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RESUMO

Compreender os processos adaptativos das espécies em ambientes restritivos, como a Caatinga,
onde ha um longo periodo de seca, é fundamental para entender padrdes biogeograficos dessa
floresta seca e, por sua vez, tracar estratégias de conservacao nesses ambientes. S0 necessarios
estudos integrativos, como por exemplo, ecologia reprodutiva e genética de populacdes para
entender como fatores bioticos e abidticos moldam a distribuicdo das espécies. Dessa forma,
essa tese teve como objetivo analisar como o ambiente biotico e abidtico exercem influéncia
nos tracos florais e genéticos de Bionia pedicelatta (Fabaceae), espécie endémica e amplamente
distribuida na Caatinga. A tese esta dividida em dois capitulos que tem por objetivos de (1)
avaliar a variacao no fen6tipo floral, guilda de polinizadores e producédo de néctar e (2) analisar
a estruturacdo populacional, distribuicdo de hapldtipos e nicho efetivo da espécie. Nesse intuito,
foram realizadas coletas de dados em populac6es do Ceard, Pernambuco e Bahia abrangendo
toda a area de ocorréncia da espécie. Observou-se diferenciacédo nos tracos florais, na producéo
de néctar e na guilda de polinizadores quando comparamos trés populagdes estudadas e um
acoplamento entre os comprimentos do tubo floral, estames e pistilos e 0 comprimento do bico
de alguns polinizadores. Ao longo dos anos houve uma drastica reducdo de nicho efetivo da
espécie; analisando os dados de marcadores plastidiais foram encontrados nove haplétipos,
sendo dois centrais, e uma estruturacdo populacional demonstrada pelo valor significativo do
Fst e, apesar de ndo haver relacdo entre a distancia genética e geogréfica, a maior variacdo
genética ocorreu entre as populacdes. Destacamos a capacidade da espécie em se adaptar as
pressdes seletivas do ambiente modificando tracos responsaveis por sua reproducéo, entretanto,
a perturbacdo antropica constante pode levar a perda de habitat e causar erosao genética. Desse
modo, sugerimos mais estudos integrativos nesse direcionamento e a implementacdo de agdes

de conservacao na Caatinga.

Palavras-chaves: Biogeografia. Florestas Secas. Genética de populagBes. Ornitofilia.
Modelagem de nicho. Dispersdo autocorica.



ABSTRACT

Understanding the adaptive processes of species in restrictive environments, such as the
Caatinga, which have a long dry season, is essential to understand biogeographic patterns of
this dry forest and to elaborate conservation strategies in these environments. Integrative
studies, as reproductive ecology and population genetics are needed to comprehend how biotic
and abiotic factors shape species distribution. Thus, this thesis aimed to analyze how the biotic
and abiotic environment influences the floral and genetic traits of Bionia pedicellata
(Fabaceae), an endemic species widely distributed in the Caatinga. The thesis is divided into
two chapters which aimed (1) to evaluate the variation in the floral phenotype, pollinator guild
and nectar production and (2) to analyze the population structure, distribution of haplotypes and
effective niche of the species. For this purpose, data collections were carried out in populations
from Ceard, Pernambuco and Bahia covering entire area of occurrence of the species.
Differentiation was observed in floral traits, in the production of nectar and in the pollinator
guild when we compared three studied populations and a coupling between the lengths of the
floral tube, stamens and pistils and the length of the bill of some pollinators. Over the years
there has been a drastic reduction in the species' effective niche; analyzing the data of plastid
markers, nine haplotypes were found, two of which were central, and a population structure
demonstrated by the significative value of the FST and, although there is no relationship
between genetic and geographic distance, the greatest genetic variation occurred between
populations. We highlight the species' ability to adapt to the selective pressures of the
environment by modifying traits responsible for their reproduction, however, the constant
anthropic disturbance can lead to habitat loss and cause genetic erosion. Thus, we suggest more
integrative studies in this direction and the implementation of conservation actions in the

Caatinga.

Keywords: Biogeography. Dry Forests. Population genetics. Ornithophily. Niche modeling.
Autochory.
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1 APRESENTACAO

A distribuicdo das espécies ndo ocorre uniformemente, uma vez que vem sendo
historicamente moldada por fatores bidticos e abidticos (BEGON; TOWNSEND; HARPER,
2007). Durante a historia de vida das espécies, processos ambientais e bioldgicos tais como
movimentos tectdnicos, soerguimento de crostas, ciclos climéticos, barreiras reprodutivas,
deram origem a diversos ecossistemas com peculiaridades de clima, solo, disponibilidade
hidrica (WIENS; DONOGHUE, 2004). Esses ambientes selecionaram naturalmente espécies
mais aptas e as relacfes ecoldgicas se tornaram cada vez mais estritas e, desse modo, alguns
organismos como plantas, por exemplo, tornaram-se dependentes delas para realizagao de seus
processos reprodutivos. Ao longo do tempo evolutivo, aspectos morfoldgicos, ecolégicos e
genéticos das plantas vém sendo moldados pelas relac6es bidticas e pelo ambiente em que as
plantas ocorrem (MARTINS, 2013). Essa modelagem pode agir de diferentes modos causando
modificacdes em tracos morfoldgicos vegetais e nas linhagens genealOgicas das espécies que
podem variar dentro e entre populagdes e influenciar dindmicas dentro de ecossistemas
(NATTERO; COCUCCI, 2007; KLIMAN; SHEEHY; SCHULTZ, 2008).

Para entender essas mudancas, € necessario avaliar como o ambiente vem se
modificando historicamente e como isso pode alterar a distribuicdo de linhagens genealdgicas
dentro das populagdes, além de entender como as relagBes biodticas ocorrem ao longo da
distribuicdo geogréafica e de que modo elas geram varia¢cGes morfoldgicas. Nesse intuito, faz-se
necessario que os estudos sejam realizados a luz da biogeografia, visando observar processos
maiores de estruturacdo dos ambientes para entender as dindmicas populacionais (SEGATTO
etal., 2014; PINANGE et al., 2019). Poucos estudos integrativos s&o direcionados nesse sentido
para populacdes vegetais e ainda menos quando visam estudar espécies vegetais da Caatinga,
um dominio fitogeografico exclusivamente brasileiro e que conta com uma alta biodiversidade
e niveis de endemismo (LEAL et al., 2005; TABARELLI et al., 2017). Sua distribuicdo ocorre
no nordeste do Brasil até o norte de Minas Gerais, sendo o dominio de maior extensdo dentro
das florestas secas mundiais (AB’SABER, 1999; TABARELLI et al., 2017). Além de
apresentar um longo periodo de seca, 0 que torna o ambiente restritivo, a Caatinga estad em
constante pressdo antropica, o que vem gerando um processo de fragmentacdo, perda de
servigos ecossistémicos e pode levar a extingédo de espécies, principalmente as endémicas desse
ambiente (RIBEIRO et al., 2015; RITO et al., 2017; ARNAN et al., 2018).
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Nesse contexto, Bionia pedicellata (Benth) L.P. Queiroz (Fabaceae) apresentou-se
como um potencial modelo de estudo para entender como uma espécie endémica de Caatinga
vem sendo histérico e contemporaneamente modelada pelo ambiente em que ela ocorre e pelas
relacBes ecoldgicas nas quais ela estd envolvida. Essa espécie tem ampla distribuicdo na
Caatinga, sendo endémica desse dominio, apresenta dispersdo limitada do tipo autocorica
explosiva e depende de polinizadores (beija-flores) para seu sucesso reprodutivo, uma vez que
¢ auto incompativel (DEMETRIO, 2008; QUEIROZ, 2008). Dessa forma, essa tese apresenta-
se dividida em dois capitulos que avaliaram variagdes geograficas em tracos ligados a
reproducdo e em tracos genéticos dentro e entre as populacdes de B. pedicellata. O primeiro
capitulo trata de uma analise contemporanea e geografica das populacdes de B. pedicellata do
ponto de vista reprodutivo, de modo a identificar e caracterizar a guilda de polinizadores, avaliar
as variacges nos tracos florais, incluindo a producéo de recursos, analisando se esses tracos sdo
moldados pelos polinizadores. O segundo capitulo avaliou a distribuicdo histérica de nicho da
espécie, além de avaliar sob o ponto de vista da genética de populacfes, como estdo distribuidas
e estruturadas as linhagens genealdgicas. Ambos tém por intuito revelar padrdes quanto a
historia evolutiva e da ecologia reprodutiva contemporanea de B. pedicellata através da analise

de suas populacdes naturais.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Biogeografia

A Dbiogeografia envolve uma complexidade de temas de investigagcbes que visam
realizar o estudo da distribuicdo geogréafica dos seres vivos (CRISCI; KATINAS; POSADAS,
2003). Dansereau (1949) define biogeografia como a area que estuda a distribuicdo dos seres
vivos no espaco através do tempo. Ridley (2006) destaca que essa distribuicdo pode ser
influenciada por movimentos individuais de curta duracdo intrinsecos das espécies ou por
processos geoldgicos de acles lentas.

Uma das principais ferramentas utilizadas para responder questdes biogeogréaficas € a
modelagem de distribuicdo de espécies ou, também chamada, modelagem de nicho ecoldgico
(GIANINNI et al., 2012). Com ela é possivel inferir processos e responder questionamentos
relacionados a paleobiologia (SVENNING, 2011; COLLEVATI et al., 2012), avaliar ameacas
a fauna e a flora e estabelecer estratégias de conservacdo (JIMENEZ-ALFARO; DRAPER;
NOGUES-BRAVO, 2008; PAROLO; ROSSI; FERRARINI, 2008; MARINI et al., 2009),
delimitar espécies (RAXWORTHY et al., 2009), prever invasdes bioldgicas (PETERSON,
2003; THUILLER et al., 2009), prever o impacto das mudancas climaticas futuras na
distribuicdo de espécies (BROENNIMANN et al., 2011), além de entender eventos passados,
tais como extingdes em massa (NOGUES-BRAVO et al., 2008) e glaciagbes (ARAUJO et al.,
2008).

Estudos de modelagem de distribuicdo sdo comumente realizados em fauna
(PETERSON; BALL; COHOON, 2002; SATTLER et al., 2007; PAROLO; ROSSI;
FERRARINI, 2008; MARINI et al., 2009; THORN et al., 2009). Em plantas, principalmente
as brasileiras, esse nimero é menor, ressaltando a relevancia ainda maior de esforcos neste
campo de analise (FIASCHI; PIRANI, 2009). Além da necessidade de um maior nimero de
investigacOes em grupos vegetais também é importante que se estabelecam modelos que
considerem conjuntamente os climas historicos e contemporaneos, pois ambos séo responsaveis
pelos padrdes de riqueza de espécies e diversificacio geografica populacional (ARAUJO et al.,
2008).

Estudos biogeograficos vegetacionais em Florestas Tropicais Sazonalmente Secas
(FTTS) sdo ainda mais escassos (VIEIRA et al., 2005; CAETANO et al., 2008; COLLEVATTI
etal., 2012; BONATELLI et al., 2014; GONCALVES-OLIVEIRA et al., 2017; PINANGE et
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al., 2019), apesar de necessarios para entender o processo de formagéo dessas regides. Prado e
Gibbs (1993) propuseram a teoria do Arco Pleistocénico, que foi posteriormente apoiada por
Pennington, Prado e Pendry (2000), para entender como se deu a formacgéo das FTSS com as
oscilagcdes climaticas do ultimo Quaternario. A partir da analise de distribuicdo disjunta de
espécies vegetais das FTSS, os autores chegaram a conclusao de que esses padrdes sao vestigios
de uma formacéo florestal extensa ocorrente devido a retracdo da espécies de florestas imidas
durante o Ultimo Maximo Glacial, que apresentou um periodo climatico seco e frio,
propiciando a expansao de espécies vegetais da Caatinga e do Chaco formando um grande arco
vegetacional.

Estudos biogeogréaficos dentro da Caatinga sdo necessarios para avaliar processos
como vicariancia ou expans@es e ver como isso pode modificar a distribuicdo das espécies das
FTSS, uma vez que a flora e a fauna da Caatinga tém historias complexas e diferentes origens
(QUEIROZ, 2006; GREGORIN; CARMIGNOTTO; PERCEQUILLO, 2008; GUEDES;
SAWAYA; NOGUEIRA, 2014; CARVALHO et al., 2013). Turchetto-Zolet e colaboradores
(2013) atentam para o fato que esses estudos tém que ser direcionados a nivel de espécie, uma
vez que ndo ha um padrdo biogeografico estabelecido para a Caatinga como um todo, sendo
bem provavel que essas variagdes sejam determinadas por caracteristicas intrinsecas de cada
espécie. Para o melhor entendimento desses padrdes é preciso examina-los a luz dos
acontecimentos geomorfoldgicos e das profundas mudancas climaticas ocorridas no passado,
associando estes aos dados genético-evolutivos das linhagens genealdgicas, a partir das
informacdes de conectividade histérica (AVISE, 2000; SAKURAGUI, 2001).

Anaélises biogeogréaficas realizadas a partir de modelagem séo responsaveis por avaliar
nicho efetivo da espécie. Esse nicho é a parte do ambiente em que a espécie € capaz de ocupar
de acordo com os fatores abioticos que influenciam esse ambiente (SILVERTOWN, 2004).
Sendo assim, espera-se que a constante pressdo antropica gerando fragmentacdo de habitats
leve a uma reducdo de nicho efetivo em espécies endémicas e a consequéncia disso € ainda pior
quando ha um tipo de sistema de polinizacdo bastante especializado e uma sindrome de
dispersdo limitada (SEGATTO et al., 2014; SILVA et al., 2019). Essa reducdo de nicho pode
afetar diretamente a estruturacdo local das populag¢Ges gerando consequéncias para as linhagens

genealdgicas das espécies (DENG et al., 2020).
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2.2 Filogeografia de Florestas Neotropicais e Florestas Tropicais Sazonalmente Secas (FTSS)

A distribuicdo das espécies é extremamente influenciada por fatores abidticos como o
clima (DUNSON; TRAVIS, 1991; GUISAN; THUILLER, 2005; RIDLEY, 2006), tendo
havido, durante o Quaternario, grandes mudancas climéaticas com profundas oscila¢fes de
temperatura onde ocorreram as chamadas glaciacdes do Pleistoceno, as quais causaram
profundas mudancas nas espécies e em suas respectivas distribuicdes (BERGER, 1989; WEBB;
BARTLEIN, 1992). Trés padroes de mudancas biogeograficas foram identificados que
ocorreram nesse periodo: retracdo, manutengdo e expansdo. Cada espécie pode ter tido um
padrdo de mudancas e, por isso, faz-se necessario investiga-las isoladamente (MARTINS;
DOMINGUES, 2011; TURCHETTO-ZOLET ET AL., 2013).

Haffer (1969) em sua célebre teoria de reflgios, prop6s que durante os periodos glaciais,
alguns locais do globo formaram as chamadas zonas de refugio, regiGes que mantinham a
umidade e conservavam um pouco do clima pretérito. Assim, espécies que se dispersaram para
essas regides conseguiam sobreviver, ao passo que aquelas que ndo obtiveram éxito na
ocupacdo desses refugios acabaram sendo extintas. Quando a Terra voltou a aquecer e entrou
no periodo interglacial, as espécies que tinham se mantido nessas zonas, voltaram a se dispersar
e ocupar novos ambientes. Webb e Bartlein (1992) afirmam que essas mudancas climaticas
foram acompanhadas de intensas migragdes de espécies.

Esse padrdo de retracdo para as areas de reflgios seguido de dispersdo é bastante
documentado para é&reas Umidas (CONNOR, 1986; AIDE; RIVERA, 1998;
HOOGHIEMSTRA; HAMMEN, 1998; COLINVAUX; OLIVEIRA; BUSH, 2000; CRESPI;
LESLIE; BROWNE, 2003; SCHONSWETTER et al., 2005; CARNAVAL et al., 2009;
TURCHETTO-ZOLET etal., 2012; LIMA et al., 2014; CAZE et al., 2016), principalmente na
zona Holartica, e foi responsavel por uma grande propor¢do de eventos de especiacdo (AVISE;
WALKER, 1998). Em contrapartida, Bush e Oliveira (2006) publicaram um artigo que aponta
falhas na teoria dos reflgios para a regido Amazdnica do ponto de vista palinol6gico e
paleobotanico, 0 que mostra que apesar de ser uma teoria bem consolidada ainda ha
controvérsias sobre como os paleoclimas afetaram as regides neotropicais.

Ainda h& uma segunda teoria que explica a formacdo vegetacional durante o ultimo
méaximo glacial (UMG) e foi proposta por Prado e Gibbs (1993): a teoria do Arco Pleistocénico.
Essa teoria foi proposta no intuito de entender como se deu a formagéo das FTSS com as
oscilacBes climaticas do ultimo Quaternario. A partir da anélise de distribuicdo disjuntas de

espeécies vegetais das FTSS, os autores chegaram a concluséo de que esses padrdes sdo vestigios
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de uma formacéo florestal extensa ocorrente devido a retracdo da espécies de florestas imidas
durante 0 UMG, que apresentou um periodo climético seco e frio, propiciando a expansédo de
espécies vegetais da Caatinga e do Chaco formando um grande arco vegetacional.

Pennington e colaboradores (2000) propuseram um modelo de vicariancia para explicar
0S processos que moldaram as florestas secas durante o0 UMG, de acordo com os dados
contemporaneos de distribuicdo de espécies das FTSS na Amazénia e dados palinoldgicos: uma
mistura de espécies de florestas secas, florestas Umidas e de montana confinadas a matas de
galeria. Em contrapartida, Mayle (2004), de acordo com dados de estudos palinologicos, sugere
que o atual padrdo biogeografico das florestas secas na América do Sul pode ser explicado por
dispersdo a longa distancia e ndo por vicariancia.

Portanto, para florestas secas, aparentemente ndo ha um consenso de como as espécies
responderam as glaciacdes do Pleistoceno: se houve vicariancia ou expansées por dispersao a
longa distancia modificando a distribuicdo das espécies das FTSS, sendo bem provavel que esse
comportamento seja determinado por caracteristicas intrinsecas de cada especie
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2013). Além disso, também ndo ha um padrdo que explique
como de fato ocorreu a distribuicdo dessas espécies nos Neotropicos (LOHMAN et al., 2013).
Para 0 melhor entendimento desses padrdes é preciso examina-los a luz dos acontecimentos
geomorfoldgicos e das profundas mudancgas climaticas ocorridas no passado, associando estes
aos dados genético-evolutivos das linhagens genealdgicas, a partir das informacdes de
conectividade historica (SAKURAGUI, 2001; AVISE, 2000).

Diversos estudos filogeogréaficos vem sendo conduzidos no Neotrdpico ao longo dos
ultimos anos, muito embora eles ainda sejam escassos quando postos em contraste com outras
regibes do globo (PALMA-SILVA et al., 2009; TURCHETTO-ZOLET et al., 2013). Um
levantamento com os principais resultados dos trabalhos filogeograficos realizados nas regides
tropicais e subtropicais baseado no trabalho de revisdo de Turchetto-Zolet e colaboradores
(2013) foi realizado e pode ser observado na Tabela 1.

A maioria dos artigos publicados sobre filogeografia das plantas do Neotrépico focam
seus estudos nas Florestas Umidas como a Floresta Atlantica (PALMA-SILVA et al., 2009;
NOVAES et al., 2010; RIBEIRO et al., 2011; PINHEIRO et al., 2011; TURCHETTO-ZOLET
et al., 2012; MADER et al., 2013; PINHEIRO et al., 2013; LIMA et al., 2014; CAZE et al.,
2016) ou mais especificamente na regido amazonica (DICK; HEUERTZ, 2008; LIMA et al.,
2014). Esses estudos demonstram expansdo como principal processo demografico, embora
também descrevam padrdes de retragdo (PINHEIRO et al., 2013; LIMA et al., 2014), com fuga
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para diversos refugios incluindo para algumas areas de Cerrado como ja documentado por
Garcia e colaboradores (2011).

Além disso, destaca-se a documentacdo de distribuicdo disjunta de algumas espécies
ocasionada por barreiras ribeirinhas (CAZE et al., 2016) e pelo corredor seco formado pelo eixo
Caatinga-Cerrado que separa a Floresta Amazonica da Floresta Atlantica (TURCHETTO-
ZOLET et al.,, 2012; NOVAES et al., 2013). Em um estudo com a espécie Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne, Ramos e colaboradores (2007) observaram a formacéo de grupos
dentro do Cerrado e viram a ocorréncia de uma retracdo dessa arvore para refugios da porcao
central e sul do Cerrado devido a expansdes de espécies provindas de florestas umidas.

Caetano e colaboradores (2008) realizaram um estudo filogeogréafico de Astronium
urundeuva (Allemao) Engl., arvore que apresenta ampla distribuicdo na Caatinga e observaram
a formacéo de dois grupos isolados por distancia, um grupo central e a existéncia de expansdes
de alcance argumentando a favor da existéncia de uma formacdo pretérita continua dessa
floresta. Esse padrdo de paleodistribui¢do continua também foi corroborado por Collevatti e
colaboradores (2012) ao estudarem Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl. na Caatinga.
Ja Vieira et al (2005), avaliando a biogeografia e filogeografia de Ficus bonijesulapensis
R.M.Castro, também encontraram grupos dentro da Caatinga, mas afirmam que 0s grupos
encontrados que hoje correspondem a caatinga arbérea e afloramentos rochosos eram potenciais
refugios durante as mudancas climaticas do Quaternario. O padrdo de refugios também foi
observado para o complexo Pilosocereus em regides de Caatinga e Cerrado (BONATELLI et
al., 2014).

Dessa forma, ndo had um padrdo histérico bem determinado para as Florestas Secas.
Pennington e colaboradores (2009) sugerem que a distribuicdo irregular desse bioma no globo
tem estruturado de forma distinta a histéria e biogeografia das espécies vegetais presentes nele.
Portanto, faz-se de fundamental importancia estudos que foquem em compreender os padrdes
filogenéticos, populacionais, ecoldgicos e biogeograficos dessas espécies individualmente para
que se possa entender a histéria mais ampla desse bioma (CAVERS; DICK, 2013).

2.3 Caatinga

O Brasil detétm a maior biodiversidade do mundo (PEIXOTO; MORIM, 2003)
englobando dominios fitogeograficos que vao desde florestas secas e Umidas até campos e
pantanal, os quais abrigam 14% da diversidade mundial de plantas (SHEPERD, 2002;
FIASCHI; PIRANI, 2009). Myers et al. (2000) destacaram areas prioritarias para conservacao
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que, sdo aquelas que apresentam uma grande concentracdo de espécies e grande perda de
habitats. Essas areas foram denominadas hotspots €, no Brasil, 0s ecossistemas prioritarios sdo
a Floresta Atlantica e o Cerrado. Entretanto, Leal e colaboradores (2005) destacaram a grande
biodiversidade da fauna e flora presente na Caatinga que é pouco protegida apesar de também
sofrer grande perda de habitats. Boa parte do fato da Caatinga ndo ser um ecossistema prioritario
para conservacdo é que ainda had poucos estudos que investiguem e descrevam sua
biodiversidade, bem como pouco investimento de ciéncia que suportem estudos e pesquisas
nessa regido (SANTOS et al., 2011).

A Caatinga ocupa cerca de 11% do territdrio nacional incluindo Nordeste do Brasil e
Norte de Minas Gerais (AB’SABER, 1999) e ¢ um dos dominios fitogeograficos, dentro das
FTSS, com maiores indices de biodiversidade do mundo. Também é o dominio com maior
extensdo dentro das FTSS e abriga uma alta densidade de pessoas que utilizam seus recursos
de forma extrativista (TABARELLI et al., 2017). Essa exploragdo vem gerando uma
perturbacdo nesse ambiente, que por sua vez proporciona uma transformacdo em larga escala
dentro do ecossistema (LEAL et al., 2005; ARAUJO; CASTRO; ALBUQUERQUE, 2007;
RIBEIRO et al., 2015; RITO et al., 2017; TABARELLI et al., 2017). A principal pressdo
antrépica ocorrente dentro da Caatinga € a perturbacdo cronica que consiste em distirbios
humanos constantes e de baixa intensidade que podem levar a um processo de fragmentacéo e
extincdo gradual das espécies (RIBEIRO et al., 2015; ARNAN et al., 2018). Além disso, gera
uma reducdo em servicos ecossistémicos (TABARELLI et al., 2017) afetando a dindmica e
estrutura das comunidades (ARAUJO et al., 2007). Ao longo dos anos o processo de
fragmentacdo e perda de habitat vem sendo documentado na Caatinga (LEAL et al., 2005;
QUEIROZ, 2006; ARAUJO et al., 2007; GUEDES; SAWAYA; NOGUEIRA, 2014; RIBEIRO
etal., 2015; RITO etal., 2017; TABARELLI et al., 2017).

A fragmentacdo e consequente perda de habitat afeta diretamente espécies endémicas
(MYERS et al., 2000; BROOKS et al., 2002; DIRNBOCK; ESSL; RABITSCH, 2011;
HADLEY et al., 2017). A Caatinga detém um alto nimero de espécies endémicas e dentro das
plantas vasculares e dos grupos de animais essa endemia varia de 7 a 57% (LEAL et al. 2005).
Queiroz (2006) avaliou os padrdes de distribuicdo geogréfica das espécies de Fabaceae na
Caatinga e revelou a presenca de sete centros de endemismo dentro desse dominio. A perda de
habitat pode gerar consequéncias drasticas para especies endémicas e, principalmente, para
aquelas que apresentam relacGes bioticas especializadas (SILVA et al., 2019). Desse modo, faz-

se necessario estudos que avaliem essas espécies endémicas, seus padrfes de distribuicdo e
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relagfes bidticas envolvidas para definicdo de estratégias de conservacdo e desaceleramento
desse processo de fragmentacdo dentro da Caatinga (LEAL et al., 2005).

2.4 Polinizacdo e variagdes em tracos florais

Variagdes morfolégicas podem ser moldadas ndo s6 por fatores abioticos, como
pressbes seletivas do ambiente (HERRERA, 2006; GILES et al., 2006; SANCHEZ-
LAFUENTE, 2007), mas também pelas relacfes bidticas que os seres vivos mantem uns com
os outros (HARDY; SONKE, 2004). Dentre essas relacdes destacam-se a competi¢do por
recurso, herbivoria, a dispersdo de sementes e a polinizacdo (RIDLEY, 2006; GILES et al.,
2006; BEGON; TOWNSEND; HARPER, 2007; MEHANNA; PENHA, 2011). No caso das
plantas, a polinizacdo representa uma interacdo imprescindivel para que haja reproducéo
cruzada e a formacéo do fruto e, consequentemente, a dispersao da semente e colonizacdo de
novos habitats. Entender como esse processo ocorre, como ele varia com as condicGes
ambientais e como isso afeta a morfologia da planta é uma questdo central na ecologia de
populagdes (BROWN, 1984).

Entender a dindmica do polinizador também € de fundamental importancia para inferir
questdes ecoldgicas relacionadas a essa interacdo (WOLF; HAINSWORTH; STILES, 1972;
LINHART, 1987; MCDADE; WEEKS, 2004). Sendo assim, dados sobre horario, tipo,
qualidade e frequéncia das visitas dos polinizadores as flores (HAINSWORTH; WOLF, 1972),
como eles se distribuem ao longo do dia, geograficamente (NATTERO; COCUCCI, 2007) e
qual seu comportamento e modo de forrageamento, que pode ser determinante na forma de
distribuicdo do pélen (LINHART, 1987; LONGO; FISCHER, 2006; TORRES-VENEGAS et
al., 2019), fornecem importantes respostas quando se trata da compreensdo da polinizacédo e
importancia da mesma contemporaneamente direcionando mudancas evolutivas e modelagem
nas paisagens.

As aves sdo os principais vertebrados polinizadores (OLLERTON, 2017) e dentro
desse grupo as espécies mais representativas sdo os beija-flores (Trochilidae). Os beija-flores
sdo espécies de aves que so ocorrem no Neotropico e sdo responsaveis pela polinizagéo de, pelo
menos, 15% das espécies de plantas dessa regido (FEISINGER, 1983; MACHADO, 2009;
LAS-CASAS; AZEVEDO; DIAS, 2012) por serem as aves mais especializadas na visitacéo de
flores (FISCHER et al., 2014). O comportamento dessas aves esta diretamente ligado ao fluxo

de pdlen: beija-flores que apresentam comportamento territorialista (i.e. Trochilinag) podem
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restringir esse fluxo e ser pouco eficientes quando comparados com 0s que apresentam rotas de
visitacdo (i.e. Phaethornithinae) e que acabam por visitarem uma amplitude maior de flores
(LONGO; FISCHER, 2006; TORRES-VENEGAS et al., 2019). As flores ornitéfilas
geralmente sdo robustas, produzem néctar rico em sacarose e polen em abundancia, sao
inodoras, com antese diurna, comumente com coloracao vermelha, alaranjada (FISCHER et al.,
2014) e geralmente sdo longas, tubulares e curvadas (FAEGRI; VAN DER PIJL, 1980;
DALSGAARD et al., 2009).

Além de analisar o comportamento do polinizador, é necessario entender como 0
recurso é disponibilizado para ele temporal e espacialmente (CRUZ et al., 2006) para
avaliarmos como essa relagdo pode modelar variagdes geograficas em tragos florais. O principal
recurso oferecido pela planta para os beija-flores € o néctar, que é geralmente pouco
concentrado, com a porcentagem de acucar variando de 20~25% (ROBERTS, 1996), sendo
mais diluido do que o néctar oferecido por plantas polinizadas por abelhas (PYKE; WASER,
1981). Alguns trabalhos classicos demonstram que em testes de escolhas realizados em
laboratdrio, a preferéncia dos beija-flores € por um néctar mais concentrado do que aquele
oferecido por espécies ornitdfilas, com a porcentagem de sacarose superior a 45% (BOLTEN;
FEINSINGER, 1978; TAMM; GASS, 1986; ROBERTS, 1996; MCDADE; WEEKS, 2004), o
que demonstra uma plasticidade na estratégia de disponibilidade e uso desse recurso.

Aspectos morfologicos e morfofisiolégicos das plantas e de seus respectivos
polinizadores evoluiram ao longo do tempo e isso vem tornando a polinizacdo um processo
cada vez mais efetivo (FAEGRI; VAN DER PIJL, 1980; MACHADO et al., 2007; MARTINS,
2013). Dessa forma, ajustes na morfologia floral, disponibilidade de recurso temporal e
espacialmente por parte da planta e no modo de forrageamento do animal sdo cruciais para a
manutencdo dessa relacdo ecoldgica e consequente manutencao das espécies nos ambientes
(McDADE; WEEKS, 2004; CRUZ et al., 2006; CAPUCHO et al., 2006; DALSGAARD et al.,
2009).As diferencas morfoldgicas nos tragos florais podem estar relacionadas ao principal
polinizador de cada populacdo e podem ocorrer entre as populacdes e dentro delas (NATTERO;
COCCUCI, 2007), além de também poderem ser uma estratégia para manter a relacéo
fenotipica planta-polinizador em &reas heterogéneas (COSACOV; COCUCCI; SERSIC, 2014).

A morfologia dos tracos florais também esta ligada ao recurso disponivel para o
polinizador. Estudos demonstram que ha uma correlagdo positiva entre os tamanhos florais e a
recompensa oferecida (BERG, 1959; GALLETO; BERNARDELLO, 2004; KACZOROWSKI;
GARDENER; HOLTSFORD, 2005; FENSTER et al., 2006; CASTRO; SILVEIRA;
NAVARRO, 2009) e que, assim, os polinizadores sdo capazes de discriminar flores com
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diferentes tipos de néctar (SCHEMSKE; BRADSHAW, 1999; KACZOROWSKI;
GARDENER; HOLTSFORD, 2005). Dessa forma, os polinizadores sdo capazes de modelar
tracos florais, a partir do deposito de polen no seu corpo (BERG, 1959), criando variacdes
intraespecificas e geogréaficas e mediando selecfes (HERRERA, 1990; FENSTER et al., 2006;
CASTRO; SILVEIRA; NAVARRO, 2009).

2.5 Deriva genética e variagcdes em tracos geneticos

A estruturacdo genética das populagdes vegetais € bastante complexa, uma vez que é
influenciada tanto pelos eventos passados quanto pelos padrfes atuais de mudancas geneticas
interpopulacionais (SCHAAL et al., 1998). Em um estudo sobre estruturacdo genética espacial
de Phacelia dubia (L.) Trel., Levy e Neal (1999) observaram que as populacdes estavam
estruturadas de acordo com a intensidade e o tipo de disturbio antrépico e isso gerou perda
alélica e isolamento populacional, afetando a dispersao das sementes e frequéncia de genes nos
cloroplastos. Além disso, a fragmentacdo de habitats é capaz de reduzir o tamanho
populacional, causar erosdo de variacdo génica, aumentar a endogamia e deriva genética
podendo levar a extincao local das espécies (YOUNG et al., 1996).

Associando a documentada perda de habitat na Caatinga analisada através da
biogeografia € possivel também observar consequéncias desses processos na genética das
espécies (CHEVIN et al., 2010; WANG; BRADBURD, 2014), uma vez que essa pressao
antropica afeta as relacfes bidticas responsaveis pelo sucesso reprodutivo das plantas
(CASTILLA et al., 2017; HADLEY et al., 2017). A estruturacdo das populacbes pode ser
afetada pelos processos de fragmentacdo e a principal consequéncia disso € a perda de
haplétipos e alelos a partir da deriva genética (YOUNG et al., 1996; KLIMAN; SHEEHY;
SCHULTZ, 2008; GANDARA et al., 2019). Desse modo, é necessario avaliar a estruturacdo
genética das populactes frente a um cenario de pressdo antropica e perda de habitat ocorrente
na Caatinga. Para isso, a aplicacdo de marcadores de origens distintas que respondam como
processos bidticos foram modificados evolutivamente por essas mudangas no ambiente é
importante (SEGATTO et al., 2014).

Processos de dindmica populacional sob o ponto de vista da polinizagdo e da disperséo
de sementes podem ser inferidos atraves da aplicacdo de marcadores nucleares e plastidiais e
nos permitem obter respostas sobre fluxo génico, estruturacdo populacional, inferir processos

demogréficos pretéritos e avaliar a diversidade genética das popula¢cdes (WORTH et al., 2011;
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WANG; BRABURD, 2014; PINANGE et al., 2019; DENG et al., 2020). Portanto, faz-se de
fundamental importancia estudos que foquem em compreender os padrdes filogenéticos,
populacionais, ecoldgicos e biogeograficos das espécies ocorrentes na Caatinga, especialmente
as endémicas, para que se possa entender a historia mais ampla desse dominio (CAVERS;
DICK, 2013), como a perturbacdo vem historicamente afetando as espécies (LEAL et al., 2005)
e como isso pode estar afetando as relagdes bidticas ocorrentes nesse ambiente (CANUTO et
al., 2014).

2.6 Bionia pedicellata (Benth) L.P. Queiroz (Fabaceae) como modelo de estudo

A familia Fabaceae possui mais de 18.000 espécies distribuidas em 650 géneros
(SOUZA; LORENZI, 2012), apresenta ampla distribuicdo geogréafica, principalmente, nos
tropicos e é dividida em seis subfamilias: Caesalpinioideae, Detarioideae, Cercidoideae,
Duparquetioideae, Dialioideae e Papilionoideae (LPWG, 2017). Possui grande importancia
ecologica na dindmica das comunidades, principalmente em Florestas Secas, com varias
espécies nativas, além de ser bastante importante na recuperacdo de areas degradadas e
manutencdo da sustentabilidade dos solos, uma vez que participa ativamente na fixacdo e
ciclagem do nitrogénio atmosférico (YAHARA et al., 2013).

Dentro da subfamilia Papilionoideae, encontra-se Bionia pedicellata que antes era
denominada Camptosema pedicellatum, mas que foi reestabelecida em uma reviséo do género
Bionia (QUEIROZ, 2008). E uma espécie de ocorréncia neotropical, semi-lenhosa, arbustiva
com folhas unifolioladas (QUEIROZ, 2008; TEIXEIRA et al., 2012). Suas flores estdo
dispostas em uma inflorescéncia racemosa, apical e axial e sdo pentameras, tubulares, com
pétalas vermelhas e possuem camara nectarifera. Cada individuo apresenta cerca de 26
inflorescéncias e 12 flores por inflorescéncia (DEMETRIO, 2008), seus frutos sdo do tipo
legume e possuem deiscéncia elastica ou explosiva (QUEIROZ, 2008).

Demetrio (2008) analisou a fenologia, biologia floral e sistema reprodutivo da
populagéo de B. pedicellata no Parque Nacional do Catimbau (Pernambuco, Brasil) e os
principais resultados desse trabalho foram que o pico de floragdo é no més de agosto, a antese
dura trés dias com alta producgéo de um néctar concentrado, a viabilidade polinica é alta e cinco
especies de beija-flores sdo os polinizadores. Além disso, destaca-se que B. pedicellata € uma

espécie auto-incompativel apresentando um baixo percentual de formacéo de frutos.
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Abstract

Background: Plant morphological characteristics are shaped by both abiotic and biotic factors
and these changes can lead to greater adaptability of the species to their environment, which

interferes in their ecological processes.

Aims: We chose Bionia pedicellata in order to understand the morphological variation in the
floral traits and reproductive population ecological aspects of this species throughout its

distribution.

Methods: We evaluated three different populations throughout its distribution in Caatinga,
monitoring their floral visitors, differences in their floral traits and the patterns of nectar

production and supply and how all these aspects relate within and between populations.

Results: We found significant differences in floral traits between populations, a geographic
variation in the pollinator guild, and differences in concentration and volume of whole nectar
between populations. We did not find differences in nectar patterns within populations and
throughout the day and mixed model analysis showed no relationship between pollinator bill
size and corolla tube size. However, it is possible to observe a coupling of the size distribution
of the pollinating hummingbird's bill with the size of the floral traits.

Conclusions: The differences observed between populations should be explained by
phenotypic plasticity of floral traits in response to an environmental adjustment in each habitat
where the species is found. However, with the coupling of floral traits linked to reproduction
with the size of the pollinator's bill, we believe that hummingbirds may also be exerting

selective pressure and, therefore, we suggest further studies in this regard.

Keywords: floral biology, adaptability, reproductive ecology, Dry Forest
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Introduction

Pollination stands out as a necessary ecological process for plant reproduction,
increased genetic variability through cross-pollination and consequent adaptation to the habitats
where they occur (Hanski 1989; Begon et al. 2007; Mehanna and Penha 2011). These
adaptations usually occur in traits directly linked to plant reproductive success and, therefore,
it is possible to observe morphological variations in floral traits and resource production so that
plant species suit their local pollinators (Hanski 1991; Nattero and Cocucci 2007; Cosacov et
al. 2014). This process depends on the adjustments between flowers and pollen vectors, which
can evolve in one direction to ensure the frequency of pollinators' visit to plants and pollinator
resources, making pollination a more effective process (Faegri and van der Pijl 1979; Machado
et al. 2007, Martins 2013).

Nevertheless, the same plant species may have different pollinators along with its
range, which may modify its reproductive success and, consequently, its adaptation and
evolution in different populations within ecosystems (Brown 1984; Slatkin 1985). As a result,
morphological variation in flowers is often observed among plant populations that interact with
different sets of pollinators (Capucho et al. 2006; Dalsgaard et al. 2009) and this may be
reflected in intraspecific changes in morphology with pollinators changing floral traits and
driving evolutionary processes (Whitall and Hodges 2007). Changes in floral traits are usually
accompanied by changes in the supply of resources, with a relationship between flower sizes
and the amount of resource produced (Berg 1959; Herrera 1990; Galleto and Bernardello 2004;
Kaczorowski et al. 2005). This integration contributes to the selective pressure on the part of
the pollinators, who select individuals with floral traits directly linked to the greater production

of the resource (Fenster et al. 2006).

In the Neotropics, the main bird pollinators are hummingbirds (Proctor et al. 1996;
Machado 2009; Las-Casas et al. 2012) and studies have shown a structure between flower
morphology, hummingbird bill size and efficiency of resource use in the plant-pollinator
relationship (Maglianesi et al. 2014). Their behaviors - territorialist or traplining (Longo and
Fischer 2006) - are directly related to pollen flow and it is essential to understand how they
behave during flower visits to understand how this ecological relationship happens
(Linhart1987). Understanding how these pollinators behave, how they pollinate flower patches,
how often and how effective their visits are, is crucial to knowing which floral traits can be

modified and to understanding how this process shapes flower characteristics (Hainsworth and
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Wolf 1972; Linhart 1987; Longo and Fischer 2006; Nattero and Cocucci 2007; Niet and
Johnson 2012).

However, not only floral attributes can be shaped by biotic agents such as pollinators,
but they can also be influenced by abiotic factors such as rainfall and temperature. According
to Chevin and Hoffmann (2017), environments with extreme characteristics can generate and
accelerate phenotypic plasticity in plant species by changing floral traits that determine their
survival. This can be applied when dealing with an ecosystem such as Seasonally Tropical Dry
Forests, which has two different seasons, rainy and dry, throughout the year (Leal et al. 2005).
This modeling of floral traits can also be influenced by genetic events such as genetic drift
(Wanderley et al. 2017).

It is interesting that there is a balance between the action of the environment on the
ontogeny of floral characters and the pressure of agents directly linked to the reproductive
success of the plant, as pollinators (Herrera 1990; Fenster et al. 2006), causing the maintenance
of lineages and adaptive evolution to the restrictive environment in which this species occurs.
In this direction, the present work evaluates possible modifications in floral traits of a Caatinga
species, analyzing its floral phenotype, its pollinators and the production and supply of
resources. We chose Bionia pedicellata (L.P. Queiroz) (Fabaceae), a widespread shrub in
Brazilian dry forests, as a model for understanding how a self-incompatible and ornithophilous

species has its floral traits modeled geographically by its pollinators and environment.

We try to understand population differentiation from the point of view of reproductive
ecology and, for this, we evaluated three different and distant populations of B. pedicellata,
and, aiming: (1) to characterize and compare the pollinator guilds found among the populations;
(2) to verify if there are differences between floral traits and resource production; (3) to assess
whether resource production and supply differ within and between populations; (4) to analyze
whether floral attributes are shaped by the pollinators. Our hypothesis are: (a) there is a
geographic differentiation in the pollinator guilds; (b) there is an intra and interpopulation
differentiation between floral phenotype and nectar production; (c) the nectar production and
supply differs between and inside populations and (d) the floral traits and nectar production are

shaped by the pollinators guild.
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Materials and Methods
Study areas

The fieldwork was carried out in three areas of natural occurrence of Bionia
pedicellata in the Caatinga in northeastern Brazil. The Caatinga is characterized by the presence
of two marked dry and wet seasons, and the last one is concentrated in only three months per
year (Sampaio 1995), and a semiarid climate (BSh — Képpen 1948). The three selected areas
are located in the municipalities of Crato at Cearé state at Araripe National Forest (7°14'3.012"S
39°24'33.840"W), Buique (Catimbau National Park) at Pernambuco state (8°31'55.992"S
37°14'34.008"W), and Caetité at Bahia state (14°07'53.972"S 42°30'14.879"W); the main
characteristics of the areas are plotted at Table 1 and the location points are showed at the map
at Figure 1. The populations are distributed in paths and were founded at rock outcrops, usually

nearby roads.
Study species

Bionia pedicellata is a shrub with flowers distributed in a raceme inflorescence
(Queiroz 2008; Figure 2A). The flowers have an average of eight ovules per ovary, ten fused
stamens with almost all the pollen grains viable (95,81%) and a nectariferous chamber at the
intern base of corolla (Demetrio 2008). We chose this species because it has known phenology,
wide distribution in the Caatinga, being endemic to this domain, it depends on hummingbirds
for its pollination and because it has morphological variations previously described in
collections, which made it a great model for testing our hypotheses. The field data were
collected at the flowering season between July and September of 2017 during the wet season.
The methods below were applied to each study area, except the accumulated nectar and
pollinator data of Buique population, which was taken for comparison from a previous study
(Demetrio 2008).

Floral visitors

We realized 60 hours of focal observation (according to protocols suggested by
Altmann 1974) in each study area. A previous study (Demetrio 2008) determined the range
time of pollinators’ activities and, based on this information, the observations were done
between 6 am and 4 pm for three days, which corresponded to the anthesis period. The plant
with the highest number of flowers in the population was chosen as a focal plant with a range
of 15 to 20 flowers per inflorescence, varying for each population. During the observation we
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collected data of pollinators’ species, Visit hour and frequency, pollinator’s behavior and type
of visit (i.e., whether pollination or nectar robber). The hummingbirds and its foraging behavior

were identified by photos and comparisons with specialized literature (Erize et al. 2006).
Floral morphometry and bill lenght

Three flowers of ten individuals per population of B. pedicellata were collected and
stored in alcohol 70%. Later, the morphometry analysis and measures of floral traits were made
in the laboratory, using photographs of both the whole and dismembered flowers with a scale.
These ten floral traits were measured from the photographs using ImageJ software (Rasband
2016): flower size (FS), calyx length (CL), standard length (SL), standard width (SW), wings
length (WL), wings width (WW), keel length (KL), keel width (KW), stamen length (STL) and
pistil length (PL) (Figure 3).

The pollinators® bill size measurements were obtained by measuring individuals
collected by specialists and deposited in the Collection of the Birds Division of the Zoological
Museum of the Feira de Santana State University (DAMUEFS), which were provided by the

curator, and in the collection of birds of the Federal University of Pernambuco, both in Brazil.
Nectar

To the nectar measurement, other different three flowers from ten individuals per
population were bagged at the beginning of anthesis to avoid any visit and nectar removal. At
the end of the day, the accumulate nectar was taken from the nectar chamber using a micro
calibrated syringe 25ul (Microliter ®) to measure the total volume and, after that, using a pocket
refractometer of 0-50% (Atago ®), we measure the sugar concentration. The nectar production
inside populations was also taken from open flowers by protocol standing-crop established by
Dafni at al. (2005) during three intervals across the day (08:00-10:59, 11:00-13h59, 14:00-
16:00h) in ten individuals without measuring the nectar volume more than once in a single

flower.
Data analysis

In order to analyze general differences in floral traits intra- and between populations,
we applied a nested MANOVA with Bonferroni corrections in the post hoc test for each trait
individually (Weinfurt 1995). We analyzed general relationships between floral traits and
resource production among populations with a principal component analysis (PCA), using

spectral decomposition in order to analyze the correlations between floral traits considering all
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individuals per population in each sampling area. We assume the area factor (populations)
capturing environmental differences (altitude, precipitation, temperature) to assess the

influence of environmental factors on floral traits.

To evaluate whether there is a relationship of floral traits with the pollinator,
histograms were made with the frequency distribution of the floral tube, stamen and pistil
lengths and the pollinator bill length for each population studied. The data were transformed
into log10 to fit the normal distribution and the graphs were placed on the same scale allowing
comparison of sizes. To evaluate the coupling between plant-pollinator, the frequency
distribution area of the floral traits was plotted on the graph and plotted over on the pollinator

bill size graphs.

To test whether there is a relationship of floral traits with the most frequent pollinator,
a mixed generalized model (GLMM) was applied using the R package ‘lm4”’ (Bates et al. 2014).
To run the model, we considered the size of the bill as a fixed factor, the populations as a

random factor and the length of the floral tube as the dependent variable.

The nectar data were tested by Shapiro-Wilk normality test, after that differences in
nectar volume and concentration and energetic availability within and between the study areas
were analyzed using Kruskal-Wallis test; when significant differences were found, the post hoc
test Student-Newman-Keuls was performed on R software. The amount of sugar per flower
(energetic availability) was calculated for each area according to protocols established by Dafni
et al. (2005).

Results

We found geographic variation between populations in floral traits, pollinators’ guild
and nectar production. The results from MANOVA test showed differences between
populations in all floral traits and in nectar concentration. Interestingly, floral traits diverged
more within rather between populations, as can be seen from the low value of the Wilks test for
intrapopulation analysis (Table 2). Considering the interpopulation variation, Buique was the
most different population with most of the measured floral traits differing from other
populations. When we observed the intrapopulation variation, the Crato population showed

variation between individuals for all measured floral traits, except for nectar volume (Table 2).

Buique X Caetité
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Most floral traits measured differentiated these populations, except wing width, keel
width, stamen length, pistil length, volume and concentration of nectar (Table 2). Analysis of
the accumulated volume and concentration of nectar did not differentiate these populations (H
= 5.5446; p = 0.382 and H = 7.3148; p = 0.2488, respectively; Figure 4). Energy availability
also did not differ between areas (H = 6.8367; p = 0.2811), once Buique had an average of
available joules of 216.02J (+ 116.19) and Caetité an average of 166.25J (+ 81.95).

Buique X Crato

These two populations were the most divergent in all analysis of floral traits and nectar
production. Except for the trait nectar volume, all floral traits were able to differentiate these
populations (Table 2). Crato showed a lower amount and quality of accumulated nectar when
compared to Buique (H = 22.2407; p <0.001; Figure 4) and this was maintained when the energy
availability of both populations was analyzed with discrepant averages of 93.33J (+ 51.92) for
Crato and 216.02J (+ 116.19) for Buique.

Crato X Caetité

Standard wing width, keel width, and stamen length were the floral traits that showed
differences between Crato and Caetité populations (Table 2). These differences can also be
observed in the accumulated nectar measurements (H = 14,9259; p = 0.013; Figure 4) and in

the average of energy availability (15,3704; p <0.001).

When observed overall trait relationships related to populations, the principal
component analysis explained 72.8% of the variation in the first two axes and showed that most
of the floral traits were correlated and had a low contribution to the first two axes (Figure 5).
The most important floral traits to explain the first axis was keel length, wings length, flower
size, stamen length, calyx length, and pistil length, while the second axis was majorly explained
by both nectar volume and concentration (Figure 5). Although the phenotype of the populations
of the three areas were overlapped, it was possible to visualize a trend to the differentiation
between the populations of Buique and Crato, while the population of Caetité was placed in the

middle of the gradient overlapping the populations of Buique and Crato (Figure 5).

For the standing-crop nectar analysis, the Kruskal-Wallis test values showed no
differences throughout the day within either population for nectar concentration or volume, as
can be seen in Table 3. Volume and concentration of accumulated nectar showed a clear

difference between Crato population and the others (vol.: H = 8.668; p <0.01 and con.: H =
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13.1835; p <0.01; Figure 4). We found significant differences in almost all the floral traits,
nectar, and pollinators between the populations.

In total, six hummingbird species were observed pollinating the flowers of B.
pedicellata, but the richness of hummingbirds per population is variable, besides one wasp, two
butterfly (Figure 2C) and one bee species were observed but did not pollinate the flowers (Table
4). In Crato population, the only pollinator was Phaethornis pretrei (Figure 2B) a hummingbird
that exhibits a trap-line behavior, which was responsible for more than 70% of the visits. During
the observation period, always at the beginning of the day, the species performed a
reconnaissance flight and then begin the route of visits to B. pedicellata flowers, making at least
one visit per hour until 16h. In all visits, the hummingbird contacted the stigma and anthers of
flowers and visited more than one individual per route. In addition to P. pretrei, visits were
observed of two species of butterflies, a wasp, and Trigona spinipes that only robbing the nectar,
damaging the sepals to access the nectar chamber without contacting the reproductive floral

parts.

Phaethornis pretrei was also pollinator, with 25% of visitation rate along with
Amazilia fimbriata, responsible for the 75% remain of visitation rate in Caetité population
(Table 4). Different from P. pretrei, A. fimbriata presents a territorialist behavior, which caused
that this bird visited few individuals of B. pedicellata and prevented the approach of the other
hummingbirds. The visits of P. pretrei always occurred in the late afternoon when A. fimbriata
left the territory near the flowers. Both introduced the bills in the corolla to reach the
nectariferous chamber and consequently contacted the reproductive structures of the flowers.
At the Buique population, Chlorostilbon lucidus, P. pretrei, A. fimbriata, Eupetomena
macroura and Anopetia gounellei pollinated the flowers of B. pedicellata (Table 4) as found by
Demetrio (2008), but C. lucidus also act as pillagers sometimes (Figure 2D). The average bill

size of pollinators is described in Table 4.

We found no relationship between bill length and corolla tube among populations in
the mixed model test (B = 31.35; p=0.699; Figure 6), however, when comparing the histograms
with the frequency distribution of pollinators’ bills and floral traits directly linked to pollination,
it was possible to observe coupling. The size of P. pretrei bill coupled with the three traits
evaluated: corolla tube size, pistil length and stamen length in the three populations (Figures 7,
8 and 9). It was also possible to observe this coupling with A. gounellei in the population of
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Buique and the size of the hummingbird bill E. macroura coupled, also in this population, with
the length of the stamen and the pistil (Figure 8).

Discussion

B. pedicellata showed variations on its floral traits (Table 2), resource production
(Table 2, Figure 4) and pollinator guild (Table 4) and this occurred both among and within the
populations studied here, with the exception of nectar production which did not vary within
populations (Table 3). In this way, we corroborate the hypotheses that there are geographical
differences in the pollinator guild and that these variations can also be observed in floral traits
and in the production of interpopulation nectar. It was not possible to statistically corroborate
the hypothesis that pollinators shape these variations, but we observed a coupling between the
size distribution of the floral traits (corolla, pistil and stamen lengths) with the distribution of

the size of the bill of some pollinators.

Although there was much variation in floral traits between and within populations and
a geographic differentiation between pollinators, they were not statistically able to differentiate
the three populations. However, when comparing populations pairwise, we can see
differentiation in floral traits. It is also possible to observe differentiation in floral traits within
populations, especially in the lengths of flowers, petals and calyx, which are characteristics both
linked to the direct attraction of pollinators and associated with plant growth according to its
environment. Yet, the phenotype might be influenced by many factors such as pollinator
morphology, including bill size and environmental patterns (Dalsgaard et al. 2009).

Evaluating the main floral traits that show differences between populations, we can
see that most are directly related to characteristics of pollinators, such as corolla, stamen and
pistil sizes. Extreme environments with some type of abiotic stress, such as Caatinga and its
drought regime can generate a high level of plasticity in traits of plants capable of changing the
environment (Chevin and Hoffman 2017). Thus, changes in floral traits, which are related to
reproduction and consequent maintenance of plant species in ecosystems, can directly affect

ecological relationships, bringing greater adaptability as we are seeing in B. pedicellata.

Nectar did not show any correlation with the floral traits, in fact, it was orthogonally
related, which shows different directions for the size of the floral traits and the resource
production. Over the years, several researches have demonstrated that there is a direct
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correlation between the floral size and resource production (Berg 1959; Harder et al. 1985;
Galleto and Bernardello 2004; Kaczorowski et al. 2005; Fenster et al. 2006). Fenster and
collaborators (2006) affirm that this relationship must be reflected in a pollinator's ability to
discriminate individuals within a population. However, it was not the pattern found here and
this may be related to the restrictive environment in which B. pedicellata is found. Thus, the
pollinator looking for what it is available to feed without necessarily distinguishing the size of

the flowers and their relationship with the nectar production.

The intrapopulation variation in nectar production and in floral traits observed here is
more an intrinsic variation of the species in response to the environment than a selective
pressure exercised by the pollinator. This intrapopulation change in floral traits and in the
supply of resources is considered as a first step in the selection of floral visitors (Herrera 1996;
Fenster et al. 2006). Subsequently, pollinators act by selecting individuals with different sizes
of the corolla tube, length of the stamen and pistil according to the location of deposit of pollen
in the body, which generates a balance between the influence of the environment on the
occurrence of floral traits and the selection by biotic agents responsible for the pollination

process (Berg 1959).

Standing-crop nectar measurements provide results on the true reward available to
pollinators (Galleto and Bernardello 2005), however, nectar production did not vary throughout
the day among individuals within the same population. In contrast, when we analyze the total
nectar production in each population and compare this production between populations, it can
be seen that both the concentration and volume of nectar accumulated throughout the day and
the energy availability is lower in the Crato population than in the other two that do not show
differences between them. Crato is the only population that presented only one pollinator, P.
pretrei, which exhibits trap-line behavior. Lower quality and amount of nectar and energy

available in each flower ensures more than one individual can visit (Longo and Fisher 2006).

P. pretrei is a large hummingbird and has a higher energy demand (Mc Dade and
Weeks 2004) when compared to the other species found in this study, and this can optimize
cross-pollination (Torres-Venegas et al. 2019). The production of a small volume and less
concentrated nectar per flower and the existence of many available flowers may be related to
the crossing guarantee, since the hummingbird requires a large amount of food and energy to
survive and, to supply that, must visit many flowers at the same time (Bolten and Feinsinger
1978).
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According to Lanna et al. (2017), a territorialist behavior, such as that of pollinating
hummingbird species found in the populations of Buique and Caetité, ensures greater access to
resources. Different of trapline hummingbirds which tend to adjust visiting times according to
nectar availability and possible competitive losses (Gill 1988), offsetting their energy demand
by visiting a larger number of flower spots. In addition, the availability of nectar with a high
sugar concentration can maintain an efficient proportion of pollinators, despite the available
volume, the hummingbird continues to visit the flowers (Matias et al. 2019). The hummingbird
is able to changes its visitation rates according to the quantity and quality of nectar available
(Garrison and Gass 1999), which corroborates our assumption that there is an adjustment made
by the plant that ensures visitation rate, since the pollinator guild can adjust its foraging
strategies by demonstrating resilience to different environments as suggested by Chevin and
Hoffmann (2017).

The relationship of B. pedicellata with its pollinators is not species-specific, although
this species has ornithophilous flowers. We have seen a pollinator guild variation along with
geographic distribution and this may be directly related to the process of adaptability of this
species to their local habitats, which is already well documented in the literature (Faegri and
van der Pijl 1979; Schluter 2000; Schiestl 2012; Sun et al. 2014). The plant plasticity can also
be driven by the pollinators guild's resilience to change their foraging strategies in the face of

environmental changes, which makes for a bilateral adjustment (Chevin and Hoffmann 2017).

Analyzing the relationship between flower size and pollinator bill size in all
populations we did not observe a significant relationship between these two traits, however,
when comparing the frequency distributions of these traits we can observe that there is a
coupling between floral traits and the size of the pollinator’s bills. This positive relationship
between floral trait and pollinating hummingbird bill is already documented in other studies on
the plant-pollinating geographical relationship with another ornithophilous species (Nattero and
Cocucci 2007). According to the authors, the positive correlation between pollinator corolla
and bill morphologies and the incidence of high variation among populations support the
hypothesis that flowers are shaped by local pollinators and assume that there is a unilateral

adaptation of flowers to their pollinators.

When we compare the populations with each other, we can see that there is no
geographical differentiation of the characteristics of the individuals of B. pedicellata, because

we observed Caetité, the most distant population geographically, as a ‘middle term’ between
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Crato and Buique, which are the two most next. However, by evaluating the pollinator guild of
each population we can observe a relationship between these patterns. Caetité and Crato have
the most frequent pollinator, P. pretrei, a trapline hummingbird, while Buique shows C. lucidus,
a territorialist pollinator, as the most frequent, which may be leading to a differentiation of this

population from others through phenotypic selection.

Territorial hummingbirds defend and collect resources from small flowering patches
and consequently end up pollinating close individuals, which can lead to self-pollination or
consanguinity, reducing pollen flow (Linhart 1987; Hadley et al. 2017). In contrast, trapline-
foraging hummingbirds tend to exploit different patches of flowers within a population,
reaching long distances and facilitating cross-pollination, and increasing intrapopulation pollen
flow (Taylor and White 2007). In addition, there is a relationship between hummingbird bill
size and foraging type, since territorialists have short bills while trapline have long ones
(Torres-Venegas et al. 2019). Thus, the type of foraging not only interferes with pollen flow in
populations but may also select floral phenotypes, as we can see in our study, as there are
differences in the most frequent pollinators of each population and their types of foraging and

pollen also, in the associated floral traits.

We can observe that there is a coupling between the floral traits of B. pedicellata and
P. pretrei. This tendency is easily observed in the population of Crato, where this hummingbird
is the only pollinator. However, it is also possible to see this happening with the other two
populations, although this hummingbird is not the most common. Pollinators with territorialist
behavior can reduce the number of visits of trapline pollinators (Torres-Venegas et al. 2019),
as observed in the population of Caetité and Buique and this may directly influence the size of

floral traits and the plant-pollinator relationship occurring in these two populations.
Further studies

We suggest additional studies on phenotypic selection including a further analysis on
the relationship between the morphological characteristics of pollinating hummingbirds and
floral traits. Studies evaluating the distribution of genetic lineages are also important to help to
understand the life history of B. pedicellata, how they are behaving in the evolutionary time
and how the abiotic environment is shaping their reproductive characteristics. Our study
demonstrated variations between populations of B. pedicellata, which makes it interesting to
evaluate conservation strategies for maintaining these peculiar characteristics of each

population.
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Table 1. Abiotic characteristics of the three studied areas. All the data were toke from climate-data.org.

Study areas Geographic Altitude Annual Annual
coordinates precipitation  temperature
Crato (CE) 7°14'3.012"S 446m 1086mm 25,1°C

39924'33.840"W

Buique (PE)  8°31'55.992"S  914m 926mm 21°C
37914'34.008"W

Caetité (BA)  14°07'53.972"S  1011,7m 862mm 21,8°C
42°30'14.879"W
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Table 2. Results of the nested MANOVA and post hoc one-way ANOVA tests with Bonferroni correction
comparing differences in floral traits of three populations of B. pedicellata (Fabaceae) in areas of Caatinga in
the Northeastern of Brazil. Significant values (p<0.05) are highlighted in bold, different letters indicates
differences between the groups and the asterisks indicates differences between individuals within populations.

Crato, Ceara Buique, Pernambuco  Caetité, Bahia

mean + SD mean + SD mean + SD
Floral traits N=10 N=10 N=10
Flower size (mm) 33.2+2%% 31.1+1.55* 33.9+1.42
Calyx length (mm) 15.9+1.4%* 13.4+1.45* 15.7+1.4%*
Standard length (mm) 29.6+2.5%* 26.4+1.8° 29.9+1.22
Standard width (mm) 17.9+1.3%* 15.2+0.7° 16.6+1.4¢
Wings length (mm) 28.9+23* 25.9+2b* 28.3+1%*
Wings width (mm) 4,7+0.2%* 4.3+0.3°* 4.3+0.5*
Keel length (mm) 30.8+2.1%* 27.7+2.25* 31+1.43*
Keel width (mm) 12.2+0.6%* 10.6+0.4%* 11.1+1.2b*
Stamen length (mm) 29.1+1.3%* 26.6+1.9°* 28.7+1.5%*
Pistil length (mm) 30+1.42* 27.4+1.2° 30+1.4¢
Nectar volume (pl) 17+6.5 27.4x7.3 26.1+7.1
Nectar concentration (%) 28+3.5%* 36.9+5.9° 33.8+3.5

Interpopulation: Wilks = 0.096758, F = 4.61, p < 0.00001
Intrapopulation: Wilks = 0.000001, F = 2.54, p < 0.00001
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Table 3. Nectar measures of exposed flowers (standing crop) in three different times periods inside of three
populations of B. pedicellata in areas of Caatinga in the Northeastern of Brazil during the flowering season of
2017.

Nectar measures Time period Kruskal-Wallis

Standing crop 08:00-10:59 11:00-13:59  14:00-16:00 H p-value

Crato, Ceara
Volume (ul) 124+75 8.84+42 109+41 0.9 0.63
Concentration (%) 28 £ 0.03 255+0.04 27.9+0.02 4.7 0.09
Buique, Pernambuco
Volume (ul) 13.6 +6.8 8.8+3.2 94+5 14 0.5
Concentration (%) 279+3.2 31+3.8 31.3+£8.8 1.7 0.42
Caetité, Bahia
Volume (pl) 128+73  147+62 16.2+5 0.8 0.67

Concentration (%) 31.1+35 31.8+45 30.8+3.5 0.02 0.98
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Table 4. Informative data about floral visitors, bill size of pollinators, number and percentage of visits of each
study site collected at natural populations of B. pedicellata (Fabaceae) in areas of Caatinga in Northeast of
Brazil during the flowering period at July to September of 2017.

. Bill size (mm) Number of visits Percentage of visits (%)
Floral Visitors i » i L
Average+DP Crato/Buique/Caetité Crato/Buique/Caetité

Hummingbirds

Amazilia fimbriata 19+1.3 0/1/9 0.0/0.8/75.0
Anopetia gounellei 27.1x1.0 0/1/0 0.0/0.8/0.0
Chlorostilbon lucidus 18.8+0.9 0/113/0 0.0/94.2/0.0
Eupetomena macroura 23.8+1.1 0/2/0 0.0/1.7/0.0
Phaethornis pretrei 32.4+1.2 34/31/3 70.8/2.5/25.0
Bees
Trigona spinipes - 5/0/0 10.4/0.0/0.0
Wasps
Vespidae - 2/0/0 42/0.0/0.0
Butterflies
Lepidoptera sp 1 - 6/0/0 12.5/0.0/0.0

Lepidoptera sp 2 - 1/0/0 2.1/0.0/0.0
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Figure 1. Geographic location of the three studied populations of B. pedicellata in Northeast of Brazil.
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Figure 2. (A) Inflorescence of B. pedicellata; (B) Phaethornis pretrei pollinating the flower of B. pedicellata;
(C) Butterfly and (D) Chlorostilbon lucidus acting as nectar robbers at the flowers of B. pedicellata.
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Figure 3. Floral traits collected by whole and dismembered flowers of B. pedicellata using the software ImageJ
(Rasband 2016). FS: flower size; SL: standard length; SW: standard width; WL: wings length; WW: wings
width; KL: keel length; KW: keel width; PL: pistil length; STL: stamen length; CL.: calyx length.
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Figure 4. Differences between accumulate nectar measures, volume (H=8.6680; p=0.0131) and concentration
(H=13.1835; p=0.0014) in the three B. pedicellata populations in areas of Caatinga in the Northeastern of
Brazil during the flowering season of 2017. Bars with different letters are significantly different (pos hoc
Student-Newman-Keuls, p<0.05), line into the box represents the median and black dots represents the mean.
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Figure 5. Diagram of the Principal Component Analysis for floral traits relationship in three natural
populations of B. pedicellata. FS: flower size; SL: standard length; SW: standard width; WL: wings length;
WW: wings width; KL: keel length; KW: keel width; PL: pistil length; STL: stamen length; CL: calyx length;
NC: nectar concentration; NV: nectar volume.
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Figure 6. Association between flower size and bill size of the main pollinators of each study population of B.
pedicellata, evaluated from the construction of a generalized mixed effect model (GLMM) (B = 31.35;
p=0.699).



50

104 A

Count

=S )

10 12 14 16 1820 10 12 14 16 1820 10 12 14 16 18 20
Bill size (mm/log10) Bill size (mm/log10) Bill size (mm/log10)

10

Count

S B O

1012 141618201012 141618201012 1416 18 20
Flower size (mm/logl0) Stamen length (mm/log10) Pistil length (mm/logl0)
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gray area shows the coupling between the frequency’s distribution. A: Phaethornis pretrei.
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fimbriata. The asterisk indicates the most frequent pollinator.
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RESUMO

PREMISSA DO ESTUDO: A perda de habitat na Caatinga vem impactando espécies endémicas, cenario esse
que tende a se agravar com mudancas climaticas futuras, especialmente para aquelas que apresentam relagoes
especializadas. Tal ocorréncia associada ao processo de fragmentacdo pode levar a perda de alelos por deriva
genética e a extingdes locais. O trabalho objetivou analisar a distribuicdo de nicho efetivo e de linhagens

genealdgicas em Bionia pedicellata (Fabaceae), uma espécie endémica da Caatinga.

METODOS: Nove populacdes naturais foram amostradas abrangendo sua distribuicio. O DNA das amostras foi
extraido, amplificacBes heter6logas com marcadores plastidiais foram conduzidas. Os dados foram analisados
através de abordagens de genética populacional calculando-se indices de diversidade e estruturacdo genética,
analise de variancia molecular e rede de haplétipos. Dados de georreferenciamento e bioclimaticos foram

utilizados para performar a modelagem histérica e atual da distribuicdo de nicho efetivo.

PRINCIPAIS RESULTADOS: Foi observada maior variagdo genética interpopulacional, uma alta estruturagéo
populacional com a presenca de nove haplétipos dentro das populagdes. Os valores de diversidade haplotipica e
genética foram baixos. Encontramos dois hapl6tipos antigos e centrais, sendo um deles encontrado em oito das
nove populagBes, incluindo Rio de Contas que apresentou uma diversidade genética alta, frente a outros mais

recentes. A modelagem de distribuicdo de nicho mostrou uma significativa reducdo histérica de nicho efetivo.

CONCLUSOES: A espécie vem sofrendo perda de habitat ao longo do tempo, 0 que gerou consequéncias
genéticas em suas linhagens genealdgicas atraveés de processo de deriva genética. Faz-se necesséria a

implementacéo de politicas conservacionistas para manter ou aumentar o nicho dessa espécie.

PALAVRAS-CHAVE: diversidade genética; perda de habitat; ornitofilia; autocoria
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INTRODUCAO

A Caatinga é um ecossistema exclusivamente brasileiro que vem sofrendo grandes
pressdes antrdpicas, especialmente as do tipo cronicas, as quais levam a uma reducéo de suas
areas e perda de biodiversidade (Leal et al., 2005; Arnan et al., 2018). Espécies endémicas desse
ambiente sofrem ainda mais com essa perda de habitat (Brooks et al., 2002, 2006; Dirnbdck et
al., 2011; Silva et al., 2019), uma vez que elas s6 ocorrem nesse ecossistema e apresentam
caracteristicas peculiares que as fazem adaptadas a esses ambientes. Para a manutencdo dessas
espécies e consequente fluxo génico, é necessario que as relagdes ecoldgicas estejam sendo
eficientes, especialmente a polinizacdo e dispersdo. A grande pressdo antrdpica que a Caatinga
vem sofrendo pode gerar perda de servicos ecossistémicos (Tabarelli et al., 2017), agindo nessas

relacBes bidticas e causando erosao genética nas populacées (Young et al., 1996).

Silva e colaboradores (2019) avaliaram a perda vegetacional da Caatinga com a
modelagem de futuras mudancas climaticas, prevendo-se drasticas consequéncias sobre
espécies endémicas que apresentam relacdes ecologicas especializadas, como por exemplo,
plantas com polinizagdo cruzada obrigatdria. A perda de habitat pode resultar em sérios efeitos
sobre a diversidade genética das espécies, como no caso da deriva génica (Young et al., 1996;
Kliman et al., 2008; Gandara et al., 2019). Esse processo ocasiona perdas estocasticas de alelos
e haplétipos dentro de populacdes naturais de espécies vegetais (Young et al., 1996),
especialmente para aquelas que dependem de um vetor para realizacdo de sua polinizacéo ou
que apresentam dispersao limitada (Segatto et al., 2014; Wanderley et al., 2017).

Trabalhos direcionados no intuito de avaliar a distribuicdo do nicho efetivo da espécie
historicamente sdo essenciais para se entender como a perda de habitat pode estar afetando a
estrutura das populac@es (Brooks et al., 2002; Silvertown, 2004). A reducdo de nicho gera perda
de hapldtipos e pode afetar diretamente as relacGes ecoldgicas responsaveis pela manutencao
da espécie no ecossistema, a estruturacao populacional e a sua diversidade genética (Chevin et
al., 2010; Wang e Bradburd., 2014; Tabarelli et al., 2017). Nesse intuito, é importante a
utilizacdo de marcadores moleculares que contem a historia de como 0s processos de
reproducdo e dispersdo da espécie, afetados pela fragmentagdo, podem influenciar nos niveis
de diversidade genética das populagbes (Kliman et al., 2008; Gandara et al., 2019),

especialmente em espécies endémicas.

Bionia pedicellata (Benth) LP. Queiroz é um arbusto endémico da Caatinga, pertencente

a familia Fabaceae. Ocorre em areas de montanhas, estando sua ocorréncia associada com
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afloramentos rochosos de arenito/quartzito. Apresenta um sistema reprodutivo auto
incompativel, sendo totalmente dependente de beija-flores para transferéncia de polen, e
dispersdo do tipo autocdrica explosiva (Demetrio, 2008; Queiroz, 2008; APG 1V). Considera-
Sse que espécies vegetais com tais caracteristicas sejam mais sensiveis a reducéo de héabitat e a

processos de extingdo local (Chevin et al., 2010; Segatto et al., 2014; Silva et al., 2019).

Variagdes morfoldgicas previamente observadas em B. pedicellata (C.M. Barbosa;
N.S.L. Albuquerque; L.E.N. Costa; D.S.B. Pinangé; 1.C. Machado, dados ndo publicados)
sugerem uma diferenciacdo populacional geogréfica, 0 que pode ser avaliado a partir da
caracterizagdo de padrdes populacionais em suas linhagens genéticas. Desse modo, o presente
trabalho visou avaliar a distribuicdo historica e atual, bem como a estruturacéo geografica das
populacdes de B. pedicellata atraves da utilizacdo de modelagem de distribuicdo de nicho

ecoldgico e analise de polimorfismos em marcadores plastidiais.

Nossas hipoteses a priori consideraram que: (1) houve uma reducéo de nicho efetivo da
espécie ocasionada pela perda de habitat na Caatinga em consequéncia da frequente acao
antrdpica; (2) as populagdes de B. pedicellata apresentam alta estruturacdo populacional em
decorréncia da fragmentacdo citada; (3) a dispersdo autocérica tem um papel maior do que o
fluxo polinico na estruturacédo e isolamento das populacdes da espécie; (4) ha uma relacao entre

distancia genética e distancia geografica nas populacdes de B. pedicellata.

MATERIAL E METODOS

Amostragem das populaces e extracdo do DNA

As populac@es foram amostradas entre junho e setembro de 2017 de acordo com dados
de coleta publicados no speciesLink e em herbarios. Ao todo, foram coletadas nove populacdes
naturais de B. pedicellata cobrindo toda a area de ocorréncia da espécie no ecossistema
Caatinga, no Nordeste do Brasil (Fig. 1). Em cada populacdo, foram coletadas folhas de 20
individuos que foram armazenadas em solucdo aquosa de cloreto de sodio saturada contendo
20 g/L de brometo de cetil-trimetilaménio (CTAB), conforme sugerido por Rogstad (1992). O
DNA foi extraido e isolado com o protocolo CTAB 2%, de acordo com Doyle e Doyle (1987)

com modificagdes nos volumes dos reagentes para extracao do tipo mini-prep.
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Amplificacdo heterdloga de marcadores microssatélite e genotipagem

Foram testados 51 marcadores microssatélites, sendo 10 loci plastidiais desenvolvidos
para angiospermas (Weising e Gardner, 1999), seis loci nucleares desenvolvidos para Fabaceae
(grupo de pesquisa Laboratério de Citogenética e Evolucdo Vegetal - UFPE) e trés loci
nucleares desenhados para Caesalpinia echinata Lam. (Lira et al., 2003). Além disso, testamos
o0s seguintes loci nucleares: 10 originalmente desenhados para Vigna unguiculata (L.) Walp e
12 para regides codificantes de esnaquina desenhadas para Glicine max (L.) Merr. (grupo de
pesquisa Laboratorio de Genética e Biotecnologia Vegetal — UFPE). Por fim, foram escolhidos
para testes de amplificacdo heterdloga, 10 loci desenvolvidos para Canavalia cathartica
Thouars e C. lineata (Thunb.) DC. (Yamashiro et al., 2013). Tal estratégia baseou-se na
disponibilidade de regibes de microssatélites das linhagens mais préximas do género Bionia na
filogenia de Fabaceae (LPWG, 2017).

Inicialmente, para o teste de amplificacdo, realizamos um teste-piloto avaliando um
subconjunto de oito individuos de diferentes populagdes. Os loci foram amplificados usando o
termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) através de protocolo para
PCR modificado de Schuelke (2000) com 10 pl de volume total, contendo: ~10 ng DNA
modelo, 1x PCR Buffer contendo MgCl,, 0.0312 U/ul de Tag DNA polimerase (Sigma-
Aldrich®), 0.25 mM de dNTP, 0.5 uM primer reverse, 0.125 uM primer forward, 0.5 uM
primer M13 marcado com fluorocromos (NED, FAM, VIC, PET). O primer forward foi
previamente ligado no fim da extremidade 3’ com a cauda M 13 contendo 19 pares de base (5°-
CACGACGTTGTAAAACGAC-3’) permitindo a marcagdo com o primer M13 fluorescente
para posterior genotipagem (Schuelke, 2000).

As reacOes foram submetidas a termociclagem com a seguinte programacao, conforme
sugerido por Schuelke (2000): desnaturacao inicial a 94°C por 5 min, anelamento do primer F-
M13 consistindo de 30 ciclos de 94°C por 30 s, temperatura de anelamento do primer por 45 s,
72 °C por 45 s, anelamento do adaptador M13 marcado com fluorocromos com oito ciclos de
94 °C por 30 s, 53 °C (temperatura de anelamento do adaptador-M13) por 45's, 72 °C por 45 s
e extensdo final de 10 min a 72 °C. Os produtos da PCR submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2% usando-se um 100 bp DNA ladder como referéncia para avaliagdo do peso
molecular. Apds o teste-piloto, repetimos 0 mesmo protocolo para todos os individuos de todas

as populagdes, incluindo a anélise de polimorfismos ap0s a separacgéo por eletroforese.
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Os primers que amplificaram e geraram polimorfismos foram usados na amplificagdo
de todo o universo amostral, sendo os amplicons genotipados através do sequenciador
automatico 3730 Genetic Analyzer automated sequencer (Applied Biosystems) com padrédo
GeneScan 600 LIZ™ dye size standard (Applied Biosystems). Os dados de genotipagem
provenientes do sequenciador foram analisados utilizando o programa GeneMarker® (Soft
Genetics), sendo os tamanhos dos fragmentos avaliados para cada individuo e conferidos

manualmente.

Amplificacdo e sequenciamento de marcadores de sequéncia

Foram realizados testes de amplificagdo dos marcadores atpF-atpH, psbK-psbl, rpl32-
trnL, trnlP6, trnH-psbA, trnV-ndhC, rps16-trnQ, KIM, matK, ITS 2- ITS 3 e ITS4-ITS5, todos
com uma amostra-piloto de oito individuos de diferentes populacées. A amplifica¢do via PCR
ocorreu de acordo com Vasconcelos et al. (2018), com 25 ul de volume final contendo: ~10 ng
DNA amostra, 1X PCR Buffer, 3 mM de MgCly, 0.2 uM de dNTP, 0.1 uM de cada primer
(forward e reverse) e 1.25 U Taq DNA polimerase (Invitrogen™). A programacdo do
termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) também seguiu o
determinado por Vasconcelos et al. (2018). Ap0s a realizagdo das reacfes de PCR os fragmentos
foram separados através de eletroforese em gel de agarose a 2%.

Posteriormente foi realizada a purificacdo dos produtos da PCR, sendo que 2 pl do DNA
amplificado foi subsequentemente utilizado para a realizacéo de reac6es de ciclo bidirecional
com o kit BigDye Terminator v3.1 (Apllied Biosystems) seguindo as instru¢des determinadas
pelo fabricante. As reaces foram levadas para o sequenciador 3730 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). As sequéncias foram submetidas a um alinhamento local (BLASTn) tendo o
GenBank (no Nacional Center for Biotechnology Information - NCBI) como busca de
referéncia de nucleotideos (Altschul et al., 1990). Posteriormente, as sequéncias foram
avaliadas quanto a qualidade através do programa CHROMAS® 2.6.6 (Technelysium Pty) e
analisadas para a montagem dos contigs, para posterior alinhamento multiplo utilizando o
algoritmo MAFFT (Katoh et al., 2002) implementado no software GENEIOUS® 10.1.3 (Kearse
etal., 2012).

Analise dos dados
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No que diz respeito aos dados de marcadores plastidiais, as analises descritivas
populacionais foram feitas utilizando o HAPLOTYPE ANALYSIS® (Eliades e Eliades, 2009).
As populagdes foram caracterizadas pela diversidade plastidial usando o nimero de haplotipos.
A diversidade genética também foi estimada nessa analise através do célculo dos indices de
riqueza e diversidade haplotipica, distancia genética entre os individuos e entre as populagdes,
Fst pareado e NEI-GD. Uma Median-Joining Network foi construida baseada nos loci
plastidiais utilizando o programa NETWORK®5.0.1.1 (Bandelt et al., 1999, http://www.fluxus-

engineering.com), de acordo com o protocolo determinado por Lexer e colaboradores (2005).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada no programa ARLEQUIN
3.5.2.2 (Excoffier et al., 2005) no intuito de acessar padrdes de diferenciacdo do DNA plastidial
dentro e entre as populagbes. Foi montada uma matriz de distancia geografica entre as
populacdes estudadas e o teste de Mantel foi realizado para testar a hipétese de isolamento por
distancia no programa GENEPOP 1.2 (Raymond e Rousset, 1995).

Modelagem de distribuicao de nicho efetivo

Os pontos de ocorréncia da espécie foram levantados in loco, por georreferenciamento
e atraves de fontes de dados ja disponiveis (GBIF, speciesLink). Foram adicionadas ao modelo
variaveis bioclimaticas previamente selecionadas a partir de uma analise de correlacdo baseada
em uma andlise de componentes principais — PCA. Essas varidveis foram derivadas de valores
de precipitacdo e temperatura disponiveis na base de dados do WorldClim, sendo selecionadas
as camadas biol, 3, 7, 12, 15, 17 e 18. As andlises foram realizadas utilizando R statistical
environment (R Core Team 2014) e o algoritmo utilizado foi o0 Maxent (Phillips et al., 2006),
utilizando taxa de omissdo de 5% e a técnica “cross-validation” para avaliar a precisdo do
modelo gerado. Posteriormente, foi feito um teste binomial uni-caudal para testar se 0 modelo

prediz os pontos melhor que o acaso (Philips et al., 2006).

RESULTADOS

De todos 0s marcadores microssatélites testados, somente sete microssatélites “ccmp”
(Weising e Gardner, 1999) apresentaram produtos de amplificagdo de tamanho esperado. No
entanto, somente quatro loci foram mantidos apds aplicacdo da estratégia de genotipagem

descrita, 0s quais apresentaram amplicons com o tamanho esperado para a maioria dos
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individuos, assim como niveis de polimorfismos significativos. Individuos que ndo
apresentaram o tamanho esperado na genotipagem foram excluidos da analise, totalizando 157
individuos coletados e analisados. Todos os loci foram polimorficos para B. pedicellata. A

caracterizacdo de cada populacdo esta demonstrada na Tabela 1.

Dos primers testados para analise de sequéncia, somente o ITS4-5 apresentou
polimorfismo, entretanto incipiente, uma vez que apenas um sitio heterozigoto foi evidenciado
com individuos apresentando transversdes entre as bases G e T. Foram sequenciados 156
individuos no total com tamanho das sequéncias de até 617 pb. Em algumas posic¢des, o base
calling mostrou dubiedade de bases em consequéncia de artefatos de sequenciamento. Portanto,
esse Unico sitio ndo foi informativo a nivel nuclear e, por isso, incluimos os polimorfismos de
ITS nas analises de haplétipos. Entretanto, essa inclusdo ndo gerou informatividade

significativa sendo, portanto, excluida completamente das analises.

A anédlise combinada dos dados plastidiais revelou nove haplétipos dentro das
populacdes de B. pedicellata, com a quantidade de haplétipos variando entre um e quatro (Fig.
2). As populagGes com maior quantidade de haplotipos foram Rio de Contas e Caetité com
quatro haplétipos cada, destacando-se Mucugé como a populagcdo com o menor numero de
haplotipos (Tabela 1). Trés populacdes apresentaram hapl6tipos privados: Custodia, Caetité e
Licinio de Almeida. A riqueza haplotipica variou de zero, com fixacdo de um Unico haplétipo
na populagdo de Mucugé, a 2.6 em Morro do Chapéu, sendo H2 o haplétipo mais frequente
(Fig. 2). Os valores de diversidade genética (He) variaram de zero na populacdo de Mucugé até
0.647 na populacédo de Rio de Contas e a média da distancia genética entre os individuos foi

maior em Caetité (ver Tabela 2).

As analises interpopulacionais mostraram uma maior distancia genética (0.923 de NEI-
GD) entre a populacdo do Crato e a de Caetité, seguido de Mucugé e Licinio de Almeida
(0.841). Por outro lado, os menores valores de NEI-GD foram entre as populac6es de Piata e
Crato (0.002), distantes a mais 700 km entre si (Figs. 1 e 2), e Morro do Chapéu e Mucugé com
valor de 0.003. Os valores normalizados de Fst pareados variaram de 0.001 (Piata vs Crato,
Piatd vs Buique e Morro do Chapéu vs Mucugé) a 0.166 entre as populacfes de Caetite e
Mucugé (Tabela 3). Ndo houve relacdo entre a distancia genética e distancia geogréfica (R? =
0.13; p = 0.87; Fig. 3).

A andlise de variancia molecular entre as populagdes (Tabela 4) mostrou que ha uma

maior porcentagem de variacao entre as populacdes (55%) do que em nivel intrapopulacional
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(45%). O valor de Fst geral, comparando todas as popula¢Ges em conjunto, foi alto com um
indice de fixacdo de 0.55. A frequéncia de haplotipos variou dentro das populagbes, mas €
possivel observar dois haplotipos mais frequentes (Fig. 2A) e a construcdo da rede mostrou que

esses haplotipos estdo bastante interligados com o H2 sendo o haplotipos central (Fig. 2B).

Os resultados da modelagem de distribuicdo de nicho mostraram um cenario de
mudanca na representacéo espacial do nicho fundamental de B. pedicellata. E possivel observar
uma clara reducdo espacial do nicho efetivo do periodo glacial para o Holoceno médio e um

dréstico declinio do médio Holoceno para a distribuigdo atual (Fig. 4).

DISCUSSAO

A abordagem utilizada nesse trabalho combinando dados de historia natural, genética
de popula¢des e modelagem de distribui¢do de nicho nos permitiu acessar dados filogeograficos
e de conectividade histérica de uma espécie endémica de um ecossistema diverso e Ginico como
a Caatinga. Embora ndo tenhamos conseguido polimorfismos nucleares para avaliar o fluxo
polinico historico, 0s outros resultados nos permitem contar a historia evolutiva da espécie do
ponto de vista da dispersdo de sementes. Desse modo, corroboramos as hipdteses de reducdo
de nicho efetivo e da estruturacdo populacional na espécie nos deixando inferir processos

adaptativos em B. pedicellata.

A alta estruturacdo populacional devido ao alto valor de Fst em conjunto com os baixos
valores de diversidade haplotipica encontrados nas populacdes sugerem uma expansao
demogréfica recente ocorrida ap6s um efeito gargalo prolongado ou severo (Worth et al., 2011).
Esses dados em conjunto com o fato de ndo haver isolamento por distancia indicam que a
diferenciagdo populacional pode ser consequéncia de uma disperséo local de sementes com
consequente deriva genética (Levy e Neal, 1999). Esses achados vao ao encontro do padrédo de
dispersdo de sementes da espécie, corroborando com sua histéria natural, que é do tipo
autocérica com deiscéncia explosiva (Demetrio, 2008) e confirmam a existéncia de nicho

reduzido predita pela analise de modelagem de distribuic&o.

Apesar de encontrarmos uma diferenciagéo entre as populagdes maior do que dentro das
populacdes, a distancia ndo explicou o isolamento, o que é congruente com os dados de Fst
pareados, ja que populacgdes distantes, como Crato e Piatd por exemplo, apresentaram maiores

semelhancas genéticas do que populagdes mais proximas como Mucugé e Licinio de Almeida.
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Isso sugere que a variagdo que estamos observando pode estar ligada a um isolamento pelo
ambiente em que as populagcdes ocorrem, pelas interacfes bidticas ou mesmo pela

heterogeneidade espacial, como solo, temperatura e pluviosidade (Wang e Bradburd, 2014).

Os indices de diversidade genética intrapopulacionais mostraram uma alta variagéo
entre os individuos das populacfes de Rio de Contas, Caetité e Licinio de Almeida. Como
contraste, nenhuma variacgéo foi detectada na populagdo de Mucugé, a qual apresentou a fixacao
de apenas um hapl6tipo (Fig. 2A). Tal cenario pode refletir um padrdo relacionado a
disponibilidade de nicho efetivo nas regides de ocorréncia dessas populagdes, como podemos
observar nos mapas (Figs. 1 e 4).

No geral, os dados sugerem a ocorréncia de um bottleneck e consequente perda de
hapl6tipos por deriva genética nas populacdes; entretanto, a populacdo de Rio de Contas
apresentou um alto indice de diversidade ainda resiliente, com o maior nimero de haplétipos
juntamente com Caetité. Esforcos para conservacdo de linhagens genealdgicas de B. pedicellata
devem considerar essa diversidade presentes nessas duas populacdes especificas. Além disso,
Mucugé apresentou apenas um haplétipo (H2), que foi o mais frequente e central, fazendo com
que essa populacdo nos conte uma historia mais antiga das linhagens da espécie (Fig. 2B).

A reducdo de nicho efetivo mostrada pela modelagem pode ter alterado bastante as
linhagens genéticas da espécie fazendo com que os hapl6tipos ainda sejam bem interligados, ao
lado de hapl6tipos mais derivados e menos frequentes nas popula¢fes como mostrado na rede
de haploétipos (Fig. 2B). Essa drastica reducdo também pode ser crucial para a conservacdo da
espécie, uma vez que o nicho efetivo esta restrito a poucas localidades na Caatinga. Tal
distribuicdo também pode ter levado a uma estruturacdo local das populacgdes, devido a perda
de habitat que pode gerar esse tipo de consequéncia nas linhagens genéticas (Young et al., 1996;
Deng et al., 2020). Dessa forma, com populacdes se isolando, a divergéncia entre elas, tanto
genética como observamos aqui, como fenotipica, que foi observada em tracos florais de B.
pedicellata (C.M. Barbosa; N.S.L. Albuquerque; L.E.N. Costa; D.S.B. Pinangé; 1.C. Machado,
dados néo publicados), tende a aumentar em decorréncia de fatores ambientais (Wanderley et
al., 2017) resultando em perda alélica por deriva genética (Levy e Neal, 1999; Gandara et al.,
2019).

Mesmao nao havendo isolamento por distancia, a rede de hapl6tipos nos permite observar
dois haplotipos mais frequentes e centrais: H2 e H6. A populacdo de Mucugé é formada

exclusivamente por H2, o que pode sugerir que houve uma reducdo de haplotipos por deriva
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genética nessa populacdo. Também é possivel observar que H6 prevalece nas trés populacoes
mais ao sul da distribuicdo geografica de B. pedicellata (Fig. 2A). Adicionalmente, a rede de
haplotipos evidenciou que ndo ha uma separacdo norte-sul entre os haplétipos das populagcoes
amostradas, uma vez que observamos um efeito estrela na rede, com haplotipos bem
interligados, 0 que sugere que pode estar ocorrendo o inicio de uma expansdo, mesmo que local,

nessas populacdes (Su et al., 2004; Huang et al., 2008).

Os dados de microssatélites plastidiais nos permitem inferir padrdes relacionados ao
fluxo génico ligado a disperséo de sementes. O tipo de dispersao de B. pedicellata faz com que
0s novos individuos cresgam proximos aos individuos parentais e isso fica bem claro com a
quantidade e distribui¢do de haplotipos nas popula¢fes amostradas. Esse padrdo de dispersao
contribui para uma significativa estruturacdo populacional, representada pelo alto valor de Fst
(=0.55) e pelo valor da AMOVA (=55% variagéo interpopulacional) (Lorenz-Lemke et al.,
2006). A reducdo de nicho efetivo, a heranga materna, com todos os loci interligados, € o tipo
de dispersdo autocorica podem explicar os padrGes de estruturacdo de B. pedicellata em

populacgdes isoladas (Segatto et al., 2014).

Apesar de ndo termos conseguido dados de marcadores nucleares, 0 que se espera para
espécies polinizadas por beija-flores € que o fluxo polinico tenha uma influéncia maior na
estruturacdo genética dessas populacfes do que a dispersao de sementes, como observado em
diversos trabalhos (Palma-Silva et al., 2009; Segatto et al., 2014; Gongalves-Oliveira et al.,
2017; Pinangé et al., 2019), uma vez que o beija-flor é capaz de alcancar longas distancias

permitindo reproducdo cruzada e consequente aumento da diversidade genética.

A formacéo das Florestas Secas, como no caso da Caatinga, por vicariancia proposta
por Prado e Gibbs (1993) e suportada por Pennington et al. (2000) sugere um processo de
fragmentacdo no periodo interglacial. Em um trabalho sobre biogeografia de Leguminosae na
Caatinga, Queiroz (2006) encontrou sete centros de endemismo e, dentro deles, dois grupos
floristicos, sendo um deles formado por espécies que ocorrem em superficies sedimentares
disjuntas e arenosas. Esse grupo floristico esta presente nos afloramentos rochosos da Caatinga,
onde B. pedicellata ocorre e, segundo Guedes e colaboradores (2014), apresentam uma alta
rotatividade de espécies, com a topografia desempenhando papel no processo de vicariancia,
sendo considerados refugios (Apgaua et al., 2014). Dessa forma, esses locais acabaram se
tornando ilhas, o que facilitou o processo de deriva genética observado para especie foco desse

estudo.
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O processo de fragmentagdo da Caatinga ja € documentado mesmo antes da existéncia
de pressdo antrépica (Carnaval, 2002), o que provavelmente gerou perda de habitat para
diversas espécies, incluindo B. pedicellata. Esse processo vem sendo acelerado com a
perturbacao causada pelo homem, sendo relatada uma perda vegetacional de mais de 30% na
Caatinga (Castelletti et al., 2004; Leal et al., 2005). Entretanto, essa fragmentacdo ainda tem
sido relativamente homogénea (Guedes et al., 2014), o0 que permite que ainda haja espago para
preservacdo e implementacdo de areas protegidas, que precisa ser implementado através da
protecao da biodiversidade dessa floresta, com a criacao de areas de conservacao integrais (Leal
et al., 2005; Camardelli e Napoli, 2012; Guedes et al., 2014).

CONCLUSOES

Sugerimos que sejam feitos estudos de biologia reprodutiva com individuos de
populacbes mais distantes para testar um possivel isolamento em B. pedicellata.
Adicionalmente, o desenvolvimento de marcadores nucleares especificos tem potencial para
auxiliar na avaliacdo da contribuicdo da polinizacdo comparativamente ao papel da dispersao
de sementes, descrito nesse trabalho. Também seria interessante direcionar estudos de genética
de paisagem de modo a trazer respostas sobre como a estruturacdo genética aqui observada
pode estar relacionada a um isolamento pelo ambiente. Além disso, sdo necessarias politicas de
conservacao que visem a manutencdo e/ou aumento do nicho efetivo da espécie dentro de um
ecossistema tdo diverso como a Caatinga, especialmente quando estamos diante de um cenario
futuro de maior reducdo dessas areas para espécies endémicas que apresentam especializagdo
nas suas estratégias reprodutivas (Silva et al., 2019). Isso se aplica ao caso de B. pedicellata, e
criacdes de areas de conservacao devem ser direcionadas especialmente para as localidades que

apresentam haplotipos mais antigos e aquelas com altos indices de diversidade genética.
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TABELA 1. Caracterizagdo das populagbes de B. pedicellata coletadas entre junho e setembro de 2017 no nordeste do

Brasil.

o ] . ] N coletado/
Populacfes Coédigo Localizacdo  Latitude Longitude Elevacéo .
N analisado
Crato CR Ceara -39.5842819 -7.1598107  426m 20/15
Buique BU  Pernambuco -37.4165714 -8.6866492  814m 20/12
Licinio de
] CT Bahia -42.546944 -14.655833  860m 20/20
Almeida
Rio de
MC Bahia -41.804873 -13.586803 1046m 20/18
Contas
Mucugé MU Bahia -41.588401 -13.126202 1102m 20/20
Piatd Pl Bahia -41.749299 -13.228555 1046m 20/20
Caetité CA Bahia -42.504133 -14.131659 1011m 20/18
Morro do -
RC Bahia -41.7432106 1011m 20/19
Chapéu 11.4019534

Custddia LA Pernambuco -37.9828646 -8.1467704  542m 20/15
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TABELA 2. indices de diversidade genética intrapopulacional com base na anélise de quatro loci de microssatélites
plastidiais. Ne: nimero efetivo de hapldtipos; Hpr: nimero de hapldtipos privados; Rh: riqueza haplotipica; He: diversidade

genética; D2sh: distancia genética média entre individuos

Populagdes Haplotipos Ne Hopr Rn He D%n
CR H1, H2 1.142 0 0.800 0.133 0.033
BU H1, H2, H6 1.412 0 2.000 0.318 0.091
CT H2, H3 1.504 1 1.551 0.343 0.151
MC H2, H8 2.571 0 2.637 0.105 0.255
MU H2 1.000 0 0.000 0.000 0.000
Pl H1, H2, H6 1.227 0 1.200 0.195 0.053
CA H4, H5, H6, H7  1.604 2 2.235 0.399 0.871
RC H2, H5,H6, H8  1.111 0 0.632 0.647 0.105
LA H2, H6, H9 1.471 1 0.998 0.353 0.086

Média - 1.449  0.444 1.339 0.277 0.183




TABELA 3. Valores de Fst com base em quatro loci ccmp para todas as populag@es de B. pedicellata.

o Licinio de Rio de ] _ Morrodo
Fst pairwise Crato Buique ) Mucugé Piatd Caetité ]
Almeida Contas Chapéu
Buique 0.002
Licinio de
. 0.131 0.092
Almeida
Rio de Contas 0.077 0.052 0.007
Mucugé 0.002 0.007 0.157 0.094
Piatd 0.001 0.001 0.113 0.066  0.003
Caetité 0.140 0.101 0.003 0.009 0.166 0.123
Morro do Chapéu  0.001 0.004 0.136 0.079 0.001 0.002 0.145
Custddia 0.008 0.006 0.098 0.057 0.012 0.007 0.106 0.009
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TABLE 4. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) de populag@es de B. pedicellata com base na analise de quatro loci

plastidiais.

L Somados  Componentes Percentual de Valor de p
Fonte de variagéo g.l L o
quadrados de variéncia variagéo

Entre populagdes 8 25.8 0.17709 Va 55.00 p < 0.0001
Dentro de p < 0.0001

B 148 21.442 0.14488 Vh 45.00
populacdes
Total 156 47.242 0.32197
Indice de fixac&o Fst: 0.55002
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FIGURE 1 Mapa de localizacdo dos locais de estudo das populacdes de B. pedicellata de junho a setembro
de 2017.
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FIGURE 2 A: Mapa com a distribuicdo dos haplétipos e suas frequéncias encontradas em cada populacdo de

B. pedicellata a partir da analise de loci plastidiais. Os graficos de pizza mostram a porcentagem de cada
hapl6tipo encontrado em cada populacdo. B: Rede de haplétipos construida a partir da analise Median-joining
dos loci plastidiais das populagdes de B. pedicellata. Os tamanhos dos circulos sdo proporcionais as suas
frequéncias, as cores indicam os diferentes haplotipos, as linhas as relag6es entre os hapldtipos e cada traco

nelas representam um passo mutacional. Veja a Tabela 1 para abreviacdes.
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FIGURE 3 Correlagéo entre distancia genética e distancia geografica a partir do teste de Mantel realizada da
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FIGURE 4 Distribuicdo de nicho de B. pedicellata projetada para o cendrio climético do periodo glacial (A),
Gltimo maximo glacial (B), holoceno médio (C) e clima atual (D).
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5 CONCLUSOES

O estudo sobre as populagdes de Bionia pedicellata revelou informacGes interessantes
sobre essa espécie endémica da Caatinga e que apresenta polinizacdo cruzada obrigatoria e
dispersdo limitada. Observamos variacGes dentro e entre as populacdes no fendtipo floral da
espécie, sua guilda de polinizadores e a forma como o néctar € disponibilizado para os
polinizadores. Isso demonstra uma adaptacdo da espécie de acordo com as pressdes seletivas
tanto do ambiente quanto de suas relagdes bioticas. Apesar de ndo encontrarmos uma relacédo
estatistica entre a morfologia do bico dos polinizadores e os tracos florais diretamente ligados
a reproducdo, vimos um acoplamento entre essas caracteristicas. Sendo assim, sugerimos

estudos futuros que avaliem o processo de selecdo fenotipica dentro da espécie.

Observamos um processo de reducdo histdrica de nicho efetivo e deriva genética dentro
das populagdes dessa espécie. As populacdes estdo bastante estruturadas e isso pode restringir
o fluxo génico causando perda de haplédtipos e alelos. J& foi possivel observar esse processo a
partir do nosso trabalho, uma vez que vimos um baixo valor de diversidade genética e
haplotipica e isso pode ter sérias implicagdes para a histdria evolutiva da espécie, pois
informacdes estdo se perdendo. Além disso, vimos a partir da modelagem de distribuicdo de
nicho, uma grande perda de hébitat ao longo dos anos em decorréncia da perturbacgdo antropica
crbnica que a Caatinga vem sofrendo. Destacamos que é importante avaliar a espécie também
do ponto de vista do fluxo polinico histérico a partir da aplicacdo de marcadores nucleares para
compreendermos como efetivamente a perda de habitat influenciou na perda haplotipica e

estruturacdo populacional.

B. pedicellata ocorre em um ambiente restritivo e que vem sofrendo uma forte
perturbacdo antrépica. Embora ela seja capaz de se adaptar as pressfes seletivas, como vimos
a partir da inferéncia de variacdes morfolégicas que garantem seu sucesso reprodutivo,
observamos baixa diversidade genética e haplotipica o que pode estar diretamente ligado ao
fato da grande reducéo de nicho que a espécie vem sofrendo historicamente. A agdo da deriva
genética pode causar erosao genética e se nada for feito para conservar esse ambiente e espécie,
é possivel que parte da histdria evolutiva da Caatinga esteja se perdendo. Portanto, sugerimos
gue estudos nesse direcionamento, que avaliem biogeografia, sucesso reprodutivo e a genética

de populagdes, sejam realizados nesse dominio fitogeografico. Além disso, que haja
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investimento e direcionamento de a¢Bes conservacionistas como implementagdo de areas de

protecdo e educacdo ambiental dentro da Caatinga.
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