exemplo, das 80 matrizes de transi¢cfes que representam 22 espécies
de cactos estudadas até o momento, 74 indicaram maior elasticidade para sobrevivéncia de
adultos (p.e., Godinez-Alvarez et al. 2003; Jiménez-Sierra et al. 2007; Martinez et al. 2010;
Zepeda-Martinez et al. 2013). Este resultado é consistente com o que se observa em outros
ecossistemas com elevada varia¢do climatica interanual, nos quais a sobrevivéncia de adultos
cujas longevidades sdo elevadas, permitem a persisténcia e crescimento populacional
decorrentes de episddios de recrutamento eventuais (p.e., Gotelli 1991; Gimenez-Benavides et
al. 2011), como previsto pela teoria da historia de vida (Grime 2001).

A seca foi a Unica causa de morte observada na fase adulta, sendo mais frequente no
segundo ano em todas as populacGes, quando os niveis de precipitacdo foram abaixo da
média, e mais acentuadamente na populacdo marginal. No segundo ano, houve também
reducdo na producédo de flores e frutos. Esses efeitos demograficos da seca ficaram evidentes
nas analises LTRE. Outra caracteristica importante no comportamento demografico refere-se
a maior importancia da estasis nas populacdes MeC e MeM, e do crescimento na populacédo

MbC. Em funcdo dessas carcateristicas, as tendéncias populacionais de plantas de vida longa
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nos limites de distribuicdo ndo podem ser deduzidas unicamente pelas taxas de recrutamento
atuais, pois sdo mais determinadas pela mortalidade e pela longevidade de individuos adultos
(p.e., Garcia & Zamora 2003; Giménez-Benavides et al. 2011).

Com base nas simulagdes de extrativismo e auséncia de polinizadores mostramos a
sensibilidade destas popula¢fes de Melocactus a retirada de adultos e reducéo da fecundidade,
bem como o possivel impacto da perda de polinizadores ocasionada pelo desmatamento. Estes
cenarios sdo preocupantes, devido a forte pressdo do extrativismo, principalmente de plantas
adultas, e da supressdo de areas nativas do ecossistema Caatinga (Zappi et al. 2010; PAN
2010), o terceiro mais alterado do Brasil (Myers et al. 2000). Além disso, a reducdo da
precipitacdo em cerca de 30% prevista para a regido leste do Brasil nos proximos 40 anos, que
compreende toda a area de drenagem da bacia do rio Sdo Francisco, e aumento de sua
imprevisibilidade, ligadas as rapidas mudancas climaticas globais (Marengo et al. 2012; IPCC
2007), podem representar um risco a mais para as populacdes de Melocactus, pois afetariam
negativamente a reproducdo e a sobrevivéncia de plantulas e adultos. Uma vez que as
plantulas levam cerca de 30 anos para atingir a fase reprodutiva, havera um atraso
consideravel na resposta adaptativa, principalmente em populacbes nos limites de
distribuicéo.

A partir deste estudo, demonstramos que populagdes central e marginal de Melocactus
ernestii e central de M. bahiensis diferem em suas taxas vitais que sdo responsaveis pelas
diferencas espaciais e temporais observadas nas taxas de seus crescimentos populacionais. O
comportamento demografico das populacdes estudadas €é fortemente dependente da
manutencdo de adultos, que contrabalancam a elevada mortalidade nos estadios iniciais de
desenvolvimento, possibilitando sua persisténcia. Essas plantas apresentam elevada
especificidade de habitat e as populacfes sdo sensiveis ao extrativismo de adultos, o que pode

levar a extingdes locais. Neste contexto, estratégias de conservagdo e manejo devem ser
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baseadas no entendimento da dinamica populacional e do funcionamento da cadeia produtiva
local que envolve o comércio de cactos, com a criacdo de cooperativas e capacitacdo de mao
de obra local, eliminando a necessidade de remocéo de espécimes em populac6es naturais. No
Brasil, hd poucos estudos envolvendo dindmica de populagcdes de cactaceas, e a falta de

informacdes cria lacunas para o planejamento de reservas e areas de conservagao.
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Figura Suplementar 1. Localizacdo das populacGes estudadas de Melocactus ernestii (a) e M. bahiensis (b), e distribuicdo potencial a partir da
interpolacdo de 10 variaveis bioclimaticas e registros de ocorréncia com o MaxEnt v.3.3.3a (Capitulo 3). Valores de adequabilidade ambiental
estimados para as populagdes estudadas foram: MbC, 85%; MeC, 80% e MeM, 23%. Médias plurianuais (1960 — 2000) para os valores mensais
de precipitacdo e temperaturas maximas e minimas (c): MeC — barras brancas e linhas continuas, MeM e MbC — barras cinzas e linhas tracejadas.

Individuos das espécies fotografados in situ sdo apresentados.
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Tabela S1. Coeficientes de regressdo para as curvas de crescimento das populagdes de
Melocactus. MeC foi utilizada como fator de referéncia do crescimento em fungéo da largura,
ajustado para 1,0. Na comparacdo MeM e MbC, MeM foi o fator de referéncia. B =
coeficientes ndo estandardizados. Em negrito a significancia estatistica das equagdes e

sumario dos modelos.

Std. Durbin-
Variable B Error t P R R2 Watson
MeC-MeM 7,4x 10" 0,726 0,527 1,545
(Constant) 1,8031 10,2191 82283  94x10™
(Log(largura))>  2,6885  0,4847  5,5463 7,2x10°®
dummy -0,2402  0,0439 -54657  1,1x107
Log(largura) -3,06561 05683 -53781  1,7x107
(Log(largura))®*  -0,6080 0,1225 -4,9638  1,3x10°
MeC-MbC 4,4 x 10°% 0,828 0,685 1,507
(Constant) 2,8596 0,2327 12,2868  5,1x10%
(Log(largura))>  5,4484 04788 11,3793 1,1x10%
dummy 0,2097 0,0261 8,0289  16x10™
(Log(largura))’  0,0183 0,0022 82702  3,0x10™%
Log(largura) -7,3325 0,6583 -11,1389 82x10%
(Log(largura))*  -0,7085 0,0710 -9,9827  8,9x10%
MeM-MbC 9,6 x 10 0,835 0,697 1,416
(Constant) 0,1611  0,0474 3,4016  0,0008

(Log(largura))®  -0,0005 0,0000 -10,8113 2,6x10%
(Log(largura))>  0,3769  0,0209 18,0741 2,5x10™°
dummy 0,1191  0,0326 3,6572  0,0003
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Tabela S2. Coeficientes de regressdo linear entre as variaveis tamanho ou microhabitat e
producéo de flores e frutos das populagdes de Melocactus. B = coeficientes ndo
estandardizados. Em negrito a significancia estatistica das equacdes e sumario dos modelos.
Valores de Durbin-Watson (1,40 < D < 1,80) indicaram residuos ndo correlacionados para

todos os modelos.

Erro

R R? padrdo F p-valor B Constante
Melocactus ernestii subsp. ernestii (Central)
Producéo de Flores
%solo 0,176 0,031 3,282 1,063 10,3120 -5,506 20,856
%rocha 0,503 0,253 2,212 9,490 0,0050 2,805 17,924
%fitomassa 0,474 0,225 2,650 6,966 0,0140 -13,008 27,602
Largura cladddio 0,144 0,021 3,300 0,695 0,4100 18,361 -25,946
Altura cladddio 0,068 0,003 3,329 0,110 0,7430 0,013 18,408
Largura cefalio 0,097 0,009 3,318 0,315 0,5780 -0,145 24,158
Altura cefalio 0,045 0,002 3,331 0,066 0,7980 0,105 19,010
Producao de Frutos
%solo 0,239 0,057 3,867 2,006 0,1660 -8,955 16,478
%rocha 0,601 0,362 3,073 17,574 10,0001 5,109 10,842
%fitomassa 0,692 0,479 1968 22,055 0,0001 -17,185 25,005
Largura cladddio 0,212 0,045 3,893 1550 0,2220 32,337  -65,807
Altura cladddio 0,035 0,000 3981 0,041 0,8400 0,010 13,741
Largura cefalio 0,184 0,034 3915 1,163 0,2890 -0,329 24,633
Altura cefélio 0,464 0,215 2,094 5762 0,0260 -0,876 21,330
Melocactus ernestii subsp. ernestii (Marginal)
Producao de Flores
%solo 0,472 0,222 6,158 9,440 0,0040 28,152 16,175
%rocha 0,604 0,365 5376 18,373 0,0001 -10,311 32,484
%fitomassa 0,038 0,000 7,966 0,055 0,8160 -3,497 24,194
Largura cladodio 0,403 0,162 7,180 6,981 0,0120 130,986 -300,867
Altura cladddio 0,035 0,000 7,967 0,046 0,8310 -0,033 24,822
Largura cefalio 0,283 0,080 7,647 3,210 0,0810 0,595 6,056
Altura cefélio 0,084 0,007 7,944 0,261 0,6130 -0,601 26,384
Producao de Frutos
%solo 0,594 0,353 3561 17,976 0,0001 22,461 6,696
%rocha 0,531 0,282 4,044 12584 0,000 -6,420 18,508
%fitomassa 0,102 0,010 4,879 0,390 0,5360 -5,725 15,034
Largura cladodio 0,535 0,289 3,893 14,430 0,0010 102,107 -240,060
Altura cladddio 0,131 0,017 4,862 0,648 0,4260 -0,075 17,698
Largura ceféalio 0,083 0,007 4,888 0,254 0,6180 0,107 8,981
Altura cefélio 0,205 0,042 4800 1,625 0,2100 0,907 5,698
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Tabela S2. Continuagao ...

Erro

R R? padrdo F p-valor B Constante
Melocactus bahiensis subsp. amethystinus (Central)
Producéo de Flores
%solo 0,129 0,017 5,775 0,623 0,4350 6,547 11,818
%rocha 0,025 0,001 5822 0,023 10,8810 -0,489 14,078
%fitomassa 0,158 0,025 5,751 0,943 0,3380 -9,878 19,507
Largura cladodio 0,664 0,440 4,266 23,617 0,0001 253,675 -610,952
Altura cladddio 0,346 0,120 5,113 3,127 10,0900 0,249 -3,206
Largura cefalio 0,319 0,101 5521 4,178 0,0480 0,499 -0,586
Altura cefalio 0,142 0,020 5,765 0,758 0,3900 0,809 9,104
Producao de Frutos
%solo 0,047 0,002 3,809 0,082 10,7760 1,565 9,934
%rocha 0,069 0,003 3806 0,129 10,7210 0,761 9,801
%fitomassa 0,084 0,007 3,799 0,263 0,6110 -3,449 12,411
Largura cladddio 0,301 0,090 3,636 3,678 0,0630 81,287  -189,785
Altura cladddio 0,188 0,035 3,826 0,845 0,3670 0,097 4,377
Largura cefalio 0,122 0,015 3,784 0,563 0,4580 0,125 6,790
Altura cefalio 0,022 0,000 3812 0,018 0,8950 0,081 9,921
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Tabela S3. Matrizes de contribuicdes relativas de cada elemento da matriz de transi¢éo (aj) na variacdo em A. nas populagdes central e marginal
de Melocactus ernestii subsp. ernestii e populacdo central de M. bahiensis subsp. amethystinus, obtidos pela life table response experiment
(LTRE), com efeitos de interacGes entre populacdes e entre 0s anos em A. Soma das contribui¢des em A dos processos demograficos (DP: R —
retrogressao, E — estasis, G — crescimento, F — fecundidade).

Matrizes de Contribuicéo (C)

Efeito populacional

M.e. ernestii Central

M.e. ernestii Marginal

M.b. amethystinus Central

S J1 J2 A S J1 J2 A S J1 J2 A
S 0,010 0,000 0,000 -0,010 S -0,018 0,000 0,000 -0,016 S 0,010 0,000 0,000 0,023
Jl 0,012 0,003 0,002 0,000 Jl  -0,012 -0,004 -0,001 0,000 Jl 0,000 0,002 -0,001 0,000
J2 0,000 -0,012 0,016 0,000 J2 0,000 0,029 0,022 0,000 J2 0,000 0,014 -0,023 0,000
A 0000 0,000 -0,015 0,024 A 0,000 0,000 -0,008 -0,015 A 0,000 0,000 0,069 -0010
DP R E G F DP R E G F DP R E G F
>a; 0,003 0,064 -0,015 -0,010 >aj -0,001 -0,015 0,010 -0,016 Yaj -0,001 -0,021 0,083 0,023
Populacéo vs 1° ano
J1 J2 A S J1 J2 A S J1 J2 A
S 0,005 0,000 0,000 -0,010 S 0,004 0,000 0,000 0,005 S 0,017 0,000 0,000 0,016
Jl 0,039 0,008 -0,001 0,000 Jl  -0,011 -0,006 -0,001 0,000 Jl 0,006 0,016 0,000 0,000
J2 0,000 -0,010 0,028 0,000 J2 0,000 0,034 0,024 0,000 J2 0,000 -0,013 -0,014 0,000
A 0000 0,000 -0,017 0,030 A 0000 0,000 -0,010 0,004 A 0000 0,000 0,037 0,028
DP R E G F DP R E G F DP R E G F
>ajj -0,001 0,071 0,012 -0,010 >ajj -0,001 0,027 0,014 0,005 >aj 0,000 0,047 0,030 0,016
Populacéo vs 2° ano
S J1 J2 A S J1 J2 A S J1 J2 A
S 0,018 0,000 0,000 0,018 S -0,025 0,000 0,000 -0,012 S -0,018 0,000 0,000 -0,017
Jl  -0,016 0,003 0,008 0,000 Jl  -0,007 -0,000 -0,001 0,000 Jl 0,002 -0,007 0,000 0,000
J2 0,000 -0,004 -0,011 0,000 J2 0,000 0,028 -0,004 0,000 J2 0,000 0,021 0,027 0,000
A 0,000 0,000 0,022 0,007 A 0000 0,000 0,037 -0,045 A 0,000 0,000 -0,019 0,013
DP R E G F DP R E G F DP R E G F
>a; 0,009 0,016 0,001 0,018 Yaj; -0,001 -0,076 0,058 -0,012 Ya; 0,000 0,015 0,004 -0,017
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Abstract

O objetivo deste artigo é avaliar se a divergéncia ecoldgica em alopatria € o modo de
especiacdo que descreve a distribuicdo geografica atual dos taxons do complexo M. oreas. O
complexo M. oreas é endémico do nordeste do Brasil e ocorre em afloramentos rochosos
distribuidos em uma matriz de floresta tropical seca. A estratificacdo climética e topografica
regional, bem como a distribuicdo em manchas, poderia ter direcionado eventos especiativos
dos taxons que constituem o complexo M. oreas. A partir da comparacdo entre modelos de
nicho ecoldgico, andlises multivariadas e métricas de identidade e similaridade de nicho,
encontramos que 0S taxons simpatricos ndo coespecificos possuem menor divergéncia
ambiental do que taxons alopatricos coespecificos, e exibem concordancia com a distribuicédo
geogréfica conhecida. A baixa similaridade entre os SDMs dos pares coespecificos reforca o
status taxonémico atual do complexo M. oreas. Interpretando a distribuicdo geografica e a
divergéncia ecologica, sugerimos que a divergéncia de nicho pode ter sido o modelo
especiativo prevalente no complexo M. oreas. No entanto, mesmo o grau de intercambialidade
ecoldgica sendo utilizado como um caracter taxonémico decisivo entre espécies estreitamente
relacionadas, outros critérios taxondémicos (p.e. variacdo clinal de caracteres morfolégicos e
estruturacéo filogeografica) devem ser integrados para compor linhas multiplas de evidéncia.
Palavras-chave: Alopatria, cactos globosos, floresta tropical seca, Maxent, modelo de nicho

ecoldgico
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Introducéo

Espécies frequentemente estdo adaptadas a é&reas geogréaficas limitadas por
descontinuidades topogréficas na paisagem, e estas espécies também podem ser pontos
arbitrérios dentro de gradientes continuos de fatores ambientais que permitem uma taxa
positiva de crescimento intrinseco (Hutchinson 1957; Janzen 1967; Kirkpatrick & Barton
1997; Soberén 2010). Essa descontinuidade ambiental e topogréfica tém sido utilizada para
explicar os padrbes de riqueza e co-existéncia pois, filtram as capacidades dispersivas e
competitivas de espécies adaptadas fisiologicamente a certas zonas climaticas (p.e., terras
aridas ou com elevada precipitacdo) (Jackson & Overpeck 2000; Wiens & Donoghue 2004;
Peterson 2011).

Abordagens tedricas, empiricas e comparativas para estudar o nicho ecolégico (p.e.,
Schluter 2009; Sexton et al. 2009), concordam que a heterogeneidade ambiental, associada
com limitagdes intrinsecas, proporcionam eventos especiativos, e que tem sido explicada por
dois modelos: i) conservadorismo de nicho (Wiens et al. 2010), em que as especies retém as
caracteristicas ecologicas evoluindo em alopatria, e ii) divergéncia de nicho (Schluter 2009),
em que uma selecdo natural divergente conduz ao isolamento reprodutivo e especiacdo
ecoldgica. Esses dois modelos sdo complementares por tratarem de eventos temporais
distintos do processo especiativo, por exemplo, espera-se que linhagens que evoluiram
recentemente mostrem um padrdo de conservadorismo de nicho (Kozak & Wiens 2010;
Wiens et al. 2010).

Modelos de distribuicdo de espécies (SDMs), que interpolam registros de ocorréncia
com variaveis ambientais (Guisan & Zimmermann 2000; Phillips & Dudik 2008), sdo
empregados como uma ferramenta efetiva para descrever a distribuicdo geogréafica potencial e
testar se espécies apresentam conservadorismo de nicho ou se sdo ecologicamente

diferenciadas (p.e., Nakazato et al. 2010; McCormack et al. 2010; Peterson et al. 2011). A
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intercambialidade ecoldgica dos nichos também ¢é utilizada como critério operacional na
delimitacdo de espécies conflitantes taxonomicamente, uma vez que adaptacdes ecoldgicas
sdo consideradas como a primeira forca direcionadora da diversificacdo morfoldgica e que
podem levar a especiagdo (p.e., Rissler & Apodaca 2007; Schluter 2009; Sexton et al. 2014).

Pesquisas recentes tém combinado SDMs com modelos nulos associados a background
ambiental e andlises multivariadas, tanto para ampliar o entendimento sobre intercambialidade
ecoldgica quanto para descrever quali- e quantitativamente as condi¢cbes ambientais onde
complexos de espécies sdo encontrados (p.e., Warren et al. 2010; McCormack et al. 2010).
Com esse aperfeicoamento metodoldgico é possivel testar divergéncia de nicho contra um
modelo nulo de conservadorismo do background ambiental no espaco multivariado,
assumindo que as caracteristicas dos nichos diferem entre espécies e que estas diferencas sao
maiores que a divergéncia observada no background ambiental (Leaché et al. 2009;
McCormack et al. 2010; Nakazato et al. 2010).

A partir de andlises quantitativas multivariadas e SDMs fortes evidéncias para
divergéncia ou conservadorismo de nicho podem ser encontradas, o que representam passos
importantes para a diagnose de espécies cripticas (Graham et al. 2004; Wiens & Graham
2005; Raxworthy et al. 2007). Neste estudo, exploramos SDMs e métricas de similaridade de
nicho, para verificar se taxons simpatricos nao coespecificos do complexo Melocactus oreas
possuem menor divergéncia ambiental do que tadxons alopatricos coespecificos (Taylor &
Zappi 2004). Primeiramente, SDMs foram gerados com variaveis ambientais e registros de
ocorréncia para estimar o nicho climatico de cada espécie. Em seguida, as variaveis
empregadas na geracdo dos SDMs foram descritas quantitativamente e testadas quanto as suas
variacOes intra- e interespecificas. Posteriormente, testamos a hipotese de que 0s nichos
diferem entre espécies e que estas diferencas sdo maiores que a divergéncia observada no

background ambiental (Warren et al. 2008; McCormack et al. 2010). Finalmente, avaliamos
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se a divergéncia ecoldgica em alopatria € 0 modo de especiacdo que descreve a distribuicdo

geogréfica atual dos tdxons do complexo M. oreas.

Materiais e Métodos
Registros de ocorréncia e dados ambientais

As espécies do complexo M. oreas estdo distribuidas em afloramentos rochosos
disjuntos no leste brasileiro (Fig. 1), um dos trés principais centros de diversidade das
cactéceas e do género Melocactus (Taylor & Zappi 2004). A area de ocorréncia do complexo
M. oreas é marcada por uma elevada variacao climatica atual (Velloso et al. 2002) e historica
(Clapperton 1993), associada a fatores altitudinais e latitudinais. A classificagdo do complexo
M. oreas inclui quatro especies e trés pares subespecificos: M. conoideus; M. oreas subsp.
oreas e subsp. cremnophilus; M. ernestii subsp. ernestii e subsp. longicarpus; M. bahiensis
subsp. bahiensis e subsp. amethystinus. A Ultima espécie foi dividida em quatro espécies
(Hunt et al. 2006): M. inconcinnus, M. brederooianus, M. braunii e M. bahiensis, sendo que a
altima permanece subdivida (M. bahiensis subsp. bahiensis e M. bahiensis subsp.
amethystinus) e sera abordada nesse estudo. A espécie M. conoideus ndo foi inserida nas
analises por ser conhecida para uma Unica localidade. A nomenclarura dos taxons segue
Taylor & Zappi (2004).

Registros de ocorréncia do complexo M. oreas (n = 90) foram obtidos a partir de
expedicGes a campo e registros disponiveis no portal SpeciesLink (http://splink.cria.org.br,
acessado em 20-11-2013). Registros duplicados (i.e., aqueles com menos de 1 km de
distancia), dentro de areas urbanizadas (visualizados no Google Earth) e espécime ndo
identificado por especialista no género foram eliminados. Os dados ambientais para
modelagem do nicho ambiental consistiu de 10 camadas bioclimaticas (correlacdo aos pares r

< 0,70; Tabela S1; analise conduzida no software ENMTools v.1.4.3, Warren et al. 2008) a
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partir da base de dados Worldclim (Hijmans et al. 2005): temperatura media anual (bio_1),
temperatura média do trimestre mais quente (bio_10), temperatura média do trimestre mais
frio (bio_11), precipitacdo anual (bio_12), precipitacdo do periodo mais seco (bio_14),
precipitacdo do trimestre mais frio (bio_19), temperatura média da variacdo diurna (bio_2),
isotermalidade (bio_3) e sazonalidade da temperatura (bio_4); e altitude.

Os valores das variaveis ambientais para os registros de ocorréncia foram extraidos
com ArcMap v. 10 (ESRI, Redland, CA). ANOVAs, apos transformacdo Box-Cox das
variaveis ambientais, foram utilizadas para verificar as diferencas entre as espécies e entre
todos os pares subespecificos. Comparagdes post hoc entre médias foram feitas utilizando o

teste multiplo Student—Newman—Keuls no software Statistica version 6.0 (StatSoft 2003).

SDM e teste de identidade e divergéncia de nicho

Utilizamos o MaxEnt versdo 3.3.3a (Phillips & Dudik 2008) para construir modelos
preditivos para os seis taxons infraespecificos e para o complexo M. oreas. Maxent utiliza
informacGes das covariaveis dos registros de ocorréncia das espécies e pontos aleatorizados
no recorte geografico (conhecido como 'background’), para estimar a distribuicao potencial de
uma espécie, de maneira consistente com as informacdes observadas nos registros de
ocorréncia (ou seja, ele estima a distribuicdo de maxima entropia) (Phillips & Dudik 2008;
Lahoz-Monfort et al. 2014).

Empregamos o limiar de convergéncia (10°) e 100 interacdes com 25% dos registros
de ocorréncia de cada tdxon para treino do modelo, contrastando-os com 103 dados de
pseudoauséncia amostrados no restante da darea de estudo (‘background’) para teste de
desempenho dos modelos. Os procedimentos acima mencionados também foram realizados
por meio de validacdo cruzada ou jackknife (Pearson et al. 2007) devido ao baixo numero de

dados de presenca de alguns taxons (n=9, ver Tabela S1). Nesse caso, 0 numero de modelos
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gerados foi igual ao de localidades de presenca com o procedimento leave-one-out (Pearson et
al. 2007). Como as distribui¢Ges observadas foram similares, indicando convergéncia nos dois
procedimentos, apenas o primeiro sera abordado nos resultados. Utilizamos a técnica da area
sob a curva (AUC) para inferir a acuracia dos modelos (Jiménez-Valverde 2012).
Empregamos limiar de minima presenca (LTP) como método de corte dos SDMs e a saida
logistica dos modelos foi transformada em um mapa binario (condi¢bes adequadas vs
inadequadas).

O nivel de sobreposicdo de nicho (i.e., teste de identidade de nicho) entre os taxons foi
avaliado com a métrica de similaridade proporcional de duas distribuicdes de Schoener D
(Schoener 1968) e identidade de nicho (estatistica I, Warren et al. 2008) a partir de 100
aleatorizacdes (o = 0,01), conduzidas aos pares entre todos os taxons do complexo M. oreas.
Como o teste de identidade de nicho pode conter erro tipo | ou falso positivo (Peterson 2011),
testamos a hipotese de que SDMs sdo mais similares (i.e., teste de similaridade de nicho) entre
si do que o esperado pelo acaso utilizando o procedimento de aleatorizacdo do background
(Leaché et al. 2009; Nakazato et al. 2010; Mcintyre 2012). O background foi representado
pelo mapa binario de cada taxon apoOs corte do LTP, para eliminar areas potencialmente
inacessiveis. Com a aleatorizacdo do background foram geradas duas distribuicdes nulas com
100 aleatorizagbes por analise que sdo comparadas com os valores observados de
sobreposicdo de nicho (D Schoener e | de Warren). Adicionalmente, medidas de correlacdo
foram empregadas para detectar niveis de associacdo dos valores de adequabilidade entre
SDMs. Todas as analises foram conduzidas no software ENMTools.

Analises de divergéncia de nicho também foram realizadas no espaco multivariado a
partir dos valores das 10 variaveis ambientais mencionadas acima. Os valores foram extraidos
para os registros de ocorréncia € em 1.000 pontos aleatorizados dentro dos SDMs com

ArcMap. Analise de variaveis canonicas (CVA) foi utilizada para reduzir as dimens@es das
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variaveis ambientais em eixos explicativos (Legendre & Legendre 2012). Os coeficientes
estandardizados resultantes da CVA foram usados para identificar as varidveis ambientais que
mais contribuiram significativamente para os padrdes observados nos SDMs (Legendre &
Legendre 2012; McCormack et al. 2010). Utilizamos a matriz de distancia generalizada de
Mahalanobis (D2, centréide do nicho climatico de cada taxon a partir dos registros de
ocorréncia) para testar a divergéncia de nicho entre tdxons e o seu background ambiental.
Forte evidéncia para divergéncia de nicho requer: (a) que as caracteristicas dos nichos sejam
diferentes entre os taxons, e (b) que estas diferencas sejam maiores que a divergéncia
observada no background ambiental (McCormack et al. 2010). A matriz D2 entre 0s
centrdides dos taxons também foi utilizada em uma analise de agrupamento para verificar a
relacdo entre os tdxons, empregando os algoritmos de agrupamento UPGMA e neighbour
joining. As analises estatisticas multivariadas foram conduzidas no software Statistica version

6.0.

Resultados
SDMs e niveis de associacao entre tdxons do complexo M. oreas

Os modelos apresentaram acuracia elevada (AUC, 0,957 + 0,018) e nao diferiram da
média entre todos os taxons (P = 0,335). A partir dos SDMs, observamos uma separacao
consistente dos espacos ambientais entre os pares coespecificos, que também foi sustentada
pela baixa correlacdo (< 20%) entre os modelos (Fig. S1; Tabela S2).

O SDM de M.b. amethystinus apresentou valores elevados de adequabilidade em areas
de drenagem de bacias hidrograficas, contrastando com o do seu par M.b. bahiensis (Mbb),
gue ocorreu em areas disjuntas de chapadas e serras, com 11,44% do espaco geogréafico

sobreposto (Fig. 1; Fig. S1a). A adequabilidade ambiental média nos pontos de ocorréncia foi
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de 71% em M.b. amethystinus e 66% em M.b. bahiensis. Além disso, a populacio MbbBE
(Barra da Estiva - Bahia) foi predita pelo modelo de M.b. amethystinus.

O SDM de M.e. longicarpus apresentou valores elevados de adequabilidade para a
vertente oeste da Cadeia do Espinhago (Fig. 1; Fig. S1b). M.e. ernestii (Mee) apresentou
disjuncGes com elevada adequabilidade ambiental, além do indicativo de area potencial na
extensdo da Chapada do Araripe e na Serra das Matas no estado do Ceard (Fig. 1; Fig. S1b). O
par, com 4,91% de sobreposicao entre os SDMs, diferiu nos valores médios de adequabilidade
para 0s registros de ocorréncia: M.e. ernestii (57%) e M.e. longicarpus (64%). Além disso, a
populacdo MeeDB (Dom Basilio - Bahia) foi predita pelo modelo de M.e. longicarpus.

O SDM de M.o. cremnophilus (Moc) apresentou padrdo de adequabilidade com claro
efeito altitudinal na distribuicdo potencial (i.e., >700 metros), sendo restrita a areas de
chapada e serras da porcédo leste do Brasil (Fig. 1; Fig. S1c), contrastando com o padrdo do
seu par M.o. oreas que apresentou adequabilidade em areas com altitude < 450 metros e para
alem da distribuicdo conhecida na area de drenagem do Rio Paraguacu (Fig. 1; Fig. S1c). O
par, com 8,83% de sobreposicdo dos SDMs, difere nos valores para 0s registros de ocorréncia:
M.o. oreas (83%) e M.o. cremnophilus (69%). Além disso, a populacdo MocJ (Jacobina -
Bahia) foi predita pelo modelo de M. e. ernestii.

De maneira geral, ndo ocorre sobreposicdo dos SDMs nas areas com registros de
presenca dos pares coespecificos, mas ha ocorréncia simpatrica entre espécies (Fig. S1d — f).
As espécies M. bahiensis e M. ernestii possuem 51% de sobreposicdo dos seus SDMs (Fig.
S1d). M. ernestii sobrepde 74,36% da area potencial de M. oreas (Fig. S1e). M. bahiensis

sobrepde 60,73% da area potencial de M. oreas (Fig. S1f).

Divergéncia de nicho

80



A partir do método multivariado, divergéncia de nicho doi detectada consistentemente
nos eixos da CVA. Os padrdes observados na CVA foram similares aos padrdes descritos
pelos SDMs, e revelam uma elevada sobreposicdo do nicho ambiental entre os tdxons da
regido central (Fig. S2). Separacdo de nicho entre os taxons do sul da distribuicdo do
complexo M. oreas (i.e. M.e. longicarpus e M.b. amethystinus) e os demais taxons é evidente,
como ocorre entre o par coespecifico M.o. oreas e M.o. cremnophilus na regido central (Fig.
S2). A divergéncia de nicho ambiental também foi capturada pela distancia de Mahalanobis
entre os centrdides (D2) para os registros de ocorréncia e para 0s pontos do background
ambiental dos pares coespecificos, com maior distancia ambiental observada entre M.o.
cremnophilus e M.b. amethystinus e a menor distancia entre M.b. bahiensis e M.e. ernestii
(Fig. 2; Tabela S3).

Os dois primeiros eixos da CVA explicam coletivamente 85% da variancia. O
primeiro eixo, responsavel por 67% da variacdo (Fig. S2), foi mais influenciado pelas
variaveis “temperatura média anual”, precipitagdo média anual” e “temperatura média do
trimestre mais quente”. O segundo eixo (18% da variancia) apresentou varia¢do associada
com a “altitude”, “temperatura média do trimestre mais frio” e “sazonalidade da temperatura”
(Fig. S2).

M.b. amethystinus é encontrado em locais com maior temperatura e precipitacdo média
anual ~1.000 mm, e menor precipitacdo do trimestre mais frio quando comparado ao seu par
coespecifico, que ocorre em habitats menos sazonais, com menor temperatura e precipitacdo
inferior a 880 mm (Tabela S1). M.o. cremnophilus apresenta correspondéncia com o seu par
coespecifico na maioria das variaveis ambientais relacionadas com a precipitacdo, sendo
separados no 2° eixo da CVA por ocorrer em localidades acima de 700 metros e com dois a
trés graus a menos na temperatura média anual e maior temperatura média do trimestre mais

quente e mais frio (Tabela S1). M.e. longicarpus difere em todos os atributos ambientais do
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seu par coespecifico com excecdo da sazonalidade da temperatura e temperatura meédia do
trimestre mais quente. Comparativamente, M.e. longicarpus ocorre em habitats com maior
precipitacdo média anual, menor precipitacdo do periodo mais seco (< 3 mm) e do trimestre
mais frio (< 11 mm) do que M.e. ernestii (Tabela S1).

A partir das analises de variancia multivariada (MANOVA), testando divergéncia de
nicho entre pares infraespecificos, evidenciamos diferenciagdo ambiental significativa (P <
0,001) entre todas as comparagdes, com exce¢do dos taxons centrais M.e. ernestii € M.b.
bahiensis e M.e. ernestii e M.o. oreas (Tabela S3). Essas diferencas também foram, em geral,
maiores que a divergéncia observada no background ambiental, reforcando a tendéncia de
divergéncia de nicho no complexo M. oreas (Tabela S3). De modo similar, mostramos que 0s
valores de similaridade observada entre os registros de ocorréncia dos tdxons simpatricos nao
coespecificos possuem menor divergéncia ambiental do que taxons alopatricos coespecificos
(Tabela S4), a partir dos testes de identidade de nicho (Schoener D e Warren I). O padrdo de
divergéncia é sustentado quando comparado com os valores de similaridade estimados pelos
modelos nulos de distribuicdo, rejeitando a hipotese de que algum taxon seja distribuido em
espacos climaticos idénticos (Tabela S4). Além disso, 0s tdxons centrais ndo apresentaram
divergéncia significativa dos nichos (Tabela S4). Esses padrdes foram consistentes pelas duas
métricas (D e I).

A comparacdo com modelos nulos de divergéncia de background entre pares
coespecificos apresentou correspondéncia para divergéncia de nicho (Tabela 1). Divergéncia
de nicho foi sustentada em 13 das 15 comparacfes aos pares entre as subespécies, com
respeito a pelo menos uma das distribuicbes dos modelos nulos (Tabela 1). Os tdxons M.e.
ernestii e M.b. bahiensis, e M.e. ernestii e M.o. oreas, ndo diferiram entre si a partir do

background ambiental como reportado pela MANOVA (Tabela S3; Fig. S2)
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Figura 1 Localizacdo das populagdes dos tadxons infraespecificos do complexo Melocactus
oreas utilizadas na criacdo dos modelos de distribuicdo de espécies (SDMs). Letras
minasculas indicam principais disjungdes detectadas pelos SDMs (Fig. S1) e formacOes
relacionadas: (a) Serra das Matas; (b) Chapada do Araripe; (c) Serra dos Cariris Velhos +
Chapada da Borborema; (d) Serra Sdo Francisco; (e) Serra do Tombador; (f) Chapada
Diamantina; (g) drenagem Rio Sao Francisco; (h) drenagem da Bacia do Rio das Velhas; (i)
drenagem da Bacia do Rio Jequitinhonha. Em preto é dado destaque para a formagdo da
Cadeia do Espinhaco e Chapada Diamantina.
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Figura 2 Relacdo entre os tdxons do complexo Melocactus oreas a partir da matriz de
distancia de Mahalanobis das 10 varidveis ambientais com algoritmo de agrupamento

UPGMA (acima), e neighbour joining (abaixo).
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Tabela 1 Testes de similaridade de nicho entre os modelos de distribuicdo dos taxons do complexo Melocactus oreas. Valores de sobreposicao
de nicho de Schoener D e Warren | (Tabela S4) sdo comparados a distribuigdo nula de divergéncia do ‘background’. Cada comparagado par-a-par
produz duas analises reciprocas, uma em que 0 modelo de nicho da espécie A é comparado com um modelo de nicho gerado a partir de pontos
aleatorios na area geogréfica da espécie B e vice-versa (abaixo e acima da diagonal, respectivamente). Valores de sobreposicdo menores que a
distribuicdo nula apoiam a divergéncia de nicho (D), enquanto que valores maiores apoiam o conservadorismo de nicho (C). Valores sem
diferencas significativas (NS, P > 0,05) indicam que os niveis de sobreposi¢do de nicho sdo menores do que o esperado pelo acaso. Valores
médios + SD (minimo - maximo) das 100 aleatoriza¢Oes sdo apresentados.

Schoener D

M.b. amethystinus

M.b. bahiensis

M.e. ernestii

M.e. longicarpus

M.o. cremnophilus

M.o. oreas

M.b. amethystinus
M.b. bahiensis
M.e. ernestii
M.e. longicarpus
M.o. cremnophilus

M.o. oreas

Warren |
M.b. amethystinus

M.b. bahiensis
M.e. ernestii
M.e. longicarpus
M.o. cremnophilus

M.o. oreas

0,273+ 0,03 (D)
(0,191 - 0,362)
0,168 % 0,03 (D)
(0,113 - 0,238)
0,490 + 0,05 (D)
(0,376 — 0,674)
0,222 +0,03 (D)
(0,144 — 0,308)
0,164 + 0,03 (D)
(0,095 — 0,259)

0,496 + 0,04 (D)
(0,384 — 0,606)
0,355 + 0,04 (D)
(0,269 — 0,466)
0,783+ 0,05 (D)
(0,666 — 0,908)
0,436 + 0,04 (D)
(0,309 — 0,567)
0,368 % 0,06 (D)
(0,234 — 0,521)

0,356 % 0,04 (D)
(0,199 — 0,463)

0,621 + 0,05 (NS)
(0,474 — 0,705)
0,298 + 0,04 (D)
(0,199 — 0,429)
0,577 + 0,04 (D)
(0,494 — 0,683)
0,563 + 0,04 (D)
(0,401 — 0,675)

0,586 + 0,06 (D)
(0,401 — 0,709)

0,867 0,04 (NS)
(0,729 - 0,920)
0,535 + 0,05 (D)
(0,402 - 0,679)
0,852 + 0,03 (D)
(0,791 - 0,917)
0,825+ 0,03 (D)
(0,683 — 0,904)

0,238 % 0,04 (D)
(0,120 - 0,322)
0,693 + 0,04 (NS)
(0,603 — 0,775)

0,168 + 0,03 (D)
(0,082 — 0,246)
0,496 + 0,03 (D)
(0,426 — 0,568)

0,638 + 0,03 (NS)
(0,547 —0,701)

0,448 + 0,05 (D)
(0,296 — 0,551)
0,914 + 0,02 (NS)
(0,856 — 0,956)

0,356 + 0,05 (D)
(0,231 - 0,458)
0,785 + 0,03 (D)
(0,718 - 0,847)

0,865 + 0,02 (NS)
(0,794 — 0,904)

0,433 + 0,06 (D)
(0,307 — 0,559)
0,254 % 0,02 (D)
(0,197 - 0,301)
0,127 0,02 (D)
(0,080 — 0,169)

0,221 + 0,03 (D)
(0,156 — 0,272)
0,103 + 0,02 (D)
(0,053 - 0,152)

0,735 + 0,06 (D)
(0,599 — 0,834)
0,467 + 0,03 (D)
(0,389 — 0,537)
0,284 + 0,03 (D)
(0,203 - 0,351)

0,403 + 0,04 (D)
(0,307 - 0,478)
0,281 + 0,03 (D)
(0,196 — 0,359)

0,264 0,04 (D)
(0,131 - 0,382)
0,764 + 0,07 (D)
(0,563 - 0,912)
0,578 % 0,06 (D)
(0,447 — 0,688)
0,277 + 0,04 (D)
(0,167 — 0,362)

0,477 + 0,05 (D)
(0,321 - 0,591)

0,480 + 0,07 (D)
(0,271 - 0,643)
0,940 + 0,03 (D)
(0,831 - 0,992)
0,834 + 0,05 (D)
(0,710 - 0,914)
0,488 + 0,06 (D)
(0,317 — 0,600)

0,752 + 0,04 (D)
(0,612 - 0,839)

0,239 0,05 (D)
(0,087 - 0,318)
0,584 % 0,06 (D)
(0,444 —0,774)
0,597 + 0,06 (NS)
(0,435 — 0,734)
0,178 + 0,05 (D)
(0,075 — 0,275)
0,406 + 0,05 (D)
(0,257 - 0,513)

0,435 + 0,06 (D)
(0,191 - 0,556)
0,837 £ 0,05 (D)
(0,697 — 0,955)
0,847 0,04 (NS)
(0,696 — 0,931)
0,390 + 0,07 (D)
(0,206 — 0,524)
0,691 % 0,05 (D)
(0,499 — 0,804)
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Discusséo

A partir das 10 camadas bioclimaticas empregadas nas anélises multivariadas e SDMs,
confirmamos que a relagcdo ambiental-geogréafica entre os pares infraespecificos sdo
consistentes com o modelo de especiacdao ecoldgica. Estas conclusdes foram reforcadas com
0s resultados dos testes estatisticos de similaridade e divergéncia de nicho baseado em Warren
et al. (2008). Taylor & Zappi (2004) sugeriram, apds estudos de campo com cactos no leste do
Brasil, que a especiacdo provavelmente ocorreu em alopatria na maioria dos téxons
relacionados e especialmente tdxons-irmaos, que raramente ocorrem em simpatria nos dias
atuais. Nesse sentido, um modelo de especiagdo em que o isolamento reprodutivo se acumula
em alopatria, com uma contribuicdo significativa da selecdo natural divergente mediada
ecologicamente, foi consistente com a divergéncia de nicho e a distribuicdo geogréafica
observada nos pares coespecificos do complexo M. oreas.

O arranjo espacial dos afloramentos rochosos dentro da matriz de Floresta Tropical
Seca no leste do Brasil, reforca o isolamento dos taxons e popula¢ées do complexo M. oreas.
Esse isolamento pode ser maximizado pela divergéncia ambiental e pelas dindmicas
populacionais internas dos cactos nos afloramentos (p.e., baixa probabilidade de
estabelecimento; Capitulo 1; Capitulo 2; Hughes et al. 2011), e que podem afetar diretamente
0 sucesso de migrantes (Rissler & Apodaga 2007; Nakazato et al. 2010; Sexton et al. 2013).
Essa baixa intercambialidade ecologica observada entre os pares coespecificos do complexo
M. oreas poderia explicar os niveis de estruturacdo morfoldgica diagnosticado por Hughes et
al. (Capitulo 4), os quais foram relacionados positivamente com componentes espaciais (p.e.,
latitude, distancia geogréafica) e climaticos (sazonalidade da precipitacdo e precipitacdo anual).

Os padrées de divergéncia de nicho entre os taxons do complexo M. oreas,
relacionados com as variaveis temperatura, precipitacdo e altitude (p.e., M.b. bahiensis e M.b.
amethystinus), sdo concordantes com a hipdtese de Janzen (1967), que emergiu das

consideracOes sobre a divergéncia fenotipica dirigida pelo clima, e do efeito da variacéo
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climatica no isolamento geogréfico de linhagens. Esse modelo de selecdo divergente também
foi considerado em outros estudos com espécies de plantas (p.e., espécies de Solanum;
Nakazato et al. 2010) e animais (p.e. Epipedobates spp., Graham et al. 2004; Ithomiola spp.,
Hall 2005; Aneides flavipunctatus, Rissler & Apodaca 2007; complexo Phrynosoma
coronatum, Leaché et al. 2009), sugerindo que o surgimento de linhagens foi direcionado
tanto pelo isolamento por distancia quanto isolamento ambiental ou ecolégico (referéncias em
Sexton et al. 2013).

O conservadorismo de nicho também foi observado entre os tdxons M.e. ernestii e
M.o. oreas na regido central da distribuicio do complexo M. oreas. Essa similaridade
ambiental pode ter se dado pelo provavel contato secundéario apos divergéncia morfolégica em
alopatria em nichos conservados. Além disso, fendtipos intermediarios foram observados em
populacdes sintdpicas desses dois taxons (Capitulo 4). Nesse contexto, podemos sugerir que:
(1) as linhagens evoluiram recentemente, o que pode incluir a falta de variacdo genética para
permitir ocupar novos nichos ecologicos, e a selecdo determinando um padrdo ambiental
consistente (Wiens et al. 2010), e (2) o nicho seja temporalmente conservado, o que pode ter
direcionado para uma mesma tolerancia ambiental, e que a natureza insular e microambiental
conduziu para um padrdo morfoldgico diferenciado. Similarmente, McCormack et al. (2010)
mostraram que a formacdo das linhagens de Aphelocoma ultramarina ndo foi concordante
com o modelo de especiacdo ecoldgica porque, na maioria dos casos, 0os ambientes disjuntos
ndo foram significativamente mais divergentes do que o esperado sob um modelo nulo,
sugerindo contato posterior por expansao ou evento simpatrico associado a fatores etoldgicos.

Eventos de poliploidizacdo e hibridizacdo sdo recorrentes em espécies vegetais (Otto
& Whitton 2000) e foram reportados por Assis et al. (2003) e Lambert et al. (2006a; 2006b)
para espécies do género Melocactus, e por Majure et al. (2012) para o clado Humifusa de
Opuntia s.s. Estes dois mecanismos podem conduzir a especiacdo rapida em simpatria e

ocupacdo de nichos ambientalmente distintos pelos poliploides derivados (Otto & Whitton
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2000), como observado no complexo Claytonia perfoliata (Portulacaceae) por Mclntyre
(2012). Nesse contexto, e considerando a difusédo da poliploidizacdo em Melocactus (Assis et
al. 2003), estudos detalhados de variacdo de ploidia em popula¢Ges naturais do género
Melocactus no Neotropico devem ser conduzidos para entender seus efeitos no processo
especiativo, de divergéncia ecologica e co-ocorréncia de espécies.

A distribuicdo de espécies de cactaceas, e especificamente de Melocactus no leste do
Brasil, evidencia uma separacdo dos padrdes de ocorréncia entre 0s setores norte e sul da area
avaliada. O isolamento geogréafico entre os dois setores foi relacionado a formacdo geoldgica
Araripe-Apodi por Taylor & Zappi (2004), e esses autores propdem as hipoteses de idade
entre 0s setores (setor norte mais recente que o sul) ou de eventos de extingdo em massa, para
explicar o baixo numero de espécies de cactos no setor norte. Contudo, populagcdes disjuntas
de Melocactus foram detectadas recentemente no setor norte por Menezes et al. (2011) e
preditas com 0s nossos modelos de nicho, o que pode relacionar-se com populacdes
remanescentes de eventos de extingdo em massa (Clapperton 1993), ou tratar-se simplesmente
de um setor com deficiéncia de dados. Em sintese, estudos mais detalhados envolvendo a
flutuacdo climatica histdrica neste setor deve contribuir para o teste dessa hipétese.

Eventos de expansao e retracdo de linhagens no espaco geografico da Ameérica do Sul
tém sido associados a processos macroclimaticos, com predominancia de vegetacfes xéricas
no final do Mioceno e que podem ter sido mais extensas e contiguas durante o Ultimo Glacial
Maéaximo (Clapperton 1993; Pennington et al. 2000; Werneck et al. 2011). Essas flutuacdes
climaticas podem ter proporcionado isolamento e contato secundario de populacdes ancestrais
repetidas vezes, o que teria determinado o padrdo atual de distribuicdo do género Melocactus
na regido Neotropical (Janzen 1967; Ortiz-Jaureguizar & Cladera 2006; Majure et al. 2012).

Com base neste estudo, apresentamos fortes evidéncias para divergéncia de nicho
como modelo especiativo predominante no complexo M. oreas. A estratificacdo climatica

latitudinal, associada com a complexidade topografica na paisagem no leste do Brasil,
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poderiam constituir barreiras climaticas para dispersores, levar ao isolamento geografico de
linhagens, e a divergéncia dirigida pelo clima. Trabalhos futuros devem prover um melhor
entendimento das limitagcGes ecofisioldgicas desses taxons, relacionando variagdo espaco-
temporal no ambiente e esse efeito na dindmica populacional. Além disso, a comparacdo de
padrdes filogeograficos com os modelos de nicho ecolégico atual e paleodistribuicdes podem
auxiliar no entendimento dos processos que desenharam a estrutura geografica das populagdes
do complexo M. oreas e como essas estruturas podem ter sido afetadas pelas mudancas

climaticas.
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Figura S1 Area de adequabilidade ambiental para os taxons infraespecificos do complexo
Melocactus oreas: (a) M.b. bahiensis (m) e M.b. amethystinus (m), (b) M.e. ernestii (m) e M.e.
longicarpus (m), (C) M.o. oreas (m) e M.o. cremnophilus (m); e para as espécies somadas (d)
M. bahiensis (m; circulo) e M. ernestii (m; triangulo), (e) M. ernestii (m; tridngulo) e M. oreas
(m; circulo), e (f) M. bahiensis (m; circulo) e M. oreas (m; triangulo). Area de sobreposicio do

nicho potencial das espécies e dos pares infraespecificos (m), a partir do algoritmo MaxEnt.
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Figura S2 Representacdo dos valores dos dois primeiros eixos canénicos da CVA a partir de
10 variaveis ambientais extraidas para os registros de ocorréncia dos taxons subespecificos do
complexo Melocactus oreas com os respectivos backgrounds ambientais. O primeiro eixo da
CVA (67,40% da variancia) apresenta gradiente de precipitacdo e de potencial de
evapotranspiracdo com maiores valores carregados negativamente; o segundo eixo (17,92%
da variancia) corresponde a gradiente altitudinal e precipitacdo no trimestre mais frio com

maiores e menores valores com carga negativa, respectivamente. Ver Tabela S1.
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Tabela Suplementar 1 NUmero de registros (dado entre parénteses abaixo do epiteto especifico), varidveis climéaticas e de elevacdo utilizados para
construcdo dos modelos de nicho ecolégico. Comparagdo de médias entre as espécies e subespécies. Os valores sdo a media + SD, seguida pelo minimo e
maximo dos dados ambientais pros tdxons do complexo Melocactus oreas. Letras ao lado de cada valor indicam locais significativamente diferentes a
partir dos testes de comparacgdes multiplas Student-Newman-Keuls post hoc e Kruskal-Wallis (P <0,05).

Descricdo
Ambie%tal Melocactus Melocactus oreas Melocactus ernestii Melocactus bahiensis
oreas ernesti bahiensis oreas cremnophilus ernestii longicarpus bahiensis amethystinus
Variaveis (22) (45) (23) (12) (12) (32) (13) (14) 9)
Temperatura 22,0+12a 224+12a 22,1+15a 23,2+04c¢ 20,9+0,6a 22,3+1,2 bc 228+11c 21,6 +1,3ab 228+15 ¢
média anual (20,2 -23,7) (20,1 - 25,0) (18,3 -24,5) (226-23,7)  (20,2—21,9) (20,1 - 25,0) (20,4 — 24,0) (18,3-23,7) (20,8 — 24,5)
temperatura média do 233+13a 23,7+12a 234+16a 246+04c 222+06a 23,6 +1,3bc 23,8+1,0 bc 22,8+1,3ab 244+17c¢
trimestre mais quente (21,5 - 25,1) (21,4 - 26,6) (19,3-26,2) (241-251)  (21,5-233) (21,4 - 26,6) (21,7 -24,8) (19,3-24,7) (22,2 -26,2)
temperatura média do 19.8+12a 20,1+13a 19,7+1,3a 20,9+04c¢ 18,7+05a 20,0+ 1,2 be 205+1,3¢c 19,4+ 1,2 ab 20,1+ 1,3 bc
trimestre mais frio (17,9 - 21,5) (17,6 — 22,0) (16,4 —21,6) (20,4 — 21,5) (17,9 -19,5) (17,6 — 22,0) (17,7 -22,0) (16,4 - 21,6) (18,2 -21,6)
precipitacdo anual 7388+550a  7840x157,9ab  842,7+1553Db 7162+53,3a 758,1+535a 7137+1116a 957,3+1161b 7488+981a 988,8+1060b
(659 - 877) (537 —1,127) (566 — 1,133) (659 - 791) (692 - 877) (537 - 1005) (731-1,127) (566 - 877) (891 —1,133)
precipitagdo 14,0+53b 9,0+£90a 83+6,0a 16,0+2,7¢ 13,5+5,6¢ 12,3+8,5¢ 077+11a 11,1+6,1c 39+15b
do periodo mais seco (1-21) (0-38) (1-20) (12-19) (4-21) (3-38) (0-3) (3-20) (1-6)
precipitacéo 84,7+350a 86,6+ 79,6a 76,2+ 857a 87,7+266¢c  81,9+424c  1194%717¢ 60+31a 113,7+92,6 ¢C 17,8+6,4b
do trimestre mais frio (25 - 176) (2 -297) (6 - 287) (56 - 134) (25 - 176) (12 - 297) (2-11) (17 - 287) (6-27)
temperatura média 97+12a 10,1+15a 11,0£15b 90+10a 10,4+09b 95+1,2ab 11,7+0,7¢ 102+1,2b 12,3+0,7¢
da variagéo diurna (7.5-12,2) (7.5-12,7) (8,7-13,1) (7,5-10,3) 9,7-12,2) (7.5-12,7) (10,8-12,7) (8,7-12,2) (10,6 —13,1)
isotermalidade 0,7+0,03a 0,7+0,03a 0,7+0,02a 0,68+0,03a 0,71+0,01b 0,68+0,03a 0,72+0,02b 0,70£0,01 ab 0,7+0,01la
(0,64 -0,78) (0,64 —0,75) (0,66 —0,72) (0,64-0,72) (0,70-0,72) (0,64 -0,73) (0,69 —0,75) (0,67-0,72) (0,66 —0,70)
sazonalidade 13,7+19a 145+18a 152+24a 145+04a 136+13a 149+18a 13,7+18a 138+ 1,6a 17,3+1,8b
da temperatura (6,7-15,6) (11,5 -18,4) (11,2-18,6) (14,2 - 15,6) (11,1-15,2) (12,3-18,4) (11,5 - 16,6) (11,2-17,2) (12,6 — 18,6)
altitude (m) 658,1+3204a  6136+2465a 667,0x2854a 3257+80,3a 9292+820c 5836+2694b 6874+1643bc 743,7+2739bc 547,6+2751b
(218 —1,059) (183-1,073) (246 —1,499) (218 - 426) (777-1,059)  (183—-1,073) (516 - 993) (426 —1,499) (246 - 913)
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Tabela S2. Matriz de correlacdo gerada no ENMTools entre SDMs produzidos por Maxent v.3.3.3a. Comparagdo aos pares entre as subespécies
do complexo Melocactus oreas.

M.b. bahiensis M.e. ernestii M.e. longicarpus M.o. cremnophilus M.o. oreas
M.b. amethystinus 0,015 -0,032 0,187 -0,022 -0,023
M.b. bahiensis 0,724 0,149 0,665 0,474
M.e. ernestii -0,029 0,402 0,691
M.e. longicarpus 0,047 -0,028
M.o. cremnophilus 0,261

Tabela S3 Comparacdes par-a-par dos taxons subespecificos do complexo Melocactus oreas via MANOVA a partir dos valores das camadas
ambientais extraidos dos registros de ocorréncia (acima diagonal) e entre pontos aleatorizados no background (pseudoréplicas; abaixo de
diagonal). Lambda de Wilks (1), a distancia de Mahalanobis entre centrdides (D2) e diferencas significativas (P <0,001) sd&o mostradas em

negrito.
M.bahiensis M.bahiensis M. ernestii M. ernestii M. oreas M. oreas
subsp.amethystinus subsp. bahiensis  subsp. ernestii subsp. longicarpus subsp.cremnophilus subsp. oreas
M. bahiensis A=0,032; D,=115,4 2=0,197;D,=22,6 1=0,162; D,=19,4  A=0,005; D,=666,0  A=0,006; D,=599,0
subsp. amethystinus P < 0,00001 P < 0,00001 P =0,0041 P < 0,00001 P <0,00001
M. bahiensis A=0,127;D,=27,8 1=0,784; D,=1,24  1=0,064; D,=54,5 2=0,223; D,=13,0  1=0,229 ;D,=12,6
subsp. bahiensis P < 0,00001 P=0,491 P < 0,00001 P =0,0038 P =0,001
M. ernestii A=0,153; D,=22,2  ’=0,863;D,=0,6 1=0,176;D,=21,8 2=0,309;D,=11,2 1=0,408;D,=7,3
subsp. ernestii P < 0,00001 P>0,05 P < 0,00001 P <0,0001 P>0,01
M. ernestii A=0,401; D,=6,0  A=0,124;D,=29,1  A=0,143;D,=242 2=0,036;D,=99,4  1=0,018;D,=168,2
subsp. longicarpus P =0,001 P < 0,00001 P < 0,00001 P < 0,00001 P < 0,00001
M. oreas A=0,091; D,=40,2  A=0,124;D,=29,1  2=0,439;D,=5,2  A=0,099;D,=36,3 A=0,011;D,=336,7
subsp. cremnophilus P < 0,00001 P < 0,00001 P < 0,001 P < 0,00001 P <0,00001
M. oreas 2=0,097; D,=37,4  12=0,538;D,=3,5  1=0,544;D,=34  1=0,076;D,=48,6 2=0,301;D,=9.3
subsp. oreas P < 0,00001 P > 0,001 P >0,05 P < 0,00001 P < 0,00001
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Tabela S4 Resultados das medidas de sobreposi¢do de nicho (abaixo da diagonal) e teste de identidade (acima da diagonal) realizada no
ENMTools v.1.4.3. Os valores sdo comparacdes par-a-par de sobreposicdo de nicho de Schoener D e Warren | para os tdxons do complexo
Melocactus oreas com base em modelos de distribuicdo de espécies construidos com Maxent v.3.3.3a. Teste de identidade de nicho comparando

os valores de similaridade observados com a distribuicdo simulada para testar a hipdtese de que SDMs sdo mais diferentes uns dos outros do que

o0 esperado pelo acaso (letra D indica que valores de sobreposicdo de nicho s&o menores que o esperado, P < 0,01).

Schoener D M.b. amethystinus M.b. bahiensis M.e. ernestii M.e. longicarpus ~ M.o. cremnophilus M.o. oreas
M.b. amethystinus 0,794 + 0,08 0,626 + 0,06 0,775+ 0,07 0,777 £ 0,09 0,720 £0,11
(0,561 - 0,921) (0,490 - 0,764) (0,621 - 0,926) (0,376 — 0,935) (0,426 —0,918)
M.b. bahiensis 0,698 + 0,05 0,840 £ 0,06 0,791 £ 0,08 0,815 £ 0,06
003(m (0,550 - 0,783) (0,633 - 0,968) (0,534 — 0,954) (0,579 - 0,923)
M.e. ernestii 0,705 £ 0,05 0,680 + 0,06 0,666 + 0,07
0,067 (D) 0641 (NS) (0,559 - 0,791) (0,511 -0,783) (0,496 —0,816)
M.e. longicarpus 0,796 + 0,06 0,818 + 0,07
0,158 (D) 0,105 (D) 0025(Mm) (0,603 —0,902) (0,637 —0,938)
M.o. cremnophilus 0,766 + 0,08
0,029 (D) 0,376 (D) 0,229 (D) 0072(m (0,482 —0,926)
M.o.oreas e
0,075 (D) 0,461 (D) 0,608 (NS) 0,021 (D) 0,171 (D)
Warren |
M.b. amethystinus 0,956 + 0,03 0,875 £ 0,04 0,950 + 0,03 0,948 £ 0,04 0,918 £ 0,06
_________ (0,831-0,994) (0,782 —0,945) (0,866 — 0,995) (0,688 — 0,995) (0,723 - 0,993)
M.b. bahiensis 0,909 + 0,03 0,971 £ 0,02 0,954 £ 0,03 0,963 £ 0,03
0147(Mm) (0,831 -0,951) (0,862 — 0,999) (0,819 -0,997) (0,803 —0,993)
M.e. ernestii 0,919 £ 0,03 0,899 £ 0,03 0,896 + 0,04
0,117 (D) 0757() (0,824 —0,959) (0,789 — 0,953) (0,785 -0,970)
M.e. longicarpus 0,954 + 0,03 0,965 + 0,03
0,244 (D) 0,219 (D) 0068(D) (0,849 - 0,988) (0,877 —0,996)
M.o. cremnophilus 0,941 + 0,04
0,042 (D) 0,604 (D) 0,424 (D) 0087(Mm® T (0,762 —0,995)
M.o.oreas e
0,109 (D) 0,542 (D) 0,717 (D) 0,051 (D) 0,311 (D)

Valores sem diferencas significativas (NS, P > 0,01). Valores médios + SD (minimo - maximo) das 100 aleatoriza¢fes sdo apresentados.
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Resumo

Devido a elevada variacdo morfoldgica e distribuicdo geografica insular dos cactos do
complexo Melocactus oreas no leste do Brasil, inimeros nomes especificos e infraespecificos
compdem a sua historia taxondmica. A classificacdo atualmente aceita é baseada na
morfologia e reconhece quatro espécies e sete subespécies. O padrédo insular, associado com
gradientes ambientais, podem revelar padrdes espaciais de variacdo fenotipica direcionados
por fatores climaticos e incongruéncias morfoldgicas nas populagdes e taxons do complexo M.,
oreas. Para avaliarmos esses possiveis padrdes e incongruéncias, medimos 25 caracteres
vegetativos em 34 populagbes distribuidas ao longo de toda amplitude geografica do
complexo. A maioria dos caracteres estudados apresentaram maior variabilidade entre
populacdes do que dentro delas. Os taxons sdo hipervariaveis, com elevada estruturacdo
populacional e podem ser reconhecidos pelos caracteres de tamanho e nimero de espinhos, e
namero de aréolas e costelas. Entretanto, algumas populacdes necessitaram de revisdo do
posicionamento para proporcionar maior congruéncia ao sistema de classificacdo atual. A
variabilidade morfoldgica nas populac6es foi positiva e significativamente associada com 0s
preditores espaciais (distancia entre populacées, latitude e altitude) e climaticos (precipitacdo
anual, sazonalidade da precipitacdo). O modelo com melhor ajuste explicou mais de 50% da
variabilidade morfologica e sempre incluiu o autovetor espacial e sazonalidade da
precipitacdo como varidveis preditoras mais importantes. A andlise de particdo da variancia
revelou que a maior parte da variacdo morfoldgica ndo foi explicada pelos efeitos ambientais
e espaciais isoladamente. Dessa forma, sugerimos que processos ambientais e espaciais atuam
como determinantes da estruturacdo da variabilidade morfologica do complexo M. oreas.
Palavras-chave: Cactos globulares, complexo de espécies, floresta tropical seca, gradiente

latitudinal, particdo da variancia, variabilidade climatica
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Introducéo

A adaptacdo aos atributos climaticos é considerada um dos fatores direcionadores da
mudanca fenotipica e especiagdo (Janzen 1967; Blows & Hoffmann 2005; Gaston 2009). Essa
resposta adaptativa € suportada por um crescente corpo de evidéncias e emerge de maneira
mais notavel na variagdo morfolégica observada entre populacdes centrais e periféricas
(Sexton et al. 2009; Paiaro et al. 2012; Caley et al. 2013). A variacdo fenotipica de populacbes
disjuntas em um mosaico espacial também é comum em espécies de plantas e pode refletir,
além do clima, a complexidade topogréafica e edafica (p.e., Hughes & Eastwood 2006;
Fregonezi et al. 2013). Neste contexto, as relagdes entre os regimes climaticos e a
complexidade topografica, com as variagdes na forma e tamanho de caracteres, podem
fornecer evidéncias indiretas de diversificagdo mediada ecologicamente (Gaston 2009;
Schluter 2009; Kozak & Wiens 2010; Nattero et al. 2011).

Os padrdes de variacdo fenotipica no espaco geografico e ambiental sdo
frequentemente utilizados para determinar os limites de espécies conflitantes
taxonomicamente pois, proporcionam uma Visdo mais coerente sobre 0s possiveis processos
ecoldgicos e mecanismos evolutivos envolvidos (de Queiroz 2007; Bennett et al. 2008). Esses
padrdes geograficos foram amplamente empregados por Taylor & Zappi (2004) na
caracterizacdo morfologica e delimitacdo taxondmica em espécies de cactos, particularmente
do género Melocactus (Cactaceae). No entanto, a taxonomia do género permanece instavel
por causa de fatores complicadores, como complexidade dos padrdes de variacdo morfoldgica,
hibridizacéo e poliploidizacao (Assis et al. 2003; Lambert et al. 2006a,b), distribuicdo disjunta
de populacdes e plasticidade fenotipica dos cactos (Taylor 1991; Taylor & Zappi 2004).

Cerca de 44% das 16 espécies do género Melocactus, que ocorrem no leste do Brasil,
apresentam sobreposicdo nos caracteres morfologicos utilizados na taxonomia do grupo, e

foram organizadas em complexos de espécies, que frequentemente sdo divididas em
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subespécies, variedades e formas. O complexo M. oreas € atualmente reconhecido por quatro
espécies, que se subdividem em duas subespécies cada, e que ocorrem em afloramentos
rochosos, com excecdo de M. conoideus (Taylor & Zappi 2004). Entretanto, a histdria dos
taxons que compdem o complexo M. oreas é composta por diversos nomes especificos e
subespecificos. A maioria desses nomes foi sinonimizada devido a elevada sobreposicdo da
variacdo morfoldgica, mas que é ainda pouco investigada quantitativamente em populacdes
naturais (Taylor & Zappi 2004). Uma desvantagem de uma classificagdo baseada em
morfologia, especialmente em Cactaceae deve-se a plasticidade fenotipica dos caracteres
empregados (Helsen et al. 2009). Além disso, a natureza continua de muitas das
caracteristicas morfologicas limita a sua utilidade para a classificagdo (Machado et al. 2005).
Consequentemente, as decisdes taxondmicas estdo associadas com recortes altitudinais e/ou
faixas latitudinais. Neste caso, o reconhecimento de grupos taxonémicos formais pode indicar
taxons discretos onde nédo existem.

As espécies de cactos apresentam atributos fisiolégicos como a especializagédo
fotossintética tipo CAM (metabolismo acido das crassulaceas), e morfolégicos como a
suculéncia da parte vegetativa ou cladddio (Luttge 2004). Esses atributos conferiram potencial
adaptativo para a ocupacdo de ambientes preferencialmente xericos (Arakaki et al. 2011). O
primeiro possibilitou maior eficiéncia sobre o uso da &gua armazenada e o segundo o estoque
de agua ‘necessaria’ para sobreviver aos periodos de seca (Littge 2004; Mauseth 2006). Com
a relativa homogeneidade fisiologica observada entre espécies de cactos (Luttge 2004),
variacOes guantitativas na parte vegetativa e nas estruturas reprodutivas podem ter favorecido
a diversificacdo dos cactos em ambientes que divergiam em seus padrdes de chuva e
temperatura (Mauseth 2000; Luttge 2004; Eggli & Nyffeler 2009). Essa variabilidade
morfoldgica, particularmente na combinacdo de formas, tamanho e nimeros de costela

(estriamento do caule fotossintetizante), pode ter sido importante nas oportunidades
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ecoldgicas experimentadas pelas linhagens ancestrais (Mauseth 2000; Littge 2004; Arakaki et
al. 2011). Segundo Mauseth (2000), esta variabilidade na capacidade de armazenamento e na
relacdo superficie:volume (S/V) dos cactos, por exemplo, tem importancia consideravel na sua
manutencdo em diversos ambientes onde ocorrem.

Com a expansdo dos nucleos aridos no leste do Brasil sobre uma paisagem com
elevada complexidade topogréfica, edafica e climatica (Clapperton 1993; Velloso et al. 2002;
Pennington et al. 2009), os cactos passaram a ocupar esses novos espacgos (Franco & Nobel
1989). Por exemplo, as espécies do complexo M. oreas se especializaram em habitats
rupicolas no leste do Brasil (Taylor & Zappi 2004). Esses afloramentos rochosos sdo
caracterizados por floras microendémicas e de baixa similaridade floristica com o habitat
circundante e outros afloramentos (Conceicdo et al. 2007; Porembski 2007). Essas
caracteristicas podem ter emergido pela natureza insular destes habitats e pelo arranjo espacial
que, combinados, influenciam na conectividade da paisagem entre populacdes restritas aos
afloramentos rochosos (Barbara et al. 2007; Losos & Ricklef 2009; Palma-Silva et al. 2011).
Esses afloramentos sdo dispersos espacialmente e podem estar associados a variagOes
latitudinais de fatores climaticos, mas variagdes na complexidade topografica da paisagem
podem proporcionar comportamentos ndo aleatérios do clima do tipo gradual ou mosaico
(Nattero et al. 2011; Paiaro et al. 2012).

O objetivo do presente estudo foi, primeiro, avaliar a variabilidade morfologica das
populacdes do complexo Melocactus oreas, utilizando uma bordagem multivariada, a fim de
analisar o numero de entidades taxondmicas envolvidas e como elas poderiam ser
morfologicamente diferenciadas. Segundo, avaliar se a variacdo espacial de fatores climaticos
(precipitacdo, temperatura) ou as relacdes espaciais (latitudinal, topogréafica) sdo importantes
preditores da variacdo morfoldgica observada no complexo M. oreas. Neste contexto, se 0

enquadramento taxondmico atual for congruente com a variabilidade encontrada nas
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populagdes, entdo essa congruéncia deve ser reforcada pelo padrdo de distribuicdo alopétrica
entre os pares coespecificos (hipotese de especiacdo alopéatrica de Taylor & Zappi 2004).
Além disso, a divergéncia de nicho ecoldgico observada entre os taxons do complexo M.
oreas (Capitulo 3) pode ter desempenhado um papel importante no isolamento ecoldgico, com
selecdo de imigrantes adaptados as condicOes locais (Sexton et al. 2014). Neste caso, espera-
se baixa variabilidade morfolégica entre populagdes de um mesmo taxon. Por outro lado, se o
espaco ambiental ocupado por um taxon for muito heterogéneo, pode ocorrer eventos de
plasticidade fenotipica adaptativa, e a maior variabilidade morfoldgica se expressar entre
populacdes: em primeiro lugar, essa resposta adaptativa deve emergir de maneira mais notéavel
na variacdo morfologica observada entre populac6es centrais e periféricas. Em segundo lugar,
populacdes isoladas em habitats com maior complexidade topogréafica e distancia altitudinal,
também devem apresentar elevada diferenciacdo morfologica pela reducdo da capacidade
dispersiva entre estes afloramentos. Em terceiro lugar, populagdes em ambientes mais
irregulares climaticamente devem exibir maior variabilidade morfologica, do que aquelas em

ambientes mais previsiveis.

MATERIAL E METODOS
PopulacOes estudadas e caracteres morfologicos

Dados morfométricos para esse estudo foram obtidos a partir de 34 populacdes e 438
espécimes do complexo Melocactus oreas distribuidas no leste do Brasil (quatro espécies e
seis subespécies), onde consideramos toda amplitude geografico-ecoldgica dos taxons (ver
Tabela S1 e Fig. S1), a partir dos mapas de ocorréncia disponiveis em Taylor & Zappi (2004).
Para cada populacdo registramos latitude, longitude e altitude utilizando um GPS portatil
(Garmin; datum geodésico = WGS84). Validamos a altitude utilizando Google Earth (Google,
Inc.). Todos os vouchers foram depositados no herbario da Universidade Federal de Minas

Gerais (BHCB) (Tabela S1). As populagdes nas quais foram coletados os hol6tipos de todos
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os nomes especificos e infraespecificos envolvidos no sistema de classificacdo atual (Taylor
1991) foram incluidas, com exce¢do de M. bahiensis subsp. bahiensis onde a maioria das
populacdes indicadas por Taylor & Zappi (2004) haviam sido extintas localmente (F.M.
Hughes obs. pess.). Neste caso, estas populacdes serdo utilizadas como referéncia ou
entidades discretas para os padrdes morfoldgicos esperados de cada taxon. As populacdes
ocorrem em mais de 15 litotipos (GeoBank — CPRM, http://geobank.sa.cprm.gov.br/) e uma
ampla gama de condi¢bes ambientais (ver Tabela S1 para detalhes): 594-1.133 mm de
precipitacdo anual (bio_12); 23-95% de variacdo da precipitagdo (bio_15); 19,9-25,0 °C de
temperatura média anual (bio_1); 11,1-18,4 °C de sazonalidade da temperatura (bio_4)
(WordClim, Hijmans et al. 2005, http://www.worldclim.org/); 192-1.179 m de altitude
(STRM, http://srtm.csi.cgiar.org/).

Os 438 espécimes, todos na fase adulta (determinada pela presenca de uma estrutura
reprodutiva terminal denominada cefalio), ficaram assim distribuidos por taxon: M. oreas
subsp. oreas (trés populactes, 44 individuos), M. oreas subsp. cremnophilus (trés pop., 44
indiv.), M. ernestii subsp. ernestii(12 pop., 167 indiv.), M.ernestii subsp. longicarpus (cinco
pop., 73 indiv.), M. bahiensis subsp. bahiensis (quatro pop., 28 indiv.), M.bahiensis subsp.
amethystinus (cinco pop., 57 indiv.) e M. conoideus (uma pop., 13 indiv.) (Tabela S1; Fig.
S2). Para cada espécime, registramos 25 caracteres morfoldgicos (Tabela S2) comumente
utilizados na literatura especializada sobre cactos (Taylor 1991; Schmalzel et al. 2004;
Carmona & Casas 2005; Lambert et al. 2006a, 2006b). Os caracteres vegetativos de #8 a #24
representam a média de quatro valores em diferentes costelas tomados prioritariamente na
quarta aréola visivel a partir da base da planta (Tabela S2). A relacdo entre superficie e
volume (#25, S/V) foi determinada pela equagdo S/V = 2NN/H? + (z r /N)?] /= r H, onde: N,

namero de costelas no cladodio; H, altura das costelas; r, raio do cladédio (Mauseth 2000).
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Caracteres discriminantes e estrutura¢do morfolégica populacional

Empregamos analise de variancia simples (one-way ANOVA) para verificar as
diferencas dos 25 caracteres entre os tdxons. Comparac¢des post hoc entre médias associadas
com correcdo de Bonferroni foram feitas utilizando o teste multiplo Student—Newman—Keuls
no software Statistica v6.0 (StatSoft 2003). Quando necesséario, 0s caracteres foram
transformados para alcancar a normalidade. Os 25 caracteres morfoldgicos foram introduzidos
em modelos regressivos multiplos para verificagdo das colinearidades e exclusdo de caracteres
por meio do célculo do fator de inflagdo da variancia (VIF). Uma matriz final com 15
caracteres (coeficiente de correlacdo < 0,60; VIF < 3,6) foi obtida e utilizada nas analises
posteriores (Tabela S2); assim o efeito da multicolinearidade nos resultados foi improvavel. O
modelo multiplo (r2 = 0,776; Fs, 419y = 103,62; P <0,001) ndo foi significativamente afetado
por estruturas de erros ndo-normais (teste de Kolmogorov-Smirnov) e erros
autocorrelacionados (teste de Durbin-Watson = 1,98; ICy9 _ 500 = 1,822 — 1,884). Para
avaliarmos a particdo da variancia desses 15 caracteres entre e dentro das populacdes (efeito
fixo) de cada taxon, empregamos modelos de efeitos mistos (mixed-effects model, Zuur et al.
2009) implementado no pacote ‘lme4’no programa estatistico R3.1.0 (R Development Core
Team).

A importancia dos 15 caracteres morfoldgicos na discriminacdo das populacdes e
taxons do complexo M. oreas foi avaliada por métricas multivariadas complementares
(Goldman et al. 2004; Baker 2006; Lambert et al. 2006a): analise de variaveis canbnicas
(CVA), analise por fungdes de discriminantes (DFA) e analise de agrupamento. Realizamos
uma analise de variancia multivariada (MANOVA) para detectar diferencas entre populacdes.
Para determinar quais dos 15 descritores morfologicos (preditores, TabelaS2) melhor
discriminam as 34 popula¢6es, avaliamos os coeficientes de correlacdo dos descritores com 0s

eixos resultantes da CVA (Legendre & Legendre 2012). O numero de fatores da CVA,
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utilizados para interpretacdo dos padrbes das populacdes do complexo M. oreas, foi
determinado pelo critério da raiz latente com retencdo de 1% da variancia pelo autovalor
(Legendre & Legendre 2012). Empregamos DFA para prever a correta classificagdo de um
espécime no grupo original a partir da sua distancia de Mahalanobis para o centrdide da
populacdo de ocorréncia (Legendre & Legendre 2012). A mediana destas distancias (D2,) foi
utilizada como uma medida de variabilidade morfoldgica de cada popula¢do. Uma matriz de
distancias padronizadas de Mahalanobis par-a-par entre os centréides das populacoes (D2) foi
utilizada em uma analise de agrupamento para verificar a relacdo fenética entre estas
populacdes empregando o algoritmo de agrupamento UPGMA e Neighbour-joining (NJ). O
ajuste entre a matriz de distancia e o dendrograma foi estimado pelo coeficiente de correlacao
cofenética. Avaliamos a normalidade com a aplicacdo do teste de Shapiro-Wilk (W = 0,997; P
= 0,811) sobre as distancias de Mahalanobis estandardizadas, extraidas do espaco
multidimensional entre cada espécime e a origem (0,0) (Dagnelie 1975; apud Legendre &
Legendre 2012). Neste caso, a hipotese de multinormalidade dos dados originais pode ser
aceita.

Analises multi-response permutation procedure (Amrpep) foram conduzidas para
calcular a correta chance de conformidade dos espécimes dentro das populacGes de cada taxon
(Borba et al. 2002). A distancia Euclidiana (ED) resultante da analise Amrpe € @ mediana da
distancia de Mahalanobis (D2,) foram utilizadas como medidas de variabilidade morfoldgica
intrapopulacional (Borba et al. 2002; Goldman et al. 2004). Os dois indices sdo
essencialmente diferentes porque D2, € mais afetadado pela forma e ED (distancia
Euclidiana) ¢ mais afetadada pelo tamanho dos caracteres morfologicos (Lambert et al.

20063).

Determinantes climaticos e espaciais da variabilidade morfologica
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Empregamos testes parciais de Mantel para avaliar o efeito de gradientes espaciais na
estruturacdo morfoldgica e, neste caso, parte da variabilidade morfologica observada entre
populacdes (D2) pode ser predita por fatores climaticos e espaciais. Para este fim, matrizes de
complexidade topografica (TOPO), distancia perpendicular euclidiana (DEP) (ver Guarnizo &
Cannatella 2014) e distancia euclidiana ambiental (DAM) entre popula¢des foram construidas
e incorporadas em modelos causais (Legendre & Trousselier 1988; Cushman & Landguth
2010). A matriz DAM foi elaborada a partir dos valores de 9 variaveis bioclimaticas obtidos
para as 34 populagdes [bio_1, bio_4, bio_12, bio_15, temperatura média do trimestre mais
quente (bio_10), temperatura média do trimestre mais frio (bio_11), precipitacdo do periodo
mais seco (bio_14), precipitagdo do trimestre mais frio (bio_19), temperatura média da
variacao diurna (bio_2) e isotermalidade (bio_3)]. Modelos causais que descrevem o efeito de
varias combinacdes de variaveis espaciais e ambientais na diferenciacdo morfoldgica entre
populacdes (D2) foram caracterizados por uma combinagdo unica de correlagdes parciais, e
suportado apenas caso se verifiqguem todas as condi¢cbes (Cushman & Landguth 2010). Os
modelos causais foram testados com correlacbes parciais de Mantel no programa ZT v.1.1
com 10,000 permutacdes (Bonnet & Van de Peer 2002). Para maximizar o poder estatistico da
andlise, este procedimento ndo foi realizado nas subespécies com nimero de populacGes
amostradas menor que seis.

O teste de Mantel tem sido criticado devido a elevada taxa de erro tipo | sob efeito da
autocorrelacdo espacial entre os preditores (Guillot & Rousset 2013). Para minimizar este
efeito, avaliamos a relacdo direta entre variaveis climaticas (bio_1, bio_4, bio_12 e bio_15;
coeficiente de correlacdo < 0,50) e espaciais (altitude — ALT, longitude — LONG, latitude —
LAT) na variabilidade morfoldgica associada com tamanho (ED) e forma (D2n,) utilizando
modelos de regressao multipla com quadrados ordinais minimos (OLS). Para levar em conta

as tendéncias latitudinais ndo lineares, incluimos latitude e latitude? nos modelos, entretanto
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ajustes quadraticos ndo melhoraram o poder explicativo desse preditor. Também incluimos o
autovetor dominante (conhecido como filtro espacial) da matriz de distancia geogréfica
(latitude e longitude) como uma variavel preditora adicional (Griffith & Peres-Neto 2006;
Hawkins 2012). Esse autovetor explicou 92% da variancia total na matriz de distancia
geografica, e permitiu a representacdo das relacbes espaciais entre as populagdes em
diferentes escalas espaciais. Nenhum dos outros autovetores (8% da variancia) foi
significativo, quando incluido nas andlises de regressdo. Entre todos os 502 modelos de
regressdo multipla possiveis a partir da combinacdo de todas as varidveis independentes
(climéticas — bio_1, bio_4, bio_12 e bio_15; espaciais — ALT, LONG e LAT,; e fisioldgica —
S/V), selecionamos o conjunto de modelos de melhor ajuste com base no valor do critério de
informacdo Akaike (AIC). Colinearidade entre as variaveis independentes nesses modelos foi
insignificante (VIF < 3). Para quantificar a importancia relativa dos diferentes preditores,
assumimos os pesos de Akaike (w;) para cada preditor em todos os modelos no qual este
ocorreu (Burnham & Anderson 2002); quanto maior este valor, mais importancia uma
variavel tem em relacdo as outras variaveis utilizadas nos modelos. Para distinguir a
variabilidade morfoldgica nas populacdes que pode ser atribuida a diferentes preditores (p.e.
variancia explicada pelo clima desconsiderando os preditores espaciais e vice-versa; ou efeito
puro de cada particdo, Hawkins 2012), empregamos modelos de Regressao Parcial (Legendre
& Legendre 2012). Todas essas analises foram realizadas no programa SAM v4.0 (Rangel et
al. 2010). Devido ao pequeno numero de populacdes amostradas na maioria das espécies e
taxons infraespecificos (n < 9), o que minimizou sobremaneira o0 poder estatistico das
andlises, estas foram empregadas em todo o complexo M. oreas (CMO), na espécie M.
ernestii e no taxon infraespecifico M. ernestii subsp. ernestii. Neste caso, e assumindo o

possivel efeito de um forte viés taxondmico ao analisarmos todo o complexo, comparamos o
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poder dos preditores ou suas diferencas entre 0 complexo e a espécie e subespécie de M.

ernestii.

RESULTADOS
Caracteres discriminantes e estruturacao morfolégica populacional

Os resultados das estatisticas descritivas dos caracteres para cada taxon estdo
apresentados na Tabela S3. A média de nenhum dos caracteres foi significativamente
diferente entre todos os tdxons infraespecificos. Mesmo apresentando diferengas significativas
entre grupos de taxons, todos os caracteres apresentaram algum nivel de sobreposicdo. Os
caracteres que melhor diferenciaram os téxons infraespecificos foram: comprimento do
espinho inferior (#24), relagdo S/V (#25), nimero de espinhos por aréola (#17), profundidade
da costela (#12) e namero de aréolas (#8) (Tabela S3, Fig. S2).

A partir dos modelos de efeitos mistos realizados em cada descritor morfologico, a
quantidade de variabilidade fenotipica explicada pelas populacGes variou entre os caracteres
estudados (Fig. S3). Avaliando as 34 populacdes do complexo M. oreas simultaneamente, a
maioria dos descritores foi mais variavel entre populagcdes do que dentro delas, com excecéo
dos descritores altura vegetativa (#2), largura do cefalio (#3) e numero de costelas pequenas
(#7). Avaliando os taxons separadamente, os caracteres relacionados com namero e tamanho
de espinhos e numero de aréolas foram mais variaveis entre popula¢fes, com excecdo dos
taxons coespecificos de M. bahiensis, com maior variacdo entre plantas dentro das populacfes
(Fig. S3).

A partir da MANOVA, observamos diferencas significativas entre as populacdes do
complexo em relacdo aos caracteres vegetativos analisados (A de Wilks < 0,0001; Fus2, 5.108) =
19,90; P < 0,001). Cerca de 92% dos espécimes (n = 404) foram classificados corretamente

nas populacdes determinadas a priori com probabilidade média de 0,86 + 0,10 (Tabela S4).
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Apenas 34 espécimes foram classificados incorretamente, sendo que 27 ocorreram entre
populacbes do mesmo taxon e sete entre tdxons interespecificos distintos (Tabela S4).

Elevada estruturacdo morfoldgica foi encontrada para M.b. bahiensis, M.e. ernestii e
M.e. longicarpus e moderada para M.o. oreas e M.o. cremnophilus (Auree = 0,297; 0,290;
0,216; 0,128; 0,127; respectivamente) e baixa estruturacdo em M.b. amethystinus (Amrep =
0,073). As populacGes apresentaram elevada amplitude da disténcia euclidiana média (ED):
MeeMa (77,24) populacdo com o maior valor, seguida por MelU (65,56) e MeeBMD (59,63),
e a populagdo McoVC (26,87) seguida por MbbSe (27,52) e MeeVC (30,01) com menor valor
(Tabela S4). Elevada amplitude da distancia generalizada de Mahalanobis (D2p) foi
observada nas popula¢bes do complexo: maior valor encontrado em MeeBMD (18,07)
sequida por MelPo (17,83) e MbaBA (17,67) e menor valor na populacdo MbbSe (3,26)
seguida por MeeVC (5,82) e Meelp (6,14) (Tabela S4).

Na analise de variaveis candnicas, apds critério da raiz latente dos autovalores da
CVA, os cinco primeiros eixos (86,08% da variancia) foram adequados para discriminacao
das populacbes do complexo M. oreas. O primeiro eixo (45,69% da variancia; Fig. 1A; Fig.
S4) separa as populagcdes do complexo M. oreas em trés grupos: Gl, M. conoideus; Gll,
contendo as populagdes dos tdxons de M. oreas e M. bahiensis; com excecdo da populacdo
MocJ (mais relacionada ao GllIl), e GlllI, relativo aos taxons infraespecificos de M. ernestii.
As populacdes contidas no Gl apresentaram maior comprimento do espinho radial inferior e
maior nimero de espinhos por aréola (variaveis #24 e #17) quando comparadas com as
populacdes do GlI (Tabela S5). Neste mesmo eixo, separa as populacdes MbbRB e MbbSe de
M.b. bahiensis entre si e das demais populacdes coespecificas e M. conoideus de todas as
populacdes do complexo. O 2° eixo (20,85%; Fig. 1B; Fig. S4) apresenta correlacdo negativa
com os caracteres #24 e numero de costelas (#6) segregando as populacdes dos taxons

infraespecificos de M. ernestii, e as popula¢fes de M. oreas das de M. bahiensis. A populacdo
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MelPo se distingue das demais de M.e. longicarpus (Fig. 1B). O 3° eixo (8,38%; Fig. S4)
apresenta correlacdo negativa com as variaveis #17 e nimero de aréolas (#8), e positiva com o
comprimento do espinho radial (#23) e distancia entre aréolas (#14), separando M. conoideus
de todas as populacdes e discriminando moderadamente a populacdo Meela do grupo
constituido por M. oreas+M. bahiensis, e MbbBE das demais populac6es de M.b. bahiensis. O
4° eixo (7,81%; ndo mostrado) discrimina a populacdo MeeDB e MbbRB de suas populagdes
coespecificas sob influéncia dos caracteres #8, didametro do espinho central (#20) e relagédo
superficie:volume (#25). O 5° eixo (5,24%; ndo mostrado) separa a populacdo MelRA e
MelPo das demais coespecificas sob maior influéncia dos caracteres #8 e profundidade da
costela (#12) (Tabela S5).

Todas as comparagdes entre os pares dos centrdides das populacGes a partir das
distancias Generalizadas de Mahalanobis (D2) foram diferentes estatisticamente (P < 0,0001).
A relacdo entre os grupos morfoldgicos observados na CVA se reflete no dendrograma
UPGMA das Distancias de Mahalanobis (Fig. 2) com a populacdo McoVC mais distinta de
todas as populagdes do complexo. As demais populacdes podem ser separadas em dois grupos
principais: (G1) inclui as populacdes de M.e. ernestii e M.e. longicarpus e a populagdo MocJ;
(G2) inclui as populacbes de M.o. oreas, M.o. cremnophilus, M.b. bahiensis e M.b.
amethystinus e a populacdo Meela. O G1 pode ser dividido em quatro subgrupos: o 1°
constituido por apenas MelPo, o 2° constituido por MeeDB, 3° englobando todas as
populacdes de M.e. longicarpus junto com a populacdo MocJ e trés populacbes de M.e.
ernestii (i.e. MeePA, MeeVVC e MeeBE), e 4° constituido por oito populacdes de M.e. ernestii.
O G2 apresenta dois subgrupos: o primeiro contendo as populacdes de M. bahiensis, com
excecdo de MbbSe, e o segundo que compreende as populacdes de M. oreas (exceto Mocj) e
inclui também as populacdes Meela e MbbSe (Fig. 2a). Os grupos observados nessas analises

foram similares quando utilizamos o algoritmo Neighbour-joining (NJ), mas com uma maior
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correspondéncia dos grupos e subgrupos com as subespécies (Fig. 2b). Nesse caso, as
populacdes MeePA, MeeDB e MeeBE de M.e. ernestii, e MelPo de M.e. longicarpus, foram
inseridas corretamente no grupo correspondente aos seus taxons. As populacGes de M.

bahiensis permaneceram com baixa resolugéo.

Determinantes climaticos e espaciais da variabilidade morfologica

A partir dos testes de correlagdes parciais de Mantel entre distancia morfoldgica (D2)
e complexidade topogréfica (TOPQO), distancia perpendicular (DEP) e distancia euclidiana
ambiental (DAM), ndo observamos nenhum efeito em D2 para o complexo M. oreas, e para as
espécies M. bahiensis e M. oreas (Tabela 1). Em M. ernestii e M.e. subsp. ernestii, no entanto,
TOPO teve uma associacdo positiva com D2. Além disso, DEP foi associada positivamente
com D2 em M. ernestii (Tabela 1).

A métrica D2, de variabilidade morfolégica aumentou significativamente a partir da
area central da distribuicdo (ou area core) com o aumento da latitude no complexo M. oreas
(Tabela 2), com as populagdes dos extremos de distribuicdo apresentando maior variabilidade
morfologica que as centrais (Tabela S4). A métrica ED, no entanto, foi maior nas populacdes
mais proximas do equador (ED; Tabela 2). Resultados similares foram observados para os
demais taxons (Tabela 2). O autovetor espacial, que descreve as relacdes de distancias entre as
populacdes, influenciou positivamente as meétricas D2, e ED (Tabela 2). Os preditores
espaciais e climaticos tiveram efeitos significativos, mas a sua importancia variou em funcao
da métrica de variabilidade (Tabela 3). A maioria dos modelos explicaram mais de 50% da
variancia encontrada nas métricas de variabilidade morfolégica (D2, e ED) e a retirada dos
preditores espaciais reduziu substancialmente o ajuste dos modelos. A partir do critério de
peso de Akaike (w;), os dois preditores mais importantes para D2, e ED no complexo M.

oreas foram a relacdo espacial ou autovetor e o coeficiente de variagdo da precipitacdo (Fig.
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3). Valores elevados de variabilidade foram relacionados positivamente com estes dois
preditores. RelagOes similares de importéncia dos preditores foram obtidas pelos testes de
correlacdes parciais (Fig. S5).

Com base nas analises particionadas da variancia (Fig. 4), o clima explicou a maior
parte da variacdo observada na variabilidade morfoldgica D2, e 0 espaco representou 0 maior
componente de variacdo de ED (Fig. 4). A variavel fisiologica S/V explicou 39% da variagdo
em D2, observada na espécie Melcactus ernestii. No geral, a maior parte da variagdo
observada nas métricas de variabilidade morfoldgica é explicada quando consideramos os dois
componente (espacial e climatico) simultaneamente (Fig. 4). De fato, populaces que ocupam
ambientes com maior sazonalidade na precipitacdo (bio_15) e mais distantes geograficamente
(AE) apresentam maior variabilidade na forma e no tamanho de caracteres, e em fungéo disso
valores mais elevados de variabilidade morfologica.

Em modelos de regressdao maltipla que incorporaram interacdes entre os preditores,
encontramos efeito fraco na interacdo clima x espaco para D2, (r2 = 0,229; P = 0,005) e
interacdo ndo significativa em ED (r2 = 0,066; P = 0,149) no complexo M. oreas. As
interacdes ndo foram significativas para a espécie M. ernestii (ED, P = 0,891; D2y, P =

0,102).
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Figura 1 Gréficos dos dois primeiros eixos da CVA (Root 1, 45,69%; Root 2, 20,85%)
obtidos a partir de 15 caracteres morfoldgicos em 34 populacdes do complexo Melocactus
oreas, apresentando média, erro padrdo e desvio padrdo para cada populacdo. Todos 0s
caracteres avaliados apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre as
populacdes e distintos niveis de sobreposicdo. As barras horizontais ao longo do topo de cada
grafico mostram os resultados do teste de Student-Newman—Keuls post hoc, com cada barra
ligando populacdes que ndo foram significativamente diferentes uma das outras (P > 0,05). As
populacdes estdo dispostas na ordem de decaimento das médias. Para nomes das populacdes,
ver Tabela S1. Para loadings das variaveis mais explicativas a partir dos escores canonicos,
ver Tabela S5.
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Figura 2 Dendrograma demonstrando a relacdo fenética entre populacbes do complexo
Melocactus oreas ocorrentes no leste do Brasil, construido a partir da matriz de distancia
generalizada de Mahalanobis (D2) e UPGMA e neighbour joining como algoritmos de
agrupamento. Baseado em 15 caracteres morfoldgicos vegetativos em 34 populacGes.
Correlacdo cofenética = 0,75; P < 0,001. * indicam as populacdes amostradas nas localidades
onde os holdtipos dos respectivos taxons foram coletados. Ver Tabela S1 para nomes das
populagdes.

113



OCMOED
1.0 OCMO D2m

BM.ernestii ED _
OM.ernestii D2m
=0.8 -
E Bsubsp. ernestii ED ]
X - ]
= Osubsp. ernestii D2m
£06 -
< - —
s
o
504 -
S
3
=02 -
0.0 -

bio 1  bio 4 bio_12  bio_15 LA LO Alt AE SIV

Figura 3 Importancia relativa dos preditores climaticos e espaciais nos modelos de
variabilidade morfoldgica. A altura de cada barra representa a soma dos pesos de Akaike (w;)
de todos os modelos que incluiram o preditor de interesse. Modelos e abreviaturas dos

preditores como na Tabela 3.
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Figura 4 Particionamento da variancia dos quadrados ordinarios minimos (OLS) do melhor
modelo de regressdo da Tabela 3 para as variaveis climaticas (bio_1, bio_4, bio_12, bio_15),
espaciais (autovetor espacial dominante, latitude, longitude, altitude) e S/V como preditores
da variabilidade morfoldgica (D2, e ED) nas popula¢cdes do complexo Melocactus oreas e da

espécie M. ernestii e na subspécie M.e. subsp. ernestii.
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Tabela 1 Coeficientes de correlagéo parcial de Mantel (Mantel r) e valores de P a partir dos
modelos causais. TOPO = matriz de complexidade topografica, D2 = matriz de distancia
morfolégica, DEP = matriz de distancia altitudinal, DAM = matriz de distancia ambiental.
Valores em negrito utilizados quando todas as combinagdes sao significativos. ‘X’ indica a

correlacdo entre duas matrizes, e 0 ponto indica a terceira covariavel que foi controlada.

Espécie Mantel Parcial r P-valor
Complexo M. oreas TOPO x D2.DEP -0,001 0,552
TOPO x D2.DAM -0,010 0,464

DEP x D2.TOPO 0,049 0,246

DEP x D2.DAM 0,063 0,209

DAM x D2.TOPO -0,050 0,219

DAM x D2.DEP -0,063 0,154

Melocactus ermestii TOPO x D2.DEP 0,312 0,001
TOPO x D2.DAM 0,243 0,009

DEP x D2.TOPO 0,315 0,005

DEP x D2.DAM 0,224 0,039

DAM x D2.TOPO 0,156 0,051

DAM x D2.DEP 0,116 0,122

M. oreas TOPO x D2.DEP -0,440 0,165
TOPO x D2.DAM -0,503 0,944

DEP x D2.TOPO 0,199 0,268

DEP x D2.DAM 0,595 0,067

DAM x D2.TOPO -0,107 0,361

DAM x D2.DEP -0,532 0,108

M. bahiensis TOPO x D2.DEP -0,469 0,004
TOPO x D2.DAM -0,308 0,081

DEP x D2.TOPO -0,415 0,014

DEP x D2.DAM -0,217 0,230

DAM x D2.TOPO -0,182 0,162

DAM x D2.DEP -0,201 0,153

M.e. subsp. ernestii TOPO x D2.DEP 0,437 0,004
TOPO x D2.DAM 0,410 0,005

DEP x D2.TOPO 0,169 0,138

DEP x D2.DAM 0,056 0,337

DAM x D2.TOPO 0,059 0,279

DAM x D2.DEP 0,070 0,231
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Tabela 2 Valores Beta das regressdes multiplas por quadrados ordinarios minimos (ordinary least squares - OLS) das métricas de variabilidade
morfoldgica (ED e D2y,) vs altitude e latitude para 34 populacdes do complexo Melocactus oreas e para as espécies separadamente no leste do
Brasil. O autovetor dominante espacial da matriz de distancia geografica serviu como co-variavel adicional.

Complexo M. oreas M. ermestii M. bahiensis M. oreas M. ernestii subsp. ernestii
ED D2, ED D2, ED D2, ED D2, ED D2,
Latitude 0,137**  -0,148*** 0,162** -0,05 0,169* -0,305 0,028 0,042*  0,148* 0,016
Altitude -0,031 0,244* 0,047 0,287* -0,026 0,365 0,154 0,447* 0,058 0,113
Autovetor espacial ~ 1,042*** 1,076*** 0,986*** 0,752 1,36 1,847*  0,699** 0,635** 0,859** 0,791
1,10 1,06 1,13 1,17 2,07 1,62 1,50 2,02 1,16 1,63
VIFm (modelo)
(0,05) (0,04) (0,01) (0,02) (0,60) (0,36) (0,09) (0,24) (0,13) (0,34)
r* (modelo) 0,733 0,488 0,789 0,388 0,84 0,877 0,761 0,867 0,742 0,346
P (modelo) <0,001 <0,000 <0,001 0,069 0,051 0,027 0,184 0,049 0,005 0,260
*P < 0,05
**p < 0,01
***p < 0,001

% latitude? proporcionou melhor ajuste a0 modelo
VIFm, valor de inflacdo da variancia médio e desvio padrdo associado (SD).
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Tabela 3 Modelos de regressao de melhor ajuste para as métricas de variabilidade intrapopulacional (ED e D2r,). Cada coluna representa uma
variavel preditora diferente. Dos 502 modelos possiveis, 0s quatro melhores sdo apresentados e classificados de acordo com o valor de AIC;
quanto menor o seu valor, € mais provavel que este modelo esteja correto. Células ndo sombreadas indicam variaveis que ndo foram incluidas em
um modelo especifico sob pena de inflacionamento da variancia. VIF, valor de inflacdo da variancia do modelo; AAIC,, diferenca entre AlC. de
cada modelo com o melhor modelo; w;, pesos de Akaike. LA, latitude; LO, longitude; Alt, altitude; AE, autovetor espacial; S/V, relagio
superficie:volume. Analises conduzidas no complexo Melocactus oreas (CMO), na espécie M. ernestii e no taxon subespecifico M. e. subsp.

ernestii (subsp. ernestii).

. Climaticas Espaciais
Taxons Modelo —t =—hic 4 bio 12 bio 15 LA LO Alt AE SIV VIF R AIG AAIG W
CMO (ED) 1 2,60 0,808 53,363 0 0,123
2 767 0,820 54539 1,176 0,068
3 489 0,814 55573 2,210 0,041
4 351 0,814 55627 2,264 0,040
CMO (D2y) 1 1,05 0,477 80,665 0 0,053
2 195 0,514 81,036 0,371 0,044
3 1,03 0,470 81,111 0,446 0,043
4 151 0509 81,406 0,740 0,037
M. ernestii (ED) 1 1,28 0,787 32,137 0 0,213
2 2,74 0,823 32,735 0,598 0,158
3 252 0,799 35002 2,865 0,051
4 430 0,843 35237 3,100 0,045
M. ernestii (D2r,) 1 1,88 0,824 24,497 0 0,403
2 2,12 0,832 28,306 3,809 0,060
3 1,02 0,729 28,361 3,864 0,058
4 249 0,827 28,803 4,306 0,047
subsp. ernestii (ED) 1 1,88 0,853 30,104 0 0,209
2 190 0,848 30,576 0,473 0,165
3 1,11 0,739 32,009 1,906 0,081
4 1,09 0,724 32,698 2594 0,057
subsp. ernestii (D2r,) 1 1,36 0,633 30,562 0 0,205
2 1,00 0,365 31,874 1,312 0,106
3 153 0,514 32,733 2,171 0,069
4 1,00 0,320 32,765 2,203 0,068
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DISCUSSAO
Elevada estruturacdo morfologica e congruéncia taxondmica no complexo M. oreas

A partir dos 15 caracteres quantitativos empregados nas analises multivariadas,
corroboramos a existéncia das quatro espécies atualmente reconhecidas do complexo
Melocactus oreas, assim como todas as sinonimizac¢des sugeridas por Taylor & Zappi (2004)
(veja Tabela S1). Em geral, os seis tdxons subespecificos do complexo M. oreas podem ser
reconhecidos pelos caracteres de tamanho e nimero de espinhos, e nimero de aréolas e
costelas, apesar da necessidade de revisdo do posicionamento de algumas populacdes nesses
taxons. Esses caracteres foram consistentes com os determinados por Taylor & Zappi (2004)
para reconhecimento das subespécies do complexo, e apresentaram os valores mais altos nos
trés primeiros eixos candnicos. Adicionalmente, confirmamos a presenca de individuos
intermediarios a partir da analise de discriminantes e sobreposicdo dos caracteres entre 0s
taxons coespecificos (Taylor 1991; Taylor & Zappi 2004).

Outros estudos com cactos também detectaram sobreposicdo de variacdo morfologica
entre variedades de Escobaria sneedii (Baker & Johnson 2000) e subespécies de Discocactus
zehntneri (Machado 2005; Machado et al. 2005), sugerindo uma relacdo taxondmica mais
proxima entre 0s taxons e manutencdo do status taxonémico subespecifico. No entanto, em
outros estudos de cactaceas, nao foi possivel o reconhecimento de taxons subespecificos, uma
vez que as analises empregadas ndo sustentaram padrbes intermediarios de variacdo [p.e.
Escobaria guadalupensis (Baker & Johnson 2000), Coryphantha rubustispina (Schmalzel et
al. 2004), Discocactus catingicola e D. bahiensis (Machado 2005; Machado et al. 2005),
Opuntia cantabrigiensis (Mufioz-Urias et al. 2008), Neobuxbaumia mezcalaensis e N.
multiareolata (Arroyo-Cosultchi et al. 2010)].

Algumas populacBes designadas para os tdxons do complexo M. oreas, entretanto,

devem ser melhor enquadradas para sustentar a divisdo subespecifica da atual circunscricao.
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Por exemplo, a separacdo entre M. oreas subsp. oreas e M.o. cremnophilus (Moc), relacionada
com o numero de costelas e um componente altitudinal (Taylor & Zappi 2004), ndo foi
consistente com a variabilidade observada na populagcdo MocJ (localidade de Lajes, Jacobina
— Bahia). Segundo Mauseth (2000) o numero de costelas reflete a capacidade de
armazenamento de agua e por isso uma possivel adaptacao local para a quantidade de chuva, o
que pode introduzir um componente importante de plasticidade fenotipica. Os caracteres
relativos a espinho (#17, #20 e #24) permitiram reconhecer a populagdo McoJ como
pertencente a espécie M. ernestii e ndo a M. oreas como assinalado por Taylor & Zappi
(2004). Com base nesses resultados a distribuicdo do td&xon Moc ficaria ainda mais restrita
pelo componente altitudinal (900 - 1100 m). Essa populacdo tambem foi associada com a area
do modelo de nicho climético de M.e. subsp. ernestii (Capitulo 3).

As populagbes de M. bahiensis subsp. amethystinus foram menos estruturadas
morfologicamente (Amrer = 0, 073) que as populacbes de M.b. bahiensis (Mba, Aurpr =
0,297), e com maior variacdo dentro do que entre populacdes. Esse comportamento da
variabilidade fenotipica pode estar associado com a elevada similaridade climatica
interpopulacional (~86%; Capitulo 3) e dispersdo em longas distancias. Nesse caso, o efeito
de regimes similares de selecdo entre as populac6es dos pares coespecificos de M. bahiensis
reforcaria o sucesso no estabelecimento de fenotipos similares entre as populacfes (Wiens et
al. 2010; Alvarado-Céardenas et al. 2013). No entanto, a hipotese dispersiva por longas
distancias (Taylor & Zappi 2004) ainda precisa ser testada. Por outro lado, a maior variacdo
fenotipica dentro das populacdes pode ser atribuida ao sistema reprodutivo preferencialmente
alégamo (Colaco et al. 2006; Gomes et al. 2013) e heterogeneidade do microhabitat (Capitulo
2), que favoreceriam a manutencao da elevada variabilidade de alguns caracteres vegetativos.
Em sintese, observamos um padrdo fenotipico complexo nas populacdes de M.b. bahiensis,

como indicado por Taylor & Zappi (2004), reforcando a necessidade de uma maior
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investigacdo da variacdo fenética na sua area de ocorréncia (Capitulo3), principalmente no
extremo sul da distribuicdo onde se evidencia mais claramente uma transicdo morfolégica
para a outra subespécie, M.b. amethystinus.

Melocactus ernestii apresentou-se hipervariavel, com maior variacdo dos caracteres
entre populagdes, principalmente para as variaveis relacionadas a espinhos e numero de
aréolas. As subespécies de M. ernestii compartilham o mesmo nimero de costelas pequenas
(#7), altura e distancia entre costelas (#12, #13), distancia entre aréolas (#14) e comprimento
dos espinhos radiais (#22, #23), além disso a amplitude de varia¢do na maioria dos caracteres
em M.e. ernestii engloba a variagcdo registrada nesse estudo e por Taylor & Zappi (2004) em
M.e. longicarpus. Entretanto, M.e. ernestii pode ser diferenciada de M.e. longicarpus por seu
maior comprimento do espinho radial inferior (#24; 51,9 — 114,5 mm vs 33,3 — 74,2 mm),
maior largura das aréolas (#16; 3,6 — 12,2 mm vs. 5,1 — 9,5 mm), e menor nimero de espinhos
por areola e espinhos centrais.

Algumas populacdes determinadas como M.e. ernestii por Taylor & Zappi (2004)
apresentaram comportamento anémalo ao padrdo do tipo da espécie. Por exemplo, as
populacdes, MeeVC e Meela a partir do nimero de espinhos por aréola (#17) e de espinhos
centrais (#18), foram mais proximas do padrdo determinado para M.e. longicarpus e M.o.
oreas, respectivamente. As demais populacdes de M.e. ernestii apresentaram uma estruturacao
altitudinal associada a forma das plantas. Neste caso, popula¢fes acima de 600 m (MeeMC,
MeeMa, MeeAl) e nos extremos de distribuicdo (Meelta), foram constituidas de individuos
maiores, enquanto que em altitudes abaixo de 400 metros os individuos eram menores
(MeeFS, Meelp, Meelt). Essa variacdo também se refletiu nos niveis de estruturacdo
morfoldgica observados em M.e. ernestii — Mee (Awvreer = 0,290) e M.e. longicarpus — Mel
(Amree = 0,216), e pode estar associado com a baixa similaridade ambiental observada entre

as populacbes de Mee (57%) e Mel (60%) (Capitulo 3). A maior similaridade morfologica
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entre as populagdes sintopicas Meela e Moola (D2 = 10,81) quando comparada com as
demais populagdes coespecificas (D2 ~ 50), refletida nos erros de classificagdo observados
entre essas populacGes, sugere a ocorréncia de hibridizacéo e introgressdo, o que é comum em
cactaceas (Lambert et al. 2006a,b; Machado 2008). Alternativamente, isto também pode ser
devido & sele¢do natural mediada ecologicamente.

Por fim, a espécie M. conoideus € claramente distinta das demais espécies do
complexo M. oreas. Essa distingdo ndo reflete apenas os menores valores observados de
comprimento de espinhos, como também a sua ocorréncia em cascalho de quartzo, um habitat

muito distinto ecologicamente do encontrado para as demais espécies do complexo M. oreas.

Efeitos climaticos e espaciais na variabilidade morfolégica do complexo M. oreas
Avaliando os taxons separadamente, encontramos associagdo positiva entre a distancia
morfologica entre as populacdes de M. ernestii com a complexidade topogréafica e distancia
altitudinal. Nesse caso, populagdes com menor complexidade na paisagem e menor diferenca
altitudinal entre si apresentaram menor distancia morfolégica. As demais espécies do
complexo M. oreas ndo apresentaram associacao significativa nos testes de correlacdo parcial
de Mantel. No entanto, encontramos tendéncias latitudinais, altitudinais e de distancias entre
as populacdes (autovetor espacial), para pelo menos uma das métricas de variabilidade
morfologica (ED e D2,) a partir das analises dos quadrados ordindrios minimos (OLS). Os
diferentes resultados obtidos com os testes parciais de Mantel e analises de OLS podem ser
consequéncia da perda de informacdo da variabilidade interna da populacdo (D2y) ao usar
uma medida multivariada das semelhancas em correlaces de Mantel, no caso a distancia
generalizada de Mahalanobis (D2). Padrbes espaciais similares de distribuicdo da
variabilidade foram sugeridos nos estudos realizados por Nakazato et al. (2008) em

populagdes de Solanum pimpinellifolium nos Andes, por Paiaro et al. (2012) em populacGes

121



de Anarthrophyllum desideratum na Patagbnia, e por Fregonezi et al. (2013) em Petunia e
Calibrachoa. Em todos os estudos, divergéncia fenotipica substancial foi observada entre as
populacbes, e caracteres morfoldgicos exibiram padrdo clinal de variagdo geogréafica e
associacdo com fatores climaticos e edéaficos.

N&o hé& estudos com espécies de cactos que avaliaram os efeitos climaticos e
geograficos na variabilidade morfolégica dentro e entre populacbes de cactos. Além disso,
investigacOes sobre a estruturacdo espacial (teste de Mantel) sdo raras em Melocactus
(Lambert et al. 2006a) e em Cactaceae (Machado 2005; Machado et al. 2005), o que minimiza
sobremaneira analises comparativas. Por exemplo, Lambert et al. (2006a) e Machado (2005),
avaliando a variabilidade morfoldgica em populagbes de M. paucispinus e dos complexos de
espécies de Discocactus, respectivamente, observaram associa¢des significativas entre as
matrizes de distancia de Mahalanobis (D2) e a distancia geografica entre populagdes. No
entanto, nds encontramos que as distancias ambientais e topogréaficas entre as populacdes no
complexo M. oreas ndo correspondem as distancias morfologicas (D2) observada. Esse
resultado pode estar refletindo apenas a ocorréncia sintopica ou em localidades muito
proximas de taxons com elevada distancia morfoldgica no espaco multivariado. Nesse caso,
observamos efeitos positivos entre a complexidade topografica e D2 em M. ernestii e na
subsp. ernestii; as outras espécies apresentaram valores elevados de associacdo, mas 0 numero
reduzido de populacdes (n < 8) reduziu o poder estatistico da analise. Mesmo a distancia
ambiental ndo sendo associada com a distancia morfoldgica entre as populacdes de todos 0s
taxons, revelamos a partir das analises de correlacdo que as medidas de variabilidade
morfologica foram positivamente associadas com variaveis climaticas (precipitacdo anual,
sazonalidade da precipitacdo). Certamente, diferentes mecanismos influenciam o padrédo
marcadamente alopéatrico dos taxons do complexo M. oreas e a estruturacdo geogréafica da

variabilidade fenotipica das espécies.
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Os componentes espaciais e ambientais investigados, aparentemente, foram fatores
decisivos na diferenciacdo fenotipica encontrada nos taxons do complexo M. oreas, o que é
concordante com as expectativas do isolamento por distancia (Wright 1943) e pelo isolamento
ambiental ou ecoldgico (Schluter 2009). Essa diferenciacdo estava associada com a
complexidade topogréfica e diminuicdo da temperatura (r = 0,52; P < 0,001; Capitulo 3) e
aumento da sazonalidade da precipitacdo (r = 0,68; P < 0,001; Capitulo 3) em latitudes mais
altas a partir do equador no leste do Brasil. Todos os taxons do complexo M. oreas sdo
polinizados por beija-flores e suas sementes sdo dispersas por lagartos, ambos territorialistas
(Colago et al. 2006; Gomes et al. 2013; F.M. Hughes, obs. pess.). Nesse sentido, o fluxo de
polen e sementes € escasso entre populacdes, o que poderia explicar a elevada estruturacdo
espacial da variabilidade morfolégica. Por outro lado, hipotetiza-se que as aves atuem como
dispersores de sementes em longas distancias (Taylor 1991), dessa forma, a elevada
heterogeneidade ambiental e o padrédo disjunto entre populacdes dos pares coespecificos do
complexo M. oreas (Capitulo 3) atuariam como forca estruturadora da variabilidade
morfologica encontrada no complexo, por reforcar o sucesso no estabelecimento de fenétipos
adaptados as condicdes locais (Sexton et al. 2014).

As métricas de variabilidade morfoldgica (D2, e ED) apresentaram tendéncias
latitudinais distintas. Por exemplo, D2, aumentou e ED diminuiu, ambas significativamente,
com 0 aumento da distancia do equador. Além disso, populagdes com valores mais altos de
D2, foram localizadas em habitats acima de 800 metros. Populacdes com plantas maiores
ocupam habitats mais distantes do equador e populagdes com espinhos maiores ocupam
latitudes menores. Em sintese, a interpretacdo dos padrdes espaciais da variabilidade
morfoldgica pode depender da métrica escolhida, reforcando a importancia do uso de varias
métricas. Adicionalmente, também demonstramos que a variabilidade morfologica ndo foi

relacionada estritamente com a distancia geografica e efeito altitudinal e latitudinal. Além
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desses efeitos, a variabilidade morfologica apresentou forte componente climatico na sua
estruturagéo, principalmente sob efeito da sazonalidade da precipitacdo (Tabela 3; Fig. 3).

A partir das analises de particdo da variancia explicativa dos modelos multiplos (OLS)
também demonstramos que o clima e o espaco sdo fatores importantes para a variabilidade
morfolégica no complexo M. oreas (Tabela 3; Fig. 4). Por exemplo, as métricas ED foram
sempre mais influenciadas pela distancia entre populacdes e tendéncias latitudinais, e menos
pelos preditores climéticos; e as métricas D2, foram mais influenciadas pelos preditores
climaticos seguido pelos preditores espaciais. Entretanto, a interacdo entre os preditores
espaciais e climaticos ndo apresentaram efeitos significativos e/ou explicaram muito pouco a
variancia do modelo (23%). Nesse sentido, sugerimos que o isolamento por distancia e o
isolamento ambiental agem de forma independente um do outro e afetam aspectos distintos da
variabilidade morfoldgica e organizacao espacial dos taxons.

Finalmente, os padrdes de divergéncia fenotipica interespecifica apresentados neste
estudo, juntamente com os padrdes de divergéncia de nicho ecoldgico observado entre os
pares coespecificos do complexo M. oreas (Capitulo 3), reforcam o status taxonémico atual
do complexo M. oreas e a importancia ambiental e espacial nessa divergéncia. No entanto,
associacdes detectadas entre fendtipos e variaveis ambientais e espaciais podem nao implicar
necessariamente em relagdes de causalidade, 0 que nesse caso requer estudos dissociativos
(p.e., analise fenotipica em condicdes controladas, experimentos de translocacdo). Todavia,
isso € relativamente dificil por se tratar de espécies de crescimento lento, o que requer um
maior corpo de evidéncias a partir de dados independentes (p.e. estruturacdo genética nuclear
e/ou plastidial). Podemos concluir provisoriamente que, a partir da diferenca observada na
preferéncia do nicho ecoldgico ocupado pelos taxons, a divergéncia de nicho foi o modelo
especiativo prevalente no complexo M. oreas, e que pode ter atuado como fator direcionador

do padrdo divergente de certos caracteres fenotipicos.
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Figura Suplementar 1. Mapa indicando os locais de coleta de dados morfoldgicos nas
populacdes do complexo M. oreas, com altitudes variando de 192 a 1.179 m e abrangendo
toda a amplitude geografico-ecoldgica das espécies. As populagdes nas quais foram coletados
os hol6tipos de todos os nomes especificos e infraespecificos envolvidos no sistema de

classificacdo atual foram incluidas, com excecao de M.b. bahiensis (ver Tabela S1).
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Figura S2. Representantes de cada tdxon sdo mostrados com escala e com os numeros de populacdes e individuos avaliados entre parénteses.

Cores séo apresentadas para facilitar interpretacéo.
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Figura S4. Representacdo dos valores dos trés primeiros eixos candnicos da CVA a partir de
15 caracteres morfologicos em 34 populacGes do complexo Melocactus oreas. (A) CVA 1le 2;
(B) CVA 1 e 3. Ver Tabela 1 para nome das populagdes e localidades. Para loadings das
variaveis mais explicativas a partir dos escores candnicos ver Tabela Suplementar 5.
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Figura S5. Coeficientes de correlacdo de Sperman e teste t com correcdo de Dutilleul (1993)
e correlacdo parcial das métricas de variabilidade morfologica a partir da distancia de
Mahalanobis (D2,) e distancia Euclidiana (ED) das popula¢des do complexo Melocactus
oreas, M. ernestii e M. e. subsp. ernestii com as variaveis geogréficas (latitude, longitude,
altitude e altovetor espacial dominante da matriz de distancia geogréafica), climaticas
(temperatura média anual, coeficiente de variacdo (CV) da temperatura, precipitacdo média
anual e CV precipitacdo) e relacdo superficie volume média em cada populacdo (S/V).
Variancia total explicada (r?) utilizando todas as variaveis: complexo M. oreas ED (84%) e
D2, (57%); M. ernestii ED (84,9%) e D2, (87%); subsp. ernestii ED (94,8%) e D2, (84,2%),
todas com P-valor < 0,01.
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Tabela S1 Localizacdo das populagdes estudadas. BA = Bahia; MG = Minas Gerais; PB = Paraiba; PE = Pernambuco. N = tamanho da amostra
para cada populacédo. * Localidade dos holotipos. Sindnimos e determinadores séo apresentados.

Altitude Coletor/
Espécies Nomes Holétipos Municipios UF N (m) Voucher

Melocactus oreas
subsp. oreas MooRB Rui Barbosa BA 14 426 FM Hughes Foto
M.o. oreas Moola lacu BA 15 272 FM Hughes 154357
M.o. oreas Moolt* Miquel (1840) Itatim* BA 15 352 FM Hughes 154355

M. rubrisaetosus  Buining et al. (1977)
M.o. subsp.
cremnophilus MocSe Seabra BA 14 1068 FM Hughes 154348
M.o. cremnophilus ~ MocMC* M cremnophilus Buining & Brederoo(1972)  Morro do Chapéu* BA 15 902 FM Hughes 141889
M.o. cremnophilus ~ Mocl] Jacobina BA 15 835 FM Hughes 154359
M.ernestii subsp. M. Buining & Brederoo(1975)
longicarpus MelFS florschuetzianus Francisco S& MG 8 989 FM Hughes
M.e. longicarpus MelPo* M. longicarpus Buining & Brederoo(1974)  Porteirinha* MG 15 661 FM Hughes 141893
M.e. longicarpus MelMA Monte Azul MG 17 840 FM Hughes 154342
M.e. longicarpus MelU M. montanus Ritter (1979) Urandi BA 17 592 FM Hughes 154352
M.e. longicarpus MelRA M. mulequensis Buining & Brederoo(1976)  Rio do Antdnio BA 16 550 FM Hughes 154344
M.e. subsp. ernestii Vitéria da

MeeVC Conquista BA 12 906 FM Hughes

M.e. ernestii MeeDB Dom Basilio BA 15 457 FM Hughes 154358
M.e. ernestii MeeBE* Vaupel (1920) Barra da Estiva* BA 15 926 FM Hughes 154346
M.e. ernestii MeeMC M. erythracanthus  Buining & Brederoo(1973)  Morro do Chapéu BA 15 925 FM Hughes 154345

M. oreas f. Braun(1988)

erythracanthus
M.e. ernestii MeeMa Maturéia PB 9 1073  FM Hughes 154350
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Tabela S1 Continuagéo ...

Altitude Coletor/
Espécies Nomes Holbtipos Municipios UF N (m) Voucher
M.e. ernestii Brejo da Madre de
MeeBMD Deus PE 16 1061 FM Hughes 154351
M.e. ernestil MeeAl Alagoinha PE 15 601  FM Hughes 154339
M.e. ernestil MeeFS Feira de Santana BA 15 192  FM Hughes 154362
M.e. ernestil Meelp Ipira BA 15 265  FM Hughes 154338
M.e. ernestil Meela M. longispinus Buining et al. (1977) lacu BA 15 272  FM Hughes 154363
M. interpositus Ritter (1979)
M. oreas var. Braun(1988)
longispinus
M.e. ernestil Meelt Itatim BA 14 303 FM Hughes 154336
M.e. ernestii MeePA M. azulensis Buining et al. (1977) Pedra Azul MG 7 621  FM Hughes 141490
M. oreas f. Braun(1988)
azulensis
M.e. ernestii Meelta M. nitidus Ritter (1979) Itaobim MG 16 334  FM Hughes 141491
M. conoideus Buining & Brederoo(1973)  Vitéria da
McoVC* Conquista BA 13 1063  FM Hughes
M. bahiensis subsp.
amethystinus MbaGM M. ammotrophus  Buining et al. (1984) Grédo Mogol MG 14 665 FM Hughes 154343
M.b. amethystinus ~ ppalta-1 = M. lensselinkianus  Buining & Brederoo(1974)  |taobim MG 13 269 FM Hughes 141492
M.b. amethystinus  npaita-2 Itaobim MG 13 270  FM Hughes Foto
M.b. amethystinus M. amethystinus Buining & Brederoo(1972)  Brejinho das
MbaBA* Ametistas* BA 10 840 FM Hughes
M.b. amethystinus  ppaCa M. griseoloviridis ~ Buining & Brederoo(1974)  carbonita MG 7 559 FM Hughes
M.b. subsp.
bahiensis MbbBE ltuacu BA 8 833 FM Hughes 154360
M.b. bahiensis MbbSe Seabra BA 5 1029  FM Hughes 141890
M.b. bahiensis MbbRB Rui Barbosa BA 9 427  FM Hughes 154341
M.b. bahiensis MbbCa Cetés+Aguas Claras PE 6 924  FM Hughes Foto
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Tabela S2 Caracteres taxondmicos mensurados nas populagcdes do complexo Melocactus
oreas. Siglas das varidveis representadas entre parénteses. Varidveis utilizadas na conducgao

das

analises multivariadas em negrito, com nivel de correlacdo < 0,60.

Caracteres vegetativos

O© 00 NOoO O WD P

NNNNNNNRPRRRRRRRR R
R WNPFPOOWM~NOOUON~WNIEREREO

25.

. Largura do Cladddio (DV)

. Altura do Cladddio (AV)

. Largura do Cefalio (DR)

. Altura do Cefélio (AR)

. Razéo Diametro:Altura (DV/(AV)

. Nimero de Costelas (NC)

. Nimero de Costelas Pequenas (NCp)
. Numero de Aréolas (NA)

. Largura da Costela a ¥a (WY4)*

. Largura da Costela a ¥2 (W%2)*

. Largura da Costela a % (W3¥4)*

. Altura da Costela (PC)

. Disténcia entre Costelas (DC)

. Distancia entre Areolas (DA)

. Altura da Aréola (CA)

. Largura da Aréola (LA)

. NUmero de Espinhos por Aréola (NEA)

. NUmero de Espinhos Centrais por Aréola (NEC)

. NUmero de Espinhos Radiais (NER)

. Largura do Espinho Central (DEC)

. Comprimento do Espinho Central (CEC)

. Comprimento do Maior Espinho Radial da Direita (CRD)
. Comprimento do Maior Espinho Radial da Esquerda (CRE)
. Comprimento do Espinho Radial Inferior (CRI)
Proporcao superficie volume (S/V)

* Largura das costelas até um, dois e trés quartos do comprimento desta
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Tabela S3 Caracteres morfologicos utilizados nas anélises morfométricas de 34 popula¢es do complexo Melocactus oreas no leste do Brasil.

Descritores M.Db. M.b. M M.o. M.o. M.e. M.e.

amethystinus bahiensis conoideus oreas cremnophilus longicarpus ernestii
DV 158,0 +19,8 ™ 166,5+ 16,6 169,5+6,8 151,6 +16,7° 132,9+12,6° 141,4 +29,7° 153,7 +18,8"™
(119,4 - 196,0) (134,9 - 192,2) (154,7 - 180,6) (120,5 - 185,3) (111,9 - 167,5) (95,5 - 210,4) (112,8 - 219,3)
AV 109,2 +13,0° 109,7 +15,4° 95,6 +12,2° 108,5 +21,1° 93,6 +16,0° 126,6 +30,6 ° 115,6 + 23,8 ™
(80,3 - 135,6) (77,0 - 142,3) (76,4 - 116,3) (72,0 - 151,9) (62,1 - 132,4) (54,2 - 215,3) (75,3 - 212,0)
DR 69,8 +13,1° 71,4+126° 79,9+32° 64,1+65% 62,2 +10,8° 67,3+9,6% 69,7+9,2°
(25,8 - 94,2) (41,1 - 88,1) (76,7 - 87,2) (48,0 - 76,3 (37,8 - 89,9) (45,1 - 86,4) (33,8 - 88,5)
AR 33,6 +158° 34,9+17,6° 52,0+9,8° 36,7+127%® 32,4+14,0° 40,9 +16,6 ® A77+241"%
(6,8 - 64,6) (7,8 - 63,6) (29,5 - 67,0) (14,1 - 66,2) (12,9 - 79,8) (11,1 - 80,2) (11,2 - 165,4)
DV/ AV 15+0,2° 1,5+0,2° 1,8+0,2° 1,4+0,2° 1,5+0,3° 1,2+0,3° 1,4+0,3°
(0,9 - 2,0 (1,2 -1,9) (1,4-22) (1,0-2,1) (0,9-2,2) (0,6 - 2,5) (0,7-2,2)
NC 10,0+0,6° 97+1,0° 122+1,1"™ 126+13° 12,0+0,8 ™ 10,1+0,4° 116 +1,4°
(9,0 - 11,0) (8,0 - 12,0) (11,0 - 14,0) (10,0 - 15,0) (10,0 - 14,0) (9,0 - 11,0) (9,0 - 15,0)
NCp 1,7+16° 09+16" 1,0+1,4° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 04+11% 04+11%®
(0,0 - 6,0) (0,0 - 5,0) (0,0 - 4,0 (0,0 - 0,0) (0,0 - 0,0) (0,0 - 5,0) (0,0 - 6,0)
NA 86+1,0"™ 84+0,6"™ 76+0,7° 84+1,0° 77+10° 93+19° 90+15"™
(6,3-11,3) (7,3-10,0) (6,0 - 8,5) (6,0 - 11,0) (6,0 - 10,7) (6,7 - 15,0) (6,3 - 14,3)
WY, 256+49° 292+56° 244+37° 19,9+3,1° 19,6 +3,3° 244 +56° 232+42"
(15,9 - 35,9) (17,1 - 39,0) (15,5 - 30,3) (13,6 - 26,3) (13,5 - 26,6) (15,5 - 39,9) (10,5 - 33,2)
W2 35,1+6,3° 419+57°¢ 335+4,3"° 285+45° 27,8+39° 32,4+86" 32,6+54°"
(22,4 - 50,8) (31,4-52,2) (23,2 - 39,8) (16,4 - 37,5) (19,8 - 36,0) (17,7 - 57,5) (16,0 - 45,8)
W 430+72° 496 +5,6° 415+52"™ 341+44° 335+43° 36,3+9,6° 389+6,0°"
(31,0 - 59,3) (38,4 - 61,0) (32,7 - 48,4) (24,4 - 42,9) (24,1 - 42,0) (19,5 - 64,8) (22,7 - 54,4)
PC 31,6+5.1° 31,3+27° 254+20° 223+31° 20,1+2,0° 283+57°¢ 275+50°¢
(22,6 - 41,1) (26,4 - 37,6) (21,6 - 28,4) (17,3 - 29,2) (15,6 - 24,4) (17,3 - 43,2) (14,1 - 42,8)

Letras ao lado de cada valor indicam médias significativamente diferentes pelo teste de Student-Newman-Keuls post hoc (p < 0.05). Valores sdo media + desvio padrdo
(minimo-méaximo); valores em milimetros (exceto NC, NCp, NEA, NEC e NER, que estdo em unidades). Ver Tabela 2 para os nomes das variaveis.
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Tabela S3 Continuagéo ...

Descritores M.b._ Mb _ M M.o. M.o. _ M.e. M.e._.
amethystinus bahiensis conoideus oreas cremnophilus longicarpus ernestii
DC 49,4+79° 55,5+6,1° 46,0 + 3,8 39,3+55" 35,7+3,9° 449+95° 452+72°
(31,8 - 69,4) (45,0 - 69,3) (37,9 - 50,2) (27,6 - 50,7) (28,3 - 44,1) (23,7 - 74,4) (24,3 - 62,2)
DA 22,3+33° 242+37° 186 +1,1° 229+34° 19,9+3,1°2 229+50° 226+42"
(15,6 - 28,8) (17,6 - 30,4) (16,9 - 20,4) (16,7 - 30,1) (15,1 - 26,4) (14,3 - 37,9) (13,7 - 37,9)
CA 84+1,1° 87+15° 79+04° 81+1,1° 6,7+0,8% 98+17°¢ 86+16"
(6,5-11,1) (6,0 - 11,1) (7,3-9,0) (5,8 - 10,2) (5,5 - 8,5) (6,2 - 13,1) (5,3 - 14,7)
LA 6,2+0,6" 65+1,0° 6,0+0,4" 58+0,8° 52+0,5°2 72+11° 6,4+12°
(5,0 - 7,5) (4,8 - 8,6) (5,1 - 6,6) (4,1-74) (4,3-6,1) (5,1-9,5) (3,6 - 12,2)
NEA 11,9+0,9" 125+2,3° 11,9+1,2"% 105+1,4° 11,6 +2,9° 174+14°¢ 152+1,6°
(11,0 - 13,7) (9,0 - 15,8) (10,0 - 14,0) (7,7 - 12,5) (9,0 - 16,0) (14,5 - 20,3) (11,0 - 19,3)
NEC 2,6+0,8° 26+14" 20+14° 2,3+1,1% 22+14%® 53+172° 43+11°
(1,0 - 3,8) (1,0 - 4,0) (1,0 - 3,0) (1,0 - 4,0) (1,0 - 4,0) (3,8-8,0) (2,0 - 8,0)
NER 9,2+0,8"° 99+10° 10,0+0,6°¢ 8,3+0,8° 95+1,6°" 12,1+05° 10,9+1,0¢
(7,7-10,7) (8,0 - 11,8) (9,0 - 11,0) (6,7 - 10,0) (7,3- 12,0 (10,5 - 13,3) (8,0 - 13,0)
DEC 1,4+0,2% 1,5+0,2¢ 1,3+0,1° 1,5+0,2“ 1,1+0,1° 1,2+0,2° 1,3+0,2"™
(1,1-1,8) (1,1-1,8) (1,1-1,5) (1,1-1,9) (0,8 -1,4) (0,9 - 1,6) (0,9-1,9)
CEC 294+41° 31,0+4,8° 128+1,7° 264+44° 32,0+35° 35,4+55"1 451+84°¢
(20,3 - 38,4) (21,5 - 40,4) (9,7 - 14,6) (16,8 - 36,4) (23,2 - 39,7) (23,8 - 46,6) (28,5 - 68,4)
CRD 25,0+2,6"™ 26,0+23° 151+1,4° 25,2 +3,3" 234+23° 275+46° 26,8+6,0°
(19,0 - 29,9) (20,0 - 29,7) (13,1 - 16,7) (17,2 - 32,9) (17,6 - 27,8) (18,9 - 36,2) (18,8 - 45,1)
CRE 247+23° 269+25¢ 154 +1,4° 248+35" 240+28"° 285+49° 276+6,0
(19,8 - 28,9) (21,3 - 31,0) (13,4 - 17,6) (14,5 - 33,1) (17,9 - 31,2) (18,0 - 40,8) (18,4 - 47,5)
CRI 38,0+3,2°" 41,1+71° 21,1+25° 47,2 +53° 55,4 +6,3°¢ 548+7,1°¢ 751+123F
(28,1 - 45,4) (28,6 - 53,1) (17,1 - 24,9) (36,9 - 58,7) (39,0 - 69,4) (33,3 - 74,2) (51,9 - 114,5)
SIV 0,096 + 0,015 ° 0,085 + 0,010 0,104 +0,012"™  0,123+0,017¢  0,130+0,015" 0,116 +0,031%* 0,109 + 0,020 ©

(0,067 - 0,134)

(0,064 - 0,103)

(0,092 - 0,135)

(0,089 - 0,170)

(0,103 - 0,167)

(0,067 - 0,210

(0,072 - 0,183)
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Tabela S4 Matriz de classificagdo das OTUs nas andlises de discriminantes e variabilidade morfoldgica baseada em 15 caracteres vegetativos
em 34 populagdes do complexo Melocactus oreas. Prob., Probabilidade de correta classificacdo das OTUs. ED, média da distancia Euclidiana;
D2m, mediana da distancia generalizada de Mahalanobis dos individuos para o centrdide da populacdo. *Awmrep de todas as populagdes.

% GMIt-1 It-2 BA Ca BE RB Se Ca VCRB la It Se MC J FS Po MA U RA VC DB BE MC Ma BMD Al FS Ip la It PA Ita D2m ED
MbaGM 64 9 2 3 12.5 46.6
Mbalt-1 85 1 2 15.2 47.5
M balt-2 100 13 10.9 345
MbaBA 70 2 17.7 51.2
MbaCa 86 1 6 13.2 35.3
MbbBE 100 10.3 36.1
MbbRB 100 10.1 30.6
MbbSe 100 3.3 275
MbbCa 83 12.3 38.2
McoVC 100 13 11.7 26.9
MooRB 93 13 1 12.6 33.5
Moola 87 1 13 1 10.4 37.7
Moolt 93 14 1 11.9 44.1
MocSe 100 14 10.1 34.1
MocMC 93 1 14 9.4 31.5
Moc) 100 15 8.1 38.1
MelFS 100 10.1 40.1
MelPo 100 15 17.8 53.5
MelMA 94 1 16 13.0 42.9
MelU 88 15 1 1 13.3 65.6
MelRA 94 15 8.6 54.3
MeeVC 100 12 5.8 30.0
MeeDB 100 15 13.3 42.6
MeeBE 93 1 14 8.7 34.5
MeeMC 100 15 14.3 45.1
MeeMa 100 9 95 77.2
MeeBMD 88 14 1 1 18.1 59.6
MeeAl 67 4 1 10 12.9 45.8
MeeFS 100 15 6.7 38.2
Meelp 93 1 14 6.1 30.3
Meela 87 2 13 10.9 47.2
Meelt 93 1 13 6.2 35.0
MeePA 86 1 6 11.8 47.9
M eelta 100 16 10.9 44.7

Total 922 9 13 16 7 11 9 5 10 5 13 14 15 15 15 15 15 9 16 16 16 16 14 15 14 15 13 15 11 18 14 14 13 6 16 0.349*

Prob.

0.9 0.70.8 1.0 0.6 0.8 0.9 1.0 1.0 0.8 1.0 0.8 0.8 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 0.9 1.0 0.8 0.7 0.9 0.9 0.9 0.9 0.8 1.0

Ver Tabela S1 para os nomes das populagoes.
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Tabela S5 Correlagcdo entre as varidveis originais e 0s cinco primeiros eixos das variaveis

candnicas (CVA) para as 34 populagdes do complexo Melocactus oreas.

#ID Root 1 Root 2 Root 3 Root 4 Root 5
DV 1 0,044 -0,278 -0,249 0,285 0,256
AV 2 -0,075 0,214 0,259 -0,170 0,107
DR 3 -0,061 0,014 -0,174 0,256 -0,084
NC 6 0099 -0,629 -0445 0,252 -0,093
NCp 7 0048 -0,0/5 -0,155 -0,161 -0,020
NA 8 0,007 -0,335 -0,129 0,756 -0,517
W3, 11 0,146 -0,434 0,040 -0,177 -0,110
PC 12 -0,182 0,114 -0,156 -0,263 0,385
DA 14 0,073 0,293 0,335 -0,022 0,106
LA 16 -0,010 0,261 0,251 0,176 0,179
NEA 17 -0,665 0,403 -0,601 0,108 0,019
DEC 20 0,316 -0,328 -0,092 0,591 0,506
CRE 23 0,110 0,383 0,490 0,322 -0,488
CRI 24 -0,774 -0,649 0,280 -0,195 0,133
SIV 25 -0,013 0,026 0,199 0,209 -0,011
Autovalor 17,948 8,753 3,460 3,224 2,162
% Variancia 45,69 20,85 8,38 7,81 5,24

Ver Tabela S2 para 0s nomes das variaveis.
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Resumo

Assinaturas  filogeograficas emergem da complexidade topogréfica e flutuacbes
paleoclimaticas regionais. Nesse estudo, trés espacadores intergénicos cloroplastidiais (trnS-
trnG, trnT-psbD e atpL-atpH) foram sequenciados em 513 individuos de 37 populagdes,
abrangendo toda a amplitude geogréfico-ecoldgica conhecida das quatro espécies do
complexo Melocactus oreas, todas endémicas do leste do Brasil. Analises de diversidade
genética e estruturacdo espacial foram realizadas. Modelagem de nicho foi utilizada para
reconstruir a paleodistribuicdo e validar padrdes filogeogréaficos. Identificamos 19 haplétipos
com padrédo consistente entre as espécies do complexo M.oreas. A distancia genética (Fsr) foi
associada positivamente com a complexidade topogréafica e distancia altitudinal. Linhagens
microendémicas e estruturadas geograficamente foram reconhecidas. Padréo de expanséo sul-
norte foi observado, com provaveis reflgios nas serras e chapadas. OscilacBes notaveis na
paleodistribuicdo do nicho climatico do complexo M. oreas durante o pleistoceno foram
observadas, principalmente sobre efeito da precipitacdo anual e da temperatura média do
trimestre mais frio e mais quente. Com base nas nossas analises, sugerimos que a
complexidade topografica da paisagem e as oscilacbes climaticas no leste do Brasil
desempenharam um importante efeito na historia demografica e estruturacdo espacial de
haplotipos do complexo M. oreas. Em geral, a delimitacdo morfoldgica atual das espécies do
complexo M. oreas foi congruente com as diferencas genéticas, mas ndo existe relacdo clara

entre os taxons infraespecificos. Implicacbes taxondmicas sao apresentadas.

Plavras-chave: Cactaceae, complexidade topografica, expansdo populacional, glaciacdes

pleistocénicas, histéria demografica, modelagem de nicho, refugio
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Introducéo

As espécies ocupam faixas ambientais adequadas as suas exigéncias minimas e podem
se deslocar acompanhando as variagcdes espaco-temporais no clima (Avise 2000; Pulliam
2000; Davis & Shaw 2001). Frequentemente, esses deslocamentos s&o acompanhados por
marcas genéticas que podem estar associadas, além do clima, com a complexidade topogréafica
e capacidade dispersiva (Turchetto-Zolet et al. 2013). Nesse contexto, estudos das relagdes
filogeograficas tém representado uma fonte importante de informagéo sobre marcas genéticas
historicas (Hickerson et al. 2010), possibilitando a identificacdo de zonas de contato
secundario, refugios pleistocénicos e rotas de dispersdo (Kidd & Ritchie 2006; Stewart et al.
2010).

Flutuacdes climaticas no Pleistoceno influenciaram na expansao e retracdo de especies
tanto no hemisfério norte (Hewitt 2004) quanto no hemisfério sul (revisado em Sérsic et al.
2011, Turchetto-Zolet et al. 2013) e foram associadas, principalmente, com variacdes na
temperatura e na quantidade de chuva. A compreensdo do padrdo de expanséo e retracdo da
distribuicdo de espécies na América do Sul é reforcado com o aumento expressivo de estudos
filogeogréaficos e de paleodistribuicdo (revisados em Turchetto-Zolet et al. 2013). Neste caso,
a integracdo de dados moleculares e modelos de paleodistribuicdo, pela sua natureza
complementar, tem proporcionado um aumento no realismo dos modelos histéricos,
melhorando as interpretacdes filogeograficas sobre a importancia dos eventos climaticos e
topograficos para a configuracao da estrutura genética populacional e padrdes biogeogréaficos
(Carstens & Richards 2007; Werneck et al. 2012; Cosacov et al. 2013). Entretanto, estudos
filogeogréaficos realizados com plantas no bioma Caatinga no leste brasileiro sdo raros (p.e.,
Caetano et al. 2008; Pinheiro et al. 2014), o que dificulta uma abordagem comparativa da

historia demogréafica de diferentes espécies no bioma.
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O bioma Caatinga, restrito ao semi-arido no leste do Brasil, é constituido pelo maior e
mais isolado nucleo de floresta tropical seca da América do Sul (Werneck et al. 2012). A sua
flora (Pennington et al. 2009) pode ser reflexo da elevada complexidade topogréfica (Velloso
et al. 2002; Queiroz 2006) e de eventos de expansdo e retracdo dos nucleos aridos durante o
Mioceno e Pleistoceno (Arakaki et al. 2011). Em ambientes aridos e semi-aridos, os controles
climaticos e biogeoquimicos representam um dos principais fatores reguladores da
funcionalidade e dindmica desses ecossistemas, uma vez que a disponibilidade hidrica é o
principal direcionador da atividade bioldgica (Maestre et al. 2012; Delgado-Baquerizo et al.
2013). Nesse contexto, as mudancas nos regimes de precipitacdo durante as oscilagdes
climaticas do passado podem ter influenciado de maneira notavel a distribuicdo das espécies
de plantas no leste do Brasil (revisados em Werneck et al. 2011). Por exemplo, as florestas
tropicais secas e savanas podem ter se expandido durante o Ultimo Maximo Glacial (LGM,
21.000 anos antes do presente AP), com posterior fragmentacdo da distribuicdo das espécies
tolerantes a seca no Ultimo Interglacial (LIG, ~120.000 - 140.000 AP), caracterizados por
climas mais quentes e umidos (Clapperton 1993; Behling 2003).

O efeito das flutuacBes paleoclimaticas no bioma Caatinga também pode ser notado
nos afloramentos rochosos isolados formados pela pediplanagédo, onde climas aridos e semi-
aridos alternados por climas Uumidos proporcionaram a evolucdo da paisagem (Clapperton
1993). Alguns autores tém considerado a hipdtese destes afloramentos terem atuado como
refugio para comunidade de plantas adaptadas a seca durante os interglaciais (Bennet &
Provan 2008; Speziale & Ezcurra 2012), o que pode ser notado pela baixa similaridade
floristica e microendemismos (Conceicao et al. 2007; Gomes & Alvez 2009) e o padrdo de
diversidade genética e haplotipica distintos entre o habitat circundante e outros afloramentos
(Pinheiro et al. 2014). Os padr6es de endemismos em afloramentos rochosos também tém sido

explicados pela sua natureza insular e eventos estocasticos de colonizacdo (Porembsky et al.
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1998), com a deriva genética atuando como um importante fator na estruturacdo genética e
especiacdo (Barbard et al. 2007; Bonatelli et al. 2014). Adicionalmente, esses habitats podem
estar associados com condi¢des climaticas contrastantes, o que também favoreceria a atuagédo
de mecanismos seletivos em funcdo da divergéncia ecoldgica (Schluter 2009) e ndo
puramente pelo isolamento por distancia (Wright 1943).

O leste do Brasil € o terceiro maior centro de diversidade de Cactaceae no Neotropico
e centro de diversidade do género Melocactus Link & Otto. As cacticeas apresentam um
grupo taxondémico com limitada divergéncia em sequéncias plastidiais devido a sua origem
recente (Ritz et al. 2007; Arakaki et al. 2011), mas com notavel radiacdo adaptativa (Taylor &
Zappi 2004; Helsen et al. 2009a). Particularmente, os taxons do complexo Melocactus oreas
(Cactaceae) possuem um padrdo morfolégico hipervariavel (Taylor & Zappi 2004), o que
pode ser reflexo da natureza insular e da diferenca ambiental entre os habitats que ocupam
(Capitulo 4), e das flutuacdes climaticas do passado (Clapperton 1993; Pinheiro et al. 2014).
As populacBes do complexo M. oreas localizadas na regido central da distribuicdo estdo
inseridas em um sistema definido por Ab’Saber (2003) como semi-arido acentuado ou sub-
desértico, enquanto que as populagdes localizadas mais ao sul encontram-se nos dominios do
semi-arido moderado, com faixas sub-Umidas. Além disso, chapadas e serras na porg¢ao norte,
sul e central proporcionam regides menos aridas, com pluviosidade acima de 1.000 mm.ano-!
e menos de seis meses secos, contrastando com os valores observados na regido central
(abaixo de 600 mm.ano-1). Neste caso, diferentes regimes de selecdo entre populacdes
poderiam reforcar o sucesso de fendtipos adaptados as condicdes locais. As espécies do
género Melocactus sdo predominantemente alégamas, polinizadas por beija-flores, e suas
sementes sdo dispersas por lagartos, ambos territorialistas (Figueira et al. 1994; Gomes et al.
2013), o que limita o fluxo de polen e de sementes entre populagdes, 0 que pode ser a0 menos

em parte responsavel pelo padrdo morfoldgico hipervariavel (Capitulo 4). Por fim, linhagens
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ancestrais podem ter experimentado expansdo populacional e contato secundario repetidas
vezes durante os periodos glaciais, como sugerido para outras espécies de cactos (p.e., Helsen
et al. 2009a; Bonatelli et al. 2014), contribuindo para o padrdo complexo de variagédo
morfolégica. Todas essas questdes tém causado confusdes taxondmicas e criacdo de
complexos de espécies ou de muitas espécies microendémicas de cactos no leste do Brasil
(Taylor & Zappi 2004; Machado et al. 2005).

Os objetivos deste estudo foram: 1) investigar a histéria evolutiva dos representantes
do complexo M. oreas a partir de marcadores cloroplastidiais; 2) avaliar possivel divergéncia
de nicho climético entre espécies através das paleodistribuicBes; 3) entender a origem da
distribuicdo geografica disjunta dos elementos constituintes do complexo M. oreas e
correlacionar a complexidade topografica com a estruturacdo de haplétipos; 4) verificar se o
complexo Melocactus oreas corresponde a um complexo de varias espécies microendémicas
com distribuicdo restrita, ou se corresponde a uma Unica espécie com grande variacdo
morfologica e ampla distribuicdo. Neste contexto, empregaremos abordagens taxonémicas
integrativas, em que os padrdes morfologicos (Capitulo 4) e de divergéncia ecologica
(Capitulo 3), associados com os padrdes de variabilidade haplotipica das espécies e
subespeécies do complexo M. oreas, podem auxiliar na delimitacdo destes taxons de maneira
mais confiavel (de Queiroz 2007; Padial et al. 2010).

A divergéncia ecologica em alopatria tem sido sugerida como o modelo especiativo
prevalente no complexo M. oreas, e pode ter atuado como fator direcionador do padréo
divergente dos caracteres fenotipicos (Taylor & Zappi 2004; Capitulo 3; Capitulo 4). Dessa
forma, flutuacbes paleocliméticas associadas com a elevada complexidade topogréfica da
paisagem e padrdo insular das popula¢es do complexo M. oreas devem ter desempenhado
papéis importantes na sua histéria demografica. Se as populac6es centrais de terras baixas da

distribuicdo ndo foram extintas durante os periodos interglaciais (LIG) no Pleistoceno
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(hipbtese da persisténcia in situ), entdo a diversidade genética e o nimero de hapldtipos
Unicos dentro das populacdes deve ser elevado e comparavel as populagbes localizadas no
norte e sul da Caatinga e nas areas de chapadas e serras. Além disso, a paleodistribuicdo deve
mostrar areas comparaveis de adequabilidade ambiental entre a regido central com as regifes
norte e sul. Por outro lado, se as populacdes foram afetadas pela expansdo das florestas
tropicais no LIG (hipétese da diminuicdo da vantagem competitiva), com a diminuicdo da
vantagem competitiva sob essas condicOes, as populagdes que habitam a regido central em
terras baixas devem apresentar um padrdo muito diferente dos setores norte e sul, e das areas
de chapadas e serras. Em primeiro lugar, a diversidade deve ser mais baixa que o observado
nas outras areas. Em segundo lugar, um sinal de expansdo da populacdo para leste que
acompanha o aumento da aridez durante os glaciais maximos (LGM) deve ser evidente. Em
terceiro lugar, a paleodistribuicdo deve mostrar baixas probabilidades de ocorréncia no LIG
principalmente nas regides de terras baixas da porcdo central da distribuicdo e maior

probabilidade em altitudes mais elevadas.

Materiais e Métodos
Espécies e amostragem populacional

Os taxons que constituem o complexo Melocactus oreas (= M. oreas subsp. oreas e
subsp. cremnophilus, M. ernestii subsp. ernestii e subsp. longicarpus, M. bahiensis subsp.
bahiensis e subsp. amethystinus, e M. conoideus) sdo endémicos do leste do Brasil, e se
distribuem em afloramentos rochosos em uma gama de variagdes altitudinais e litologicas
(Tabela 1, Fig. 1), com excecdo de M. conoideus, conhecida para uma Unica localidade onde
se estabelece em substrato de cascalho de quartzo (Taylor & Zappi 2004). Foram amostradas
populacdes ocorrentes em todas as localidades nas quais foram coletados os hol6tipos de

todos os taxons envolvidos, com excecdo de M. b. subsp. bahiensis (Tabela 1) devido a
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extin¢Bes locais por coleta ou mineragdo (obs. pess.). A nomenclatura dos tdxons abordados
segue Taylor & Zappi (2004). Todos os vouchers foram depositados no herbario da
Universidade Federal de Minas Gerais (BHCB).

Tecidos de 513 individuos adultos dos sete tdxons constituintes do complexo M. oreas
a partir de 37 populacdes (Tabela 1), foram coletados e armazenados em silica gel. Foram
coletados tentativamente cerca de 15 individuos por populacdo, mas em funcdo da
disponibilidade de individuos adultos, este nimero variou de cinco a 17 (média = 14 + 3
indiv./pop.). Espécimes foram coletados abrangendo toda a amplitude geogréafico-ecolégica
conhecida das subespécies (Taylor & Zappi 2004). Caracteristicas dos habitats de todas as
populacdes e acrénimos estdo apresentados na Tabela 1. A distancia entre populacGes variou
de 100 m (Moola — Meela) a 1.390 km (MbaCa — MeeMa). As amostras de um individuo por
espécie de M. salvadorensis e M. zehntneri foram incluidas como grupos externos nas

analises.

Dados genéticos

O DNA total dos individuos foi extraido de 100 mg de tecido seco utilizando o
protocolo de De la Cruz et al. (1997), adaptado para mini-preparacfes (Cota-Sanchez et al.
2006) e combinado com a etapa inicial de lavagem com Sorbitol do protocolo de Russel et al.
(2010). Ver Apéndice 1 para detalhamento do protocolo de extracdo e selecdo de primers
plastidiais. Trés marcadores da regido longa de copia Unica (LSC) do cpDNA mais
informativos para o complexo M. oreas, trnS-trnG, trnT-psbD e atpL-atpH (Shaw et al. 2007)
foram amplificados através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com temperatura de
anelamento (TA) de 51°C. Produtos da PCR foram purificados com o protocolo EDTA
(Biossystems) e sequenciados nas orientacGes senso e antisenso com 0s primers originais da

PCR utilizando ABI BigDye Terminators 3730XL (Applied Biosystems, Inc). A matriz de
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dados foi 96% completa, faltando 64 sequéncias do total possivel de 1.539. Apos estimativa
da precisdo de cada base nucleotidica pelo algoritmo PHRED (Togawa & Brigido 2003)
sequéncias consenso foram obtidas com o algoritmo CAP3 (Huang & Madan 1999). Todas as
sequéncias dos haplotipos foram depositadas no GenBank (aguardando nimeros de acesso).
Cada conjunto de sequéncias foi alinhado utilizando MUSCLE (v. 3.6, Edgar 2004) e editadas
manualmente no MEGA 5.2. Regides de m& qualidade nas extremidades foram excluidas.
Como ndo detectamos incongruéncia filogenética significativa entre as trés regibes (P =
0,270), a partir do teste de homogeneidade da particdo (PHT) realizada no PAUP v4b10
(Swofford 2002), essas foram concatenadas como uma Unica sequéncia e empregadas nas

analises posteriores.

Relacdes haplotipicas, histdria demografica e estrutura genética populacional

As relagdes haplotipicas foram inferidas através do algoritmo median-joining (Bandelt
et al. 1999) implementado no software Network 4.2.0.1 (Forster et al. 2004), usando um limite
de probabilidade de conexdo de 95%. Divisdes entre linhagens suportadas pela analise de
redes de haplétipos foram consideradas para a identificacdo de barreiras geogréficas.

O numero de haplotipos (h), a diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (m) (Nei
1987) foram estimadas para cada populacéo e para o complexo M. oreas utilizando o software
Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010). Para testar a hipotese nula de homogeneidade
das frequéncias alélicas entre populacdes, empregamos o indice de fixagcdo @ (Weir &
Cockerham 1984). Analise hierarquica de variancia molecular (AMOVA) foi implementada
no software Arlequin. AMOVAs foram realizadas com: (1) populacGes divididas de acordo
com os taxons subespecificos descritos por Taylor & Zappi (2004) e (2) populacdes divididas
de acordo com os haplogrupos (Figura 1). Adicionalmente, analise de autocorrelacdo espacial

entre haplétipos foi empregada para detectar estruturas genéticas usando o software SAM v4.0
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(Rangel et al. 2010) com 10.000 permutagdes em classes de distancia de 50Km.
Adicionalmente, a associacdo da diversidade haplotipica com a variacdo da temperatura
(bio_4) e precipitacdo (bio_15), e possiveis tendéncias latitudinais e longitudinais foram
testadas no software SAM.

A hipétese de que o padrdo atual de diversidade haplotipica e distribuicdo reflete a
contracao de uma antiga populacdo amplamente distribuida foi testada usando o indice de
neutralidade de Tajima D e os testes Fu e Fs implementados no Arlequin. Os valores
negativos destas estatisticas indicam um excesso de alelos raros ou novas mutagdes na
genealogia resultante de qualquer expansdo populacional. Distribuicdo mismatch, baseada na
distribuicdo das diferencas pareadas entre sitios nucleotidicos foi conduzida no Arlequin com
10.000 bootstraps para intervalos de confianca aproximados. O teste de bondade do ajuste
com base na soma dos desvios quadrados (SSD) e indice de irregularidade (raggedness index,
Rh) foram usados para testar o ajuste da distribuicdo. Um crescimento populacional subito
produz distribui¢cbes unimodais, enquanto que uma populacdo com tamanho estavel ou em
declinio produz distribuicdes multimodais (Schneider & Excoffier 1999; Excoffier 2004). A
matriz de diferenciacdo genética entre populacdes Fst (linearized pairwise; Weir &
Cockerham 1984) foi estimada com 10.000 permutagdes no software Arlequin.

Para estimar a complexidade topografica ao longo de vetores entre pares de
populacdes (Guarnizo & Cannatella 2013), utilizamos o pacote 3D Analyst do ArcMap v.10
(ESRI, Redland, CA) e um modelo de elevacdo da STRM com resolucdo de 250 m
(http://srtm.csi.cgiar.org/). As matrizes de distancia geografica, distancia perpendicular
Euclidiana e a distancia do contorno entre populacdes foram empregadas na construcdo da
matriz de complexidade topogréfica (ver Guarnizo & Cannatella 2013 para detalhamento).
Razbes maiores entre elementos das matrizes indicam maior complexidade topografica na

paisagem entre popula¢fes. Adicionalmente, uma matriz de distancia euclidiana ambiental
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entre populacbes foi construida a partir dos valores de elevacdo (STRM) e nove variaveis
biocliméticas (base de dados Worldclim, Hijmans et al. 2005): temperatura média anual
(bio_1), temperatura média do trimestre mais quente (bio_10), temperatura média do trimestre
mais frio (bio_11), precipitacdo anual (bio_12), precipitacdo do periodo mais seco (bio_14),
precipitacdo do trimestre mais frio (bio_19), temperatura média da variacdo diurna (bio_2),
isotermalidade (bio_3) e sazonalidade da temperatura (bio_4) e da precipitacdo (bio_15).

Para determinar a associacdo entre a diferenciacdo genética (Fst) com algum fator
espacial (i.e., complexidade topografica, distancia euclidiana e distancia ambiental), usamos a
modelagem causal (Legendre & Trousselier 1988; Cushman & Landguth 2010). Modelos que
descrevem o efeito de varias combinacdes de variaveis espaciais na diferenciacdo genética
entre populagcdes foram caracterizados por uma combinacao unica de correlagdes parciais. Os
modelos foram testados com correlagbes parciais de Mantel no programa ZT v.1.1 com
10.000 permutacdes (Bonnet & Van de Peer 2002). Estes efeitos foram avaliados no

complexo M. oreas e nos haplogrupos (Figura 1).

Modelagem de nicho e paleodistribuicéo

Para complementar as analises filogeogréaficas e identificar as areas climaticamente
estaveis onde o complexo M. oreas poderia ter permanecido durante o Pleistoceno, o nicho
ecoldgico atual (ver Capitulo 3 para detalhamento do método) foi projetado para o Ultimo
Glacial Maximo (LGM; ~21.000 AP) a partir de dois modelos de circulacdo climatica global:
Community Climate System Model (CCSM) e o modelo Interdisciplinary Research on
Climate (MIROC), e para o Ultimo Interglacial (~120.000 - 140.000 AP; Otto-Bliesner et al.
2006). Todas as camadas climéticas foram redimensionadas para 2,5 arc-minutos (~5 km?) de
resolucdo espacial (Hijmans et al. 2005; Braconnot et al. 2007). Teste de jackknife foi

realizado para avaliar a importancia de cada variavel. Todas as analises foram conduzidas
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com Maxent 3.3.2 (Phillips & Dudik 2008). Um SDM consenso foi gerado para LGM, a partir
dos modelos CCSM e MIROC, empregando uma abordagem conservativa onde assumimos
somente a intersecdo entre os modelos (Waltari et al. 2007). Finalmente, identificamos as
areas potenciais estaveis entre os periodos de tempo, onde a presenca dos taxons foi prevista
com a maior probabilidade para os cenarios passados e atual. Todos os mapas foram
confeccionados com o software ArcMap v. 10. Essas analises ndo foram conduzidas nos
haplogrupos devido ao numero reduzido de registros de ocorréncia em cada parti¢do, sob pena

de projecdes inconsistentes (Peterson et al. 2011).

Resultados
Relacdes haplotipicas, histéria demografica e estrutura genética populacional

O sequenciamento dos trés espacadores intergénicos cloroplastidiais, trnT-psbD, atpL-
atpH e trnS-trnG, gerou fragmentos de 672, 429 e 765 pb, respectivamente. A concatenagédo
das trés regides geraram fragmentos de 1866 pb, com 30 sitios polimorficos e 19 haplétipos
(H1, H2, ... H19) para os 507 individuos sequenciados em 37 populacdes (Tabela S1). Destes
sitios polimorficos, dois ndo foram utilizados em nossas analises por representarem locais em
regides repetitivas (poli T) na regido atpL-atpH, cujas relagdes ndo puderam ser determinadas
e por serem possiveis fontes de homoplasias. Um indel de 6 pares de base estava contido na
regido trnT-psbD e foi representativo de todos os individuos amostrados na populacdo MelCe,
e foi codificado como presenca e auséncia. Das 37 populacdes 23 ndo apresentaram
polimorfismo (Tabela 1).

Entre todos os individuos sequenciados encontramos uma diversidade haplotipica (Hd)
de 0,882 ¢ diversidade nucleotidica (r) de 0,180 (SD = 0,097). O baixo nivel de polimorfismo
observado dentro das populacdes provavelmente ndo foi devido exclusivamente ao tamanho

amostral, uma vez que populacbes com maiores amostras (p.e., MbaGM, MeeDB, MelU) néo
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apresentaram polimorfismo (Tabela 1). Os testes de neutralidade de Tajima (D = 0,8665) e
Fu’s FS (= -0,538) ndo foram significativos.

A rede de haploétipos do complexo M. oreas exibiu uma topologia com estruturacao
geografica aparente (Fig. 1). Com base nas andlises filogeogréficas, identificamos cinco
filogrupos (Fig. 1). G1 é formado por H1 a H5, H12, H13 e H17. O H1, mais frequente, foi
encontrado em 10 das 37 popula¢Ges do complexo, mas foi restrito a M.e. ernestii e M.o.
oreas na porgédo central da Bahia, e com ocorréncia mais ao norte na populagdo MocJ. Os
haplétipos H2 e H3 foram compartilhados entre as populacdes da regido central de M.o. oreas,
exceto MooRB, e de M.e. ernestii (p.e., Meelp, Moolt). O H12 e H13 foram exclusivos da
populacdo MeeVC, e H7 foi exclusivo das poopulacbes MeeBM e MeeAl das chapadas no
norte da distribuicdo de M.e. ernestii. G2 é formado por H6 a H8, H10 e H11, que séo 0s
unicos encontrados em todas as populacdes de M. ernestii subsp. longicarpus e na populagédo
MeeDB, e por H14 e H16, encontrados nas populacbes MeePA e Meelta, e nas populacdes
MeeMa, MeeBMD e MeeAl nos extremos sul e norte da distribuicdo do taxon M.e. ernestii,
respectivamente (Fig. 1; Tabela 1). G3 é formado por H9 e H19, que sdo 0s Unicos
encontrados em M. bahiensis subsp. bahiensis e M.b. amethystinus, exceto por MbbRB (H1
de G1). G4 é formado por H15, exclusivo da populacdo de MeePA e compbe 55% dos
individuos; e G5 formado por H18, exclusivo da populacdo Mco.

M.e. ernestii apresentou a maior riqueza haplotipica no complexo, que foi particionada
entre as regides sul (H14 a H16), regido central (H1 a H5, H12 e H13), e regido norte (H3,
H14 e H17). A composicdo haplotipica foi similar entre populacGes sintdpicas interespecificas
(p.e., MooRB e MbbRB; Meelp e Moolp). As conexdes entre os haplotipos H7, H10, H11 e
H14 com H6 da face oeste da cadeia do espinha¢o podem indicar um hapl6tipo mais antigo
com expansao populacional recente. O mesmo se oberva nas conexdes entre os haplétipos H1,

H2, H4, H5, H12 e H13 com H3 da Chapada Diamantina.
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De acordo com os resultados da AMOVA (Tabela 2), uma grande proporcédo da
variabilidade genética foi observada entre subespécies do complexo M. oreas (65,45%, P <
0,001), cerca de 29,40% (P < 0,001) reside entre as populacbes dentro das subespécies, e
somente 5,15% (P < 0,001) foi observada dentro das populagdes. Resultados similares foram
observados quando avaliamos os cinco haplogrupos. Valores de Fst par-a-par entre
populacdes variaram de -0,071 a 1,00, e a maioria dos valores observados foram
significativos (P < 0,05). A distancia genética (Fst) entre todas as populagdes do complexo
foi associada positivamente com a distancia altitudinal, mas a distancia euclidiana ambiental
ndo teve efeito (Tabela 3). As correlagcbes também foram significativas e positivas entre
distancia Fst e distancia altitudinal no haplogrupo G1. Todas as outras correlacbes ndo foram
significativas (Tabela 3).

O resultado da analise de autocorrelacdo espacial dos valores de diversidade
haplotipica foi concordante com o resultado acima, mostrando uma associacdo positiva entre
diversidade haplotipica (Hd) e distancias geograficas na faixa de 177 Km (I Moran = 0,647; P
= 0,001; ICgs0 = 1,172 — 0,552). Adicionalmente, associacfes positivas entre Hd e distancia
linear entre populacdes também foram observadas (r? sjustado = 0,818; P < 0,001) reforgando o
resultado do teste parcial de mantel; o que também se observa com o aumento da variacédo da
temperatura e precipitacdo (R? ajustado = 0,225; P = 0,015). Nesse caso, populagdes mais ao
sudoeste da distribuicdo do complexo e nas regifes de chapadas e serras apresentaram maior
Hd (Fig. 1). Indicativo de expansdo populacional para o complexo ndo foi observado a partir
das analises de distribuicdo mismatch, pelo teste SSD (Fig. 2) e pelo indice de irregularidade

(Rh = 0,0295; Rh = 0,1466 ).

Modelagem de nicho e paleodistribuicéo
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O modelo de nicho apresentou acurécia elevada (AUC; 0,934 + 0,008). As variaveis
com maior contribuicdo foram bio_12 (44,9%), bio_11 (17,7%), bio_10 (11,8%) e bio_2
(10,5%). A partir das reconstrucdes paleocliméaticas do complexo M. oreas para o LIG e
LGM, observamos diferencas nas distribuicdes ao longo do tempo. Como esperavamos,
reducbes das areas potenciais foram observadas para o LIG, com expansdo no LGM e
posterior retracdo nos dias atuais (Fig. 3). Os nichos climéticos acima de 600 metros foram
relativamente estaveis em todos os cenarios, sempre associados com valores mais elevados de
adequabilidade climatica entre os modelos (superior a 50%) e de sobreposi¢do de nicho,
indicando possiveis areas de refugios.

Considerando a distribuicdo atual do complexo M. oreas, 0 modelo de distribuicéo
para 0 LGM (Fig. 3 e 4) apresentou mudancas para elevacdes mais baixas (depressoes
sertanejas meridionais e setentrionais) em comparacdo ao modelo atual e LIG.
Adicionalmente, areas de maior probabilidade de ocorréncia sdo evidente nos setores norte e
sul da distribuicdo do complexo M. oreas. Elevada fragmentagdo do espaco ambiental com
forte retracdo nas periferias e reducdo na area central de distribuicdo do complexo pode ser
percebida no LIG em comparacdo com o LGM. No entanto, os Brejos de Altitude no norte da

distribuicdo e chapadas e serras nas regides central e sul persistiram durante o LIG.
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Figura 1 Median-joining networks com 95% de significAncia baseada no sequenciamento de 507 individuos a partir de 37 populagdes do
complexo Melocactus oreas amostrados no leste do Brasil. O nimero de mutagdes & mostrado nos ramos. As amostras de um individuo de
Melocactus salvadorensis (Ms) e M. zehntneri (Mz) foram incluidas como grupos externos. Mapa mostrando a distribuicdo dos haplétipos e a sua
ocorréncia em cada populacéo. Ver Tabela 1 para informag&o sobre as populacoes.
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Figura 2 Resultado das distribuicdo mismatch par-a-par das sequéncias da rede de hapl6tipos
(Fig. 1) de todo complexo M. oreas. Linha preta indica as diferencas observadas, e linha cinza
a distribuicdo esperada sob um modelo de expansdo demografica historica.
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LIG(131 Ma) 3 LGM (20 Ma)

Figura 3 Reconstrucdo paleoclimatica para o Ultimo Interglacial (LIG) e Ultimo Glacial Maximo (LGM) a partir das projecdes de modelos de

distribuicdo potencial atual do complexo Melocactus oreas. Cores indicam os valores de adequabilidade climética conforme a legenda.
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Figura 4 Mapa indicando as projecdes do nicho climatico atual do complexo Melocactus
oreas durante o Ultimo Interglacial (LIG) e Ultimo Glacial Maximo (LGM). Cor azul indica o
nicho climatico atual e as areas congruentes entre os trés modelos. Cor laranja indica areas de
sobreposicdo entre LIG e LGM. Cor verde indica areas projetadas somente para 0 LGM.
Correlacdo e sobreposicdo de nicho (I de Warren) entre modelos: Hoje vs LIG (79%; 0,81),
Hoje vs LGM (53%; 0,57), LGM vs LIG (56%; 0,61).
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Tabela 1 Taxons estudados do complexo Melocactus oreas, acrénimos, nimero de individuos, coordenadas geogréficas, altitude (acima do nivel
do mar), litotipo de cada localidade, variaveis bioclimaticas. N, namero de individuos sequenciados por populacdo e por taxon; h, namero de
haplétipos; Hd, diversidade haplotipica; 7, diversidade nucleotidica (£SD). Acrénimos das popula¢bes correspondentes na Figural,

Taxons+ Altitude Bio-  Bio- Bio-

Acronimos N Longitude Latitude (m) Litotipo Bio-1 4 12 15 h Hd T SD
M. b. amethystinus 61

Mbaltao 16 -41,482306 -16,571056 252 Gr 245 18,42 891 77 10,0000 0,0000 0,0000
MbaGM 15  -42,902222 -16,594222 675 QF 21,9 175 1109 79 2 0,4190 0,0002 0,0002
MbaCa 15  -42,926250 -17,417972 613 QF 22,9 17,42 1133 79 10,0000 0,0000 0,0000
MbaBA 15 -42,526528 -14,266861 913 QFe 21,3 1257 932 81 10,0000 0,0000 0,0000

M. b. bahiensis 37 0

MbbRB 9  -40,576056 -12,382833 426 En 22,9 14,42 789 41 10,0000 0,0000 0,0000
MbbCS 9 -37,858390 -9,698893 232 Ar 25 18,12 594 41 2 0,5556 0,0003 0,0003
MbbAC 6 -36,682472  -8,740444 957 MGr 20,5 15,87 785 49 10,0000 0,0000 0,0000
MbbBE 8  -41,310444 -13,744083 924 Ar 209 126 774 62 10,0000 0,0000 0,0000
MbbSe 5 -41,864222 -12,406444 1026 Si 20,8 11,18 800 67 10,0000 0,0000 0,0000

M. e. ernestii 204 0

MeeMC 15  -41,331472  -11,490861 883 Ar 21,1 13,13 670 70 10,0000 0,0000 0,0000
MeeDB 16  -41,771968  -13,81426 575 Mo 23,3 12,67 701 75 10,0000 0,0000 0,0000
MeeBE 15  -41,251944  -13,588639 928 Mar 20,8 12,26 825 58 10,0000 0,0000 0,0000
MeeVC 12 -40,793792 -14,788892 906 La 20,1 14,39 788 61 2 0,1667 0,0001 0,0001
MeePA 11 -41,306013 -15,991578 652 Ki 22,4 16,85 1005 70 2 0,5455 0,0015 0,0009
MeeNI 16 -39,926092 -12,953300 491 Or 21,8 13,94 661 46 10,0000 0,0000 0,0000
MeeMa 15 -37,384000 -7,252083 1073 Gr 20,5 13,15 836 95 10,0000 0,0000 0,0000
Meelta 15 -39,701861 -12,719278 269 Or 23,1 14,57 677 39 2 0,2476 0,0001 0,0002
Meeltao 17  -41,576306 -16,594611 321 Gr 24,1 18,35 895 78 2 0,1176 10,0001 0,0001
Meelp 15 -39,471111 -12,184306 248 Gn 23 15,76 684 25 10,0000 0,0000 0,0000
Meela 12 -40,268500 -12,789500 252 En 23,7 1423 702 54 10,0000 0,0000 0,0000
MeeFS 15 -39,188833 -12,021000 193 Gn 23,5 1557 779 23 10,0000 0,0000 0,0000
MeeBM 15 -36,393306  -8,189750 1004 Di 20,1 15,26 598 64 3 0,5143 0,0009 0,0006
MeeAl 15 -36,781000 -8,452167 699 Di 22,3 1594 684 57 3 10,6000 0,0008 0,0006
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Tabela 1 Continuagéo ...

Téaxons Altitude Bio-  Bio- Bio-

Acrdnimos N Longitude Latitude (m) Litotipo Bio-1 4 12 15 h Hd T SD
M. e. longicarpus 86

MelU 16  -42,648944  -14,785722 729 Or 22,9 11,47 928 82 10,0000 0,0000 0,0000
MelRA 17  -41,919417 -14,431972 528 Or 23,3 1383 731 79 40,5956 0,0008 0,0006
MelPo 15  -43,058083 -15,710389 582 Gr 23,3 1481 1026 83 10,0000 0,0000 0,0000
MelMA 17  -42,808528 -15,144694 805 Qr 22,7 12,34 956 80 2 0,1176 0,0001 0,0001
MelCe 6 -42,285496  -13,637466 972 Or 21,1 11,47 876 78 1 0,0000 0,0000 0,0000
MelBa 15  -43,221764 -16,414853 993 Gr 20,4 16,44 1127 81 1 0,0000 0,0000 0,0000
M. o. cremnophilus 45

MocSe 15  -41,862889 -12,408028 1059 Ms 20,5 11,08 799 68 2 0,2476 0,0001 0,0002
MocMC 15  -40,999917 -11,627806 902 Ar 20,6 14,33 753 41 10,0000 0,0000 0,0000
MocJa 15  -40,671778 -11,090806 873 Ar 215 14,08 754 47 2 0,1333 0,0001 0,0001
M. o. oreas 59

Moolta 15  -39,840111 -12,846250 362 En 22,6 1423 662 45 2 0,2476 0,0001 0,0002
MooRB 13 -40,576056 -12,382833 421 En 23 14,36 791 41 1 0,0000 0,0000 0,0000
Moolp 16 -39,490230 -12,072690 338 Gn 23,3 1419 703 39 1 0,0000 0,0000 0,0000
Moola 15  -40,268500 -12,789500 252 En 23,7 1423 702 54 2 0,2476 0,0001 0,0002
M. conoideus 15

McoVC 15  -40,796833 -14,845611 1063 Qr 199 1462 825 59 1 0,0000 0,0000 0,0000
Complexo M. oreas 507 25 0,8821 0,1802 0,0966

h = nimero de haplétipos; Hd = diversidade haplotipica; = = diversidade nucleotidica; SD = desvio padrdo

Gr — Granitéide, QF — Quartzito ferruginoso, QFe — Quartzito feldspatico, En — Enderbito, Ar — Arenito, MGr — Metagranitéide, Si — Metasiltito, Mo —
Monzogranito, Mar — Metarenito, La — Laterita, Ki — Kinzigito, Or — Ortognaisse, Gn — Gnaisse, Di — Diorito.
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Tabela 2 Analise de variancia molecular (AMOVA) baseado em cpDNA dos 7 taxons do

complexo Melocactus oreas e nos cinco haplogrupos

Soma dos Variagéo indices
G.L. quadrados (%) de Fixagéo

complexo Melocactus oreas

Entre subespécies 6 752,77 65,45 ®cr=0,65*

Entre populacdes 30 325,34 29,40 ®sc=0,85*

dentro das subespécies

Entre populacdes 470 64,51 5,15 ®s7=0,95*
Haplogrupos

Entre haplogrupos 4 809,04 76,35 ®cr=0,76*

Entre populacdes 32 269,08 19,27 ®sc=0,81*

dentro dos haplogrupos

Entre populacdes 437 64,51 4,38 ®s7=0,96*

*P <0,0001
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Tabela 3 Coeficientes de correlacdo parcial de Mantel (Mantel r) e valores P a partir dos
modelos causais. Topo = matriz de complexidade topografica, Fst = matriz de distancia
genética, Eucl = matriz de distancia altitudinal. VValores em negrito utilizados quando todas as
combinagdes sdo significantes. ‘X’ indica a correlagdo entre duas matrizes, € o ponto indica a
terceira covariavel que foi controlada.

Mantel Parcial r P valor

Complexo M. oreas  Topo x Fst.Eucl  0.035 0.046
Topo x Fst.Env ~ 0.025 0.282

Eucl x Fst. Topo  0.142 0.016

Eucl x Fst.Env ~ 0.139 0.017

Env x Fst.Topo  0.023 0.301

Env x Fst.Eucl -0.013  0.422

Haplogrupo G1 Topo x Fst.Eucl -0.035  0.366
Topo x Fst.Env  -0,097 0,178

Eucl x Fst. Topo 0,223 0,049

Eucl x Fst.Env 0.238 0,046

Env x Fst.Topo 0,044 0,276

Env x Fst.Eucl -0.026  0.435

Haplogrupo G2 Topo x Fst.Eucl 0,078 0,366
Topo x Fst.Env  -0,059 0,367

Eucl x Fst.Topo 0,267 0,174

Eucl x Fst.Env 0,225 0,257

Env x Fst.Topo 0,178 0,244

Env x Fst.Eucl 0,112 0,335

Haplogrupo G3 Topo x Fst.Eucl -0,385 0,056
Topo x Fst.Env  -0,431 0,044

Eucl x Fst.Topo -0,000 0,538

Eucl x Fst.Env 0,125 0,288

Env x Fst.Topo 0,201 0,193

Env x Fst.Eucl 0,110 0.302
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Discussao

A diversidade genética no complexo Melocactus oreas, a partir das regides plastidiais
sequenciadas (trnS-trnG, trnT-pshbD e atpL-atpH), pode ser considerada alta e similar a outros
estudos com espécies vegetais na América do Sul (p.e., Cosacov et al. 2013; Bonatelli et al.
2014; Longo et al. 2014). A utilizacdo de maltiplos loci proporcionou maior resolugdo na
reconstrucdo da historia demografica do complexo M. oreas, o que é importante frente a
limitada divergéncia em sequéncias plastidiais como reportado para outras espécies de cactos
(Ritz et al. 2007; Helsen et al. 2009a; Bonatelli et al. 2014). Essa baixa diversidade plastidial
em cactos tem sido associada com eventos recentes de diversificagdo no Mioceno tardio (10 —
5Ma AP) e Plioceno (5 — 2 Ma AP) (Arakaki et al. 2011). Estas épocas compreendem o
desenvolvimento e expansdo dos principais nucleos aridos reconhecidos atualmente no
Neotropico (p.e., deserto de Sonora, Chaco, Semi-arido no leste do Brasil), com forte
influéncia do soerguimento dos Andes para formacéo dos nucleos aridos da América do Sul.
Estas épocas sdo marcadas pelo declinio acentuado do CO, atmosféerico (Tripati et al. 2009).
Este declinio pode ter proporcionado uma forte vantagem competitiva para espécies com
sistema fotossintético tipo C4 e rapida diversificacdo de linhagens nos novos nichos em
formacdo (Luttge 2004; Arakaki et al. 2011).

Os trés principais filogrupos observados na rede de hapl6tipos apresentaram
correspondéncia com o clima, o que ficou evidente na associacdo positiva da diversidade
haplotipica (Hd) com o aumento da variacdo da temperatura e precipitacdo anual. Neste caso,
as populacdes mais ao sudoeste da distribuicdo do complexo e nas regibes de chapadas e
serras apresentaram maior Hd. Maior diversidade morfologica também foi observada nestas
mesmas populacdes (Capitulo 4). As populaces dos haplogrupos G2 e G3, localizadas em
latitudes abaixo de 14° e acima 9°, estdo associadas com maior irregularidade da precipitacao

(74% = 12 mm) e maior quantidade de chuva anual (1133 — 598 mm). As populacdes do G1
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estdo associadas a areas com menor irregularidade (48% + 13 mm) e menor quantidade de
chuva anual (932 — 661 mm) (Capitulo 3). Essa descontinuidade centro-periférica pode estar
associada a uma faixa geogréfica com reduzida precipitagdo (300 a 500 mm) entre as latitudes
11° a 9°, e a 13° de latitude (Velloso et al. 2002), e pela floresta atlantica a leste e Chapada
Diamantina a oeste. Por exemplo, a separagdo observada entre M. oreas subsp. oreas e subsp.
cremnophilus foi atribuida a formacdo de florestas tropicais na porcdo central da Caatinga
(Taylor & Zappi 2004). Descontinuidades genéticas também tém sido reportadas para outras
espécies na América do Sul (p.e., Prohl et al. 2010; Sérsic et al. 2011; Cosacov et al. 2013) e
no leste do Brasil (Borba et al. 2001; Barbosa et al. 2012; Bonatelli et al. 2014; Pinheiro et al.
2014), inclusive responderam tanto ao isolamento por distancia quanto ao isolamento
ecoldgico e topogréafico na paisagem.

A associagdo positiva entre a distancia altitudinal com a distancia genética (Fsr) foi
concordante com a maior proporcdo de haplotipos fixados nas populacbes de serras e
chapadas, sugerindo que populacGes isoladas e pequenas persistiram nestas areas. A partir das
analises demogréaficas fornecemos evidéncias da expansdo do complexo no leste do Brasil, e
que a diversificacdo dentro do complexo foi particularmente afetada por processos histéricos
de fragmentac&o, colonizacao e extingdo, principalmente na regido central com prevaléncia de
populacdes monomorficas. Esses processos de fragmentacdo historica e efeito da deriva
génica em populacGes pequenas isoladas de Melocactus paucispinus também foram pontuados
como evidéncias para a fixacdo de alelos e distancia genética entre populac@es (Lambert et al.
20064a).

A maior diversidade genética e hapldtipos exclusivos observada nas areas de chapada
(i.e. Chapada Diamantina e Borborema) também pode ser explicada pelos modelos de
paleodistribuicdo. Neste caso, as areas de chapadas foram climaticamente estaveis durante o

Pleistoceno e podem ter atuado como reflgios no leste do Brasil, considerando a elevada
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possibilidade de extingdo nas &reas centrais de terras baixas durante os interglaciais (p.e.,
Serra das Matas e de Ibiapaba; Fig. 1, Capitulo 3). Este padréo de retracdo e expansdo também
foi concordante com o observado para a orquidea Epidendrum secundum no semi-arido
brasileiro (Pinheiro et al. 2014). Evidéncias moleculares similares de retragcdo-expansdo
populacional durante o LIG e LGM também foram encontradas em espécies de plantas
associadas com ambientes rochosos no bioma Cerrado, por exemplo, no complexo
Pilosocereus aurisetus (Bonatelli et al. 2014), e em Lychnophora ericoides e Tibouchina
papyrus (Collevatti et al. 2009; 2012). Em todos o0s casos, com padrdes consistentes entre
particdo geografica do polimorfismo genético e perda de diversidade genética nas populactes
periféricas.

Outra evidéncia da expansdo de linhagens no leste do Brasil pode ser observada na
ocorréncia do haplétipo H6 na populacdo MeeDB. Esta ocorréncia reforca a hipdtese de
divergéncia alopatrica das linhagens do par de Melocactus ernestii, e aponta a regido central
da distribuicdo como uma zona de contato secundario durante o LGM. Um caso particular
pode ser observado na elevada diversidade genética da populacdo MelRA, o que pode ser
explicado por eventos de introgressdo/hibridizacdo com M. bahiensis (haplétipo H9) no
passado. Essa mesma area geogréafica foi indicada como de sobreposicdo potencial dos nichos
climaticos atuais de M. ernestii e M. bahiensis (Capitulo 3), mas essas espécies ndo ocorrem
em simpatria atualmente (Taylor & Zappi 2004). Além disso, individuos de M. salvadorensis
sdo encontrados as margens dos afloramentos em MelRA, e ocasioanalmente hibridos podem
ser formados (Taylor & Zappi 2004). Por fim, essa area apresenta baixa adequabilidade
historica e pode ter passado por multiplos eventos de colonizacdo e extingdo, e a elevada
diversidade genética em MelRA pode estar associada com a sua disposicdo central. Eventos

de hibridizacdo e introgressdo, sdo comuns em cactaceas (Machado 2008), e também foram
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sugeridos por Lambert et al. (2006a,b) para explicar os padrdes discrepantes em populagcdes
de Melocactus paucispinus.

A acentuada retracdo das areas potenciais no setor norte é congruente com a hipotese
de eventos de extingdo em massa proposta por Taylor & Zappi (2004) para explicar o baixo
nimero de espécies de cactos neste setor. Consequentemente, os padrdes de expansdo do
complexo M. oreas estdo mais relacionados com os regimes de precipitacdo e aridizacéo, o
que € consistente com a hipdtese da diminuicdo da vantagem competitiva no LIG. Isto
também é concordante com a importancia dos fatores climaticos (p.e., disponibilidade hidrica)
e biogeoquimicos (p.e., ciclagem de nutrientes) que atuam como reguladores da dindmica
desses ecossistemas (Maestre et al. 2012; Delgado-Baquerizo et al. 2013). Por exemplo, ndo
observamos espécies do complexo M. oreas em areas com niveis de precipitacdo abaixo de
300 mm por ano e com 9 a 10 meses de seca, 0 que pode representar um limite para a
manutencdo de populacbes vidveis destes cactos.

A partir da rede de haplotipos também indicamos a possibilidade de dispersédo por
longas distancias para M. bahiensis, 0 que contraria a hipotese alopatrica utilizada na
separacdo dos pares de M. bahiensis (sensu Taylor & Zappi 2004). Além disso, e para 0 caso
do padrdo disjunto dos haplotipos observados nas populacfes dos extremos de M. ernestii
subsp. ernestii, também consideramos a possibilidade de se tratar de populacdes ancestrais de
uma linhagem mais amplamente distribuida e fragmentada pelas oscilacdes climéticas do
passado. A hipdtese de dispersdo de sementes por longas distancias foi considerada para
explicar as ocorréncias disjuntas no leste do Brasil (Taylor & Zappi 2004). No entanto,
mesmo que a dispersdo ocorra de maneira generalizada, as flutuacGes climaticas e a
divergéncia ecoldgica entre os taxons do complexo M. oreas (Capitulo 3) podem ter
contribuido para a auséncia de haplotipos exclusivos das regides de serras e extremos de

distribuicdo (H14 a H17) nas porcOes centrais da distribuicdo do complexo (Sexton et al.
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2014). Por exemplo, o padrdo dos haplétipos associados as populages do tdxon M. ernestii
subsp. longicarpus com ocorréncia restrita & face oeste da cadeia do espinhago. Por outro
lado, acreditamos que o baixo compartilhamento de haplétipos entre espécies, com excecdo
do padrdo claro de mistura entre M. ernestii subsp. ernestii e M. oreas subsp. oreas, seja
efeito do pronunciado isolamento reprodutivo e deriva genética em populaces pequenas e
isoladas e sob pressées ecoldgicas divergentes.

Por fim, o padrdo evidente de persisténcia destas populacdes ancestrais nas areas de
serras e chapadas no leste do Brasil durante os interglaciais, com posterior expansdo durante
os periodos glaciais parece refletir o comportamento de espécies xerofilas no leste do Brasil
(Collevatti et al. 2009; 2012; Barbosa et al. 2012; Bonatelli et al. 2014; Pinheiro et al. 2014).
A partir das evidéncias comuns encontradas nesses trabalhos, a hipotese da diminuicdo da
vantagem competitiva nos interglaciais pode explicar melhor os padrdes genéticos de espécies
xerofilas da caatinga e cerrado, onde climas mais frios e secos durante as mudancas climaticas
do Pleistoceno teriam impulsionado a reducdo na cobertura florestal e favorecido a expanséo
dessas comunidades xerofilas (Clapperton 1993; Pennington et al. 2009; Behling 2003). Os
padroes de expansdo demografica durante o Ultimo Glacial Maximo com reduces nos
interglaciais, associados com as areas de reflgio nas chapadas e serras, reforcam a
necessidade de determinar estas areas como prioritarias em planos de conservacao (Hampe &

Jump 2011).

Implicacbes taxondmicas

A delimitacdo morfoldgica atual das espécies do complexo M. oreas, em geral, foi
congruente com as diferencas genéticas obtidas a partir dos marcadores plastidiais utilizados.
Mas, ndo existe uma relacdo clara entre todos os pares infraespecificos sugeridos no sistema

de classificacdo atual (Taylor & Zappi 2004). Esta congruéncia foi observada na associacdo
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positiva entre a diversidade morfolégica (D2; Capitulo 4) com Fsr (r = 0,124; P = 0,0014), e
nos resultados da AMOVA, com maior parte da variacdo ocorrendo entre subespécies. Padrdo
similar foi observado quando consideramos o0s haplogrupos, principalmente pela forte
correspondéncia entre estes e as espécies. Esse comportamento de variacdo morfoldgica e
genética no complexo M. oreas pode estar associado com eventos estocasticos de colonizagao
(p.e., deriva genética) e isolamento geo-topografico das populacdes gerando forte estruturacdo
genética e morfoldgica, igualmente reportado por Lambert et al. (2006a) para M. paucispinus.

A separacdo entre subespécies de M. ernestii foi suportada pela divergéncia de nicho
(Capitulo 3), por diferencas morfoldgicas (Capitulo 4) e variacdo haplotipica, o que também
se observa entre as subespécies de M. oreas. Essa forte congruéncia entre os dados por outro
lado, ndo foi detectada entre as subespécies de M. bahiensis, que apresentaram baixa
diversidade plastidial e morfologica com elevada divergéncia de nicho, e entre as populagdes
de M. ernestii subsp. ernestii e M. oreas subsp. oreas da regido central, que apresentaram
baixa divergéncia plastidial com elevada diferenca morfoldégica em um nicho climéatico
conservado. Dessa forma, eventos recentes de radiacdo adaptativa (Arakaki et al. 2011)
podem ter sido acompanhados por réapida diferenciacdo morfoldgica associada com pouca
variacao genética, a0 menos nos marcadores utilizados. Essa discrepancia entre morfologia e
variacdo genética também foi descrita por Helsen et al. (2009a; b) em variedades
infraespecificas de Opuntia echios, por Lambert et al. (2006a) para Melocactus paucispinus e
M. concinnus, e por Longo et al. (2014) para o complexo Petunia integrifolia.

A elevada plasticidade dos caracteres morfoldgicos utilizados na taxonomia do
complexo M. oreas, majoritariamente continuos, podem ter contribuido para as discrepancias
observadas. Esta plasticidade tem causado confusfes taxonémicas, € nesses casos 0 uso de
abordagens taxondmicas integrativas (de Queiroz 2007; Padial et al. 2010), contribuiu para o

maior entendimento da variabilidade morfolégica no complexo e suas particbes geogréficas.
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A partir de maltiplas abordagens envolvendo atributos climaticos, variabilidade morfoldgica e
diversidade plastidial do complexo Melocactus oreas (Capitulo 4) consideramos a(0):
inconsisténcia de identificacfes taxondmicas e necessidade de melhor enquadramento de
algumas populacBes; desmembramento de tadxons com ampla distribuicdo em categorias
infraespecificas ndo formais. Os enquadramentos apresentados a seguir sdo conclusdes
provisorias, e devem ser contrastadas com marcadores neutros mais variaveis do genoma
nuclear (p.e., microssatélites).

O par coespecifico da espécie Melocactus bahiensis (Britton & Rose) Luetzelb. (1926)
é relativamente uniforme morfologicamente (Capitulo 4), apesar de ocuparem nichos
fortemente divergentes (Capitulo 3), e ndo apresentaram divergéncia plastidial congruente
(Capitulo 5). Embora Taylor & Zappi (2004) tenham alertado para o padréo hipervariavel da
espécie, 0 que acarretou na separacao posterior de trés novas especies (Hunt et al. 2006): M.
inconcinnus, M. brederooianus e M. braunii, e M. bahiensis (subdivida em M. bahiensis
subsp. bahiensis e M. bahiensis subsp. amethystinus), o reconhecimento destes grupos
taxonémicos formais pode indicar tdxons discretos que ndo representam linhagens evolutivas
independentes. Mesmo que a populacdo do tipo de M. bahiensis subsp. bahiensis e as
populacdes dos tipos das trés espécies criadas por Hunt et al. (2006) ndo tenham sido avaliada
neste estudo, populacdes proximas (~80 km) foram incorporadas, bem como dos extremos de
distribuicdo. Nesse sentido, assumimos que os taxons infraespecificos de M. bahiensis ndo
devem ser reconhecidos formalmente. Mas, existe a necessidade de um maior esforco
amostral e inclusdo de representantes de todos os nomes especificos e infraespecificos
envolvidos na histéria taxondmica de M. bahiensis. Esta decisdo foi suportada por uma
abordagem congruente e integrativa dos trés conjuntos de dados produzidos (modelagem de

nicho climatico, caracterizacdo morfologica e de sequéncias plastidiais).
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Uma populagdo (MocJ) designada para o taxon infraespecifico M. oreas subsp.
cremnophilus foi melhor enquadrada em M. ernestii subsp. ernestii a partir dos modelos de
nicho ecoldgico, padrdo morfolégico e haplotipico. Nesse contexto, M. oreas subsp.
cremnophilus fica ainda mais restrita pelo componente altitudinal (900 - 1100 m) em relagéo a
subespécie tipica. Os pares foram reconhecidos como distintos e com elevada congruéncia
entre os trés conjuntos de dados. Todos 0s nomes associados com a historia taxondmica do
par, atualmente sinonimizados, foram estudados (ver Taylor 1991; Taylor & Zappi 2004).
Além disso, M. oreas subsp. oreas apresenta moderada correspondéncia morfoldgica com M.,
ernestii subsp. ernestii (ver abaixo) e pode ser reconhecido como um padrdo morfoldgico
associado a ambientes mais secos e quentes.

Desta forma, em funcdo do grau de divergéncia ecologica, morfologica e genética
desta populacdo concluimos que M. oreas subsp. cremnophilus deve manter o status
subspecifico (subsp. cremnophilus (Buining & Brederoo) P. J. Braun). Assim, esta espécie
representard mais uma na lista de espécies endémicas associadas aos refugios climaticos na
Chapada Diamantina (municipio de Morro do Chapéu).

A espécie Melocactus ernestii Vaupel (1920) apresentou um padrdo hipervariavel,
associado a ampla distribuicdo geografica da espécie e elevada herogeneidade da paisagem
onde ocorre. As populacdes que ocorrem em areas de serras nos extremos de distribuicao
foram altamente variaveis morfologicamente quando comparado com as populacdes centrais.
Além disso, o compartilhamento de haplétipos entre estes setores foi reduzido e congruente
com a morfologia.

M. ernestii subsp. longicarpus apresenta um conjunto de populacdes na face leste do
Espinhaco com elevada divergéncia morfoldgica e haplotipica, e ocupa uma area com
reduzida similaridade ecoldgica a subespécie tipica. A populacdo MeeVC (Vitoria da

Conquista) é proxima morfologicamente de M.e. longicarpus. Entretanto, essa populacdo é
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isolada ecologicamente e apresenta um conjunto de hapldtipos exclusivos (H12 e 13)
associado com eventos de expansdo de populagdes restritas a areas de Chapadas e Serras na
regido central (H1), mais provavelmente de MeeBE. Dessa forma, ndo foi possivel o
reconhecimento de téxons subespecificos, uma vez que as andlises empregadas nao
sustentaram padrdes intermediarios de variacao.

Nesse sentido, concluimos que o taxon infraespecifico M. ernestii subsp. longicarpus
deve retornar ao status especifico determinado como Melocactus longicarpus Buining &
Brederoo (1974).

Parte da variacdo observada em M. ernestii subsp. ernestii pode ser particionada em
dois componentes: C1, conjunto de populagcdes proximas morfologicamente ao tipo do taxon
(MeeBE) e associadas com a area central e Chapara Diamantina; C2, conjunto de populacGes
dos extremos de distribuicdo préximas morfologicamente de M. azulensis Buining, Brederoo
& S. Theun. (1977) do Municipio Pedra Azul — MG, sinonimizada com M. ernestii subsp.
ernestii. Essas populagdes nos brejos de altitude no norte da distribuicdo apresentam uma
assinatura genetica distinta das populacdes centrais, e individuos desses dois componentes
morfologicos co-ocorrem nas populacdes MeeAl e MeeBM. Nestas populacGes ndo ocorrem
hibridos evidentes e essas duas formas ocorrem em grande quantidade (n > 100 individuos
adultos).

Essas espécies apresentaram diferenciacdo morfologica parcialmente congruente e
ocorrem em simpatria na porcdo central do complexo M. oreas. Além disso, apresentam
elevada similaridade ambiental e elevado compartilhamento de haplétipos. Nesse caso, podem
representar duas linhagens que ficaram isoladas em nichos conservados nas areas de Chapadas
com posterior contato secundario.

O padréo de variacdo sintépica ocorre de maneira discreta e individuos sdo facilmente

identificados. Dessa forma, as duas espécie devem permanecer reconhecidas, mas necessitam
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de estudos mais aprofundados (p.e., uso de marcadores neutros mais variaveis do genoma
nuclear, sistema reprodutivo) para uma mais clara delimitacdo taxonémica e determinacéo da

sua area total de ocorréncia.
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Tabela Suplementar 1 Haplétipos encontrados nas popula¢es do complexo M. oreas, e suas respectivas frequéncias. Numeros de sitios

polimorficos indicados para cada regido intergénica cloroplastidial (trnS-trnG, atpL-atpH, trnT-psbD) e pontos indicam estados de carater

idéntidos ao haplotipo H1. Ver Tabela 1 e Figura 1 para nomes e localizacdo das populagdes. 379-380*: Indel Poli T, em que ‘-’ indica a

condicdo Tg, e T, e TT indicam a presenca de uma e duas bases adicionais, respectivamente. f, indel de 6 bases.

trnS-trnG atpL-atpH trnT-psbD Pops

Hap. 78 88 103 110 131 279 281 317 329 354 359 395 480 605 662 325 379-380* 151 174 179-184 259 337 396 483 Freq.
Moo (RB, la, It); Mbb (RB);

HL GA T A T C A C A A C C T G G A T A C . G G C A 133 Moc (J): Mee (FS. It, NI, la, BE)
H2 . . C - 7 Moo (It, 1a); Mee (It); Moc (J)
H3 T C C T 65 Mee (MC, Ip, Al, BM); Moo (Ip)
H4 T C TT 2 Moc (Se)
H5 . . . TT 28 Moc (Se, MC)
H6 C G A C TT 73 Mel (Ba, Po, U, RA); Mee (DB)
H7 C G A . C T 5 Mel (RA)
H8 C A T C TT . . . 1 Mel (RA)
H9 c . . T C - T A A 36 Mba (GM, Ita); Mbb (Se, CS,AC)
H10 C G A C TT . 16 Mel (MA)
H11 C G A C T A i 6 Mel (Ce)
H12 A TT 11 Mee (VC)
H13 . . . T . 1 Mee (VC)
H14 C G A C TT C . . . . 43 Mee (Ita, PA, BM, Al, Ma)
H15 C G A C TT . T A A C 6 Mee (PA)
H16 C G C T C 1 Mee (Ita)
H17 C . . . . . C T C . . 4 Mee (BM, Al)
H18 C G G G G T C TT T . A . 15 Mco (VC)
H19 C T . C TT T A A C 54 Mbb(CS, BE); Mba (Ca, GM, BA)
Ms C T T . TT T A A C 1 M. salvadorensis
Mz C T T C TT T A A C 1 M. zenthneri
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APENDICE
Apéndice 1. Protocolo Conjugado para Maximizar Extracdo de DNA Genémico de
Melocactus (Cactaceae)
Procedimentos Laboratoriais
Extragéo de material gendmico

A extracdo de DNA gendmico é um passo crucial quando se deseja realizar estudos de
marcadores moleculares. Em particular, a extracdo de DNA a partir de tecido vegetal de
cactéceas, se considera um procedimento relativamente dificil, devido a elevada quantidade de
polissacarideos e metabdlitos secundarios neste grupo taxondémico, que formam complexos
insollveis com os &cidos nucléicos durante o processo de extracdo (De la Cruz et al. 1997).
Estes contaminantes inibem a acdo de enzimas de restricdo e da Taq polimerase dificultando o
processo de amplificacdo genémica por PCR (Primark 1995). Entre os protocolos reportados
para extrair DNA de tecido vegetal de Cactaceae encontram-se o de De la Cruz et al. (1997),
Cota-Sanchez et al. (2006) e Russel et al. (2010).

Amostras secas em silica gel de individuos de Melocactus ernestii subsp. longicarpus
foram utilizadas para testes dos protocolos de De la Cruz et al. (1997) adaptado para mini-
preparacdes por Cota-Sanchez et al. (2006) que se baseia no uso de CTAB para produzir a lise
celular, e 0 método de Russel et al. (2010) que utiliza etapa inicial com lavagem da amostra
com Sorbitol. Um protocolo combinando os dois anteriores gerou maior quantidade e
qualidade de DNA gendmico. Utilizamos aproximadamente 100 mg de tecido seco em silica
gel. Amostras foram trituradas com nitrogéneo liquido e adicionado 1 mL de tampé&o Sorbitol
(Tris base 100mM, Sorbitol 100mM, EDTA 5 mM, 2-f mercaptoetanol a 2% e PVP — 40 a
1%) e transferida para tubo de 2 mL, com centrifugacdo por 10 min. a 3.000 g. O
sobrenadante foi descartado e adicionado 1mL do tampdo Sorbitol com posterior

homogeneizacdo; este procedimento foi repetido até a ndo visualizagdo de mucilagem nas
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amostras. Apos etapas de lavagem foi adicionado 200 puL de CTAB (100 mM de Tris-HCL,
20 mM de EDTA, pH 8.0, 2% CTAB, 1,5 NaCl, 4% PVP-40 e 10mM 2-B mercaptoetanol) ¢
adicionado 5 pL de 2-B mercaptoetanol por amostra. Adicionado 800 pL de tampédo STE (100
mM Tris-HCL, 50 mM de EDTA, pH 8.0, 100 mM de NaCl, 10 mM 2-B mercaptoetanol) ¢
homogeneizado, adicionado 50 pL de 20% SDS (dodecil sulfato de sodio) com
homogeneizacdo vigorosa por 7 min. As amostras foram incubadas em banho maria a 65 °C
por 15-20 min., com homogeneizagdo em intervalos de 5 min., foi adicionado 415 pL de
acetato de potéssio gelado a 3 M e incubado em bandeja de gelo por 40 min. As amostras
foram centrifugadas por 20 min. a 12.000 rpm para remoc¢édo do debris celular e remogéo do
sobrenadante cuidadosamente. 1:1 volume de isopropanol gelado foi adicionado, misturado
gentilmente e incubado a - 20 °C por 40 min. para precipitacdo de DNA gendmico. Spin de
12.000 rpm por 20 minutos com posterior descarte do sobrenadante. Pellet seco a temperatura
ambiente e ressuspendido em 500 pL de tampdo TE pH 8.0 (100 mM Tris, 1 mM de EDTA).
As amostras foram extraidas com 1 volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1),
misturado gentilmente e posterior spin de 10.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi
transferido para um tubo de 1.5 mL e adicionado 65 uL de acetato de sddio a 3 M e 600 uL de
isopropanol gelado e misturado gentilmente e incubado overnight a -20 °C. Spin de 12.000
rpm por 20 min. e posterior lavagem do pellet com 1mL de etanol gelado (96%). Lavar
novamente com 1mL de etanol gelado (75%) e Spin 12.000 rpm por 5 min. Pellet seco a

temperatura ambiente e ressuspendido com 150 pL de TE.

Amplificacdo de PCR e Sequenciamento
Ver Tabela Al para primers utilizados neste estudo. Os fragmentos das regides
plastidiais trnS-trnG, trnH-psbA, atpL-atpH e trnT- psbD (Shaw et al., 2007) foram

amplificados através de reacdo em cadeia da polimerase — PCR, em um volume total de
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reacdo de 30 pL contendo 1,5 pL de DNA genémico (100 ng/uL), 3 pL de Tampéo IB (10x),
0,6 pL de MgCI2 (50mM) e dNTPs (10 mM), 0,3 unidade de Taqg (5U/uL), 1,5 pL de primer
senso e antisenso (15 uM), 1,2 uL de BSA (4mg/mL) e H20O qg.s.p. O perfil de amplificacéo
consistiu de 40 ciclos compostos dos seguintes passos: atpL-atpH (30 seg. a 94°C; 40 seg. a
51°C; e 40 seg. a 72°C, sendo estes precedidos por um passo inicial de 1 min. a 94°C para a
homogeneizacdo da temperatura do bloco e seguidos por um passo final de 5 min. a 72°C) e
trnG-trnS (45 seg. a 94°C; 40 seg. a 51°C; e 90 seg. a 72°C, sendo estes precedidos por um
passo inicial de 1 min. a 94°C para a homogeneizacdo da temperatura do bloco e seguidos por
um passo final de 5 min. a 72°C para polimerizacdo de eventuais moléculas das quais a
polimerase tenha se dissociado antes do final da sintese total do fragmento). N&o obtivemos
éxito na amplificacdo nas regides plastidiais trnQ-rpsl16, trnC-rpoB, psbJ-petA, trnVV-ndhC,
rpL32-ndhF e petL-psbE (Shaw et al., 2007). Produtos de PCR foram purificados com o
protocolo EDTA (Biossystems) e analizados em um sequenciador ABI BigDye Terminators
3730XL seguindo as especificacdes do fabricante. Para confirmar as mutacfes observadas,
cada amostra foi sequenciada com ambos 0s iniciadores, senso e antisenso.

Tabela Al. Primers utilizados neste estudo a partir de Shaw et al. (2007). Primers avaliados
em etapa preliminar de selecdo de regides mais informativas e com maior sucesso nas reacoes

da PCR. Regides selecionadas para amplificacdo das 30 populacGes e 352 espécimes em
destague. Teste de polimorfismo realizado em 28 individuos de 12 espécies.

Primers Sequéncia pB C V VC Pl PiC

trnG(UUC) 5- GTAGCGGGAATCGAACCCGCATC-3* 864 565 22 13 8 6
trnS(GCU) 5'- AGATAGGGATTCGAACCCTCG -3

psbA 5'- GTTATGCATGAACGTAATGCTC -3 384 379 5 0 2 0
trnH(GUG) 5- CGCGCATGGTGGATTCACAATCC -3

atpL 5-TATTTACAAGYGGTATTCAAGCT -3' 583 430 14 1 5 1

atpH 5'- CCAAYCCAGCAGCAATAAC -3

psbD 5'- CTCCGTARCCAGTCATCCATA -3 650 625 16 5 9 5

trnT(GGU) 5'- CCCTTTTAACTCAGTGGTAG -3

pB = pares de base, C = sitios conservados, V = sitios variaveis, VC = sitios variaveis dentro
do complexo Melocactus oreas, Pl = sitio parsimdnia informativo, PiC = sitio parsimdnia
informativo dentro do complexo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos padrdes de divergéncia fenotipica interespecifica apresentados neste
estudo, juntamente com os modelos de distribuicdo de espécies, compartilhamento de
haplétipos e modelos de paleodistribuicdo, produzimos um so6lido corpo de evidéncias que
sustentam a divergéncia de nicho ecoldgico em alopatria como modelo especiativo
predominante no complexo Melocactus oreas. A maior diversidade genética e variabilidade
morfoldgica dos cactos estudados foi observada nas areas de chapadas e serras no leste do
Brasil. Evidéncias similares foram encontradas na maioria dos trabalhos envolvendo espécies
vegetais rupicolas de comunidades xerofilicas, refor¢cando o efeito direcionador das mudangas
climéticas ocorridas durante os ciclos pleistocénicos nos padrdes genéticos e morfologicos
dessas espécies. As areas de chapadas e serras no leste do Brasil tém sido consideradas como
refugios para comunidades xeréfilas durante os interglaciais, principalmente pelo elevado
namero de microendemismos e valores elevados de diversidade genética. A partir dessa
elevada congruéncia entre os trabalhos concordamos que estas areas devem ser consideradas
como prioritarias para conservacdo da diversidade biologica.

A partir dos estudos de dinamica populacional, observamos desempenho individual
diferenciado entre as populacdes de Melocactus estudadas. Essa diferenca foi observada pela
primeira vez em espécies de cactos no Brasil, e também representa o primeiro estudo
demogréafico com espécies de cactos na América do Sul. O comportamento demografico das
populacdes estudadas ¢é fortemente dependente da manutencao de adultos, que contrabalancam
a elevada mortalidade nos estadios iniciais de desenvolvimento, determinada principalmente
pela flutuacdo da qualidade do habitat ao longo da ontogenia. O extrativismo de individuos
adultos para venda representa o principal impacto antrépico, e tem levado a extin¢do de
inimeras populacées locais. As plantas adultas representam a fase mais importante do ciclo de

vida dessas populacdes, e 0 comércio de cactos com base extrativista pautado na coleta direta
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de individuos adultos representa um grande risco para essas popula¢des. Os modelos globais
(IPCC 2007) e regionalizados (Marengo et al. 2012) concordam com as tendéncias de
aumento da irregularidade e reducéo das chuvas para a regido leste do Brasil, 0 que representa
um risco para a persisténcia dessas populagdes de Melocactus, devido aos eventos de
mortalidade de adultos durante secas prolongadas. Neste sentido, acdes de manejo sobre o
extrativismo de adultos e preservacdo do habitat devem ser consideradas as estratégias mais
efetivas para populagcdes de Melocactus. Também apontamos a necessidade de uma linha
investigativa mais ampla envolvendo estudos de dindmica populacional associados a fatores
de ameaca antrdpicos e ambientais para as espécies ameacadas de extingdo (118 de 227
espécies, 78% endémicas para o leste do Brasil; Zappi et al. 2010).

A partir deste trabalho mostramos que a abordagem espaco-temporal empregada
contribuiu para entender as associacOes planta-planta em fina-escala e com gradientes
climaticos. Apesar da maioria dos estudos sobre dindmica das interacfes planta-planta em
ambientes semi-aridos considerarem a facilitacdo por plantas (nurse plants) e disponibilidade
hidrica como fatores chave (p.e., Flores & Jurado 2003), também apontamos a facilitacdo por
estruturas do microrrelevo (fendas, cavidades; nurse objects) e a flutuacdo da qualidade do
habitat ao longo da ontogenia, como fatores de grande importancia na dinamica destas
populacdes de cactos. Devido a elevada especificidade do habitat de ocorréncia dessas
espécies de cactos, reforcamos a conservacdo do habitat como estratégia efetiva de

manutencdo das populacdes locais.
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