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RESUMO

A polinizacdo por morcegos € 0 mais recente sistema de polinizacdo a ter evoluido dentre as
angiospermas. Embora estas flores componham uma sindrome de polinizagdo cuja o nivel de
previsibilidade é um dos maiores, frente a singularidade de seus atributos, muitos deles ainda
ndo foram explorados e a forma como cada um deles evoluiu e esta sujeito aos processos de
selecdo permanece em grande parte desconhecida. Aqui apresentamos um conjunto de
abordagens que demonstram como esses atributos florais sao integrados entre si, bem como
atribuimos-lhes um valor evolutivo ao entender o efeito de sua variacdo fenotipica.
Apresentamos como o principal atrativo primario destas flores, o néctar, pode desempenhar
diferentes funcdes além de recurso, tais como sinalizacdo olfativa, ajuste ao corpo do
polinizador e pode sofrer fortes restricGes relacionadas a morfologia floral. Propomos e
demonstramos como a reflexdo ultravioleta desempenha um importante papel de sinalizagéo na
polinizacdo por morcego. Assim, abrimos novas perspectivas de interpretacdo na sinalizacao
floral neste sistema de polinizacdo. Demonstramos como as morfologias irregulares de flores
quiropterofilas podem ser compreendidas como fractais, estando essa caracteristica sob
processos de selecdo fenotipica que favorecem individuos com flores com morfologias mais
compactas. N&s interpretamos estes resultados a luz da acustica geométrica e bioacustica dos
morcegos, 0 que nos leva a propor um papel de sinalizacdo floral através de disufdo sonora.
Exemplificamos como diferentes pressdes, além dos préprios corpos dos polinizadores, podem
estar associadas a processos de selecdo fenotipica, tais como manutencdo da hercogamia e
interferéncia polinica. Nossos resultados demonstram que morcegos polinizadores podem
exercer fortes pressdes sobre a selecdo de atributos florais. Além disso, alguns atributos ainda
ndo explorados podem resignifcar a compreensao de alguns detalhes da interacdo entre flores e

morcegos.

PALAVRAS-CHAVE: ajuste flor-polinizador. ecologia cognitiva da polinizagdo. néctar.

polinizacdo por morcegos. sinalizacdo floral.



ABSTRACT

Bat-pollination is the latest pollination system to have evolved in the angiosperms. Although
these flowers comprise a pollination syndrome whose level of predictability is one of the
largest, in the face of the uniqueness of their attributes, many of them have not yet been explored
and the way in which each one has evolved and is subject to selection processes remains largely
unknown. Here we present a set of approaches that demonstrate how these floral attributes are
integrated. We determinete them an evolutionary value by understanding the effect of their
phenotypic variation. We present as the main primary attraction of these flowers, nectar, can
perform different functions besides resource, such as olfactory signaling, adjustment to the
body of the pollinator and may suffer strong restrictions related to floral morphology. We
propose and demonstrate how ultraviolet reflection plays an important role of signaling in bat
pollination. Thus, we open new perspectives in the floral signaling in this pollination system.
We demonstrate how the irregular morphologies of chiropterophilic flowers can be understood
as fractals, being this characteristic under phenotypic selection processes that favor individuals
with flowers with more compact morphologies. We interpret these results in light of the
geometric and bioacoustic acoustics of bats, which leads us to propose a floral signaling role
through sound difusion. We exemplify how different pressures, besides the pollinator bodies
themselves, may be associated with phenotypic selection processes, such as maintenance of
hercogamy and pollen interference. Our results demonstrate that pollinating bats can exert
strong pressure on the selection of floral attributes. In addition, some attributes not yet explored

can understate the understanding of some details of the interaction between flowers and bats.

KEY WORDS: bat pollination. flower-pollinator mechanical fit. floral signaling. pollination

cognitive ecology. nectar.
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1 APRESENTACAO

Esta tese se inicia com uma fundamentacdo tedrica onde sdo apontadas algumas
informacdes sobre o sistema de polinizacdo por morcegos. Assim, sdo elecandos os diferentes
atributos florais que perpassam desde caracteristicas associadas ao néctar, bem como a
sinalizacdo floral e por fim trata dos ajustes morfoldgicos das flores a estes animais. Além de
um breve apanhado sobre o conhecimento vigente acerca deste sistema de polinizacao, também
sdo apontados algumas novas perspectivas de conhecimento com as quais esta tese visa
contribuir.

A seguir sdo apresentados seis manuscritos, dois deles sob a forma de notas cientificas
e quatro deles na forma de artigos completos. Cada um dos trabalhos utiliza como modelo
diferentes espécies quiropterdfilas presentes na Caatinga para responder questdes sobre
diferentes atributos florais presente neste sistema de polinizacdo. Destacam-se as espécies
Harpochilus neesianus (Acanthaceae), Hymenaea cangaceira e Calliandra aeschynomenoides
(Fabaceae) e Tarenaya spinosa (Cleomaceae) a partir das quais foram realizadas as principais
abordagens.

O primeiro manuscrito retrata o raro caso de Harpochilus neesianus onde a producgéo de
néctar € negativamente afetada pela remocdo do mesmo. Esse tipo de condi¢do é incomum e
pouco esperada para a poliniza¢do por morcegos dados os altos volumes de néctar necessarios
para suprir as demandas energéticas destes animais. A partir de entdo, buscamos entender como
essa remocao pode afetar tanto 0 acesso ao recurso, considerando a morfologia floral, quanto a
disponibilidade de néctar na populacdo, através de um indice que considera simultaneamente a
dindmica secre¢do e a variagdo fenotipica dentro da populacdo. Por fim, determinamos como
essa disponibilidade de néctar afeta o fitness tanto masculino, quanto feminino através de
medidas de importacdo e exportacao de polen.

Continuando a explorar caracteristicas do néctar, nds descrevemos um outro fendmeno
a “sweet rain”. Aqui nés descrevemos como diferentes morfologias florais abertas comportam
os grandes volumes de néctar associados a polinizacdo por morcegos e como essa
descompensacdo pode acabar gerando o derramamento de néctar. Em uma abordagem
experimental, verificamos como a concentracdo do néctar (atributo capaz de alterar tanto a
viscosidade quanto a densidade das gotas de néctar) afeta a capacidade de retensdo do mesmo

nas flores. Para tanto, utilizamos as espeécies Hymenaea cangaceira e Calliandra
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aeschynomenoides (Fabaceae) e Tarenaya spinosa (Cleomaceae). Em seguida, amostramos as
gotas de néctar presentes na populacdo a fim de verificar como se da esse processo em campo.

Ainda em relacdo aos atributos do néctar, porém dando inicio as nossas abordagens
envolvendo sinalizacéo floral, o terceiro manuscrito aprofunda-se no impressionante caso de m
Hymenaea cangaceria. Nesta espécie de floragdo explosiva, ndo apenas sdo produzidas grandes
quantidades de néctar, como este néctar possui um odor proprio que o distingue tanto de partes
vegetativas quanto dos verticilos florais. Esta descrigédo indica o que pode ser o primeiro estudo
que trata de sinalizac&o olfativa no néctar de flores quiropterofilas.

O quarto manuscrito explora pela primeira vez o papel da reflexdo Ultra-Violeta na
sinalizagdo floral em espécies quiropterdfilas. Aqui nés demonstramos como comprimentos de
onda na faixa do ultravioleta, aos quais 0s morcegos sao sensiveis, sdo utilizados na sinalizacao
floral. Este trabalho envolve desde amostragens no nivel de comunidade até evidéncias
experimentais, a partir das quais conseguimos comprovar 0 papel da cor neste sistema de
polinizacao.

Seguindo com as abordagens envolvendo sinalizagdo floral, n6s apresentamos o quinto
manuscrito que trata da morfologia fractal em flores quiropterdéfilas. Segundo nossa premissa,
tal morfologia pode ter um importante papel na difusdo acustica e assim auxiliar na sinalizagdo
entre plantas e morcegos. Assim, nds atribuimos um valor evolutivo para tal fractalidade, ao
desenvolver um estudo de selecdo fenotpipica em conjunto com caracteriticas do néctar e de
ajuste morfolégico. No6s utilizamos uma populacdo natural de Harpochilus neesianus cuja
icomum morfologia € formada por pétalas enoveladas.

Ainda utilizando como modelo Harpochilus neesianus, em nosso Gltimo manuscrito
desvendamos o peculiar mecanismo de polinizacdo nessa espécie, que deposita grdos de pdlen
exclusivamente sobre o uropatdgio dos morcegos. NOs apresentamos a precisdo do sistema
através de indices de acuricia e mensuramos a efetividade do sistema. Nesse trabalho,
apontamos como a interferéncia polinica pode ter sido uma pressao evolutiva forte o suficiente
para gerar um dramatico ajuste morfologico ao corpo dos morcegos.

Por fim, sdo apresentados trés anexos que compreendem um esforgo por parte de nossa
equipe em popularizar o conheicmento a cerca da polinizagdo, em especial a quiroterofilia. Estes
envolvem, um video da apresentacao ganhadora do prémio Euraxess Science Slam Brasil 2018;
um episodio do podcast gravado em parceria com a equipe de divulgacéo cientifica dos Dragdes
de Garagem e, por fim, o texto de uma poesia desenvolvida para a apresentagdo do prémio

Euraxess Science Slam Brasil 2018, classificada no Prémio Poesia Agora — Primavera 2018.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 POLINIZACAO POR MORCEGOS

A polinizacdo é o processo de transferéncia de gréos de polen das anteras de uma flor
para um estigma receptivo. Esse processo € frequentemente promovido por animais
(polinizacdo bidtica), sendo este o caso de aproximadamente 90% das Angiospermas
(OLLERTON et al., 2011). Tais animais sdo ditos polinizadores e ao explorarem recursos
presentes nas flores de uma populacdo, promovem o fluxo de polen. Nesse sentido, flores com
polinizac&o bidtica precisam oferecer e sinalizar recursos de interesse, bem como adequar-se
morfologicamente ao seu corpo destes animais para assegurar a transferéncia de poélen
(ARMBRUSTER, 1998; FENSTER; RODRIGUEZ, 2007). Estes animais podem ser desde
insetos até vertebrados, sendo os ultimos representados em sua maioria por aves € morcegos
(WILLMER 2011; FISCHER et al., 2014). Dentre os vertebrados n6s podemos destacar 0s
morcegos nectarivoros como os mais recentes a terem evoluido, e um dos mais eficientes. Tal
eficiéncia se da por estes possuem adaptacdes precisas que lhes permitem explorar com
facilidade o recurso presente nas flores (ARMBRUSTER et al, 1998; FENSTER;
RODRIGUEZ 2007). Além disso, eles sdo conhecidos por sua alta eficiéncia como
polinizadores, realizando visitas frequentes, transportando grandes cargas polinicas e
percorrendo grandes distancias (TRIPP; MANOS 2009; MUCHHALA et al., 2009;
MUCHHALA; THOMPSON 2010).

Sugere-se que a poliniza¢do por morcegos tenha surgido durante o Eoceno, junto com a
diversificacdo dos vertebrados antofilos e que tenha evoluido de forma independente em
diversas familias de Angiospermas, comumente nas espécies mais derivadas dos clados
(FLEMING et al., 2009; FISCHER et al., 2014). Atualmente, sabe-se que esse sistema de
polinizacdo esta presente em aproximadamente 530 espécies de 250 géneros em 67 familias
(RENNER 2005; KUNZ et al., 2011). Sua distribuicdo se da em todo o globo, ocorrendo de
forma particularmente comum em habitats de varzea ao longo dos trépicos e também zonas
aridas e subtropicais no Novo Mundo (FLEMING; MUCHHALA 2008). De fato, os
neotrépicos concentram a maior parte dos casos de polinizagdo por morcegos (MACHADO;
LOPES 1998; FLEMING; MUCHHALA 2008; KUNZ et al., 2011; BUZATTO et al., 2012).
Adicionalmente, trabalhos em florestas secas como a Caatinga mostram um grande percentual
de plantas quiropterdfilas, cerca de 13% (MACHADO; LOPES 2004; QUIRINO; MACHADO

2014; LEAL et al., 2017), muito maior do que geralmente é encontrado em outros tipos
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vegetacionais no mundo (MACHADO; LOPES 2004; LEAL et al., 2017). Existem marcadas
diferencas nas caracteristicas das espécies do Novo Mundo (as quais serdo abordadas a seguir)
em comparacdo ao Velho Mundo, sendo explicadas pela interacdo destas flores com morcegos
nectarivoros especializados presentes na familia Phyllostomidae (FLEMING; MUCHHALA,
2008; FLEMING et al., 2009; FISCHER et al., 2014).

2.2 ESPECIALIZACAO E ATRIBUTOS FLORAIS NA POLINIZACAO POR MORCEGOS

A medida que uma linhagem vegetal adequa-se a um grupo de polinizadores, sua flor
consequentemente acaba tornando-se menos atrativa e acessivel para outros grupos de animais
(FENSTER; RODRIGUEZ, 2007). Esta condicdo é chamada de polinizacdo especializada e
ocorre em detrimento da polinizagcdo generalista, podendo ser analisada sob diferentes
perspectivas. Em uma abordagem mais tradicional, € um consenso que flores generalistas sao
pequenas, claras, com simetria radial e recompensa exposta. Esse aspecto é conhecido como
generalizacdo fenotipica e diz respeito principalmente a capacidade de atracdo e acesso ao
recurso e mecanismo de polinizacdo por varios visitantes (OLLERTON et al., 2007). Uma outra
abordagem considera a funcionalidade da flor. Neste caso trata-se de especializagdo funcional,
quando o mecanismo de polinizacao s6 pode ser acessado por um determinado grupo funcional
de polinizadores que esteja incluso em um determinado téxon, ou possua afinidades
morfolégicas (ARMBRUSTER, 1998; ARMBRUSTER et al., 2000). Por fim, uma terceira
abordagem que recebe o nome de especializacdo ecoldgica, inspirada sobretudo em métricas de
ecologia de comunidades, é considerar o nimero real de espécies polinizadoras que uma planta
tem (ARMBRUSTER et al., 1998; FENSTER; RODRIGUEZ 2007).

Assim, a polinizagdo por morcegos compreende uma especializacdo fenotipica intensa,
pois distancia-se fortemente do consenso geral sobre flores generalistas (FLEMING 2009). Ja
em termos funcionais, mesmo quando a polinizacdo por morcegos compde sistemas mistos
(geralmente envolvendo outros vertebrados ou possivelmente insetos diurnos ou noturnos) o0s
morcegos apresentam as maiores eficacias devido suas caracteristicas funcionais tanto
morfoldgicas quanto etologicas (QUEIROZ et al.,, 2015, MUCHHALA et al., 2009;
MUCHHALA; THOMPSON 2010). Em contrapartida, ndo h4 um exato consenso sobre a
especializacdo ecoldgica na polinizacdo por morcegos, desde que sdo raros ou imprecisos 0s
registros de plantas que restrinjam o nimero de possiveis espécies de morcegos polinizadores
(MUCHHALA 2006; FISHER et al, 2014).
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No Brasil, ocorrem oito géneros de morcegos nectarivoros em 17 espécies, das quais
oito ja foram registradas em areas do Nordeste, préximas ou na Caatinga: Anoura caudifera, A.
geoffroy, Choeroniscus minor, Glossophaga soricina, Lionycteris spurrelli, Lonchophylla
mordax L. inexpectata e Xeronycteris vieirai (REIS et al 2007; MORATELLI; DIAS 2015).
Além destas espécies, o numero de morcegos polinizadores pode ser ainda maior se
considerarmos os morcegos frugivoros ou omnivoros que complementam sua alimentagcdo com
recursos florais, desempenhando importante papel na polinizacdo (FISHER et al., 2014). Para
estes casos, no Brasil, ha alguns exemplos presentes nos géneros Artibeus, Platyrrhinus,
Uroderma, Mimon, Phyllostomus, Carollia e Sturnira (REIS et al., 2007).

De fato, tem sido comprovado que relagdes planta-polinizador sdo preponderantemente
assimétricas, com plantas ou polinizadores especialistas interagindo respectivamente com
polinizadores e plantas generalistas (BASCOMPTE et al., 2003; BASCOMPTE et al., 2006
STANG et al., 2007). Este parece ser o caso das flores polinizadas por morcego que, sendo
xendgamas e altamente dependentes de seus polinizadores (GRIBEL; GIBBS 2002; RATTO et
al., 2018), parecem ter uma forte especializagdo funcional, embora mantenham-se como
generalistas ecologicas (sensu OLLERTON et al., 2007).

Na perspectiva das sindromes de polinizacdo, uma abordagem que trata de como a
combinacdo de um conjunto de atributos florais nos permite predizer um determinado
polinizador (VOGEL 1954; VAN DER PIJL 1961), temos o conceito de quiropterofilia
(FAEGRI E PIL 1979; PROCTOR et al., 1996). Embora com duras criticas recentes
(OLLERTON et al., 2009; OLLERTON et al., 2015), as sindromes de polinizacao,
especialmente a quiropterofilia, s&o uma ferramenta muito importante em biologia floral, se
utilizadas de forma correta e com interpretacdes adequadas unindo uma meticulosa analise da
flor a observagdes empiricas dos polinizadores (VOGEL 2006; ROSAS-GUERREIRO et al.,
2014).

Independentemente do corpo tedrico acessado, parece haver um consenso sobre a
tendéncia a alta especializacdo em plantas polinizadas por morcegos, bem como a alta
previsibilidade deste sistema a partir do fen6tipo floral (FLEMING et al., 2009; FLEMING;
MUCHHALA 2008; ROSAS-GUERREIRO et al., 2014). Tais caracteristicas fenotipicas
recebem o nome de Atributos Florais e podem ser classificadas em atrativos primarios ou
secundarios, e de ajuste (RECH et al., 2014). Assim, aqui reconhecemos como nosso objeto de

estudo as plantas cujas flores detém um conjunto de caracteristicas, descritas a seguir, que
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favorecem a interagdo com morcegos, sendo estes seus Unicos ou principais polinizadores, em

detrimento de outros visitantes florais que atuam de forma secundaria.

2.3 ATRATIVOS FLORAIS

Os recursos e sinais florais sdo 0s responsaveis por estimular a visita dos polinizadores
a flor. Em geral o recurso € o motivo da busca dos animais pelas flores, assim séo ditos atrativos
primarios, enquanto a sinalizacdo indica a presenca de tal recurso e por isso é dita atrativo
secundario (FAEGRI; PIJL 1979; VARASSIN; AMARAL-NETO 2014). Enquanto o recurso
responde as demandas energéticas e fisioldgicas, os sinais estdo relacionados a percepcao
sensorial dos polinizadores e sua cognicdo (WINTER; HELVERSEN 2004). Desta forma, flores
quiropterdfilas possuem como principal recurso o néctar e seus sinais envolvem cores claras ou
opacas, odor semelhante a frutas fermentadas e capacidade de gerar eco. Estes atributos estdo
ligados, respectivamente, ao habito noturno dos morcegos, aos seus ancestrais frugivoros e a
capacidade de ecolocalizagdo desses animais (BIEDINGER; BARTHLOTT 1993; KAISER,;
TOLLSTEN 1995; NASSAR et al, 1997; BESTMANN et al., 1997; HELVERSEN;
HELVERSEN 1999; SIMON et al., 2011). Ainda assim, a teoria da sinalizacdo de plantas
sugere que um determinado traco floral s6 pode ser reconhecido como um sinal se transporta
uma informacdo que é percebida por um receptor (no nosso caso polinizador), alterando seu
comportamento e, em Ultima instancia, aumentando a adequacdo do remetente.
Consequentemente, sdo necessarios testes especificos para determinar se um atributo floral

desempenha de fato um papel na sinalizagdo (SCHAEFER et al., 2004).

2.4 RECURSOS FLORAIS

O principal recurso apresentado em flores quiropterofilas é o néctar (FAEGRI; VAN
DER PIJL 1979), pois 0s morcegos procuram e coletam apenas néctar e, raramente, o pélen
(FLEMING; MUCHHALA 2008; MUCHHALA; THOMSON 2012), havendo, casos pontuais
de consumo de partes florais (TSCHAPKA 2003). O volume e padrdo como o néctar é
secretado, junto & composicdo e concentracdo de agucar sdo fundamentais para a relacéo entre
plantas e polinizadores (PACCINI; NEPI 2007). Assim, o néctar das flores quiropterdfilas

possui tais caracteristicas adequadas aos morcegos.
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Morcegos tem uma alta demanda energética chegando a realizar entre 80 e 100 visitas
nas flores em cada noite, assim o volume de néctar é geralmente alto (NASSAR et al, 1997).
Pelo mesmo motivo, o padrdo de secre¢do mais comum € a producdo continua ao longo da
antese (BOBROWIEC; OLIVEIRA 2012). Em relacdo a composicao, 0s principais acucares a
compor o0 néctar sdo hexoses e sua concentracao varia de 9 a 29% (BAKER; BAKER 1990).
Alguns poucos registros mostram uma preferéncia de concentragdo em um maximo de 30%, o
que é explicado pela manutencdo de uma baixa viscosidade (relacionada a forma rapida das
visitas e forma de captura com a lingua) e regulacdo no balanco hidrico na fisiologia do animal
(ROCES et al., 1993).

A maneira como a secrec¢ao de néctar interage com a frequéncia de visitas também pode
trazer explicagcdes importantes, sobretudo se relacionada ao funcionamento do restante da flor.
Em flores polinizadas por morcegos, € comum que maiores frequéncias de visitas intensifiquem
a dindmica de producéo de néctar (BOBROWIEC; OLIVEIRA 2012) e existem casos de ajuste
entre 0 comportamento dos morcegos e essa dinamica (FISCHER 1992; MACHADO et al.,
2006). Apesar disso, estudos mostrando a repercussio destes mecanismos sdo inexistentes. E
importante considerar, por exemplo, que uma relacdo estreita entre a secrecdo de néctar e as
fases sexuais pode intensificar o “fitness” de uma das fases (masculina ou feminina) (CRUDEN
et al., 1983). Por outro lado, a existéncia de osmorregulacdo representa um esforco por parte da

planta em manter o recurso com a mesma qualidade durante toda a antese (VEIGA et al., 2012).

2.5 SINALIZACAO FLORAL

2.5.1 SINALIZACAO OLFATIVA

H& muito tempo sabe-se que 0s morcegos que se alimentam de néctar dependem de
cheiros para localizar flores (VOGEL 1958). Esse odor de flores quiropterofilas é geralmente
referido como desagradavel e sua composicdo quimica evoluiu de forma convergente nas
plantas de diversos clados compreendendo um grupo de compostos ricos em enxofre (KAISER,;
TOLLSTEN 1995; BESTMANN et al., 1997). Até agora, estes foram o0s Unicos
verdadeiramente testados em ensaios comportamentais: apenas uma vez para 20 compostos,
usando apenas duas espécies de morcegos Glossophagineos (HELVERSEN et al., 2000). Tal
convergéncia é um forte indicativo da importancia do olfato nos morcegos envolvidos na

interacdo de polinizagdo (KNUDSEN; TOLLSTEN 1995), mas também em grupos frugivoros
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proximos (SCHMIDT 1973, 1975, 1984). Ainda assim, outros compostos nao necessariamente
sulfatados podem ser encontrados em plantas polinizadas por morcegos, embora haja pouco
mais de uma ddzia de artigos descrevendo a quimica de tais buqués de flores.

Um outro curioso aspecto dos odores em flores quiropterofilas diz respeito ao seu local
de producéao na flor. Existem sugestfes de que para além dos verticilos florais, o odor dessas
flores pode ser produzido principalmente no néctar. Essa condicdo tem sido recorrentemente
proposta, embora sem testes efetivos (ex: Irlbachia alata - MACHADO et al., 1998; Vriesea
spp. - SAZIMA et al., 1995; Agave palmeri - RAGUSO 2004). Essa situacdo abre precedentes
para o entendimento de como este atributo pode estar sendo importante para a evolugédo destas
flores. Sobretudo neste momento quando a biologia da polinizacdo ensaia caminhar para além
da andlise qualitativa dos compostos florais para entender sua variacdo quantitativa

intraespecifica e a forma como podem estar sujeitos a sele¢cdo (ADLER; IRWIN 2012).

2.5.2 SINALIZACAO POR REFLEXAO ACUSTICA

A ecolocalizacdo é considerada o sentido mais elaborado nos morcegos, logo é
elementar supor que deve ter papel importante na sinalizacéo de flores quiropteréfilas, como ja
foi sugerido por alguns autores (e.g. HELVERSEN et al., 2003; WINTER; HELVERSEN
2004). Esta forma de sinal (ecolocalizagdo) é exclusiva em flores quiropterofilas, ndo sendo
possivel sugerir padr@es a partir de outros polinizadores e denotando a necessidade de seu
estudo de forma muito particular. Assim, apenas recentemente testes empiricos comprovaram
sua efetividade e tracaram os principais padrfes a garantir o funcionamento de tal estratégia
(BALLERI et al., 2009), como por exemplo, chamar atencdo dos morcegos, através da
amplificacdo da frequéncia (HELVERSEN; HELVERSEN 1999; 2003) e posicionar a flor em
meio a folhagem com a manutencdo de uma mesma frequéncia de eco frente a diferentes
angulos de emissdo (SIMON et al., 2011). Tais estratégias foram comprovados em
flores/bracteas com morfologias céncavas, as quais permitem reflexdo acustica convergente
(SIMON et al., 2011; TSCHAPKA et al., 2006; MURPHY et al., 2006).

Por outro lado, as morfologias de flores polinizadas por morcegos sdo muito diversas e
muitas delas ndo apresentam 0s requisitos estruturais necessarios para a promocao da reflexao
acustica convergente (HELVERSEN et al., 2003; FLEMING et al., 2009; MURPHY et al.,
2016). Tal situacdo deixa em aberto a possibilidade deste tipo de sinalizacdo em grande parte

das flores que possuem esse sistema de polinizacdo. Em especial, podemos destacar o caso de
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flores ou inflorescéncias do tipo pincel ou pseudo-pincel que destacam-se pelo grande nimero
de pecas (flores, pétalas ou filetes) (FAEGRI; VAN DER PIJL 1979; Fleming et al., 2009). Ha
ainda espécies cuja as pétalas ou sepalas apresentam-se curvadas formando cachos ou séries de
arcos (BUZATO; FRANCO 1992; GRIBEL; GIBBS 2002; VOGEL et al., 2004). Em ambos
0s casos, a morfologia dessas flores é altamente complexa e pode ser definida como fractal
(HALLEY et al., 2004).

2.5.3 SINALIZACAO VISUAL

Embora seja comum exitirem predisposic¢des inatas nos polinizadores para atragdo por
determinadas cores, bem como a capacidade de aprender novas associagdes entre cores e
recursos (LUNAU; MAIER 1995), durante muito tempo entendeu-se que a visdo era um sentido
secundario nos morcegos (WINTER; VON HELVERSEN 2004). Tal situagdo levava a
interpretacdo de que as cores das flores quiropterdfilas ndo desempenhavam uma funcgéo
importante na polinizagdo, sendo resquicios de condi¢Oes ancestrais ou auxiliando apenas no
destaque em meio a folhagem (FAEGRI; VAN DER PIJL 1979). Tal teoria foi posta em xeque
hé& pouco mais de uma década com a comprovacdo experimental de que morcegos nectarivoros
tem visao dicromatica e enxergam luz nos espectros do verde e do ultra violeta (WINTER et al,
2003; MULLER et al, 2009). Essa descoberta ressignificou os registros realizados por
BIEDINGER; BARTHLOTT (1993) que demonstraram de forma pontual a reflexdo de ultra
violeta em flores quiropterofilas. Assim, tornou-se razoavel pensar que essa reflexdo tenha um
papel de sinalizacdo floral neste sistema de polinizacdo. Curiosamente, até entdo ndo houve
nenhuma consolidacdo da ocorréncia de ultra-violeta em flores quiropteréfilas ou mesmo de sua

eficacia como sinalizagdo contidi¢6es naturais.

2.6 AJUSTE MORFOLOGICO

Existem varios “insights” sobre ajustes morfologicos entre flores quiropterofilas e os
morcegos: i) tamanhos grandes, em resposta aos morcegos estarem entre 0S maiores
polinizadores conhecidos; ii) grande quantidade de grdos de polen, favorecida pela capacidade
de transporte de seus pelos; iii) posicdo das flores expostas alem da vegetacao, dado o tipo de
vbo; iv) flores sem local para pouso, relacionadas a capacidade de pairar em morcegos

neotropicais; V) robustez da corola, frente 0 comportamento de se chocar contra as flores; vi)
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cefalios de algumas Cactaceae que protegem as asas dos morcegos contra 0s espinhos; vii) um
caso de coevolucdo entre o comprimento da lingua e do tubo floral; viii) tubos curtos e
campanulados em resposta a angulacdo dos morcegos durante a aproximagdo e voo pairado
(FAEGRI; VAN DER PIJL 1979; BARTHLOTT 1988; MUCHHALA 2006; ROCHA et al.,
2007; MUCHHALA 2010).

Assim, flores polinizadas por morcegos abarcam diversos tipos florais, com uma
aparente recorrencia de morfologias campanuladas, em pincel ou de tubos curtos (FAEGRI E
VAN DER PIJL 1979). Cada um destes tipos resulta em diferentes formas de contato entre os
polinizadores e as estruturas reprodutivas. Nas flores do tipo pincel ou de tubos curtos com
muitos estames rodeando seu interior € dificil determinar um local especifico de contato com o
corpo do morcego. Somam-se a estas, flores do tipo estandarte, goela ou com com tubos mais
alongados (FISCHER 1992; MACHADO;VOGEL 2004; VOGEL et al., 2004; MACHADO et
al., 2006; MUCHHALA 2006). Nestes casos, as estruturas reprodutivas encontram-se em um
unico ponto especifico da flor, descrevendo morfologias esternotribicas ou nototribicas, sendo
possivel sugerir certo nivel de ajuste entre a flor e o visitante (ENDRESS et al., 1994).

Se por um lado, para entender os ajustes morfoldgicos é importante entender a estrutura
da flor, por outro, € fundamental considerar a diversidade de polinizadores aos quais estas flores
precisam adequar-se. A morfologia e etologia dos morcegos especializados no consumo de
nectar varia, sobretudo no Novo Mundo, onde podem ocupar uma maior diversidade de nichos
de polinizacdo (FLEMING; MUCHHALA 2008). Estas variagdes dizem respeito ao tamanho
do corpo, a proporcdo da mandibula e ao tamanho da lingua, havendo algumas tentativas de
relaciona-las aos atributos das flores (FLEMING; MUCHHALA 2008; MUCHHALA 2007).
Por outro lado, tais distingfes ndo parecem gerar papéis funcionais tao distintos. Por outro lado,
morcegos omnivoros oportunistas, ao contrario das espécies nectarivoras especializadas, nao
conseguem pairar e nem tém adaptacdes para succdo do néctar o que modifica fortemente sua
forma de interagdo com a flor (PROCTOR et al., 1996; FISCHER et al., 2014; QUEIROZ et
al., 2016), o que pode gerar pressdes de selecdo distintas caso estes sejam 0s principais
polinizadores de alguma espécie

Além do ajuste ao corpo e comportamento dos morcegos, a maioria das espécies
quiropterofilas esta particularmente sujeita ao efeito da interferéncia polinica dada a grande
assimetria entre 0 numero de morcegos nectarivoros em relagdo as plantas que polinizam
(HOWELL 1977; MUCHHALA; THOMSON 2012). Assim, também é muito importante

considerar efeitos provenientes deste processo e mesmo do isolamento reprodutivo em espécies
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quiropterdfilas irmds ou de morfologias parecidas (MUCHHALA; THOMSON 2012;
QUEIROZ et al., 2016).

2.7 PADROES DE SELECAO FENOTIPICA

A quiropterofilia é considerada uma das formas mais eficientes dentre os diferentes
sistemas de polinizacdo, de forma que podemos considerar 0s morcegos como promotores de
intensas respostas adaptativas nas plantas com as quais interagem (SAHLEY et al., 1993,
TRIPP; MANOS 2009; MUCHHALA et al., 2009; MUCHHALA; THOMPSON 2010).

Quando a variacdo de uma caracteritica (ou conjunto de caracteristicas) em uma planta
é hereditaria e de alguma forma repercute na eficiéncia da atracdo e/ou encaixe morfolégico
com seus polinizadores, isso gera diferentes niveis de fitness e estabalece as condicGes
necessarias para a selecdo fenotipica mediada por polinizadores (BENITEZ-VIEYRA et al.,
2014). Espera-se que esse processo aumente a frequéncia do fen6tipo que melhor interagir com
0 polinizador, determinando em grande parte como os atributos florais ocorrem em uma
populacdo (ARNOLD 1983; LANDE 1983). Assim, como uma forma de atribuir um significado
funcional, bem como um valor evolutivo aos diferentes atributos florais é comum testar
associacgdes entre fendtipos e diferentes niveis de fitness (LANDE; ARNOLD 1983; BENITEZ-
VIEYRA et al., 2014). Essas abordagens podem ser testes experimentais (através da
manipulacdo do fendtipo e mensuragdo dos respectivos fitness promovidos -
CUARTASDOMINGUEZ; MEDEL 2010) ou envolver grandes amostragens no nivel
populacional (onde é possivel inferir sobre processos que ocorrem em campo € mensurar a real
variacao do fendtipo e as formas como diferentes atributos podem estar integrados — ARNOLD
1983; LANDE 1983; LANDE; ARNOLD 1983). Existem ainda abordagens macroevolutivas
gue apontam as mudancas dos atributos ao longo das espécies de uma determinada linhagem.
Embora elas ndo retratem necessariamente o processo que conduziu essas modificacdes, elas
permitem fazer valiosas associacdes entre os fenotipos e diferentes grupos de polinizadores
(TRIPP; MANOS 2008; ALCANTARA; LOHMANN 2010; SMITH 2010).

As abordagens que estudam processos de selecdo fenotipica na polinizacdo por
morcegos estdo atualmente restritas a testes experimentais com manipulacéo do fendtipo floral
ou mesmo utilizacdo de flores artificiais. A partir desses estudos foi possivel atribuir valores
evolutivos e significados funcionais para varios atributos, tais como quantidade de polen
(MUCHHALA; THOMPSON 2010), comprimento e formato de tubos florais (MUCHHALA,
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THOMPSON 2009), reflexdo acustica (SIMON et al., 2011), emissdo de odores (HELVERSEN
et al., 2000), ou mesmo a atuacao conjunta de diferentes atributos como odor e reflexdo acustica
simultaneamente (MUCHHALA; SERRANO 2015; GONZALEZ-TERRAZAS et al., 2016).
Além disso, ha também tabalhos que demonstram marcadas associacdes entre fenotipos
especificos (ex: formatos de corolas e coloracdo floral)e a polinizagdo por morcegos ao longo
de linhagens evolutivas (TRIPP; MANOS 2008; LAGOMARSINO et al., 2017; JOLY et al.,
2018). Essas informacdes sdo de grande importancia e respaldam o conhecimento que temos
até hoje sobre como ocorre a poliniza¢do por morcegos.

Por outro lado, ndo existem estudos quem mensurem a variacdo fenotipica, sua
integracdo e seu efeito sobre o ftiness no nivel de populacdo na polinizacdo por morcegos.
Alguns motivos que justificam essa situacdo sd@o os muitos problemas logisticos no estudo da
polinizacdo por morcegos em florestas Umidas. Por serem em sua grande maioria arvores de
grande porte, epifitas ou trapadeiras, o acesso é bastante limitado. Além disso, a dificuldade de
observacao durante a noite pode ser um agravante sendo necessario equpamentos especificos
para registro e contabilizacdo das visitas dos morcegos. Por fim, essas espécies ocorrem
geralmente em baixas densidades, o que pode dificultar o alcance de amostragens satisfatorias
(GRIBEL et al., 1999; TSCHAPKA; HELVERSEN 2007; FLEMING; MUCHHALA 2008). E
muito importante preencher essa lacuna de conhecimento, uma vez que nos permite vislubrar
como esses atributos sdo selecionados e mantidos em uma escala microevolutiva. Nesse
contexto, as espécies quiropterdfilas de Caatinga, sdo uma excelente oportunidade para elucidar
varios destes aspectos apresentados. Seu acesso relativamente facil, somado a populacdes
relativamente abundantes, facilitam os registros e tornam possiveis experimentos complexos e
com grandes amostragens.

Nesse sentido, os estudos apresentados nesta tese levam em conta avangos conceituais
incorporando conceitos da selecdo sexual em animais trouxe a luz a Teoria do Sinal em Plantas.
Dela, parte o conceito de que o sinal é algo que € emitido por um organismo e reconhecido por
outro, modificando a interagdo em favor do aumento do “fitness” do organismo emitente
(SCHAEFER et al., 2004). Desta forma, em polinizagéo, testar a associac¢ao entre sinalizacéo e
“fitness” reprodutivo ¢ a forma mais efetiva de ratificar o papel de certos atributos como
atrativo. E importante também considerar que alguns caracteres podem ser sobrepujados por
outros em determinados sistemas, por exemplo com cores sendo mais importantes em alguns
casos e odor em outros (MILIAR et al., 1985; SHUTTLEWORTH; JOHNSON 2009). Assim,

em cada caso particular € importante elencar sinais podem ser de fato destados e associados ao
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sucesso reprodutivo. S6 assim, é possivel formular hipoteses que predigam forma como estes
atributos sdo selecionadas em flores quiropterofilas.

Por fim, considerar a relacdo do sinal com o recurso apresentado é primordial, uma vez
gue 0S morcegos possuem sua cognicdo bem desenvolvida (WINTER; HELVERSEN 2004).
Tal condicdo intensifica a memorizacao da associacdo entre intensidade do sinal e qualidade do
recurso ofertado. A existéncia dessa relacdo € conhecida como honestidade floral
(ARMBRUSTER et al., 2005), e torna-se um parametro interessante a ser testado em flores
quiropterofilas. Um dos principais exemplos de como esse tipo de processo poderia ocorrer
seria a presenca de odor no néctar, condicao ja sugerida para flores quiropterdfilas (SAZIMA
et al., 1995; MACHADO et al., 1998; RAGUSO 2004).

Em especial na questdo do ajuste morfoldgico, a propria mensuracdo de como se da a
variacao fenoitica em polualcbes naturais pode trazer a luz questdes muito importantes. Assim,
é possivel considerar métricas que indiquem a precisdo do sistema (ARMBRUSTER 2009a;
2009b). Como a polinizacdo por morcegos apresenta uma especializacdo funcional muito
grande, é de se esperar que as flores das espécies quiropterofilas conservem as distintas pressées
de selecdo ao longo de sua ocorréncia, em um padrdo coeso entre as distintas populacdes
(THOMPSON 2005; ANDERSON; JOHNSON 2008). E possivel ainda que exista a
configuracio de um equilibrio armamentista (MORE et al., 2012), ao passo que algumas flores
respondam ao acesso dos morcegos demandando maior manobrabilidade de voo ou linguas mais
compridas (MUCHHALA 2006).

Sendo a polinizacdo um processo chave na manutencdo das comunidades, pois esta
diretamente atrelada ao “fitness” das espécies vegetais (ENDRESS 1994), que refere-se a
producdo de descendentes, esta tese trabalho ganha importancia pratica para a conservacao,
sobretudo na Caatinga, onde a devastacdo é considerada intensa (RITO et al., 2017). E
importante considerar que a maior parte das plantas polinizadas por morcegos compdem um
grupo que ocorre em poucas densidades e que tem requerimentos de floresta madura (LOPES
et al., 2009). Além disso, este é o principal sistema de polinizacdo por vertebrados a sofrer com
o efeito da fragmentacdo e distlrbio continuo (RATTO et al., 2018). Essa tese, portanto, podera
auxiliar na previsdo de como se comportaria um conjunto de espécies em um determina do
cenario de disturbio a partir da adequada identificacdo de seus atributos florais e as perdas na
quiropterofauna da regido. Essa abordagem garante a escolha de espécies para manejos
adequados e facilita a compreensdo da distribuicdo de certos grupos. Por fim, o proprio

conhecimento dos distintos processos de selecdo tem importancia conservacionista se levarmos
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em conta que garantir que 0s mecanismos mais raros e peculiares sejam preservados ¢ uma
forma de manutencdo da biodiversidade, preservacdo de histdria evolutiva e garantia de rotas

evolutivas para a biota futura.
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ABSTRACT

A disponibilidade de néctar é uma demanda fundamental para os sistemas de
polinizacdo, podendo funcionar tanto como atrativo quanto influenciar no ajuste
plantapolinizador. Dadas as peculiaridades da polinizacdo por morcego, esses processos podem
ser refletidos de forma particular na transferéncia de podlen. Aqui nos apresentamos o
emblematico caso de Harpochilus neesianus (Acanthaceae) um arbusto quiropterofilo de
Caatinga para o qual analisamos o néctar quanto a dinamica e efeito de remocéo, forma de
apresentacao, disponibilidade na populacao e efeitos nos componentes masculino e feminino do
fitness. Nossos resultados revelam um incomum caso de efeito negativo de remocéo de néctar
em uma planta polinizada por morcegos. Embora o néctar esteja a uma curta distancia da entrada
do tubo floral, os filetes funcionam como uma barreira restringindo o acesso. A disponibilidade
do néctar na populacdo oscilou ao longo do periodo de antese, porém menores disponibilidades
tiveram um efeito positivo no fitness tanto masculino como feminino. H. neesianus ndo
necessita sustentar uma alta producdo de néctar para obter valores 6timos de fitness, desafiando
0 senso comum sobre a polinizagdo por morcegos. Processos como 0s que retratamos aqui
podem ter fortes impactos na forma como caracteristicas do néctar de flores quiropterdfilas

estdo sujeitas a selecdo fenotipica.

PALAVRAS-CHAVE:
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Caatinga; dindmica de néctar; fitness; polinizacdo por morcegos; tubo floral.

INTRODUCAO

Animais polinizadores necessitam que o recurso das flores que consomem seja capaz de
suprir suas demandas energéticas (Brown et al. 1978; Haslett 1989; Plowright et al. 1999).
Consequentemente, a disponibilidade de néctar € um requerimento fundamental nos sistemas
de polinizacéo alcangado pelas plantas através de diversos modos. Ajustes maiores envolvem
sobreposicGes ou partilhas temporais e espaciais no numero de espécies florindo na
comunidade, nimero de plantas em floracdo nas respectivas popula¢des e montante de flores
produzidas por individuo (Potts et al. 2004; McKinney et al. 2012; Quirino & Machado 2014).
Jé ajustes mais refinados podem ocorrer ao longo da prépria antese floral e estdo associados ao
volume do néctar produzido por cada flor, a dindmica de secrecdo das mesmas e como ela
podem ser influenciada pelo consumo por parte dos visitantes ou condicGes climaticas (Paccini
& Nepi 2007). Todos esses processos repercutem em diferentes niveis na fidelizacdo de
polinizadores (Haslett 1989; Gowda et al. 2012). Como resultado, fitness reprodutivo acaba
sendo modulado pela forma como a manutencédo da atratividade da flor influencia a frequéncia
de visitas (Rodriguez-Robles et al. 1992; Tschapka & VVon Helversen 2007; Rocha et al, 2007)
e sobre como a forma de apresentagdo do néctar otimiza o encaixe do corpo dos polinizadores
a morfologia floral (Harder 1986; Plowright 1987).

Os morcegos antofilos registram as maiores demandas energéticas dentre o0s
polinizadores, ao passo que possuem restricdes biomecanicas a suc¢do de liquidos viscosos
(Helversen & Reyer 1984; Roces et al. 1993). Consequentemente, as plantas polinizadas por
esses animais tém as flores com os maiores volumes de néctar registrados, embora suas
concentracdes de acucar sejam limitadas a valores baixos (Willmer 2011). Nesse sentido,
morcegos precisam realizar muitas visitas as flores para atingir valores adequados de consumo
de carboidratos, ao passo que as flores se esforcam em manter uma alta disponibilidade de néctar
ao longo da antese (Helversen & Reyer 1984; Bobrowiec & Oliveira 2012). Ao mesmo tempo,
considerando sua condicdo noturna, estas flores estdo menos sujeitas a efeitos de condicbes
climéticas, como a evaporagdo (Paccini & Nepi 2007). Como resultado, estas flores estdo
particularmente sujeitas ao comportamento de visita desses animais modular a quantidade de
néctar secretado. Assim, flores polinizadas por morcegos podem n&o ser afetadas pela remocao
de néctar (Queiroz et al. 2016; Bobrowiec & Oliveira 2012; Dias, 2017), ou responder a elas.

Tal resposta pode ser negativa, secretando néctar abaixo do esperado (Cruz-Neto et al. 2015)
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ou positiva, intensificando a secre¢do, sendo esta ultima uma condi¢do sugerida como a mais
comum (Petit & Freeman 1997; Bobrowiec & Oliveira 2012; Cruz-Neto et al. 2015).

Sabe-se que a morfologia de focinhos e linguas de morcegos nectarivoros estdo
relacionados com os tubos florais, nos quais restricbes na maneira como o néctar é apresentado
podem otimizar o contato do animal com as estruturas reprodutivas (Muchhala & Thomson,
2009; Gonzalez-Terrazas et al. 2012). Por outro lado, a real presséo exercida por polinizadores
ndo se da exatamente sobre o comprimento dos tubos, mas sim na profundidade do néctar (Moré
et al. 2012). Assim, a quantidade de néctar disponivel também poderia funcionar como um
atributo de ajuste mecanico, ao afetar a profundidade que a lingua do morcego precisa alcancar.
Como resultado, flores devem conciliar a disponibilidade de recursos, com restri¢des na forma
como 0 mesmo é apresentado.

Apesar do conhecimento de todos esses fatores acima, a interagdo sinérgica dos mesmos
permanece desconhecida. O néctar € um dos atributos mais determinantes do sucesso
reprodutivo para sistemas de polinizacdo em geral, estando sujeito a fortes processos de selecao
fenotipica (Mitchell et al 1998; Benitez-Vieyra 2010; Kulbaba & Worley 2012; Moré et al,
2012). Por ser um atributo dindmico (Paccini & Nepi 2007) é razoavel supor que essas pressées
variem ao longo da antese. Na polinizacdo por morcegos, tais oscilagbes devem ser
particularmente expressas na exportacdo e importacdo de polen, pois a capacidade de arraste de
polen por parte dos pelos destes animais permite uma relacdo consistente entre visitacdo e
transporte de pélen (Muchhala & Thomson 2010).

Neste trabalho, nds exploramos como esses processos ocorrem em Harpochilus
neessianus (Acanthaceae), um arbusto endémico de Caatinga polinizado por morcegos (Vogel
et al. 2005). Nés analisamos sua dindmica de secrecdo de néctar ao longo da antese e
verificamos a existéncia de efeitos de remocao. Nés também analisamos a forma como o néctar
é apresentado ao descrever a morfologia interna do tubo floral e correlacionar volume e
variaveis estereométricas florais. Por fim, integramos essas informag6es em um indice que foi
utilizado para verificar o efeito da disponibilidade do néctar no fitness masculino e feminino

das flores.

MATERIAL E METODOS

Dinamica de nectar e efeito de remocao
Para determinar a dindmica de secrecdo de néctar de H. neesianus, bem como o efeito

do consumo, nos realizamos coletas sistematicas de nectar na populacao ao longo da antese. As
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caracteristicas do néctar que mensuramos foram: o volume e a concentragdo de agucares, além
da estimarmos a massa de acucares a partir destes valores. Para tanto, utilizamos
respectivamente micro-seringas (Hamilton®, NV, USA - 25 and 50 pL), refratdmetros de bolso
(Atago®, Tokyo, Japan - 0-50%) e a equagédo proposta por Bolten et al. (1979) e Galetto e
Bernardello (2005). Tomamaos essas medidas em intervalos de 2:00 h durante todo o periodo de
antese (18:00, 20:00, 22:00, 00:00 e 2:00 h) para dois tratamentos: i) remog¢&o pontual de néctar
e i) remocdo continua. Para a remocao pontual, nds coletamos o néctar de um novo conjunto
de flores em cada intervalo. Para a remogéo continua, um conjunto de flores recebeu sucessivas
remocdes apds a primeira remocédo do néctar (adaptado de Wanderley et al 2014). Realizamos
a amostragem a partir de um conjunto de 30 individuos, sendo utilizadas uma flor por individuo
a cada horario nos diferentes tratamentos.

Para verificar os efeitos do tempo ao longo da antese e da remoc¢do de néctar sobre o
padréo de secre¢do nds utilizamos modelos mistos lineares generalizados (Bates et al. 2014).
NoOs construimos diferentes modelos, cada um deles considerando um atributo mensurado no
néctar como variavel dependente. Em todos os modelos os individuos foram colocados como
fatores randdémicos, j4 0 horario de antese, o tratamento e a interacdo entre ambos foram
colocados como fatores fixos. A significancia destes modelos foi obtida através verificando a

verossimilhanca presente na comparagdo com modelos nulos excluindo o fator de interesse.

Acesso ao néctar
Nos analisamos a morfologia interna do tubo floral de H. neesianus a fim de determinar

como se da o0 acesso ao néctar. Era de nosso particular interesse estimar a altura ocupada pelo
néctar dentro do tubo floral, bem como a distancia para acessa-lo a partir da abertura do tubo.
Para isso, foi necessario coletar dados em duas etapas: analise estereométrica e registro da
producdo total de néctar.

A primeira etapa consistiu em estimarmos a capacidade volumétrica do tubo floral. O
tubo floral de H. neesianus tem o formato aproximado a um cilindro (Vogel et al. 2005) cujo
volume pode ser calculado por v=m.r2.h, onde v=volume, r=raio e h=altura (adaptado de
McPherson & Rowntree 1988). Assim, mensuramos a largura do tubo (o qual dividimos por
dois para obtermos o raio) e o comprimento do tubo (0 qual consideramos como altura);
realizamos estas medidas a partir de fotos com escala em vista lateral da flor. N&s utilizamos
um total de 100 individuos, cada um deles amostrado por trés flores. A segunda etapa envolveu
mensurar o volume total de néctar secretado para 0s mesmos 100 individuos, a partir de outras

trés flores. Para tanto, as flores foram ensacadas em pré-antese e seu néctar coletado ao final da
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noite. As flores tiveram seus tubos presos ao receptaculo por fita adesiva, evitando qualquer
derramamento de néctar, mesmo que houvesse abscisdo da corola durante a madrugada.
Munidos destes dados, nos verificamos a conservagdo do fendtipo dentro de cada planta
através de testes de Correlacdo de Pearson entre pares de flores ao longo dos diferentes
individuos. A partir de entdo, para os calculos seguintes nds utilizamos as médias de cada
caracteristica por individuo: testamos se havia correlacdo entre o volume do néctar e a
capacidade volumétrica do tubo floral; aplicamos o raio, a capacidade volumétrica do tubo e
volume do néctar na formula do cilindro obtendo a altura do néctar; e subtraimos a altura do

tubo pela altura do néctar, obtendo dessa forma, a distancia do néctar para a abertura do tubo.

Disponibilidade de néctar na populacéo e efeito no fitness reprodutivo
Nos estimamos a disponibilidade de néctar nas flores em termos relativos a capacidade

de producéao de néctar da populacdo. Para tanto, nds criamos um indice de disponibilidade de
néctar, que consiste na razdo entre a quantidade de néctar encontrada na flor e a quantidade de
néctar esperada de forma geral para as flores da populacdo. Desta forma, esse indice engloba
tanto a variacdo individual, como o consumo do néctar por polinizadores e seu efeito na secrecdo
de néctar. Assim, quanto mais abaixo de um, menor € a disponibilidade de néctar em relacéo ao
esperado na populagdo e quanto maior que um, maior essa disponibilidade.

Nossa amostragem consistiu em coletas instantaneas de néctar em flores expostas aos
polinizadores em campo, para as quais mensuramos volume. A coleta abarcou 223 flores
tomadas ao acaso na populacao entre as 18:00 e 3:00 h. Concomitantemente, predizemos valores
de volume para cada uma destas flores levando em conta o horario. Fizemos isto atraves de um
modelo que criamos baseado em uma equacao linear (volume em funcdo do tempo) gerada a
partir dos dados do tratamento de remocdo pontual. Por fim, nds dividimos os valores de néctar
obtidos pela quantidade de néctar predita.

Para testar o efeito desta disponibilidade de néctar no fitness reprodutivo de H.
neesinaus, as flores descritas foram quantificadas quanto ao p6len depositado sobre 0s estigmas
(fitness feminino) e o polen remanescente (indicativo do fitness masculino). Para a contagem
de polen sobre os estigmas acondicionamos as flores em caixas de acrilico com agar afim de
manter a turgidez de seus pistilos e no laboratorio analisamos o contetdo polinico de seus
estigmas. Essa analise se deu inicialmente por observagédo direta sob estereomicroscépio, e
confirmada através de microscopia de fluorescéncia, com graos de pélen corados com Azul de
Anilina (Martin 1959). Simultaneamente, n0s armazenamos as anteras destas flores em

flaconetes tipo capsula junto com 1 ml de &cido latico glicerinado 1:4 e as levamos para 0
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laboratorio. A partir desta solucdo, com auxilio de uma cdmara de Neubauer, estimamos a
quantidade de pélen (adaptado de Maéda 1985).

Para verificar o efeito da disponibilidade de néctar sobre os componentes masculinos e
femininos do fitness nds utilizamos modelos mistos lineares generalizados (Bates et al. 2014).
NOs construimos dois modelos, cada um deles considerando um componente como variavel
dependente. Em ambos os modelos o tempo foi colocado como fator randémico, j& o horério o
indice de disponibilidade como fator fixo. A significancia destes modelos foi obtida através da
verossimilhanca registrada na comparacdo com modelos nulos excluindo o indice de

disponibilidade de néctar.

RESULTADOS

Dinamica de néctar e efeito de remocao
Em relacdo ao padrdo de secrecdo do néctar ao longo da antese (tempo: er= 0.7615 ;

t=19.857/ tratamento: er=2.1537; t=-9.252), houve um aumento de volume em fungéo do tempo
(¥?=244.27; gl=1; p<0.00001) (Figura 1-A). Concomitantemente, também houve efeito da
remocdo, com flores que passaram por remocBes sucessivas produzindo menos néctar
(x?=74.831; gl=1; p<0.00001). No sentido oposto, a concentracao de néctar (tempo: ep=0.1224;
t=-3.76/ tratamento: ep=0.3367; t=1.23) diminui ao longo da antese (y2=13.87; gl=1; p<0.0001)
e ndo foi afetada pelo tipo de tratamento (}?=1.5022; gl=1; p=0.2203) (Figura 1 — B). A
quantidade de acuUcares, dada a pouca variacdo da concentracdo, parece ter sido afetada
principalmente pelo volume, seguindo padrdes muito semelhantes (tempo: ep=0.1908;
t=19.784; tratamento: ep=0.5395; t=-8.831), com aumento ao longo da antese (}2=68.96; gl=1;
p<0.00001) e sendo menor em flores que passaram por remogdes sucessivas (y2=243.1; gl=1;
p<0.00001) (Figura 1 — C). Assim, a producdo de néctar em H. neesianus € continua ao longo
da antese, respondendo positivamente ao tempo e sendo afetada negativamente pela remocao.
Consequentemente, a atividade dos morcegos deve interferir diminuindo a quantidade de néctar

produzido pelas flores.

Acesso ao néctar
O néctar de H. neesianus esta contido dentro de um tubo floral curto e levemente curvado

(Figura 2 - A). A porgéo inferior interna do tubo é completamente ocupada por um disco
nectarifero que circunda o ovario no centro. A entrada deste tubo possui um alargamento que

se projeta em direcdo aos lobos das pétalas do labio inferior. A comunicacdo entre este
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alargamento e o restante do tubo € parcialmente obstruida por dois filetes adnados a corola que
se situam no terco superior do tubo (Figura 2 — B).

A conservacdo do fendtipo é consistente dentro de cada individuo e expressa por
correlagbes entre suas flores: muito alta em relacdo ao volume de néctar (r=0.95; gl=98;
p<0.0001), porém um pouco mais discreta em relacdo ao volume do tubo (r=0.20; gl=98;
p=0.046). O volume total do néctar secretado por flor foi de 113.77+£37.23u, enquanto a
capacidade volumétrica do tubo foi de 390.19+132.74. Desta forma, o néctar chega a ocupar
31.8+14.6% do espaco do tubo, podendo essa estimativa ser ainda maior se considerarmos a
presenca de outras estruturas em seu interior (disco nectarifero e ovario). Isso resulta em uma
pequena distancia para o acesso ao néctar (Figura 2). Por outro lado, ndo ha correlagdo entre o

volume de néctar e a capacidade volumétrica do tubo (r=0.09; gl=98; p=0.347).

Disponibilidade de néctar na populacéo e efeito no fitness reprodutivo
O volume de néctar encontrado nas flores expostas aos morcegos em campo variou

bastante ao longo da antese (Figura 2 — C), com sucessivos aumentos e declinios decorrentes da
sinergia entre a dindmica de producdo de néctar, variacao individual, consumo dos morcegos e
seu efeito na diminuicdo da secre¢cdo. O primeiro horario se inicia com valores mais baixos,
seguido de picos de volume nos intervalos de 7:00-8:00h, 9:00-10:00h e 11:00-0:00h. Os
declinios de volumes de néctar ocorreram nos intervalos de 8:00-9:00h e 10:00-11:00h,
seguidos de um declinio continuo a partir das 0:00h chegando proximo a zero proximo as 3:00h.

Ao considerar essa dinamica em relacdo ao esperado para a populacao, expresso pelo
indice de disponibilidade de néctar, encontramos um padrdo um pouco diferente (Figura 2 — C).
Com valores altos nas duas primeiras horas, seguidos de um declinio no intervalo entre
8:009:00h e um expressivo aumento entre 9:00-10:00h. A partir de ent&o, a disponibilidade se
mantém baixa, porém estavel até as 0:00h, seguida de sucessivas quedas até ndo haver mais
néctar disponivel. A manutencdo de uma alta disponibilidade nos primeiros horarios ocorre,
pois nesse periodo sdo naturalmente esperadas baixas quantidades de néctar. A partir das 10:00h
os altos montantes esperados de néctar geram padrdes muito parecidos tanto para o volume
absoluto quanto para o e indice de disponibilidade.

O componente do fitness feminino medido pela deposicao de gréos de pdlen limitou-se
a uma variacdo de zero ao maximo de 15 grdos de polen depositados sobre o estigma. Ja o
fitness masculino, interpretado como menores quantidades de pélen remanescente nas anteras
variou bastante partindo de flores aparentemente intactas com mais de 143000 grdos de pélen

até montantes entre 2500 e zero grdos de polen (menor valor possivel de ser capturado pela
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camara de Neubauer). Ambas as medidas de fitness, assim como seria obviamente esperado,
aparentam um aumento progressivo ao longo do tempo de antese, 0 que ndo é de nosso interesse
explorar e justifica sua inser¢do como varidvel aleatéria no modelo.

Nos encontramos que ha um efeito negativo da disponibilidade de néctar sobre o nimero
de gréos de polen depositados sobre o estigma (32=27.447; gl=1; p<0.001/ Figura 2 - D). No
sentido oposto, ha um efeito positivo da disponibilidade de néctar na quantidade de grédos de
pélen remanescentes na antera (y2=19.285; gl=1; p<0.001/ Figura 2 -E). Assim, o fitness de
ambos os componentes, masculino e feminino, aumentam a medida que ha menores

disponibilidades de néctar nas flores.

DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que Harpochilus neesianus secreta néctar continuamente ao
longo da antese aumentando o volume de néctar ao longo do tempo, enquanto diminui a
concentracdo de acucares. O volume e a quantidade de acUcar, sdo afetados pelo efeito de
remocao de néctar. Embora o tubo floral seja curto, o0 acesso ao néctar é limitado pela insercéo
dos filetes na corola. Ha pouca variacéo entre as flores de um mesmo individuo em relacdo ao
volume total de néctar e a capacidade volumétrica do tubo. Assim, o néctar chega a ocupar até
cerca de um terco do interior do tubo floral, embora essa relagdo nédo € tdo conservada ao longo
da populacdo. A quantidade de néctar presente nas flores expostas aos polinizadores variou
bastante ao longo da antese alternando-se entre sucessivos picos e declinios. Ao ser analisada
na perspectiva da quantidade de néctar esperado para a populacdo, através do indice de
disponibilidade de néctar, os primeiros horarios mantém uma certa constancia seguidos por um
declinio progressivo a partir do meio da antese. Essa disponibilidade, gerada pela acdo sinérgica
do consumo, efeito de remocdo e variacdes interespecificas, repercute negativamente em

relacdo aos fitness masculino e feminino.

Como o efeito de remogéo negativo pode aumentar o fitness da populagdo
Vérias plantas desenvolvem estratégias para economizar néctar (Pyke 1991; Ornelas &

Lara, 2009; Heil, 2011). No caso de H. neesianus essa estratégia é diminuir a producao diante
do consumo. Flores que utilizam essa estratégia dispendem menores quantidades de energia
para atrair visitantes florais e podem alocar energia para outras fungdes (Pyke 1991; Ornelas &
Lara, 2009). Por outro lado, flores com efeito de remocéo positivo também podem economizar

energia ao secretar mais néctar apenas caso haja demanda imediata dos visitantes (Koptur
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1983). Ambos os sistemas sdo regulados por mecanismos fisiologicos que utilizam gradientes
de pressdo osmotica para reconhecer e modular volume e concentracdo, havendo ainda a
possibilidade de reabsor¢cdo do néctar ao final da antese (Cruden et al. 1983; Castellanos et al.
2002; Paccini & Nepi 2007; Nepi & Stpiczynska 2008; Heil 2011). Essas estratégias podem ser
determinantes para 0 sucesso de uma espécie, frente o alto gasto energético da producdo de
néctar. De fato, as plantas mobilizam reservas de amido e 4gua, chegando a consumir a um terco
da fotossintese liquida didria (Southwick 1984). Especialmente no caso de flores
quiropterofilas, os gastos podem chegar a ser absurdos, como em arvores que atraves do néctar
secretam dezenas de quilos de agucar em poucas semanas (Gribel et al 1999; Capitulo 1 desta
tese).

Em relacdo aos papeis na interacéo entre flores e polinizadores, ambos os tipos de efeitos
de remog&o podem ser importantes. Flores com efeito positivo podem manter a disponibilidade
de recurso, sustentando visitas por mais tempo e aumentando as chances de polinizagédo (Ordano
& Ornelas 2004; Ornelas & Ordano 2007). Assim, o incremento na visitacdo ocorre no nivel de
uma unica flor ou nas flores de um Unico individuo, sendo légico esperar que essa estratégia
ocorra principalmente em plantas com baixas populacdes que demandam muitas visitas para
atingir um sucesso reprodutivo adequado. De fato, a fim de suprir seu alto requerimento
energético (Helversen & Reyer, 1984), os morcegos realizam visitas recorrentes a flores com
uma alta quantidade de néctar evitando realizar novas visitas a flores menos compensatorias
(Winter & Stich 2005).

Certamente o caso acima ndo retrata a condicdo de H. neesianus, que limita sua produgéo
de néctar, forma grandes popula¢des e demanda pouca deposicdo de pdlen para fecundar seus
quatro unicos ovulos por flor. Neste caso, a producéo limitada de néctar pode ser compensada
por maiores quantidades de flores por individuo ou populagdo (Gribel & Hay 1993; Bobrowiec
& Oliveira 2012). Assim, um beneficio do efeito de remocéao negativo seria um incremento na
frequéncia de polinizadores entre diferentes flores e individuos elevando o fitness da populagéo
como um todo (Pyke, 1991; Tschapka & Von Helversen 2007; Nepi & Stpiczynska, 2008;
Fisogni et al., 2011).

Importancia da restricdo de acesso ao néctar
O acesso de entrada ao tubo floral de H. neesianus chama atencdo por seu abrupto

alargamento que facilita 0 acesso dos morcegos. Isso pode ser explicado pela forte pressao
seletiva que morcegos exercem para o alargamento de tubos florais (Muchhala 2007;

Lagomarsino et al. 2017; Joly et al. 2018). Adicionalmente, a distancia de acesso ao néctar é
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muito menor do que o comprimento registrado para linguas de morcegos nectarivoros (4-8 cm
Muchhala e Thompson 2009) No sentido oposto, ha uma forte restricdo do acesso ao nectar
pelos filetes. A partir destas evidéncias morfoldgicas e observacdes de visitas, sugerimos que o
morcego deve apoiar o focinho sobre o alargamento do tubo e forgar a lingua para romper o
bloqueio dos filetes. Assim, a pesar de ser necessario protrair pouco da lingua, deve haver um
certo esforco para acessar o néctar. Esse esforco pode ser intensificado nas flores com baixa
disponibilidade de néctar, pois morcegos gastam mais tempo explorando flores quase vazias
com suas linguas extensiveis (Tschapka & Von Helversen 2007).

Outros clados de Acanthaceae, alguns dos quais polinizados por morcegos, possuem
uma estrutura semelhante, chamada cortina de filetes, que divide a corola em dois
compartimentos com o acumulo principal do néctar atras de duas faixas de filetes (Rosales
1997; Manktelow 2000; Tripp & Manos, 2008). Um processo parecido pode ocorrer em outras
familias polinizadas por morcegos com flores abertas ou tubos curtos. Alguns exemplos sdo 0s
filetes ou mesmo coronas bloqueando parcialmente entradas de tubos ou camaras nectariferas
em plantas dos géneros Bauhinia (Fabaceae), Pilosocereus (Cactaceae) e Passiflora
(Passifloraceae) (Ramirez et al 1984; Rocha et al 2007; Prenner 2014). Este tipo de ajuste pode
ter um papel importante ao assegurar que morcegos forcem seus corpos contra as flores

intensificando a transferéncia de p6len (Muchhala e Thompson 2009).

Disponibilidade de néctar em resposta a visitacdo de morcegos e efeitos no fitness
O néctar pode ser secretado em ritmos regulares durante toda a vida das flores

alcancando diferentes velocidades (Cruden et al. 1983; Heil, 2011). Embora Harpochilus
neesianus secrete néctar continuamente ao longo da antese, a quantidade de néctar presente nas
flores da populacdo oscilou periodicamente. Nesse sentido, 0s picos de consumo podem ser
explicados pelo comportamento de rotas de forrageamento dos morcegos. Dadas suas restri¢oes
fisiolégicas e alta demanda energética, morcegos nectarivoros alimentam-se quase
continuamente ao longo da noite, com numerosos v0os de forrageamento alternados com
periodos de descanso (Tschapka & Von Helversen 2007; Aguiar et al. 2014; Welch & Suarez
2008; Helversen & Winter 2003). Por fim, a producdo de néctar em Harpochilus neessianus
cessa as 2:00h, coincidindo com o final do periodo de atividade dos morcegos nectarivos em
outras plantas. Sugere-se que tal atividade estd associada a disponibilidade de flores com
quantidade substancial de néctar de alta qualidade (Horner et al. 1998, SanMartinGajardo &
Sazima 2005; Tschapka & Von Helversen 2007). Tais condi¢des possibilitam uma forte

associacdo entre a dindmica de secrecdo e a atividade destes polinizadores, 0 que pode ter
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repercussao sobre o fluxo de pélen (Koptur, 1983; Hodges, 1995; Klinkhamer et al. 2001;
Musicante & Galetto 2008; Agostini et al. 2011).

As abordagens realizadas neste trabalho nos permitiram entender como se déo diferentes
processos. NOs propomos como o efeito negativo de remogdo pode aumentar o fitness da
populacdo, ilustramos a importancia da restricdo de acesso ao néctar e relacionamos a
disponibilidade de néctar com a possivel visitagdo por morcegos. Consequentemente,
englobamos estes trés efeitos em um indice que retrata simultaneamente a variacao
interespecifica e 0 consumo de néctar, bem como seu efeito na redugdo da secrecdo. 1sso nos
permitiu tracar um panorama geral de como se da a disponibilidade de néctar ao longo da
populacdo e seu efeito no fitness. Assim, nds encontramos que flores que estejam abaixo do
Otimo esperado para a populacdo tem mais chances de terem sido polinizadas, alcancando
maiores valores de fitness tanto masculino quanto feminino. Vérios sistemas de polinizacao
aumentam o fitness frente baixas disponibilidades de néctar (Pyke 1991; Tschapka & Helversen
2007; Nepi & Stpiczynska 2008; Fisogni et al., 2011). Esse padrdo parece bem consistente
desde que essa diminuicdo mesmo causada pelo consumo de pilhadores, ainda assim pode afetar
a planta positivamente (Higashi et al. 1988; Navarro 2000; Richardson 2004).

Em geral, a quantidade de néctar e a produgdo de frutos sdo correlacionados
significativamente em varias espécies (Zimmerman 1988, Cresswell & Galen 1991). Nossas
evidéncias nos levam a crer que Harpochilus neesianus ndo necessita sustentar uma alta
producdo de néctar ao longo de toda a antese para obter valores étimos de fitness, o que desafia
0 senso comum sobre a polinizacdo por morcegos. Considerando a forma como polinizadores
podem exercer pressdes evolutivas sobre atributos do néctar (Mitchell et al 1998; BenitezVieyra
2010; Kulbaba & Worley 2012; Moré et al 2012), processos como 0 que retratamos aqui podem
ter fortes impactos na forma como caracteristicas do néctar de flores quiropterofilas estdo

sujeitas a selecdo fenotipica.
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Figura 1 - Dindmica de secrecdo e efeito de remocdo do néctar para volume (A),
concentracdo (B) e quantidade de acucares (C) de Harpochilus neesianus (Acanthaceae) no
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horério; barras brancas com linhas tracejadas — remocdo continua ao longo dos diferentes
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Figura 2 — Foto (A) e desenho esquematico (B) do interior do tubo floral de Harpochilus
neessianus (Acanthaceae), indicando espaco ocupado pelo néctar e distancia de acesso. Gréfico
da disponibilidade de néctar encontrada na populacao ao longo da antese em termos absolutos
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ABSTRACT

The trade-off between open flower morphologies and the production of large nectar
quantities in bat-pollinated flowers may result in nectar shedding. Our experiments and field
samplings show how the sugar concentration modulates the nectar volume held by different
flower morphologies in bat-pollination, however flowers avoid nectar wastage by producing
volumes smaller than their max capacities, while seemingly restricting sugar concentrations
according to bat requirements. These results show how the pressures exerted by pollinators

challenge floral limitations.

KEYWORDS

Chiropterophily; flower morphology; nectar concentration; nectar volume; Brazilian
Northeast

MAIN TEXT

Nectar is the most common floral resource in Angiosperms and its features suit the

necessities of both plants and pollinators (Schmidt-Lebuhn et al. 2007; Johnson and Nicolson
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2008). From the pollinator’s side, the maintenance of water balance (Roces et al. 1993),
fulfillment of energetic requirements (Welch and Suarez, 2008) and provision of secondary
metabolites (Baracchi et al. 2017), while matching with the pollinator’s mouthparts (Tschapka
et al. 2015), are among the most important. From the plant’s side, some of their main demands
consist of resource saving (Pyke 1991), morphological adjustments (More et al. 2012) and
pollinator fidelity (Baracchi et al. 2017). Nevertheless, some natural processes are capable of
defying this coupling, which is the case of the “sweet rain”.

The term “sweet rain” was coined by Gribel et al. (1999) while referring to the shedding
of nectar from Ceiba pentandra (Malvaceae) flowers. In this bat-pollinated species, the
dishshaped flowers normally shed part of the copious nectar they produce. Large nectar volumes
are common among bat-pollinated flowers in response to energy needs of these animals, but
many of those exhibit open flower types (Roces et al. 1993; Welch and Suarez, 2008; Fleming
et al. 2009). In a scenario like that, any nectar volume produced that is not quickly consumed
might be difficult to retain on the flower (Machado et al. 2005). Thus, balancing morphological
restrictions with the necessity of producing copious amounts of nectar seems to be a key factor
while transitioning to chiropterophily.

Nectar drops can be examined as a Newtonian fluid with hydraulic properties (i.e.
adhesion, density and viscosity), which provide us with information about the forces that
interact with gravity in its shedding process (Halliday et al. 2008). Adhesion is the attraction of
a fluid to a surface (i.e. floral structures), while density represents the amount of matter per fluid
volume, and viscosity, the resistance to runoff due to friction and the force of attraction between
its composing molecules (Halliday et al. 2008). The latter two variables increase in function of
sugar concentration (Soesanto and Williams 1981), although their effects on nectar shedding
can be opposing. A high-density nectar is heavier and more prone to runoff, while a higher
viscosity could prevent it.

We assessed the “sweet rain” phenomenon in the Caatinga dry forest in northeastern
Brazil, which possesses one of the highest occurrence rates of bat-pollinated flowers in the
world (Machado and Lopes 2004). We evaluated how flower morphology and sugar
concentration affect nectar retention on the flower and how these effects are associated with the
secretion of nectar drops under natural conditions. We present the hypothesis that species a
larger available contact area supports nectar drops with larger volumes and that there are optimal

intermediate sugar concentration values in which nectar accumulation is favored.
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METHODS

To answer our questions, we registered the event of “sweet rain” in three bat-pollinated
species in the Caatinga: Calliandra aeschynomenoides (Fabaceae - Mimosoideae), Tarenaya
spinosa (Cleomaceae) e Hymenaea cangaceira (Fabaceae - Detarioideae). All these species
offer their nectar as a completely exposed drop, but each presents a particular morphology and,
thus, different holding capacities.

Calliandra aeschynomenoides has glomerule-type inflorescences, which form a
brushlike pseudoflower with 10 to 12 flowers, which are long and delicate and bear small-
surface stamen tubes capable of holding one nectar drop each. Tarenaya spinosa has banner-
type flowers. The nectarium, which is placed on the floral receptaculum and between the petals
and reproductive whorls, has an intermediate surface that supports one nectar drop. Finally, the
flowers of H. cangaceira are cup-shaped. As a result of having large flowers and concave petals,
the nectar accumulates as a drop on the lower petals.

We assessed how the nectar accumulation capacity differs between these species and
how it is affected by sugar concentration. We conducted controlled experiments of nectar
accumulation, thus isolating other factors (e.g. flower position on plant and wind) that could
intensify the “sweet rain” (Gribel et al. 1999). We sampled the flowers used in the bioassay
from the Catimbau National Park (Pernambuco, Brazil). Additional samplings of T. spinosa
were conducted within Recife (Pernambuco, Brazil). We collected opened standard flowers
from previously bagged buds and fixed them onto a plasticine pedestal, taking into account the
average natural orientation observed in the populations (ca. 45° inclination of the pedicel in
relation to the gravity axis, for all three species).

We manufactured different solutions containing distilled water and concentrations of
sucrose ranging from 5% to 50% to mimic natural nectar. The experiment consisted in
depositing the artificial nectar on the regular accumulation spots of each species until the
occurrence of shedding. We applied the solutions with 50 pL graduated microsyringes
(Hamilton™) and registered the total accumulated volume until shedding. We repeated this
assay 15 times for each concentration in all three species.

Using this data, we compared the total nectar accumulation capacity between the species
and employed quadratic regressions to test the relationship between volume and concentration.
We expected intermediate values of concentration to result in larger volumes of accumulated

nectar.
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Additionally, we assessed if nectar drops secreted by the three species under natural
conditions show the same patterns found with the nectar accumulation experiments. We bagged
buds in pre-anthesis from natural populations to block the access of flower visitors. Then, from
two to six hours after flower opening, we collected the nectar drops accumulated on flowers
and measured their volumes and concentrations through standard procedures (Galleto and
Bernardello 2005) (C. aeschynomenoides n=64 flowers/10 inflorescences/10 plants; T. spinosa
n=30 flowers/30 plants; H. cangaceira n=90 flowers/10 plants).

We compared nectar volume and concentration between species and, for each species,
the volumes secreted naturally with the total volumes supported in the accumulation
experiments. Finally, we tested whether there was any correlation between volume and

concentration in the nectar drops for each species.

RESULTS

The total nectar volumes supported by standard flowers differed substantially, with
larger-flowered species supporting larger volumes (H= 399.18; gl=2; p<0.00001; all a
posteriori tests with p<0.0001). Calliandra aeschynomenoides flowers carried 10.17+2.62 L,
followed by T. spinosa with 83.13+8.35 pL and H. cangaceira with 878.29+£75.58 uL.

The models proposed by the quadratic regressions were able to explain, for all three
species, the effect of nectar concentration on their maximum holding capacities (C.
aeschynomenoides: F=15.24; gl=2; r?=0.16; p<0.0001/ T. spinosa: F=16.25; gl=2; r>=0.17,
p<0.0001/ H. cangaceira: F=81.51; gl=2; r2=0.52; p<0.0001). Each species, however, showed
a particular pattern of direction and intensity of the effect. Calliandra aeschynomenoides
achieves larger nectar volumes with medium to high concentration values (x coefficient =
t=5.52; p<0.0001 / x? coefficient: t=-5.38; p<0.0001). In T. spinosa, concentration showed a
slightly positive effect on volume (x coefficient: t=2.81; p<0.0058/ x2 coefficient: t=-1.62;
p<0.1069). H. cangaceira flowers attained the largest nectar volumes mostly with low sugar
concentrations, but also with high concentrations (x coefficient: t=-10.09; p<0.0001/x2
coefficient: t=8.07; p<0.0001).

The volume of natural nectar drops produced by flowers also differed strongly between
species (H= 162.95; gl=2; p<0.00001; all a posteriori tests with p<0.0001), but was overall
lower than those attained in the bioassays (C. aeschynomenoides: U=11.13; p<0.0001/ T.
spinosa: U=8.63; p<0.0001/ H. cangaceira: U=14.90; p<0.0001). Calliandra
aeschynomenoides secreted 1.70+£0.61 pL, followed by T. spinosa with 32.63+£11.47 pL and H.
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cangaceira with 196.63+156.44 pL. Sugar concentrations also differed: 23.56+5.30%,
16.20+3.67 and 17.40+2.84 pL, respectively (H =81.65; gl=2; p<0.0001; all a posteriori test
with p<0.05)

We found a slight correlation between volume and concentration in C.
aeschynomenoides, although the effect seems to be irrelevant (t=-2.56; gl=61; r2=0.097;
p=0.0127). There was no correlation for the other two species (T. spinosa: t=-1.35; gl=28;
r’=0.06; p=0.1861/ H. cangaceira: t=0.19; gl=145; r2=0.0003; p=0.84).

DISCUSSION

The role of floral morphology on the physical properties of nectar has been, so far,
related mostly to strategies to avoid evaporation and dilution by rainfall (Corbet and Willmer
1981; Aizen 2003). Here, we propose that different flower morphologies are able to change the
effect of sugar concentration on the capacity of nectar accumulation. For flowers that produce
suspended nectar droplets, viscosity and weight appear to nullify one-another in a concentration
range in which nectar accumulates the most. Viscosity seems to prevail in flowers with
intermediate nectar quantities, as larger volumes were associated with higher concentrations.
Drop weight is seemingly the most important limiting factor for large flowers, which in turn
produce copious nectar quantities.

Thus, nectar shedding may not be related to a lack of flower volumetric capacity since
the volume that they naturally secrete is roughly three to ten times smaller than their maximum
holding capacity. Tube flowers are a good example of this discrepancy, although their case has
been regarded as a strategy to hinder pollinators in accessing the nectar (Moré et al. 2012).

As our model flowers do not form tubes, we suggest that the disparity observed might
be associated with the reduction of energy cost (Ornduff 1969), and may consist in a security
strategy to avoid nectar wastage by the flower (Pyke 1991). Furthermore, smaller nectar
quantities can force bats to increase their visiting rates (Tschapka and VVon Helversen), allowing
an adjustment of the visit timing to the secretion of new nectar drops (Machado et al. 2005).

Nectar concentration in natural conditions did not achieve the requirements determined
experimentally by the flowers either. In this context, pollinators seem to be the main
determining forces (Mitchell and Waser 1992; Johnson and Nicolson 2008). Bats are
constrained on a fine scale by the concentration of the nectar they consume. While a too diluted
nectar may not supply their energy requirements, high sugar concentrations affect the

biomechanics of their tongues and their water balance (Roces et al. 1993; Welch and Suarez,
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2008; Tschapka et al. 2015). Although different from one another, the three species had, indeed,
sugar concentrations between 10% and 30%, which is considered the optimal range for
pollinating bats (Roces et al. 1993; Welch and Suarez, 2008).

Inevitably, pollinators have been considered as the main agents responsible for
mediating the effect of phenotypical selection on nectar (Mitchell and Waser 1992). Our
predictions were partially confirmed. Depending on flower morphology, concentration can
show different effects on nectar volume, but, in nature, nectar qualities may not completely
achieve the optimal hydraulic conditions. Flowers seem to reduce the risk of “sweet rain” by
secreting nectar volumes smaller than their holding capacity, and this restriction could be
beneficial if it leads to an eventual increase in bat visiting rates. Additionally, the requirements
of bats seem to surpass the hydraulic restrictions of plants, maintaining sugar percentages in
nectar close to the optimal values for these animals.

Our work reaffirms how pollinators can be a peremptory force in directing the evolution
of nectar traits (Mitchell and Waser 1992), even in risky conditions for plants such as in the
sweet rain event. However, this might be a fair trade when taking into account the famous high

efficiency of bats as pollinators (Muchhala and Thomson 2010).
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Figure 1 — “Sweet rain” in bat-pollinated plants in the Caatinga dry forest, showing the

effect of nectar concentration on total volume supported under experimental conditions (A — C)

and samplings of nectar secreted under natural conditions (D — F) in the Catimbau National

Park, Pernambuco, Brazil. A and D - Calliandra aeschynomenoides (Fabaceae - Mimosoideae);

B and E - Tarenaya spinosa (Cleomaceae); C and F - Hymenaea cangaceira (Fabaceae -

Detarioideae). (White vertical bars — 1 cm scale; yellow arrows — nectar drops; white lozenges

- drops of artificial nectar accumulated on standard flowers; grey line — quadratic regression of

nectar volume in function of its concentration; black circles - Drops of nectar accumulated under

natural conditions.).
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5 MANUSCRITO n°3: IT'S RAINING FRAGRANT NECTAR IN THE CAATINGA DRY
FOREST: AN EVIDENCE OF NECTAR OLFACTORY SIGNALING IN BAT FLOWERS

(A ser enviado para a revista Ecology)

Arthur Domingos-Melo!#, Paulo Milet-Pinheiro?, Daniela Maria Do Amaral Ferraz

Navarro?, Ariadna Valentina Lopes®, And Isabel Cristina Machado®
MAIN TEXT

Pollination by bats is one of the most spectacular pollination strategies of Angiosperms.
Among their attributes, the physiology of flowers is particularly striking, because bat flowers
secrete huge amounts of nectar and normally emit peculiar odors (Fleming 2009). In flowers,
it is known that different tissues can produce their own scents (Raguso 2004) and that pollinators
may use these spatial-within flower scent variation as honest signaling of resource (e.g. nectar,
pollen) availability (Dotterl et al. 2005). For bat flowers of Vriesea, there is only a suggestion
that the nectar produces its own scent (e.g. Vriesea - Sazima et al. 1995). In Agave there is an
inconclusive evidence associated with the action of microorganisms (Raguso 2004), suggesting
scented nectar might be involved in honest plant-pollinator signaling. In this context, we can
highlight the genus Hymenaea (Fabaceae). This genus is pollinated predominantly by bats and
produce large amounts of nectar (Gibbs et al. 1999; Dunphy et al. 2004). However, it remains
largely unknown whether their flowers emit scents and, if yes, whether they are involved in
signaling to pollinators.

Hymenaea cangaceira (Fabaceae) (Pinto et al. 2017) is a recently described species,
endemic to the Caatinga, a Brazilian Tropical Dry Forest. It was named after the "Cangaceiros",

local social bandits (sensu Hobsbawm 2000), whose secret route overlaps with the distribution
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of the species (Pinto et al. 2017). Hymenaea cangaceira has first called our attention because
of its massive flowering and its abundant and fragrant nectar. Facing this unusual phenomenon,
we studied a population of this species in the Catimbau National Park - PE, Brazil (8 ° 34'51 "S,
37 ° 14'56 "W) that flowered continuously from December to March between 2015 and 2018
(two to four weeks per individual in sequential flowering). During these reproductive seasons,
we identified bats (Figure 1 A-B) as the only effective pollinators, since they were the only
floral visitors that touched the mature reproductive structures. In order to understand better the
role of nectar in this system, we characterized precisely its properties. For this, we first measured
the volume and concentration of individual flowers and estimated the total nectar produced from
the total number of flowers set by each plant in one reproductive season (Appendix S1). Then,
we collected samples of volatile compounds emitted by flowers from which nectar had been
experimentally removed and from nectar removed from flowers by using usual headspace
techniques and identified compounds after analyzing samples by Gas Chromatography coupled
to Mass Spectrometry (GCMS) (Appendix S1).

A single flower of H. cangaceira produces 0.26-1.5 ml of nectar with sugar
concentration ranging from 15 to 25% (0.16-0.27 mg). These trees have medium to large crowns
with 4.0-9.5 m in height and 3.5-13.5 m in diameter, generating large canopy areas (236.7-
1,406.3 m?2). The flowers are distributed homogeneously at the canopy surface, which have 80-
288 flowers per m? (Figure 1-B). Based on our estimative that a single tree produces 47,812-
623,636 of flowers per reproductive season, a single individual might produce the astonishing
amount of 39.37 to 918.7 liters of nectar and 7.42-180.54 kg of sugar. This nectar accumulates
as drops at the base of the corolla and lower petals and easily falls on the ground (Figure 1-C),
in a process known as "sweet rain" (Gribbel, 1999). The magnitude of this reproductive
investment in H. cangaceira is impressive, especially when considering that this species occurs
in the semiarid Caatinga region, where plants are frequently under strong resource limitation
(Silva 2018). The only other species in which this phenomenon of sweet rain has been reported
is Ceiba pentandra (Malvaceae-Bombacoide), a species occurring in Central Amazonia, an
environment with high productivity (Gribbel 1999).

As we had already supposed out in our field observations, the chemical analyzes
revealed that the nectar of H. cangaceira has its own scent, since it has many compounds that
are not found in flowers. In total, we found 80 volatile compounds in all analyzed headspace
samples, of which 42 were reported in flowers only, 20 in flowers and nectar and 18 in nectar

only (Table S1). The dominant compounds in nectar samples were (E)-cinnamaldehyde and
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ydecalactone, which accounted for 53.6 % and 14.1 % of the total scent discharge, respectively.
These compounds were reported in trace amounts in samples of flowers from which nectar had
been removed, suggesting they are remnants of the fragrant nectar. To our best knowledge, this
is the first report of nectar olfactory signaling in bat-pollinated plants. There is so far only one
report of fragrant nectar in Agave palmeri (Agavaceae), which was interpreted as a result of the
fermentation process of the associated microbiota, rather than a characteristic of the nectar itself
(Raguso 2004). The association with microbes is very unlike in H. cangaceira, because we
collected volatile compounds from bagged flowers only, at the very beginning of the nectar
secretion phase.

The biological role that the major volatiles of H. cangaceira nectar play in bats has never
been investigated; however, their characteristics strongly suggest they mediate plant-bat
communication. Cinnamaldehyde is the compound that gives cinnamon its characteristic smell,
whereas y-decalactone has an aroma typical to fermented fruits. Both are used in the food
industry composing ripe fruit essences (World of Chemicals, 2018), which is consistent with
the expected odors for bat pollination (Fleming 2009). In addition, there is evidence that
mammals, including humans, are highly sensitive to these compounds: Cinnamaldehyde is a
remarkable scent and y-decalactone occurs in different body secretions with strong aromatic
appeal in this class of vertebrates, being reported, for example, in human vaginal lubrication
(Soine et al. 2009; Hartmann et al. 2013).

The fragrant nectar emitted from flowers across the entire canopy surface might allow
the tree to be perceived as a single giant odor plume (Murlis et al. 1992). This would be
analogous to the visual effect that occurs in species whose expressive number of flowers
determines the color of the entire canopy. In these plants, many flowers are not visited by
animals and only contribute to the canopy long-distance visual display (Brito et al. 2015).
Likewise, in H. cangaceira, much of the produced nectar is not consumed (as illustrated by the
"sweet raining") and might only contribute to the canopy long-distance olfactory attraction. If
this result in increased attractiveness to pollinators then the apparently waste of nectar (i.e.
energy) could be counterbalanced by an increased fitness and would actually represent an
adaptive strategy. Therefore, the presence of odor in the nectar would justify the occurrence of
the aforementioned "sweet rain”. Additionally, bats are known to rely on scents as shortdistance
cue (Gonzalez-Terrazas et al. 2017), and could avoid flowers whose nectar has been consumed
or spilled. Therefore, in H. cangaceira, it seems that the fragrant nectar also honestly signals

reward availability to their pollinators (see, for example, Zang et al. 2012).
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The record of fragrant nectar in H. cangaceira opens new perspectives for understanding
the chemical communication between flowers and their pollinating bats. We believe that this
process may be recurrent in chiropterophillous plants, since other species present very similar
flower features, especially in the genus Hymenaea (Gribbel, 1999; Gibbs et al. 1999; Dunphy
et al. 2004; Fleming et al. 2009). In this way, plenty of intriguing questions emerge, such as:
How does volatile emission in nectar fluctuate along the anthesis? Is there a coupling between
volatiles and nectar characteristics (volume and concentration of sugars)? What is its effect on
plant fitness? To answer these questions may reveal exciting patterns with strong ecological and
evolutionary significance, after all, bat pollination is the most recent evolved pollination system
(Fleming 2009) and we do not know many unusual features that may have arisen along its

evolutionary history.
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FiG. 1. Attraction of bats by Hymenaea cangaceira (Leguminosae-Fabaceae): Phyllostomidae
bat approaching a tree in massive flowering (top) and a flower (center). Flower of H. cangaceira
with a falling drop of nectar and the molecular structures of the main volatile compounds of the

nectar (bottom).
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ECOLOGY: SUPPORTING INFORMATION
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Estimative of nectar volume and concentration

In order to estimate the total amount of nectar and sugar produced by flowers across the
anthesis, we measured the volume and concentration of nectar using a graduated micro syringe
(Hamilton®) and a hand held temperature compensated refractometer (Atago, model
MASTER-53a: Brix 0-53%), respectively. Measurements were made from 10 flowers of 10
individuals (N=100 flowers) that were bagged prior to anthesis. To avoid spilling of nectar, we
collected nectar three times along the anthesis (19:00-20:00; 23:30-0:30; 2:00-3:00). After
measurements, flowers were bagged again to avoid nectar consumption by floral visitors. The
total amount of nectar secreted per flower was calculated as the sum of the nectar collected in
these three intervals. The amount of sugar in the nectar was calculated following the equation
proposed by Galleto and Bernardello (2005).

Based on the estimative above, we calculated the total amount of nectar and sugar
produced per individual in one reproductive season. In each of the 10 individuals mentioned
above, we estimated the total number of flowers produced in a reproductive season and the total
amount of nectar (adapted from Gribel et al. 1999). As we noted that flowers of this species
spread homogeneously and only on the external surface of the canopy (Figure S1A), we
measured the number of flowers per m2 in each individual and multiplied by its total canopy
area. To obtain the number of flowers per m2, we placed a 0.5x0.5m screen on the canopy
(Figure S1B) and count the number of buds, flowers, receptacles and immature fruits. We
repeated this procedure two times at four equidistant points from the canopy and use the mean
value of flowers per m2 (Figure S1B, C). To obtain the surface area of the canopy (S), we
analyzed its morphology and assumed that they have a dome shape (Figure 2A). We then

estimated their areas through the formula of the surface of a half ellipsoid.

apbp +apcp +bpcp 1/p
28 =~ 4( )
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The values used in this formula were the constant p ~ 1.6075 and the canopy measures
obtained through a hypsometer: a (canopy height multiplied by two), b (largest canopy width)
and c (lowest canopy width). After that, we multiplied the total number of flowers of an
individual by the average amount of nectar produced by individual flowers, as well as by their

amount of sugar.

Chemical characterization of flower and nectar scent

In order to investigate whether nectar emit its own scent, we collected headspace
samples for thermal desorption (TD) from empty flowers (N=10) and isolated nectar (N=10).
For this, nectar was removed from flowers using strips of absorbent paper. The empty flower,
as well as its removed nectar, was individually enclosed within PET film oven bags
(Bratschlauch, Melitta GmbH, Germany), from which scented air was drawn for 30 min by a
membrane pump (Rietschle Thomas, Puchheim, Germany) at a constant flow rate of 200 mL
mint. The air enriched with volatile organic compounds (VOCSs) inside the bags was trapped in
a thermal desorption filter (TD filter, length, 30 mm; inner diameter, 2.5 mm) containing
adsorbent polymer (3 mg), consisting of a 1:1 mixture of Tenax™TA (80/100 mesh, Supelco,
Bellefonte, USA) and Carbopack™X (20/40 mesh, Supelco, Bellefonte, USA). To detect
environmental contaminants, negative controls (empty bags; N=5) were collected by using the
same aforementioned protocol. All TD samples were stored in 2 ml screw cap clear vials at
24°C until chemical analysis.

The TD samples were analyzed on a gas chromatograph coupled to a mass spectrometer
(GC-MS; Agilent 7890A™ gas chromatograph, Agilent 5975C Series MSD™ mass
spectrometer; Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), equipped with a non-polar HP-5 ms
column (Agilent J&W,; 30 m x 0.25 mm d.i.,0.25-um film thickness) and a thermal separation
probe (TSP, Agilent Technologies). TD samples were placed into the TSP and injected in split
mode (1:1) with the injector temperature set to 250°C. GC oven temperature was set at 40°C
for 2 min, then increased at a rate of 4°C min* to 230°C. The final temperature was held steady
for 5 min. Helium (He) carrier gas flow was maintained at a constant pressure of 7.0 psi. MS
Source and quadrupole temperatures were set at 230°C and 150°C, respectively. Mass spectra
were taken at 70 eV (in EI mode) with a scanning speed of 1.0 scan-s from m/z 35-350.We
identified the compounds by comparing their mass spectra and retention indices with those

available from commercial mass spectral libraries (MassFinder 4, NIST11 and Wiley
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Registry™ 9th Edition, Adams 2007), integrated in the software Agilent MSD Productivity
ChemStation (Agilent Technologies). Whenever possible, the identity of the compounds was
confirmed using retention times and mass spectra of authentic standards. The peak areas on the
chromatograms were integrated to obtain the total ion current signal, which was used to

determine the relative percentages of each compound.
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FIGURES AND TABLES - SUPPORTING INFORMATION

Figure S1 — Flowering tree of Hymenea cangaceira (Fabaceae) in the Catimbau

National Park. Detail to the habit (A) and inflorescences arrangement under 0.5x0.5m screen

(B).
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Figure S2 - Half ellipsoid or dome format (A) in comparison to Hymena cancaceira
(Fabaceae) canopy in front (B) and upper (C) view (a - canopy height; b - largest canopy width;

¢ - lowest canopy width; greens squares - area with flowers counted under 0.5x0.5m screen).

Table S1 - Mean relative amount of compounds in the headspace samples of flowers (N=10)
and nectar (N=10) of Hymenaea cangaceira (Fabaceae) in the Catimbau National Park (LRI —
retention indices sensu Adams (2007); RI — linear retention indices; n — number of samples in
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which compounds were recorded; Mean — relative percentage average; SD — standard

deviation).
Mean SD Mean SD
Compound LRI RI Flower Flower N Nectar Nectar
Aliphatics
(2)-3-Hexenyl acetate 1004 1010 5 151 368 0 0 0.00
(2)-3-Hexenyl butyrate 1184 1189 1 0.03 0.08 0 0 0.00
Benzenoids and Phenyl
Propanoids
Benzaldehyde 952 960 O 0 000 10 159 1.20
Benzyl alcohol 1026 1034 2 021 044 10 125 0.57
Methyl benzoate 1088 1095 3 144 389 5 160 253
Methyl salicylate 1190 1194 8 212 241 2 0.06 0.13
3,4-dimethylbenzaldehyde 1215 0 0 000 3 018 0.33
(2)-cinnamaldehyde 1217 1220 O 0 000 7 130 112
(2)-Cinnamyl alcohol 1259 1262 0 0 000 1 010 0.33
(E)-Cinnamaldehyde 1267 1271 5 1.15 3.20 10 53.59 23.08
(E)-Cinnamyl alcohol 1303 1306 1 069 218 6 457 821
Eugenol 1356 1359 0 0 000 7 1.08 143
(E)-Methyl cinnamate 1376 1385 1 009 027 8 253 464
Methyl eugenol 1403 1406 O 0 000 1 029 0091
C5-branched chain compounds
(2)-3-hexenyl 2methylbutanoate
1229 1235 2 014 035 0 0 0.00
Irregular terpenes
(E)-4,8-dimethyl-1,3,7-
nonatriene 1118 10 581 350 1 0.07 0.23
Isophorone 1118 1121 0 0 000 7 159 1.77
Miscellaneous cyclic
compounds
y-Hexalactone 1042 1055 0 0 0.00 5 0.14 0.18
y-Octalactone 1250 1260 O 0 0.00 4 0.18 0.26
d-Octalactone 1276 1286 O 0 0.00 3 0.09 0.15
y-Decalactone 1465 1469 2 052 154 10 1410 9.97
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ABSTRACT

Background and Aims: Bat-pollination is one of the most recently evolved pollination
systems and is characterized by unique traits that match bats’ behavioral peculiarities.
Considering that Neotropical pollinating bats have dichromatic vision and UV light
discrimination, it is expected that bat use UV signals to localize nectar sources.

Methods: We compared the reflection curves of floral structures with and without
potential function in visual attraction. Then we analyzed under UV light the reflection patterns
of the conspicuous floral structures. And finally, we performed manipulations in flower
reflection to verify the effect of UV light reflection on bats visiting behavior in the field.

Key Results: We found that UV reflection allocated to the floral structures is attractive
and that it may mainly act as a long-distance and not as an intrafloral cue due to the lack of
contrasting color patterns. We also prove experimentally that this reflection enhances bat
perception and response to flowers in the field.

Conclusions: Contrary to previous views, our results demonstrate that bat flowers may
explore the bat color vision. This unexplored mode of bat-flower signaling opens new

perspectives to the understanding of bat-pollination regarding its evolution (importance of
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exaptations) and ecology (processes on different levels — e.g. phenotypic selection and

facilitation).

Key words: bat vision; chiropterophily; cognitive ecology; color flower; floral
attractive; floral traits; plant-animal signaling, pollinator behavior, nocturne pollination;

ultraviolet.

INTRODUCTION

It is suggested that pollination by bats appeared during the Cenozoic in concert with the
diversification of anthophilous vertebrates (Fisher et al., 2014), and evolved independently in
several Angiosperm families, commonly as young divergent clades (Fleming et al., 2009).
Beyond the nocturnal anthesis, this is a pollination system with very particular floral attributes
(Willmer, 2011). Up to now, scent that stimulates the sensitivity of bats to sulfur compounds
(Knudsen and Tollsten, 1995; Helversen et al., 2000) as well as acoustic reflection that exploits
their sense of echolocation, unique among pollinators (Helversen and Helversen, 1999; Simon
et al., 2011), have been the major traits associated to the attraction of bats by plants pollinated
by them. In contrast, the role of colors in these flowers has been neglected due to the nocturnal
activity of these pollinators where the light seems to have less importance.

Floral color preferences are mainly influenced by visual perception and also learning
abilities of pollinators (Lunau and Maier, 1995; Lunau et al., 2011; Reverté et al., 2016).
However, many studies on floral color focus on pollination by insects and birds while neglecting
the bat pollination system. Few studies have directed their attention to the attractive role of color
in bat-pollination and most of them support the idea that coloration may either function as
camouflage or only represents a past adaptation of an ancestral pollination system from which
bat-pollinated species evolved (Biedinger and Barthlott, 1993; Fleming et al., 2009). These two
possibilities were the only ones considered when UV light reflection was recorded in flowers
of some NNeotropical bat-pollinated species (Biedinger and Barthlott, 1993).

More recently, studies demonstrated that Neotropical pollinating bats are sensitive to
UV and green wavelengths and could have some ability to discriminate colors due to
dichromatic vision (Winter et al., 2003; Mller et al., 2009). Therefore, a reevaluation of our
understanding of the interaction between flowers and bats mediated by color becomes

necessary. It is reasonable to assume that between these two colors bats are sensitive to, UV
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reflection has a central role in the attraction of these pollinators, because green light from the
leaves and other structures is often the predominant background color. Here we explored the
role of UV reflection as a potentially important flower trait, since it could exploit the potential
ability of these mammals to see and discriminate color within this range of wavelengths. We
described the amount of UV reflected by flowers of bat pollinated species in two levels: i)
amount of UV reflection reflected by different floral whorls; ii) flower designs displayed by
these UV reflections. Finally, we showed for the first time the functional role of UV reflection
in bat-pollinated flowers by experimentally manipulating UV reflection to assess the

contribution of UV to bat attraction by flowers.

MATERIALS AND METHODS

Species and study sites

To test the functional role of UV reflection on flowers we sampled 132 flowers. We used
each flower as a sample unit for comparison tests between conspicuous and inconspicuous
structures (see UV reflection comparison between floral whorls). We attempted to cover the
highest inter- and intra-specific variation in the field. For this, we were able to use 14 of about
20 species pollinated by bats which we recorded up to now in the Caatinga vegetation (a tropical
dry forest in Northeast Brazil where the proportion of bat pollinated plants is higher than
anywhere else in the world; Machado and Lopes 2004; Quirino and Machado 2014). We used
three to 15 flowers per species, obtained from 1 to 12 individuals (see Supplementary data —
Table 4). The inclusion criterion for these species was to have bats as the single or main
pollinator, as could be confirmed in literature or by personal observations. We obtained the
reflectance spectra and UV photos in two places: Parque Nacional do Vale do Catimbau
(PARNA Catimbau, 8°32'14"S, 37°14'42" W) and Reserva Privada do Patrimonio Natural

Fazenda Almas (RPPN Almas, 7° 28’15”S, 36° 53'51" W).

We chose Tarenaya spinosa (Cleomaceae) as a model species among the others for the
UV reflection manipulation experiment (see UV reflection effect on bat visiting behavior)
because it is exclusively pollinated by Glossophaga soricina and Lonchophylla mordax in
sampled places, has high bat visitation frequency, and has white flag-petals as the most
attractiive structure (Machado et al., 2006). In addition, this species is abundant, easily
available, and offers large quantity of flowers. We carried out the experiments of bat preference

in the field in two places: RPPN Almas (mentioned above) and in an urban area of the Recife
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city — Pernambuco, Brazil (8 ©3'15"S, 34 © 52' 53" W), where the species forms naturally large

populations with similar pollination ecology (Machado et al., 2006).

UV reflection of floral whorls

To describe the UV reflection in different floral whorls we obtained the respective
reflection spectra from freshly collected flowers in the field, using a surface spectrophotometer
(Jaz, Ocean Optics) coupled with an optic fiber probe; we calibrated with a WS-1 reflection
Standards Ocean Optics as white and the absence of light as black. We measured reflection with
the probe at an angle of 45° from the flower surface to avoid specular reflection (Chittka and
Kevan, 2005).

In a naturalistic approach, it is possible to intuit which whorl of a flower are the most
important in the composition of the floral display from the occupied area (Endress, 1994;
Willmer 2011). Thus, we compared UV reflection between floral parts that were visually
evident (conspicuous) or not evident (inconspicuous) to a bat when approaching a flower. We
consider that, if UV reflection has a role in attraction, then areas of UV reflection should be
larger and UV reflection more intense in conspicuous as compared with inconspicuous flower
parts. To this end, we measured the relative area occupied by conspicuous and inconspicuous
flower parts (Table 1) using front view photographs and ImageJ software. Reflection curves of
conspicuous and inconspicuous flower surfaces were compared using UV reflection measures
both in absolute (average reflection in the UV band) and proportional (UV chroma) terms (Maia
etal., 2017).

Color patterns generated by UV reflection

To answer how floral color patterns generated by UV reflection are, we photographed
flowers of these same species under UV light and analyzed the reflection patterns in each of
their conspicuous floral structures (Costa and Machado, 2012) to determine if these were
continuous or discontinuous. This information is important because continuous color patterns
discard the possibility of intrafloral visual guides (Biedinger and Barthlott, 1993; Lunau, 2006;
Koski and Tia-Lynn, 2014; Papiorek et al., 2016). We did this we collected open flowers in the
field and transported them in vases to a UV-light chamber (365 nm - Tecnal lo: TE-540,
Piracicaba, Brazil) where we analyzed the UV reflection patterns (Costa and Machado, 2012).

Then, we took photographs of flowers of each species in a dark room isolated with UV
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protection blackout and a black cloth as background. We photographed flowers with a Canon
T3i camera coupled to an 18-55mm lens. First, we shot with a flash (diaphragm in f / 5.6,
exposure time 1 / 200s, ISO 200, flash and other automatic settings). Then we photograph the
same flower without flash and illuminated with the UV lamp (diaphragm in f / 5.6, exposure
time 5s, 1SO 400, other automatic settings), through fluorescence, these photos provide an

inference of locations where UV is reflected.

UV reflection effect on bat visiting behavior

To answer how UV reflection affects the visiting behavior of bats in nature, we
conducted an experiment on bat behavior in the field. For this, we manipulated the flower petals
of Tarenaya spinosa (Cleomaceae) controlling UV reflection (Johnson and Andersson, 2002).
We performed manipulations in flower reflection in the field using an UV-absorbing gel to
verify the effect of UV light reflection on bats visiting behavior (adapted from Johnson and
Andersson 2002). We used cotton swabs to lightly coat Tarenaya spinosa’s petals with different
substances. In non-UV-Flowers, UV-absorbing covering consisted of sunscreen pigment
FPS22 dissolved in Carbopol gel solvent. We had two types of control flowers: UVFlowers
coated only with Carbopol gel without the UV-absorbing sunscreen pigment and the
unmanipulated Natural-Flowers . The Carbopol gel and UV-absorbing chemicals are scent-less
not adding components to the flower’s natural scent. We manipulated flowers before 5:00 PM,
one hour before nightfall. At this time of the day petals started to open and the bats were not
foraging yet. To confirm the effect of the manipulation on the reflection spectra, we repeated
the reflection measurements on the manipulated flowers as described above (n=15 flowers of
different individuals / one petal per treatment).

To check the effect of the UV manipulation on bat behavior, we manipulated
inflorescences directly on sets of shrubs in the field and recorded bat behavior at the beginning
of their recognition flights. Each shrub set had an equal number of inflorescences per treatment
(one, three or 10 each). We changed the position of the treatments when we used the same shrub
set in more than one night. Each turn that bats approached to a shrub set, we recorded which
flowers were visited and their treatment. From these data we measured the time spent until the
first visit to each inflorescence and the number of visits per treatment. We spend 32 hours in
observation during seven nights (six hours in Recife city and 26 hours in RPPN Almas). We
observed a total of 87 inflorescences with two to five open flowers each totalizing 272 flowers

on seven shrub sets, three in Recife city and four in RPPN Almas.
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We hypothesize that bats would visit the UV-reflecting flowers earlier and and more
frequently than non-UV-Flowers. The time spent between an approach to a shrub set and a
flower visit is an indication of the effectiveness with which bats detect a flower. The frequency
(number of choices between manipulated flowers at each approach) indicates their preference
among flowers. We were not able to distinguish if visits to a flower were performed by the same
bat individual, that is why we compared the number of visits rather than number of individual

bats visiting a flower in each approach.

Statistical analyzes

To describe UV reflection, we analyzed the data with pavo package in R software (Maia
et al., 2017). We obtained mean reflection in the UV band and the UV chroma from 300nm to
400nm. These parameters indicate how much light in the UV range is reflected and the relative
contribution of the UV spectral range to the total brightness respectively.

We compared each metric (mean UV reflectance and UV chroma) in conspicuous and
inconspicuous structures in each flower. The mean reflection and chroma values were pairwise
compared using a Beta regression from betareg package in the R software (Cribari-Neto and
Zeileis, 2010). Conspicuousness was considered a fixed factor whereas species, specimen and
flower were considered random factors. We used the same metrics to check the effect of
UVfilter and carbopol gel in the reflection of Tarenaya spinosa.

We used a generalized linear mixed model with a posterior Tukey test to compare
differences between treatments. We used a Poisson distribution to compare the time spent until
the first visit and a Binomial distribution to compare the choices between treatments at each
approach. In both cases, we used the treatment as the fixed factor and flower number, shrub set
and the night of observation as random factors. For choice test, we used the approach of the bat
to the flowers set as additional random factor. We performed both tests using the Imtest package
(Zeileis and Hothorn, 2002).

RESULTS

UV reflection on floral whorls

Conspicuous floral structures are larger (Tablel) and have higher overall reflection than

inconspicuous ones (Fig. 1). Reflection is higher, even though it may belong to different flower
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parts (petals, sepals, filaments or anthers). Conspicuous parts have higher reflection average
in the UV band in most species (e= 0.06522; t=11.83; p<0.0001) (Fig. 3A). Curves of
conspicuos and inconspicuos structures have similar shapes, but those of inconspicuous
structures are lower (less bright) (Fig. 1). Conspicuous structures also have a higher UV chroma
(UV proportion in reflectance) in most species (e=0.05754; t=4.279; p<0.0001) (Fig. 3B).

Color patterns generated by UV reflection

All flowers have continuous UV reflection patterns, since UV reflection is uniformly
distributed on conspicuous structures and no pattern or color gradient independent from flower
shape is evident in the studied species (Fig. 2). Even in the case of the studied Cactaceae species
where the anthers at the center of the flower reflect more UV, there are no evident patterns that

combine areas with and without UV reflection.

UV reflection effect on bat visiting behavior

The use of gel to manipulate flower color reflection was successful since, we found
differences in UV reflection between flowers with UV blocker and without UV blocker (UV
average: se=41.75; z=4.67; p<0.0001; UV chroma: se=89.95; z=4.64; p<0.0001) (Fig. 4). Even
if they had different UV average, the UV chroma was similar between Natural-Flowers and
UV-flowers. In turn, both Natural-Flowers and UV-flowers had higher UV reflection than the
non-UV-Flowers.

We observed bats starting to fly over Tarenaya spinosa plants at twilight, 30 minutes
before nightfall. Closer flights and visits to flowers began soon after sunset. We recorded 502
visits that occurred along to 363 bat approaches to plants. In each of these approaches, bats
visited flowers belonging to one, two or the three treatments, resulting in visits unequally
distributed among all treatments.

Our experiments showed that bats use flower UV reflection, since they were more likely
to sooner visit flowers that reflected UV, regardless of the presence of gel on the petals
(x2=130.75; df=2; p<0.0001) (Fig. 5 A). The gel alone affects the behavior of bats because it
increased the time spent until the first visit in UV-Flowers compared to Natural-Flowers
(se=0.06633; z=6.217; p<0.0001). However, the time spent until the first visit to non-
UVFlowers was in average larger than both Natural-Flowers (se=0.07961; z=11.370; p<0.0001)
and UV-Flowers (se=0.06390; z=7.711; p<0.0001).
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Consistently, the number of visits to UV reflective flowers was higher than to UV
absorbing ones (y2= 119.82; df=2; p<0.0001) (Fig. 5 B). The gel alone decreased the number
of visits in the UV-Flowers treatment compared to Natural-Flowers (se=0.1526; z=7.506;
p<0.0001). However, the non-UV-Flowers treatment received fewer visits compared to Natural-
Flowers (se=0.1602; z=-10.640; p<0.0001) and UV-Flowers (se=0.1572; z=3.554; p=0.001).

DISCUSSION

Although UV reflection in some bat pollinated flowers has been known for more than
two decades (Biedinger and Barthlott, 1993), this is the first study that explores this feature to
understand its functioning. The more recent discovery of dichromatic vision and sensitivity to
UV light in bats (Winter et al. 2003; Miiller et al., 2009) and latest advances in understanding
how flower colors mediate the interaction with pollinators allowed us to test the hypothesis we
present here. Supported by our data we concluded that UV reflection has an attractive function
in bat flowers, based on two points: i) The floral parts that reflect UV suggest functionality

and ii) experimental confirmation of the effect of UV reflection on bat attraction.

Floral UV reflection suggest functionality
Floral structures may have different functions, some perform photosynthesis and protect

other whorls (Aschan and Pfanz 2003) or act mainly on the morphological adjustment to
pollinator body (Armbruster et al. 2009), while others play a primary role in pollinator
attractiveness. Usually the attractive function in flowers concentrates specifically on the
corollas (Endress 1994), although they may be aided or replaced by other floral whorls (such as
sepals or stamens - Ibanez et al., 2010; Liu et al., 2013), or extrafloral structures (such as bracts
or glands - Bolstad et al., 2010). These structures have signaling features such as larger surfaces
in relation to other floral parts (Tablel) (Endress, 1994; Willmer 2011). Another characteristic
of these attractive structures is that the colors discriminated by the respective pollinators are
more intense when compared with the other whorls (Endress, 1994; Willmer, 2011). Since
every floral structure that we classified as conspicuous was larger and had higher UV reflection
regardless of the floral whorl to which they belonged, we have evidence that associates UV
reflection with attraction of pollinating bats .

That lack of flower UV patterns provides insight about the functional meaning of color
reflection in the present case (Lunau, 2006). UV reflection on flowers with nectar guides

frequently exhibit designs or color gradients within a flower regardless the floral architecture
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and shape (Jones and Buchmann, 1974; Biedinger and Barthlott, 1993; Dyer, 1996; Sasaki and
Takahashi, 2002; Koski and Tia-Lynn, 2014). This information is used by different animals
when approaching to or moving within a flower to get oriented to specific locations where the
floral resources are found (Scogin, 1978; Penny, 1983; Lunau, 2006). On the other hand, if
pollinators do not use intra-floral visual cues, they can be guided to the location of the reward
only by floral morphology (Smith et al., 1996; Temeles and Rankin, 2000). In this context, the
UV reflection frequently is uniform since it acts only as long-distance attractant (Papiorek et
al., 2016). The lack of specific reflection patterns suggest that UV reflection in bat pollinated
flowers is only important in long-distance signaling. The lack significance of short distance
visual cues for bats is further consistent with the visual capabilities of bat (Surlykke et al.,
2016). In fact, bats perform very swift visits (Tschapka et al., 2015) and, therefore, seem not to
be able to analyze small scale color patterns within flowers. Additionally, bats already have the
echolocation sense, an efficient location system for a short-distance echo acoustic floral
detection (Surlykke et al., 2016; Gonzalez-Terrazas et al., 2016).

Experimental confirmation of the effect of UV reflection on bat attraction.
Beyond the interpretation of the UV reflectance as floral attraction trait, we present

experimental evidence that bats use this information during their foraging. It has been observed
that bats perform recognition flights at dusk (Sazima et al., 2003; Sanmartin-Gajardo and
Sazima, 2005) and that the proportion of UV light available in the environment is higher during
this time (Johnsen et al., 2006; Borges et al., 2016). Under twilight illumination the use of UV
signaling and perception is advantageous both for flowers and bat, respectivelys. The routes
established by bats during twilight by visiting a succession of flowers could be repeated
throughout the night since bats have a good spatial memory and record the availability of
rewards in space (Henry and Stoner, 2011). Thus, since UV reflectance enhances bat visits,
higher fitness (pollination and fruit set) is likely attained by UV reflecting plants. Although it
is possible that other wavelengths may aid in floral attractiveness by increasing the overall
brightness of the flower, UV reflection appears to be particularly determinant. Probably because
the peak sensitivity of bats occurs in the UV and green band (Winter et al., 2003; Miller et al.,
2009), but as green is usually the color of the leaves the UV should assume a central role in

batflowers color contrast.
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Evolutionary and ecological perspectives
Once the functionality of UV reflection in flower signaling for bats was confirmed, some

perspectives may be pointed out. To consider that pollinating bats use visual information in
their foraging is a paradigm shift that has both evolutionary and ecological implications, which
we discuss below.

Bat pollination is the most recently evolved pollination system (Fisher et al., 2014;
Fleming et al., 2009) mainly from entomophilous and ornithophilous plants (Tripp and Manos,
2008; Fleming et al., 2009; Lagomarsino et al., 2017). Recent acquisition of bat pollination
represents an important step in the evolutionary history of Angiosperms, because bat
pollination is subjected to few reversals. Such unidirectional evolutionary changes are
presumably explained because the pollination efficiency of bats higher than other animals make
plants strongly reliant on bat pollination (Tripp and Manos, 2008; Fleming et al., 2009;
Muchhala and Thomson, 2010). On the one hand, a large number of presumptive bird and insect
pollinated ancestors of bat pollinated species have UV reflective flowers (Biedinger and
Barthlott, 1993; Lunau et al., 2011; Papiorek et al., 2016). On the other hand, the ability of bats
to see UV is an ancestral characteristic conserved in nocturnal mammals (Douglas and Marshall,
1999; Fujun et al., 2012). Consequently, compared to the acquisition of sulphurcontaining
compounds in the evolution of floral scents and the appearance of features for acoustic
reflection, evolution of visual floral signals adjusted to bat vision would have required much
less demanding biochemical and morphological adaptations (Knudsen and Tollsten, 1995;
Helversen and Helversen, 1999; Helversen et al., 2000; Simon et al., 2011). Thus, it is
parsimonious to consider that major adjustments between flower UV signaling and UV
recognition by bats were not necessary for a true adaptation along evolutionary history. We
believe that future studies should aim to test the idea that UV reflection has been the first signal
mediating the interaction between flowers and bats, presumably as an exaptation (Gould and
Vrba, 1982) of the function for attracting other pollinators.

Ecological processes that act in the maintenance of this attribute may occur at the
population and community level. At population level it is possible to consider the processes of
phenotypic selection mediated by pollinators (Irwin and Strauss, 2004; Hopkins and Rausher,
2012). In this context, an increase of a floral signal would affect pollinator behavior, producing
an increase in fitness (Schaefer et al., 2004). Thus, in flowers pollinated by bats we would
expect a positive relationship between the amount of UV reflection in the flowers and both
female and male fitness (for selection on flower color in other systems seeCampbell et al., 1997;
Campbell et al., 2012).
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At the community level, it is important to consider inter-specific relations between plants
and environmental filters (Arnold et al., 2009; Muchhala et al., 2014). Considering the effects
only among plants pollinated by bats, we believe that the UV signaling could promote
facilitation processes, e.g. when flowers of different species have similar displays benefiting
each other by jointly attracting more pollinators (Ghazoul, 2006). Facilitation seems more likely
than competition among bat pollinated plants, because they usually occur at low densities and
bats need a lot of flowers to supply their high energy consumption (Fleming and Muchhala,
2008; Fleming et al., 2009).

Conclusions
We show that UV reflection plays an important role in flower signaling to bats and we

clarify further aspects of this interaction. UV signaling predominates in flower visual display
both in size and amount of UV reflection. UV reflection is continuous on conspicuous floral
structuressuggesting a role in long-distance rather than short- distance attraction. Finally, UV
signalling makes bats to visit UV-reflecting flowers firstly and more often than non-
UVreflecting flowers. These results change our understanding of how bat-pollination systems
work and open up a vast field of study including evolutionary, functional and ecological
perspectives. Bat pollination is one of the most easily predicted systems based on flower traits
due its very peculiar characteristics (Fleming et al., 2009; Muchhala et al., 2014; Rosas-
Guerrero et al., 2014). Here, we add UV reflection as another trait likely very important in bat
pollination, despite that it had long been recognized for other pollination systems . The role of
UV reflection in bat pollination has been neglected until now probably due to our own
perception biases and to the no longer standing paradigm that bats do not see well as a
consequence of their nocturnal way of life. We stress that UV perception of bats from now

should be included in cognitive pollination ecology studies.
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TABLES

Table 1 - Bat pollinated species used for UV reflection comparison between conspicuous and

inconspicuous floral structures.

Flower Structures

Eamily Floral (% approximate occupied area in
Species (n=flowers/plants) Types** floral display - front view)
Conspicuous Inconspicuous
Acanthaceae
Harpochilus neesianus! (n=15/13)  Gullet Lips (80%) Tube (15%)
Cl (5%)
Bromeliaceae
Encholirium spectabile? (n=10/2) Brush (Ps)  Cr (95%) Cl (5%)
Cactaceae
Pilosocereus tuberculatus® Funnel Cr (60%) Hp (10%)
(n=10/7) An (30%)
Pilosocereus pachycladus* (n=5/4) Funnel Cr (60%) Hp (10%)
An (30%)
Capparaceae
Crataeva tapia* (n=10/3) Brush (Ps)  Cr (75%) FI (15%)
Cl (10%)
Cynophalla flexuosa* (n=15/10) Brush FI (75%) Cl (5%)
Cr (20%)
Neocalyptrocalyx longifolium* Brush FI (85%) Cl (5%)
(n=10/5) Cr (10%)
Cleomaceae
Tarenaya spinosa* (n=15/5) Flag Cr (85%) FI (10%)
Cl (5%)
Fabaceae
Bauhinia acurana* (n=3/1) Flag Cl (70%) Hp (0%)
Cr (15%)

FI (15%)
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Bauhinia cheilantha* (n=5/5)

Bauhinia pentandra* (n=15/5)

Hymenaea cangaceira* (n=15/4)

Mimosa lewisii® (n=9/8)

Malvaceae
Ceiba glaziovii* (n=15/3)

Flag

Flag

Dish

Brush (Ps)

Dish

Cr (85%)

Cl (70%)

Cl (55%)
Cr (30%)
FI (65%)
An (25%)

Cr (90%)

Hp (0%)
Cl (10%)
FI (5%)

Hp (0%)
Cr (15%)
FI (15%)
Hp (0%)
FI (15%)
Cr (10%)
Cl (0%)

FI (10%)
Cl (0%)
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*Bat pollination recorded by personal observations, other numbers indicate bat pollination

records in the literature;
**Sensu Faegri and Pijl 1979;

Vogel et al 2004; Queiroz et al 2016, *Rocha et al 2007, “Machado et al 2006, *Vogel et al

2005

(abbreviations: Cr — Corolla; Cl — Calyx; An - Anther; Hp — Hypanthium; FI — Filaments; Ps -

Pseudanthium)
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Figure 1 — Reflectance curves of conspicuous (violet) and inconspicuous (gray) floral

structures of the studied species: A — Harpochilus neesianus (Acanthaceae); B — Encholirium
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spectabile(Bromeliaceae); C — Pilosocereus tuberculatus, D - P. pachycladus(Cactaceae); E —
Crataeva tapia, F -Cynophalla flexuosa, G — Neocalyptro calyxlongifolium(Capparaceae);H —
Tarenaya spinosa (Cleomaceae); | - Bauhinia acuruana, J - B. cheilantha, K - B. pentandra, L
— Hymenaea cangaceira, M - Mimosa lewisii (Fabaceae); N - Ceiba glaziovii(Malvaceae);

(Continuous line and dashed lines: Mean reflectance curve; shaded areas:standard deviation).
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Figure 2 — Examples of different floral types in bat pollinated flowers (left) and
their respective UV reflection images (right). (A) disc-like (Ceiba glaziovii - Malvaceae), (B)
flag (Tarenaya spinosa— Cleomaceae), (C) funnel-like (Pilosocereus tuberculatus - Cactaceae),
(D) bilabiate (Harpochilus neesianus - Acanthaceae), (E) paint-brush
(Neocalyptrocalyx longifolium - Capparaceae), and (F) brush Pseudanthium (inflorescence,
Crataeva tapia - Capparaceae). (purple and light blue — uv reflection; C — conspicuous

structures; | — Inconspicuous structures).
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Figure 3 - Measurements obtained by the reflection curves of conspicuous (Consp) and inconspicuous
(Inconsp) structures of bat-pollinated flowers summarized by species.

Metrics related to the structure’s capacity to reflect UV light: (A) average reflectance in the

band, and (B) Chroma values, an indication of how much of the total reflected color the band

represents (Ba -Bauhinia acuruana; Bc- B. cheilantha; Bp — B. pentandra (Fabaceae);
CfCynophalla flexuosa (Capparaceae); Cg-Ceiba glaziovii (Malvaceae); Ct-Crataeva tapia
(Capparaceae); Es-Encholirium spectabile (Bromeliaceae); Hn-Harpochilus neesianus

(Acanthaceae); Hm-Hymenaea martiana (Fabaceae); MI-Mimosa lewiisi (Fabaceae);
N1Neocalyptrocalyx longifolium (Capparaceae); Pp-Pilosocereus pachycladus; Pt-P.

tuberculatus (Cactaceae); Ts-Tarenaya spinosa (Cleomaceae).
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ABSTRACT

Apesar do conhecimento vigente de que flores quiropterofilas utilizam reflexdo acustica
convergente como atrativo, muitas flores nesse sistema apresentam morfologias em fractal que
podem ser associadas a difusdo sonora. Frente a capacidade dos morcegos perceber estruturas
complexas, é possivel que esse tipo de reflexdo também atue como um guia acustico. A fim de
esclarecer essa questdo nos tomamos Harpochilus neessianus como modelo, para o qual
descrevemos como se da a fractalidade das flores através do processo de abertura floral,
egossemelhanca e indices de fractalidade em diferentes angulos. N6s mensuramos o valor
evolutivo dessa fractalidade ao determinar sua relacdo com outros atributos e registrar seu
processo de selecdo fenotipica. N6s mostramos que a diferenca na velocidade de crescimento
entre pétalas e suas regides especificas gera curvas egossemelhantes em diferentes niveis no
labio inferior das flores de H. neessianus. Essa fractalidade é altamente conservada ao longo da
populacdo e pode ser expressa através de uma relagdo perimetro/area que se mantém mesmo
frente a diferentes angulos de registro. Assim, o labio inferior de H. neessianus possui um
processo de abertura e morfologia Unicos dentro de Acanthaceae. A selecdo fenotipica mediada
por polinizadores favorece pétalas mais compactas em flores menores, o0 que pode otimizar a
difusdo acustica; aléem de menores volumes de néctar. NOs interpretamos esses resultados a luz
da historia natural da espécie e apresentamos argumentos (pautados no corpo tedrico da acustica
geomeétrica e bioacustica de morcegos) sobre como a fractalidade de flores quiropterofilas pode

desempenhar um importante papel de sinalizacdo para os morcegos.



100

PALAVRAS CHAVE:
Bioacustica; caatinga; ecologia cognitiva da polinizacdo; geometria acustica; morfologia

floral; néctar; polinizacdo noturna; sinalizacéo floral

INTRODUCAO

Morcegos polinizadores comprovadamente utilizam a ecolocalizacdo durante o
forrageio (Simon et al., 2011; von Helversen & von Helversen, 1999). Até o momento, ha duas
premissas de como as flores podem explorar reflexdo acustica para a atracdo destes animais,
ambas propostas para superficies céncavas promotoras de reflexdo acustica convergente. A
primeira é a amplificagdo do som emitido pelos morcegos, a segunda é a manutencdo do som
refletido frente diferentes angulos de emissdo (Helversen et al., 2003; Murphy et al., 2016). O
principal argumento para a funcionalidade destes guias acusticos é a diferenca entre a reflexdo
convergente de flores ou bracteas em contraste com a reflexdo especular de botdes, folhas ou
estruturas reprodutivas (von Helversen & von Helversen, 1999; von Helversen & von
Helversen, 2003; Simon et al., 2011). Ainda assim, sabe-se que o sentido de ecolocalizacdo dos
morcegos percebe padrdes ainda mais complexos, dentre os quais esta a difusdo acustica e
texturas de superficies (Miller & Kuc, 2000; Ming, 2017; Jones & Teeling, 2006; Yovel et al.,
2008; Simon et al., 2014).

E possivel encontrar grande parte das plantas polinizadas por morcegos com estruturas
reprodutivas cuja a morfologia opde-se totalmente aquelas postuladas para reflexdo acustica
convergente (sensu Helversen et al., 2003; Murphy et al., 2016). Em especial, podemos destacar
0 caso de flores ou inflorescéncias do tipo pincel ou pseudo-pincel e destacam-se pelo grande
numero de pecas (flores, pétalas ou filetes) (Faegri & van der Pijl, 1979; Fleming et al., 2009).
Hé ainda espécies cuja as pétalas ou sépalas apresentam-se curvadas formando cachos ou séries
de arcos (Buzato & Franco 1992; Gribel & Gibbs, 2002; VVogel et al, 2004). Em ambos 0s casos,
amorfologia dessas flores é altamente complexa e pode ser definida como fractal (defini¢cdo em
Halley et al., 2004).

Fractais sdo estruturas egosemelhantes onde uma parte reflete o todo, assim como, o
todo reflete a parte (Mandelbrot, 1975; Mandelbrot, 1982). Desde sua consolidacao ha algumas
décadas, o termo fractal tem sido levado para diferentes ciéncias, dentre as quais, a ecologia.
Nela, este conceito é utilizado afim de entender padrées complexos que dificilmente podem ser
explicados por geometria euclidiana basica. 1sso ocorre, pois embora seja impossivel que

existam fractais verdadeiros na natureza, considerando o carater finito de seus organismos e



101

estruturas, muitos deles tendem a fractalidade ao exibirem estruturas auto-similares ao longo de
um todo (Frontier, 1987; Kenkel & Walker, 1996; Halley et al., 2004; Sugihara & May, 1990).
Esse conceito pode ser aplicado de forma recorrente em biologia vegetal. A dendrometria das
arvores, a borda de folhas, a filotaxia de inflorescéncias e a morfologia complexa de algumas
flores sdo apenas alguns exemplos (Plotze et al., 2005; Chandra & Rani, 2009; Medel et al.,
2014). Embora muitas estruturas em plantas tenham sido identificadas como portadoras deste
padrdo, a compreensao sobre o papel funcional da fractalidade em estruturas vegetais continua
incipiente.

As estruturas em fractal refletem o som de forma difusa frente a irregularidade de suas
superficies (Kinsler et al., 1999; Castifieira-1bafiez et al, 2012; Liu et al., 2018). Nesse sentido,
copas de arvores também sdo estruturas em fractal (Miller & Kuc, 2000; Chandra & Rani, 2009)
e morcegos conseguem distingui-las através destes padrdes (Ming, 2017; Jones & Teeling,
2006; Yovel et al., 2008). Desta forma, € possivel assumir com seguranca que certas flores sao
superficies de difusdo acustica. Consequentemente, seria esperado que morcegos sejam capazes
de distinguir flores com alta fractalidade. Consequentemente, mesmo que flores sejam muito
menores do que copas de arvores, considerando que a percep¢do dos morcegos identifica
padroes ate a faixa submilimétrica (Simon et al., 2014).

De todos os 6rgdos de uma planta, a flor € o mais sujeito a processos deterministicos em
sua morfologia frente sua complexa interagdo com os polinizadores (Hansen et al., 2007;
Pélabon et al., 2011). Desta forma, entendemos que havendo uma funcionalidade para a
fractalidade em flores polinizadas por morcegos € possivel mensurar seu valor evolutivo
mensuravel (Lande & Arnold, 1983). Eventualmente, essa fractalidade poderia atuar ndo apenas
como atributo de atracdo aos polinizadores, mas também como um atributo de ajuste
morfoldgico ao corpo dos mesmos (sensu Faegri & van der Pijl, 1979). Desta forma, nds
encontramos um modelo onde é possivel analisar essas funcdes isoladamente: Harpochilus
neessianus (Acanthaceae), um arbusto polinizado por morcegos que € endémico de Caatinga e
destaca-se por sua flor bilabiada com pétalas enoveladas no labio inferior (Vogel et al, 2004;
Cortes & Rapini, 2013).

Neste trabalho, ndés tomamos H. neessianus como modelo para entender o papel da
complexidade estrutural em flores quiropterofilas. NOs realizamos duas abordagens. Na
primeira delas, nos descrevemos como se da a fractalidade das flores. Para isso, analisamos o
processo de abertura floral, demonstramos a egossemelhanca da flor e a retratamos atraves de
indices de fractalidade. NOs também verificamos se esses atributos se mantinham frente

diferentes angulos. Na segunda abordagem, nds propomos um valor evolutivo a essa
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fractalidade ao determinar sua relacdo com outros atributos e quantificar como estao sujeitos a
selecdo fenotipica. A partir de nossos resultados e fortes evidéncias tedricas nds propomos como

essa fractalidade esta envolvida em um processo de sinaliza¢éo acustica para 0s morcegos.

MATERIAL E METODOS

Espécie modelo e populacéo estudada
Harpochilus neesianus é um arbusto endémico da Caatinga ocorrendo em regiGes mais

aridas, sobre solo geralmente pedregoso ou em afloramentos de arenito avermelhado (Cortes &
Rapini., 2013). Seu sistema de polinizacdo foi descrito por Vogel et al. (2004), sendo 0s
morcegos seus Unicos polinizadores.

Devido sua morfologia floral, H. neesianus € um 6timo modelo para nosso estudo. 1sso
ocorre porque suas flores sdo bilabiadas, enquanto no labio inferior trés pétalas formam um
novelo, no labio superior as duas pétalas formam um tubo que sustenta as estruturas
reprodutivas (Vogel et al.,2004). La&bio superior e labio inferior notavelmente cumprem papeis
diferentes, funcionando respectivamente como atributos de ajuste e atratividade (sensu Faegri
& van der Pijl, 1979). Por um lado, sabe-se que o grande comprimento do labio superior (e
consequentemente das estruturas reprodutivas) tem a funcdo de atingir o uropatagio dos
morcegos evitando a interferéncia polinica, sendo o Unico caso do tipo registrado até 0 momento
(Domingos-Melo, em preparagéo). Por outro lado, a fungdo da configuracdo enovelada das
pétalas que formam o labio inferior segue desconhecida. O estabelecimento desta complexa
morfologia demanda uma longa abertura floral, que pode durar o dia todo, embora as flores s6
iniciem sua funcionalidade ao anoitecer (Vogel et al., 2004). H& ainda um tubo floral onde
acumula-se 0 néctar, cuja a secre¢do € continua ao longo da noite, sem reabsor¢do ou
extravasamento, permitindo mensurar facilmente a disponibilidade de recurso (DomingosMelo,
em preparacdo). Por fim, outra vantagem em ter H. neesianus como modelo é sua alogamia
(Domingos-Melo, em preparacao) permitindo uma forte associacdo de seu fitness a atuagédo dos
morcegos polinizadores.

NOs conduzimos o estudo em uma area de Caatinga no Parque Nacional do Catimbau
(PARNA Catimbau) (Gomes et al., 2006). Esta floresta seca destaca-se por ser um dos locais
no planeta com uma das maiores porporc¢des de espécies polinizadas por morcegos (Machado e
Lopes, 2004). A populacdo estudada estava dispersa por alguns quilémetros em manchas de
areia entre a Serra das Torres e Serra Branca (-8°32'45"S 37°15'00"W). Nesses locais, H.

neesianus ocorre em areas abertas e forma grandes adensados com varios individuos envoltos
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por Caatinga arbustiva (perenifélia, com elementos de cerrado e de campos rupestres) e

Caatinga arbustivo-arbdrea, (arvores e arbustos frequentemente contorcidos e com espinhos).

Determinacéo da fractalidade: abertura floral e egossimilaridade e angulos de observagéo

A fim de determinar a fractalidade presente no labio inferior das flores de H. neessianus
n6s acompanhamos o processo de abertura floral, descrevemos a egossimilaridade das curvas
das pétalas e estimamos sua fractalidade.

Nos acompanhamos o processo da abertura da flor de H. neesianus e sua repercussdo na
morfologia. Para isso, mensuramos a velocidade de crescimento das diferentes partes da corola.
Nos fizemos fotos de flores com escala ao longo de sua abertura em diferentes horérios (n=20).
Com essas fotos nds mensuramos o comprimento das estruturas florais em diferentes momentos
através do software ImageJ. Entdo, nos estimamos a velocidade de crescimento destas estruturas
através da férmula vc=(cf-ci)/t (adaptado de Pommerening & Muszta, 2016). Onde vc é a
velocidade de crescimento, cf € o comprimento final, ci € o comprimento inicial e t é o tempo.
Desta forma, nos geramos dois pares de medidas a serem comparadas: velocidades de
crescimento do labio superior vs labio inferior (medidas tomadas das 8h as 12h); e velocidades
de crescimento das margens da pétala vs centro das pétalas, ambas do labio inferior (medidas
tomadas das 12h as15h). Estes valores foram comparados através de testes t pareados.

Para descrever a egossimilaridade do labio inferior da flor de H. neessianus ndés
fotografamos flores e botbes em diferentes fases no campo e os coletamos para analise em
laboratorio sob estereomicroscopio. A egossimilaridade é definida como a semelhanca exata ou
aproximada de um objeto em relagcdo a uma parte de si mesmo (Mandelbrot, 1982). Desta forma,
nGs procuramos encontrar estruturas que se repetissem em diferentes niveis a fim de ilustra-las.

Para verificar uma potencial manutencdo na forma como o labio inferior da flor de H.
neessianus é percebido frente a angulos de observacdo, n6s comparamos suas propriedades
estruturais frente em diferentes planos.

Inicialmente n6s buscamos uma forma de mensurar propriedades fractais desta estrutura.
Ha diferentes formas de mensurar fractalidade em sistemas biol6gicos, estes métodos em geral
consideram divisores, grids, relacbes perimetro-area, distribuicdo hiperbolica, distribuicdo de
tamanhos, entre outros (Frontier, 1987; Kenkel & Walker, 1996; Halley et al., 2004; Sugihara
& May, 1990). Considerando que em nosso sistema a principal caracteristica a gerar essa

complexidade € a quantidade de bordas presentes nas pétalas, nds optamos por uma abordagem
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que considera a relacao perimetro/area. Além do préprio perimetro (P) e &rea (A), n6s optamos
por utilizar duas medidas relativizando-as. A primeira delas aponta o perimetro como produto
da éarea elevada a dimensdo fractal (D), isto é P=A%P. Neste contexto, D descreve a
complexidade do formato (Kenkel & Walker, 1996; Halley et al., 2004). A segunda medida
aponta a proporc¢édo de borda (B) como uma razdo simples entre perimetro e area, isto é B=P/A
e indica uma proporcao de borda existente em relacéo a area do objeto (Bogaert et al., 2000).
Uma vez escolhidas as variaveis estruturais a serem consideradas, nos retratamos o labio
inferior em dois planos relacionados ao eixo de simetria bilateral da flor: um ortogonal a partir
da vista frontal e um paralelo a partir da vista lateral (n=35flores/uma por individuo). Nos
fizemos isto através de fotografias padronizadas a partir dos diferentes a&ngulos sobre um fundo
preto com escala. Em seguida, nés utilizamos o software ImageJ para transformar estas fotos
em imagens 8 bits. A partir destas imagens, mensuramos automaticamente o perimetro (medidas
calculadas a partir do total de pixels determinando as margens internas e externas do espago em
branco) e area (medidas calculadas a partir do total de pixels preenchendo a area em branco).
Os planos definidos ortogonal e paralelamente capturam o perimetro como resultado de duas
caracteristicas: as ondulacGes nas margens das pétalas e espacamento entre as pétalas. Essas
duas caracteristicas sdo indicadas respectivamente pela dimenséo D e proporcédo de borda.
Por fim, todos os valores (perimetro, area, propor¢do de borda e dimensdo D) foram
confrontados entre dos diferentes angulos através registrados, buscando-se entender se eram

correlacionados ou similares.

Teste de Selecéo fenotipica

Com o objetivo de verificar se ha um valor evolutivo na fractalidade do labio inferior de
H. neessianus, nds testamos como esse atributo pode estar sujeito a sele¢do fenotipica mediada
por polinizadores. Para isso, utilizamos a abordagem proposta por Lande e Arnold (1983), onde
sdo testadas relacGes entre diferentes atributos florais e seu efeito em diferentes niveis de fitness,
a partir das quais é possivel fazer inferéncias sobre o tipo, a forca e a diregdo da selecdo
fenotipica (Morrissey & Sakrejda, 2013; Siepielski et al., 2013). Considerando que a sele¢édo
atua simultaneamente sobre diferentes atributos da flor e que a fractalidade estaria
desempenhando o papel de atrativo secundario frente sua reflex&o acustica difusa, nos incluimos
em nossa abordagem atributos de ajuste (morfometria) e do atrativo primario (néctar). Nossa
amostragem consistiu em 100 individuos de H. neessianus, onde para cada um estimamos o0

fendtipo e o fitness.
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Medidas de fenotipo e integracao floral

Para amostrar a fractalidade e morfometria ao longo da populacéo ndés fizemos fotos da
vista lateral em relacdo ao eixo de simetria em um fundo preto com escala. Dado o tipo floral
bilabiado e o formato estreito da flor, nessas fotos capturamos toda a morfologia floral em um
Unico plano. Assim, nos fotografamos trés flores em cada individuo (n total=300). N6s fizemos
as fotos entre 15h e 17h30, quando a abertura floral j& estava completa.

Apbs confrontar os valores de perimetro, area, proporcéo de borda e dimenséo D entre
os diferentes angulos de registro, escolhemos uma Unica medida que melhor expressasse a
complexidade do labio inferior da flor de H. neesianus. Esta medida foi mensurada assim como
descrito acima, porém apenas para o plano ortogonal lateral.

Para a morfometria, nestas mesmas fotos n6s mensuramos através do software ImageJ
0s comprimentos do tubo, do labio superior, do estame e do pistilo, que juntos atuam no ajuste
da flor ao corpo dos morcegos considerando tanto o tamanho total da flor, a distancia até o
recurso e o local de deposicdo de polen no corpo do animal.

Para mensurar os atributos do néctar, em cada individuo nés ensacamos trés flores em
pré-antese e as mantivemos assim ao longo de toda a antese. Para garantir que nenhum néctar
seria perdido devido abscisdo da flor, antes de serem ensacadas, as flores tiveram suas corolas
fixadas ao receptaculo com fita adesiva. NOs deixamos o néctar secretado acumular-se ao longo
da noite e o coletamos nas primeiras horas da manha seguinte mensurando seu volume com
auxilio de Microseringa Hamilton para GC - Agulha Fixa - Volume 50 uL (Modelo 705N) e
aferindo sua concentragdo de agucares com auxilio de Refratdmetros Manuais Atago Brix 0.0 a
53.0% modelo MASTER-53T.

NoOs utilizamos as varidveis mensuradas (fractalidade, morfometria e néctar) para
construir uma matriz de correlagdo a partir da qual verificamos a existéncia de mddulos
intraflorais (Baranzelli et al., 2014). Tomamos em conta que nossa amostragem permite a
construcdo de modelos robustos para até trés atributos fenotipicos. Desta forma, a partir destes
modulos, nds elegemos duas variaveis (uma morfolégica e uma do néctar) que nao
apresentassem correlacdo direta com o estimador de fractalidade para compor o modelo de

selecéo fenotipica.

Medidas de fitness



106

NG6s mensuramos o componente feminino do fitness de cada individuo tanto no nivel de
formacdo de frutos, quanto na formacdo de sementes. Para obtencdo destes valores, nos
utilizamos as mesmas trés flores fotografadas para morfometria, as quais marcamos deixamos
expostas aos morcegos polinizadores em condic¢Bes naturais durante toda a noite de antese. NOs
entdo acompanhamos estas flores apos a senescéncia até a eventual formacdo de frutos. Nos
coletamos os frutos antes do inicio da deiscéncia e contamos o nimero de sementes formadas.
Nos utilizamos a média de frutos formados por individuo como a primeira medida de fitness, e

a media de sementes por fruto por individuo como a segunda medida de fitness.

Analises de selecdo fenotipica

NoOs entdo avaliamos se a selecdo fenotipica estava operando atualmente sobre
caracteristicas florais no nivel da populacdo. Era de nosso particular interesse testar como a
fractalidade do l&bio inferior afeta a aptiddo (componente feminino no nivel de formacdo de
frutos e sementes) de Harpochilus neessianus, separadamente e em conjunto com o ajuste floral
e a oferta de recurso. Para isso, n6s estimamos a oportunidade de sele¢do para ambos niveis do
componente feminino do fitness (1) e os gradientes de selecao que atuam na populacao aplicando
procedimentos padronizados (Lande e Arnold, 1983; Brodie et al., 1995). Para essas analises,
padronizamos os tracos florais para média zero e variancia unitéaria e dividimos os valores
individuais das medidas de fitness pela média populacional (Benitez-Vieyra & Ordano, 2014).
Finalmente, visualizamos a selecdo correlacional atuando em duas caracteristicas que tragcam
superficies de aptiddo, usando os gradientes correlacionais calculados através do R software
v2.15.0 com a funcdo paramétrica correspondente do modelo de Lande & Arnold (1983)
(Benitez-Vieyra & Ordano, 2014).

RESULTADOS

Determinacdo da Fractalidade: abertura flora, egossimilaridade e diferentes angulos

A morfologia enovelada do labio inferior da flor de H. neesianus é em parte resultante
do complexo processo de abertura floral. Em alguns casos é possivel visualizar o inicio da
separacao entre labio inferior e superior ja as17h do dia anterior, o que resulta em um processo
de abertura de mais de 24 horas. Nés constatamos que diferentes partes da corola crescem cada

uma em uma velocidade propria promovendo a formacéo de diferentes curvas (Figura 1-C).
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Durante essa separagdo, j& na parte da manhd (8h as 12h) o labio superior cresce mais
rapidamente do que o inferior, com as respectivas velocidades de 5.6+0.5mm/h e 1.8+0.3mm/h
(t=19.89; gl=20; p<0.001). Como resultado deste processo, o labio superior configura-se em
uma grande curva e suas pétalas tornam-se muito mais longas que as pétalas do labio inferior.
Durante a parte da tarde, o processo de enovelamento das pétalas do labio inferior se intensifica.
Isso se da em parte por uma marcada diferenga (t=17.33; gl=20; P<0.0001) na velocidade de
crescimento entre o meio (12+0.1mm/h) e a borda de suas pétalas (18.6+2.8mm/h), forcando a
margem das pétalas a tornarem-se revolutas (Figural—C e D).

As pétalas de H. neesianus seguem um padrdo de egossimilaridade bastante evidente,
isso ocorre pois partes isoladas da pétala replicam a morfologia da pétala como um todo (Figura
1 — A). Inicialmente, o proprio botdo de H. neesianus pode ser entendido como uma curva
(Figura 1 - B). A medida que ocorre um crescimento diferencial entre as partes das pétalas do
labio inferior é possivel encontrar outros diferentes niveis de curvas (Figura 1 - C e D), que
conferem um aspecto enovelado para esta estrutura.

Os planos ortogonais e paralelos obtidos através das fotografias retrataram
satisfatoriamente a fractalidade do labio inferior da flor de H. neessianus (Figural — I a L;
Tabela 1). Noés registramos que o0s perimetros obtidos pelos diferentes angulos sdo
positivamente correlacionados, ja as areas obtidas da mesma forma apresentaram uma fraca
correlacdo entre si. Em ambos os casos, os valores reportados em vista lateral foram maiores
que em vista frontal. Perimetro e area também apresentaram uma variacdo consideravel ao
longo da populagdo, com coeficientes de variagdo ao redor de 15 e 18%. Os diferentes
estimadores de fractalidade (Dimens&o D e a propor¢do de borda) forneceram informacoes
distintas. Embora a dimensédo D dos diferentes angulos esteja correlacionada e apresente valores
maiores para a vista lateral, este atributo apresentou uma variacao infima ao longo da populacéao
com coeficientes de variacdo de menos de 3%. Ja proporcdo de borda, embora apresente uma
fraca correlacdo, é similar entre os diferentes angulos e tem variacdo ao longo da populacéo, em
torno de 18 a 22%.

Estes resultados demonstram que o labio inferior é mais aparente em vista lateral
assemelhando-se a vista frontal principalmente pela propor¢do de borda. Além disso, a
fractalidade no labio inferior se mantém ao longo de toda a populagéo, variando apenas a

compactacdo do novelo formado por ele.

Medidas de fenotipo e integracéo floral
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Entre os atributos que estimam a fractalidade do labio inferior das flores de H.
neessianus, nos escolhemos a proporcao de borda. Nds escolhemos este atributo, pois ele variou
notavelmente mais na populacdo do que da dimensdo D, cuja a variacdo foi infima. Além disso,
apesar da baixa correlacdo, a proporcao de borda foi o Unico atributo que ndo diferiu entre os
dois planos ortogonais.

A flor de H. neesianus € altamente integrada (Tabela 2), havendo relacéo entre todos 0s
atributos morfoldgicos mensurados com coeficientes de correlacdo ao redor de 0.54 a 0.91.
Nesse contexto, apenas o comprimento do tubo ndo estava correlacionado a proporcao de borda
do l&bio inferior. Volume e concentracdo de néctar apresentaram poucas relagdes com 0s
atributos morfoldgicos, e ndo estdo correlacionados entre si.

Para a construcdo dos modelos de selecdo fenotipica, além da propor¢do de borda do
labio inferior, considerando a integracdo intrafloral, nés escolhemos o comprimento do tubo e
o0 volume de néctar como varidveis explicativas. N6s escolhemos o tubo floral, pois apresenta
uma das maiores variacdes fenotipicas entre os atributos morfolégicos e é o Unico nao
relacionado a proporc¢do de borda. Devido a alta integracao floral, podemos entende-lo como
um indicativo do tamanho total da flor, além de ser a estrutura menos sujeita a erros de
desenvolvimento, ja formada desde o botdo. Em relacdo ao néctar, nds escolhemos o volume,
pois este apresentou a maior variagao, contrastando com a concentragao que apresentou 0 menor

coeficiente de variacdo entre todos os atributos mensurados.

Medidas de fitness

O fitness de H. neesianus foi intermediario com formacéo de frutos de 34.33+31.23%
por individuo e 1+1 semente por fruto formado. Desta forma, nés encontramos valores altos
para oportunidade de selecdo tanto na formacdo de frutos (1=0.83), quanto na formacédo de
sementes (1=1.14). Estas duas medidas de fitness estavam altamente correlacionadas em toda a
populacdo (r=0.87; gl=98; p<0.0001).

Analises de selecéo fenotipica

No nivel de formacdo de frutos ndo encontramos efeito de selecdo fenotipica em
quaisquer dos atributos considerados, tanto nas estimativas univariadas, quanto nas
multivariadas (Tabelas 3 e 4). Por outro lado, no nivel de formagdo de sementes encontramos
acdo da selecéo fenotipica sobre os atributos, tanto ao serem considerados de forma univariada

como multivariada. Analisando cada atributo individualmente, encontramos selecéo direcional
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negativa para comprimento do tubo e volume de néctar, bem como sele¢do estabilizadora
apenas para o volume (Tabela 3). Ao considerar estes atributos de forma multivariada (Tabela
4), encontramos selecdo direcional negativa também para proporcdo de borda (Figura 2 - A) e
as selegBes direcionais negativas para tubo e volume sdo mantidas (Figura 2 — B e C). NOs
registramos efeito da interacdo do comprimento da proporcdo de borda com o comprimento do
tubo, havendo intervalos 6timos de fitness nos valores extremos desta interacdo, em especial
nos valores mais baixos (Figura 2 - D). Ha também efeito da interacdo entre o comprimento do
tubo e o volume de néctar formando um gradiente com maior fitness nos valores mais baixos
dessa interacdo (Figura 2 - E).

Estes resultados indicam que os individuos que mais obtém sucesso na formacdo de
sementes sdo aqueles com: menores proporcdes de borda e consequentemente labios inferiores
mais compactos (ex: comparagdo entre flores da Figura 1 — | x K) ; tubos florais menores e
consequentemente com flores menores como um todo (ex: comparacédo entre labios inferiores
da Figura 1 — E x G); e flores que secretem néctar em menor quantidade. Esse sucesso é
diminuido no caso de flores que ao mesmo tempo tenham valores de fractalidade e tamanho
intermediarios e intensificado no caso de flores que ao mesmo tempo sejam menores e com

menos néctar.

DISCUSSAO

Neste trabalho n6s mostramos que a diferenca na velocidade de crescimento entre
pétalas e suas regides especificas gera curvas egossemelhantes em diferentes niveis no labio
inferior das flores de H. neessianus. Essa fractalidade é altamente conservada ao longo da
populacdo e pode ser expressa através de uma relagcdo perimetro/area que se mantém mesmo
frente a diferentes angulos de registro. A selecdo fenotipica mediada por polinizadores na
populacdo estudada favorece labios inferiores mais compactos em flores menores, com menos
néctar. A seguir, ponderamos esses resultados & luz da historia evolutiva e natural da espécie.
Em especial, n6s apresentamos argumentos pautados no corpo teérico da acUstica geométrica e
bioacustica de morcegos sobre como a fractalidade de flores quiropterdfilas pode desempenhar

um importante papel de sinaliza¢do para 0s morcegos.

Um notavel labio inferior
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Frente ao padrdo de crescimento observado, nds sugerimos que a morfologia singular do
labio inferior deve-se a uma incomum intensificacdo de divisdes celulares anticlinais nas bordas
de pétalas (Kinet, 2018). Parte dessa condi¢do pode ser explicada por H. neesianus estar incluso
em Justicieae. Nesse grupo a ontogenia da corola evoluiu para a estivagdo coclear ascendente,
permitindo prevaléncia de flores bilabiadas com marcada diferenca entre labios (Scotland et al.,
1994; Westerkamp & Claben-Bockhoff 2007; Kiel et al, 2018). Em H. neesianus, esse processo
ocorre de forma exacerbada forcando o enovelamento das pétalas. Desta forma, registramos
uma abertura Unica, até entdo nunca registrado em Acanthaceae. De fato, os padrbes de abertura
floral para a familia envolvem geralmente aberturas simples em espiral (Scotland et al., 1994;
Schonenberger & Endress, 1998; Moylan 2004; Hirdo, 2015).

A partir desta abertura é gerada uma morfologia que desafia conceitos importantes.
Embora flores bilabiadas sejam conceitualmente zigomorfas (Citerne et al., 2010; Westerkamp
& Claben-Bockhoff 2007), o novelo formado pelo labio inferior de H. neessianus ndo apresenta
necessariamente simetria bilateral. Além disso, labios inferiores de flores bilabiadas por serem
adaptacdes para o0 pouso de abelhas sdo reduzidos em flores polinizadas por vertebrados
(Westerkamp & Claben-Bockhoff 2007). Essa situacdo ndo ocorre em H. neesianus, que
distingue-se das espécies mais proximas polinizadas por abelhas por ter labios inferiores
enovelados, mas que ndo que sofrem a reducdo registrada em espécies proximas que sdo
polinizadas por beija-flores (Cértes & Rapini., 2013; Kiel et al, 2018).

Até 0 momento, nas poucas vezes em que a fractalidade foi medida como um atributo
floral, foi utilizada distribuicao hiperbolica (Herrera, 1993; Medel et al., 2014), o que considera
0 avango progressivo das lacunas a partir do centro de um objeto (Mandelbrot, 1982). Foram
descritas apenas flores actinomorfas em disco, especialmente o efeito do nimero de pecas
florais e espacamento entre elas (Medel et al., 2014). J& H. neesianus, apresenta um padrdo
ainda mais complexo, pois trata-se de uma estrutura amorfa, descontinua e tridimensional onde
ndo é possivel observar um padréo hiperbolico.

A fixacdo e manutencdo de um atributo tdo singular, sugere uma importante
funcionalidade. O uso da reflexdo acustica parece ser particularmente importante nas
Acanthaceae polinizadas por morcegos (Ramamoorthy 1991; Rosales,1997; VVogel, 2005; Tripp
& Manos, 2008; Muchhala & Thomson 2010), pois elas em geral atendem os requisitos para a
reflex&o acustica convergente, com tubos largos e concavos (Helversen et al., 2003; Murphy et

al., 2016). Neste sentido, é razoavel que haja um papel de guia acustico para o labio inferior de
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Harpochilus neesianus na sinalizagdo acustica para morcegos polinizadores, porém através de

um mecanismo diferente, a difusdo sonora.

Evidéncias da fractalidade como sinal acustico

Compreender a difusdo sonora proposta para a complexidade do labio inferior de H.
neessianus passa por dois passos importantes. O primeiro deles é descrever tal complexidade,
0 que alcangcamos através de analises de fractalidade. O segundo é entender como as
caracteristicas descritas através desta fractalidade podem ser interpretadas como pistas
acusticas.

Embora ndo tenhamos mensurado a difusdo acustica das flores de H. neessianus,
conceitos simples de geometria acustica subsidiam essa funcionalidade. E um conceito claro e
bem suportado que superficies irregulares complexas refletem o som de forma difusa. A difuséo
sonora ocorre quando o chocar-se com uma dada superficie irregular, o som é refletido em
diferentes angulos forcando parte das ondas de compresséo a se anularem (Medeiros, 2002).
Esse conceito é tdo assertivo que é utilizado recorrentemente em projetos de engenharia,
arquitetura, sistemas de som e outras (Egan, 2007; Mdser, 2009). Algumas destas aplicagdes
praticas envolvem a aplicacdo de estruturas em fractais (Kinsler et al., 1999; Castifieira-1bafez
etal, 2012; Liu et al., 2018).

Se por um lado estruturas fractais sdo comprovadamente promotoras de difusdo sonora,
por outro a reflexdo acustica de folhas patentes é comprovadamente especular (Simon et al.,
2011). Como as caracteristicas do labio inferior se mantém iguais ou correlacionadas entre os
planos frontal e lateral, isso sugere que a forma como o som é refletido deve ser muito
semelhante nos diferentes angulos. Essas sdo condi¢fes muito importantes, considerando que é
0 contraste com as folhas que permite que morcegos possam identificar pistas acusticas das
flores durante o voo (Simon et al., 2011). Como H. neessianus ocorre em areas abertas de
Caatinga (Cortes & Rapini., 2013) suas flores permanecem expostas aos polinizadores e nao
escondidas sob a folhagem, o que propicia 0 uso de pistas acusticas (Muchhala & Serrano,
2015).

A baixa variacdo na dimensdo D, em contraste com os demais atributos mensurados no
labio inferior, também atende um outro importante requisito da sinalizacdo acustica. Nos
morcegos, 0 cOrtex cerebral processa formato independentemente do tamanho. Em termos
praticos, ao utilizar a ecolocalizacdo, caso um padrdo sonoro se mantenha entre diferentes

objetos, 0s mesmos serdo interpretados da mesma maneira independentemente de seu volume
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(Simon et al, 2006; Firzlaff & Schuller, 2007). Desta forma, a fractalidade gera uma assinatura
sonora particular que pode funcionar como sinal para 0s morcegos ao se manter constante em
toda a populagdo independentemente do tamanho das flores. Adicionalmente, a propria
histologia das pétalas pode auxiliar nessa sinalizacdo, dada a capacidade dos morcegos de

perceber texturas (Simon, 2014).

Atribuindo um valor evolutivo

Frente os argumentos que consolidam o papel da fractalidade como atributo de sinalizacéo, é
preciso mensurar seu efeito na populagéo ao atribuir-lhe um valor evolutivo. A baixa variacdo
pode ser interpreta como uma primeira pista da existéncia de uma funcionalidade na dimenséo D
do labio inferior. 1sso ocorre, pois o conservantismo de um atributo floral geralmente esta
associado a um papel importante na polinizacao, indicando intensa selecdo no passado (Anderson,
1979; Pélabon et al, 2004). Embora nédo fosse possivel testar a fractalidade propriamente dita, n6s
conseguimos verificar o efeito de um importante atributo a ela associado, a proporcao de borda.
No6s mostramos que flores com menos propor¢do de borda (menos lacunas e menor espagamento)
tem um incremento no fitness, gerando selecdo fenotipica direcional negativa. Nesse contexto,
nossos resultados sdo muito assertivos, pois se o labio inferior tem um papel de difusdo acustica, é
importante evitar espacos em sua estrutura que deixem 0 som passar. Esse processo atua em
conjunto com a selegdo direcional negativa sobre outros dois atributos: o tamanho da flor e o
volume de néctar.

O efeito do tamanho da flor pode ser explicado pela deposicdo de p6len de H. neessianus

ocorrer na extremidade final do corpo dos morcegos, 0 uropatagio. Suas longas estruturas
reprodutivas tem baixa acuracia e eventualmente excedem o tamanho do animal
(DomingosMelo, dados ndo publicados). Assim, ter flores menores pode aumentar a chance de
uma deposicao de pdlen efetiva. O tamanho foral € um atributo sob uma demanda conflitante,
pois, em geral, pode influenciar tanto no ajuste quanto na atracdo de polinizadores (Arista &
Ortiz 2007; Kaczorowski et al., 2012). De fato, alguns animais selecionam flores muito mais
pelo tamanho do que pelo formato da corola (Kaczorowski et al., 2012). No caso da reflexé@o
acustica, o tamanho pode evoluir independentemente, pois 0S morcegos conseguem perceber
apenas o formato dos objetos (Simon et al, 2006; Firzlaff & Schuller, 2007). Ainda assim, ha
um efeito da interagcdo entre tamanho da flor e quantidade de borda, o0 que acreditamos estar

associado & influéncia do tamanho da flor sobre a exposi¢do do novelo.
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Em relacdo ao néctar, menores volumes podem forcar os morcegos a intensificar o
contato com a flor para alcancar o recurso, o que pode ser intensificado pelo efeito negativo de
remocao de néctar presente na espécie (Domingos-Melo, dados ndo publicados). A interacdo do
tamanho da flor com o volume demonstra que esse processo se mantém mesmo e flores com
tubos pequenos. Até o momento, esse tipo de limitagdo ao acesso do néctar em flores
polinizadas por morcegos tem sido associado ao comprimento do tubo (Muchhala & Thomson,
2009). Em contrapartida, é importante considerar que em flores tubulares o ajuste ao aparato
bucal do polinizador é muito mais determinado pelo nivel alcancado pelo néctar dentro do tubo
do que por sua extensao (Moré et al., 2012). A reflexdo acustica difusa pode, em parte, propiciar
esse mecanismo, pois morcegos podem detectar os volumes de néctar em flores por
ecolocalizacdo (Toelch & Winter, 2007). Consequentemente, flores com difusdo acustica
poderiam camuflar o néctar evitando que morcegos sejam dissuadidos a visitar flores com

volumes menores.

Fractalidade em outras flores polinizadas por morcegos

A mesma fractalidade das flores de H. neessianus pode estar presente de outras formas
em flores polinizadas por morcegos. Como exemplo, podemos citar os tipos florais
pseudopinceis (sensu Faegri & van der Pijl, 1979) de grupos com registro de quiropterofilia
como Pitcairnioideae, Mimosoideae e Agavaceae (Slaouson, 2000; Vogel, 2005; Cruz-Neto,
2008; Queiroz et al., 2016). Isso ocorre porque nestes grupos varias inflorescéncias saem de um
mesmo ponto do escape floral ou ramo, de cada uma delas partem vérias flores de onde partem
varios longos estames (Grimes, 1999; Mogensen 1969; Barros et al, 2017) o que gera uma alta
egossimilaridade. Além disso a propria morfologia recortada de flores isoladas também podem
garantir alguma fractalidade. De fato, esse € um padrdo recorrentemente nas angiospermas
(Endress & Matthews 2006). Abordagens nesse sentido envolvendo testes com polinizadores
até entdo so tem sido associadas a corolas (Herrera 1993a; Herrera 1993b; Kaczorowski et al.,
2012; Medel et al, 2014), mas outros verticilos podem gerar um grande incremento na
complexidade floral. Um exemplo é o caso das Bombacoideae ou Caryocaraceae cuja intensa
expansdo dos filetes na ontogenia das flores somada ao grande nimero de pecas do androceu
Ihes permite adquirir um aspecto em pincel (sensu Faegri & van der Pijl, 1979; van Heel, 1966;
Gribel & Hay, 1993). Para muitas dessas flores, podemos esperar os mesmos padrdes apontados
de difusdo acustica nas flores de H. neesianus. Afinal a morfologia em pincel de flores ou

inflorescéncias parecem variar muito pouco dentro de uma espécie, bem como sao percebidas



114

de forma muito semelhante a partir de diferentes angulos. Mesmo flores em disco podem possuir
estruturas que aumentem sua complexidade. Este é o caso da corona com varias pétalas, sépalas
e raios de corona (verticilo estéril que se origina a partir da corola) em Passifloracea, familia
também com diferentes registros de polinizacéo por morcegos (Buzato & Franco 1992; Prenner,
2014).

Até o momento, a evolugdo da morfologia de flores na mudanca para a quiropterofilia
tem sido estudada sob uma perspectiva de ajuste ao corpo dos morcegos (Tripp & Manos, 2008;
Joly et al., 2016; Lagomarsino et al., 2017). Coincidentemente, 0s grupos que serviram de
modelo para estes estudos tem flores tubulares nos quais a morfologia em campéanula é
favorecida na polinizagdo especializada por estes animais. Como este formato atende
fortemente as demandas esperadas para a reflexdo acustica convergente (Helversen et al., 2003;
Murphy et al., 2016), é possivel associar parte da evolucéo da corola de flores quiropterofilas
ao desenvolvimento pistas sonoras. Um processo analogo poderia estar atuando em flores
polinizadas por morcegos com alta complexidade estrutural e fractalidade. Essa condi¢do seria
possivel, pois estruturas florais elaboradas podem ser altamente homoplasticas e aparecer e
desaparecer varias vezes ao longo de uma linhagem (Endress & Matthews, 2006; Boer et al.,
2012). No caso de flores em pincel ou pseudo-pincel, que em um primeiro momento funcionam
como ajuste otimizando a deposicdo de pdlen (Faegri & van der Pijl, 1979), sua morfologia

poderia simultaneamente atuar promovendo difusdo acustica.
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TABELAS

Tabela 1 — Fractalidade de labio inferior das flores de Harpochilus neesianus (Acanthaceae)
analisada frente a diferentes angulos. (Md=média; Dp=desvio padrdo; Cv= Coeficiente de
variacdo; Cp=Coeficiente de correlacdo de Pearson; t= teste t pareado)

Plano ortogonal frontal Plano ortogonal lateral Cp T
Md + Dp (Cv) Md = Dp (Cv)
Perimetro (cm) 19.36+3.67(18.96) 23.14+4.36(18.84) 0.68*** 6.82***
Area (cm?) 2.50+0.40(16.00) 2.71+0.42(15.50) 0.16 2.31*
Dimensdo D 1.49+0.04(2.68) 1.51+0.03(1.99) 0.34* 3.13**
Proporcéo de borda 7.90+1.75(22.15) 8.61+1.53(17.77) 0.15 1.97

(cm/cm2)

*p<0.05; **p<0,001; ***p<0.0001

Tabela 2 — Integracdo fenotipica intrafloral de Harpochilus neesianus (Acanthaceae) (Md=média;

Dp=desvio padréo; Cv= Coeficiente de variagéo).

Coeficiente de correlagdo de Pearson
Md £ Dp (Cv)

PB B LS ES PT VL

Fractalidade
PB 7.63+1.01(13.22)
(cm/cm?)
Tubo (cm) TB 1.85=0.19(11.52)  -0.16

Labio superior

LS 7.87=0.83(10.50) -0.29* 0.54***
(cm)

Estame (cm) ES 8.06=s0.84(10.42)  -0.31* 0.52*** 0,91***

Pistilo (cm) PT 8.97=0.96(11.68) -0.33** 0.46™** 0.84*** 0.85***
Volume (ul) VL 113.77=37.23(33.72) -0.13 0.03 018 014 0.21*

Concentracdo (%) CN 25.09=1.63(6.49) 0.13 - -0.26* -0.16 -0.18 -0.03
0.28*

*p<0.05; **p<0,001; ***p<0.0001
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Tabela 3 — Selegdo fenotipica univariada sobre trés caracteristicas florais através da funcdo feminina

em Harpochilus neesianus no Parque Nacional do Catimbau — Brasil.

Frutos Sementes

. s sd s sd

§ Proporcao de borda do labio inferior -0.09 0.14 -0.18 0.17

- Comprimento do tubo -0.19 0.11 -0.27 0.14**
Volume de néctar -0.13 0.09 -0.25 0.11***

8 c sd c sd

;%' Proporcéo de borda do labio inferior -0.15 0.25 -0.01 0.31

ng Comprimento do tubo -0.17 0.17 -0.02 0.21
Volume de néctar 0.13 0.12 0.20 0.15*

*p<0.05; **p<0,001; ***p<0.0001

Tabela 4 — Selecdo fenotipica multivariada sobre trés caracteristicas florais através da funcgéo
feminina em Harpochilus neesianus no Parque Nacional do Catimbau — Brasil.

Frutos Sementes
b sd b sd
S -0.13 0.14 -0.247 0.174*
3 Proporcéo de borda do Iabio inferior
Comprimento do tubo -0.14 012 -0.236  0.149*
VVolume de néctar -0.14 0.09 -0.257 0.111%**
3 c sd c sd
§ Proporcéo de borda do labio inferior
S _ -0.17 0.27 0.156 0.337
& Comprimento do tubo
0.008 0.18 0.146 0.224
Volume de néctar 0.15 0.12 0.21 0.15
Proporgéo de borda x 0.246 0.24 0.43 0.296*
S Comprimento do tubo -0.16
2]
8  Proporcdo de borda x Volume de 0.15 -0.12 0.189
= néctar
Comprimento do tubo x 0.284 0.14 0.301 0.168*

Volume de néctar

*p<0.05; **p<0,001; ***p<0.0001
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FIGURAS

Figura 1 - Variagdo da morfologia floral e fractalidade das curvas do labio inferior da flor
de Harpochilus neessianus (Acnathaceae) na populacdo do PARNA Catimbau, Brasil. A -
Representacdo da egossimilaridade das curvas. B — Botdo em pré-antese. C — Processo de
abertura floral. D — Pétala ap6s a completa distensdo. E e F — Vista lateral da flor. G e H —
respectivas vistas frontais dos labios inferiores. I, J, K e L — Estrutura retratada a partir dos
planos ortogonal e lateral de simetria utilizados na obtencédo da relacdo perimetro/area. (Linhas
branca, azul, amarela e rosa representam respectivamente primeiro, segundo, terceiro e quarto

niveis de curvas; tb -tubo floral; li — labio inferior; Is — l1abio superior; pt — pistilo; es — estame).



124

Fitness (Seeds)

2 1

Tube length
+ I ° D
3 ]
3 [
) 3]
~— <
2 =7
)
E
[ o -4
1 0 1 2 -1 0 1 2
Tube length Tube length

Figura 2 — Selecdo fenotipica de Harpochilus neessianus (Acnathaceae) na
populacdo do PARNA Catimbau, Brasil retratada a partir da aptiddo relativa do
componente feminino do fitness (conjunto de sementes). Funcdo linear de trés tracos de flor:
A — fractalidade (proporcdo de borda), B - comprimento do tubo e C - volume do néctar.
Superficie de selecdo para o sucesso relativo feminino na funcdo de duas caracteristicas: D -
volume do néctar e comprimento do tubo e E - comprimento do tubo e fractalidade (linhas
coloridas indicam diferentes niveis de valores de aptiddo e pontos indicam individuos na
populacdo). Os valores das medidas de aptiddo sdo padronizados para a média populacional e
os valores das caracteristicas sdo padronizados a partir da subtracdo pela média e divisdo pelo
desvio padréo.
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8 MANUSCRITO n°6: MORFOLOGIA FLORAL EXTREMA TRANSFERE POLEN COM
EXCLUSIVIDADE E PRECISAO NO UROPATAGIO DE MORCEGOS

(A ser enviado para a revista Journal of Plant Ecology)

Arthur Domingos-Melo'*, Andrea A. Cocucci?, Isabel Cristina Machado?

!Department of Botany, Federal University of Pernambuco, Recife - PE, Brazil
3Instituto Muldisciplianario de Biologia Vegetal, Universidad Nacional de Cérdoba,

CONICET, Cordoba , Argentina

ABSTRACT

A forma de flores é determinada por causas multifatoriais, dentre elas a fuga da
interferéncia polinica e auto-deposicdo de pélen. Contudo, morfologias florais alongadas séo,
em primeira analise, associadas a processos coevolutivos de “corrida armamentista”. Aqui nos
mostramos um caso que foge a esta regra: as incrivelmente longas estruturas reprodutivas de
Harpochilus neesianus que sdo ajustadas para transfeir pélen com exclusividade e precisdo
sobre o uropatagio do morcego polinizador generalista Glossophaga soricina. Isso €
demonstrado pela correspondéncia entre distancias operacionais da flor e o corpo do morcego,
sua alta acurécia reprodutiva e a manutencao da hercogamia. Como resultado, em H. neesianus
ndo ha qualquer deposicdo de polen interespecifico e pouco de poélen endégeno, permitindo a
espécie uma xenogamia bem-sucedida apesar de ser autocompativel e exposta a intensa partilha
de polinizadores com outras espécies quiropterofilas de Caatinga. Até onde nés sabemos, este
é 0 primeiro caso de uma especializacdo para deposicdo de pdlen no uropatagio de morcegos,
essa dramatica e arriscada adaptacdo demonstra como outros processos além do encaixe ao

corpo dos polinizadores podem ser determinantes.

PALAVRAS-CHAVE
Acurécia reprodutiva; Caatinga; hercogamia; interferéncia polinica; morfologia floral;

polinizagdo por morcegos;
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INTRODUCAO

Dentre os diversos atributos florais, podemos destacar a morfologia de flores como
produto de uma complexa interacdo entre diferentes pressdes de sele¢do natural. Além do papel
na composicdo do display floral (Herrera 1992; Mitchell et al. 2004), flores que melhor
ajustamse aos corpos de seus principais polinizadores aumentam as chances de obter maiores
sucessos reprodutivos (Nilsson 1988; Fenster and Martén-Rodriguez 2007). As flores também
precisam conciliar a morfologia entre seus proprios verticilos, em especial os reprodutivos, a
fim de permitir que partes masculinas e femininas toquem as mesmas partes do corpo do
polinizador (Armbruster et al. 2009b; Armbruster et al. 2009a). Adicionalmente, algumas flores
tem morfologias capazes de prevenir a deposicdo de pdlen endbgeno sobre o estigma, ou
promovela como seguranca reprodutiva por autogamia (Webb and Lloyd 1986; Domingos-
Melo et al. 2018). Por fim, processos de interferéncia polinica acentuam a competicdo por
espacgo no corpo do polinizador, promovendo a diferenciacéo floral (Grant 1994; Pauw 20064a;
Armbruster 2014).

Morfologias florais com alongamentos extremos sdo um tema atrativo em biologia da
polinizacdo. Além da emblematica orquidea de Darwin (Arditti et al. 2012), ha varios registros
notaveis envolvendo flores que surpreendem ao ajustar-se a morfologias extremas de seus
polinizadores (ex: linguas de morcegos - Muchhala 2006; bicos de beija-flores - Lindberg and
Olesen 2001; proboscides de moscas ou abelhas - Borrell 2005; Johnson and Steiner 1997;
pernas de abelhas coletoras coletoras de 6leo - Machado et al. 2002; VVogel and Michener 1985;
ovopositores de vespas - Eisikowitch and Ghara 2017; Rodriguez et al. 2017). Apesar de teorias
alternativas que propdem a fuga de predadores e adaptacdo unilateral por parte das plantas
(Wasserthal 1997), a maior parte destes casos € entendido como resultados de coevolugdo do
tipo “corrida armamentista”. Nele, estruturas florais tentam sobrepujar partes excepcionalmente
longas do corpo dos polinizadores (Moré et al. 2012). Assim, elas garantem o contato as
estruturas reprodutivas e intensificam a forca com que ocorre (Nilsson 1988; Muchhala and
Thomson 2009). Este processo também podem ser associado a algum nivel de especializacéo,
pois flores que restringem o acesso de seus recursos a poucos polinizadores, podem obter
fidelidade ou preferéncia dos mesmos (Fenster and Martén-Rodriguez 2007; Huang et al. 2015).

Contudo, tem sido comprovado que relagbes planta-polinizador sdo
preponderantemente assimétricas, com plantas ou polinizadores especialistas interagindo

respectivamente com polinizadores e plantas generalistas (Bascompte et al. 2003; Stang et al.
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2007). Este € o caso das flores polinizadas por morcego que sdo xendgamas e altamente
dependentes de seus polinizadores (Gribel and Gibbs 2002; Ratto et al. 2018). e parecem ter
uma forte especializagdo funcional, embora mantenham-se como generalistas ecoldgicas (sensu
Ollerton et al. 2007). Como consequéncia, além de lidar com o ajuste mecanico, precisdo e
deposicdo de polen endogeno, a maioria das espécies polinizadas por morcego esta
particularmente sujeita ao efeito da interferéncia polinica (Howell 1977; Muchhala and
Thomson 2012). Essas condi¢des podem gerar processos de selecdo intensos considerando que
morcegos sao polinizadores altamente eficientes e promotores de intensas respostas adaptativas
nas plantas com as quais interage (Sahley et al. 1993; Tripp and Manos 2008).

Considerando a grande superficie do corpo dos morcegos e sua capacidade de transportar
muito polen, é possivel as plantas explorar diferentes estratégias de deposicdo de podlen
(Helversen and Reyer 1984; Muchhala and Thomson 2010a; Fleming et al. 2009; Aguiar et al.
2014). Nesse contexto, e se fosse possivel que uma morfologia extrema se desenvolvesse como
uma forma de explorar de forma exclusiva um morcego polinizador generalista? Esta Gltima
condicdo parece adequar-se ao dramatico caso descrito por Vogel et al. (2005b): a flor de
Harpochilus neesianus Ness (Acanthaceae) cuja as longas estruturas reprodutivas depositem
polen no uropatagio do morcego Glossophaga soricina, Pallas 1766 (Phyllostomidae) um dos
morcegos polinizadores mais generalistas ja registrados (Lemke 1984, 1985; Sanchez-Casas
and Alvarez 2000; Arias et al. 2009; Carter et al. 2010).

Neste trabalho nds descrevemos em detalhes como funciona a arriscada estratégia de
deposicdo de pélen no uropatdgio dos morcegos em Harpochilus neesianus. Para tanto, nos
confrontamos as distancias de estruturas reprodutivas com a morfometria do corpo dos
morcegos e mensuramos a precisao do sistema através de indices de inacuracia adaptativa
(Armbruster et al. 2009a). Em seguida, nos testamos a eficiéncia do sistema quantificando a
deposicdo de polen interespecifico, co-especifico e endégeno sobre o estigma e testando o
sistema reprodutivo através de experimentos de polinizacdo controlada. N6s discutimos nossos
resultados a partir de quatro diferentes questdes norteadoras: o ajuste ao corpo dos
polinizadores; a precisdo do sistema; a prevencdo de deposicao de pdlen enddgeno; e a fuga da

interferéncia polinica.

MATERIAL DE METODOS
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Populacéo estudada

Harpochilus neesianus € um arbusto endémico de Caatinga que ocorre em regides mais
aridas, sobre solo geralmente pedregoso ou em afloramentos de arenito avermelhado (Coértes
and Rapini 2013). Para o presente estudo, nés utilizamos uma populagéo presente em uma area
de Caatinga (-8°32'45"S 37°15'00"W), no Parque Nacional do Catimbau (PARNA Catimbau),
Nordeste do Brasil (Gomes et al. 2006). A populacdo estava dispersa ao longo de
aproximadamente 5km com H. neesianus em areas abertas formando grandes adensados com
varios de individuos. Estes adensados erram cercados por Caatinga arbustiva (perenifolia, com
elementos de cerrado e de campos rupestres) e Caatinga arbustivo-arbérea, (&rvores e arbustos

frequentemente contorcidos e com espinhos).

Morfometria funcional e inacuracia

Com o objetivo de determinar o comportamento de visita do morcego Glossophaga
soricina nas flores de Harpochilus neesianus nos fizemos observagdes, fotos e filmagens em
campo. A partir destas informacGes e das descricBes de Vogel et al. (2005b) definimos as
medidas a serem levadas em conta tanto na morfometria de flores, quanto de animais.

A fim de retratar a morfometria funcional de H. neesianus, nds fizemos fotos com escala
das flores em vista lateral em relagdo ao eixo de simetria. Este plano nos permitiu capturar a
disposicao das estruturas reprodutivas em relacdo a entrada do tubo floral. Assim, nds
fotografamos 300 flores distribuidas ao longo de 100 individuos na populacdo. A partir destas
imagens nds mensuramos trés distancias operacionais relacionadas a interacdo das estruturas
reprodutivas com o corpo dos morcegos: distancia do centro da antera até a entrada do tubo
floral; distancia do estigma até a entrada do tubo floral; e hercogamia, distdncia minima entre
anteras e estigma. Ndés tomamos essas medidas com auxilio do software ImageJ (Abramoff,et
al. 2004).

Para confrontar os dados da morfometria floral com o morcego polinizador Glossophaga
soricina nos realizamos a morfometria corporal destes animais. Para tanto, nés utilizamos 15
individuos conservados via Umida na Colecdo de Mamiferos da UFPE (Astla and Guerra 2008).
Os espécimes foram coletados em trés locais de Caatinga que formam um tridngulo cujo
centroide coincide com PARNA Catimbau (os municipios de Saloa, Brejo da Madre de Deus e
Serra Talhada que distam respectivamente cerca de 50, 100 e 140 km da populacéo estudada).

Com o auxilio de um paquimetro digital, n6s mensuramos as distancias entre a boca e diferentes
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partes do corpo: centro da cabeca, escapulas, insercdo do uropatdgio e porcdo final do
uropatagio.

A partir dessas medidas, nos confrontamos as distancias de estruturas reprodutivas da
flor com a morfometria do corpo dos morcegos atraves de analises de variancia e mensuramos
a precisdo do sistema através de indices de inacuracia adaptativa com base em Armbruster et al.
(2009a; 2009b). Segundo estes autores, a inacuracia adaptativa estima a auséncia de precisao
em um determinado sistema, considerando as médias e variancias de um fenotipo de interesse
em uma populacdo, permitindo verificar o quanto o fendtipo de interesse varia a partir de um
otimo esperado. Nesse sentido, a acuraria adaptativa (i) pode ser calculada como: i = (Mf —
Mo)? + Vo + Vf), onde Mf é a média do fen6tipo em questdo, Mo é a média do 6timo
determinado, Vo € a variancia desse 6timo e Vf é a variancia do fendtipo. Para fins
comparativos, € importante também considerar os coeficientes de variagdo (desvio
padrdo/média) tanto do fenotipo de interesse, quanto do étimo e escalonar os valores de
inacuracia obtidos dividindo-os pelo quadrado da média do fen6tipo analisado (i/Mf2). Por fim,
para entender como estdo integradas as dimensfes tomadas para as estruturas reprodutivas nos
utilizamos de Pearson.

Nos consideramos como nossos primeiros fendtipos de interesse as distancias de anteras
e estigmas da entrada do tubo floral. Dado que a localizacdo ideal da colocacdo de pdlen em um
polinizador deve estar relacionada a localizacdo esperada do contato do polinizador com
estigmas de outras flores coespecificas (Armbruster et al. 2009a), entendemos que Nnossos
fendtipos de interesse sdo Gtimos reciprocos um do outro.

Nosso segundo fendtipo de interesse foi a hercogamia. Para evitar a autopolinizacao, é
importante que exista uma distancia ou afastamento entre anteras e estigmas na mesma flor
(Webb and Lloyd 1986). Por outro lado, essa distancia ndo pode ser excessiva, pois pode afetar
a acuraria reprodutiva da populacdo (Armbruster et al. 2009a). Assim, sendo o uropatagio o
local esperado para deposicdo de pélen, o valor 6timo para a hercogamia pode ser assumido
como o comprimento do proprio uropatagio. Desta forma, por mais distantes que estigmas e
anteras estejam em uma mesma flor poderia ser mantida o contato com a mesma estrutura
morfoldgica dos morcegos polinizadores. Adicionalmente, nds correlacionamos a hercogamia
real, mensurada diretamente nas fotos a partir das distancias minimas entre anteras e estigmas,
com a hercogamia esperada para modelos ideais. Esta Gltima é descrita pelo valor médular da

subtracdo da distancia de estigmas pela de anteras (Opedal et al. 2017).
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Deposicao de grédos de pélen e experimentos de polinizagdo controlada

Para fins comparativos, nos estimamos a quantidade de graos de polen, 6vulos e a razéo
polen/6vulo a partir de botdes (n=24). Para tanto, utilizamos a cdmara de Neubauer (Maéda
1985) e contagem direta de dvulos sob estereomicroscopio. Para determinar a quantidade de
polen depositada sobre o estigma nos realizamos trés tratamentos: i) deposicdo de polen
endogeno (n=30) - flores ndo manipuladas permaneceram ensacadas impedindo o acesso dos
morcegos polinizadores durante toda antese; ii) deposicdo de polen exdgeno intra e
interespecifico (n=30) - flores foram emasculadas e expostas aos polinizadores durante toda
antese; iii) deposicdo de polen total (n=227) - flores ndo foram manipuladas e expostas aos
polinizadores ao longo da antese. Essas flores foram coletadas e acondicionadas em caixas de
acrilico com agar afim de manter a turgidez de seus pistilos e no laboratdrio analisadas quanto
ao conteudo polinico de seus estigmas.

NOs realizamos os seguintes experimentos de polinizacdo controlada para determinar o
sistema reprodutivo de Harpochilus neesianus: i) agamospermia (n=30) — flores ensacadas e
emasculadas; ii) auto polinizacao esponténea (n=30) — flores ensacadas e ndo manipuladas; iii)
autopolinizacdo manual (n=30) — flores ensacadas e polinizadas a partir do polen da prépria
flor; iv) polinizacéo cruzada (n=30) — flores ensacadas e polinizadas a partir de p6len de outros
individuos; v) formacdo natural de frutos (n=360) - flores marcadas em campo e deixadas

livremente expostas aos polinizadores.

RESULTADOS

Morfometria funcional e inacurécia

A flor de Harpochilus neesianus é zigomorfa, bilabiada e do tipo goela. O pequeno tubo
floral possui uma dilatacdo ligada ao labio inferior composto por trés pétalas enoveladas. As
longas estruturas reprodutivas de H. neesianus partem de dentro do tubo floral e sdo sustentadas
por uma coluna formada pelas duas pétalas do labio superior a partir das quais tornam-se
pendentes, mantendo uma distancia entre anteras e estigmas (Figura 1 — A e B). O comprimento
total de estames (9.92+1.16cm) e pistilos (10.82+1.30cm) chega a ser seis vezes maior que 0
comprimento do tubo floral (1.85+0.24cm). Essas caracteristicas fazem com que pistilos e
estames formem uma parabola a partir da entrada do tubo floral gerando distancias operacionais
lineares de para anteras e estames (Tabela 1; Figura 2 — A). As diferentes flexibilidades e

comprimentos fazem com que estiletes e filetes formem curvas distintas, que geralmente
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garantem uma distancia entre anteras e estigmas (1.06£0.52cm). Durante visita 0s morcegos
aproximam-se frontalmente das flores tocando inicialmente anteras e posteriormente estigmas
com a parte posterior do corpo. Entédo encaixam o focinho na porcéo dilatada do tubo para
acessar 0 néctar e permanecem abaixo da pardbola formada pelas estruturas reprodutivas
enquanto pairam (Figural - A).

Em geral, as distancias operacionais das estruturas reprodutivas sdo maiores que 0
comprimento do morcego até a insercdo do uropatagio (5.50+0.23cm) e menores que 0
comprimento até o final dele (6.80+0.32cm) (Figura 2 - B). Com diferencas significativas tanto
para anteras quanto para estigmas (respectivamente: H =103.62; gl =4; p > 0.0001/ H =98.83;
gl =4; p > 0.0001; todas as comparagdes a posteriori p<0.05). Assim, sobre o uropatéagio ocorre
70% da sobreposicdo entre as distancias operacionais de estruturas reprodutivas (Figura 2 - C).
A hercogamia foi menor do que o comprimento do uropatégio (1.29+0.19), possibilitando que
ambas estruturas reprodutivas contatem essa membrana, mesmo que afastados (H = 5.68; gl =
1; p=0.017). Neste sentido, confirmamos o uropatagio como local preferencial de deposicao de
polen e toque do estigma.

As estruturas reprodutivas sdo correlacionadas dentro da populacdo e apresentaram
baixos coeficientes de variagdo e baixos valores de inacuracia (Tabela 1). As distancias
operacionais da antera e do estigma contribuiram de forma muito semelhante para a impreciséo,
embora a variagdo do estigma tenha sido um pouco maior. A hercogamia apresentou um alto
coeficiente de variacdo, ao contrario do uropatdgio (Tabela 1; Figura 2 - D). Ap6s o
escalonamento nota-se um alto valor de inacuracia para a hercogamia. A hercogamia calculada
como esperado para uma morfologia floral simples (0.61+0.40cm) € cerca da metade da
hercogamia registrada diretamente nas flores de H. neesianus. Além disso, apesar de
significativa, a correlagdo entre elas é muito fraca (r = 0.16; r2 = 0.0255; t = 2.7842; gl = 296; p
=0.0062).

Deposicao de graos de pélen e experimentos de polinizacdo controlada

Harpochilus neesianus possui duas anteras que expde o pélen para baixo (Figura 1 — C),
o total de gréos de pdlen por flor é de 84896+13372, considerando o numero fixo de quatro
ovulos por flor, estima-se uma razdo pdlen/6vulo de 21223+7400. A deposicdo de pdlen
enddgeno foi menor que a deposicao de polen nos dois tratamentos envolvendo polen exdgeno.
A quantidade de grdos de polen sobre os estigmas polinizados ndo diferiu entre os tratamentos

e em nenhum dos estigmas de flores expostas aos polinizadores em campo encontramos graos
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de pdlen de outras espécies (Tabela 2; Figura 1 — D). H. neesianus tem alta eficiéncia
reprodutiva, ndo forma frutos por agamospermia e € autocompativel, apesar de formar poucos
frutos por autogamia. Em relacdo ao numero de sementes, autopolinizacdo manual e polinizagdo

cruzada superam a formacao de sementes por autopolinizacdo esponténea e natural.

DISCUSSAO

Nossos resultamos mostram o quanto as flores de Harpochilus neesianus sao
particularmente ajustadas para explorar com exclusividade o uropatagio do morcego
polinizador Glossophaga soricina como local de transferéncia de polen. Isso foi demonstrado
pela distancia operacional de estruturas reprodutivas que coincidem exatamente como o
intervalo entre as distancias de inicio e fim do uropatagio. Sua hercogamia € menor do que 0
esperado em relagdo ao uropatdgio e parece ser gerada por um mecanismo mais complexo do
que a simples diferenca entre as distancias operacionais de anteras e estigmas. A alta precisao
desse sistema € garantida por valores baixos de inacuracia na relacéo antera-estigma, apesar da
alta inacuracia na relacdo hercogamia-uropatagio. Como resultado, em H. neesianus ndo ha
qualquer deposicdo de pdlen interespecifico e pouco pblen enddgeno, permitindo a espécie uma
xenogamia bem-sucedida apesar de ser autocompativel. A seguir, discutimos os pontos que
tornam o caso de H. neesianu um sistema notavel no contexto da manutencdo da hercogamia e

interferéncia polinica.

Encaixe ao corpo do polinizador

O caso de Harpochilus neesianus foge as explicagdes comumente associadas as
morfologias florais extremas. Dado seu curto tubo floral, a espécie ndo parece estar associada a
um processo de coevolucdo associado a restricdo do acesso ao recurso ou a intensificacdo da
forca de contato (Borrell 2005; Johnson and Steiner 1997; Muchhala and Thomson 2009; Moré
et al. 2012) Como resultado, nesse sistema ndo ha qualquer demanda de ajuste por parte dos
morcegos polinizadores.

A vantagem deste tipo de assimetria na adaptacéo de flores e polinizadores pode ser
explicada pelas diferengas na biologia do desenvolvimento entre eles. As plantas séo
organismos modulares com menos restri¢cdes no desenvolvimento e sujeitas a maior plasticidade
fenotipica intensificando processos de selecdo natural (Specht and Howarth 2015; Specht and

Howarth 2015). Ja os animais sdo organismos unitarios, enfrentando fortes restrigdes
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alogdmicas em seu desenvolvimento, a exemplo de como grandes partes bucais podem
comprometer a capacidade de voo (Kunte 2007; Dassow and Munro 1999).

A delicada morfologia floral de H. neesianus restringe seus morcegos polinizadores
aqueles nectarivoros aptos a pairar, € ndo parece haver restri¢des funcionais que impegam outros
morcegos Glossophaginae ou Lonchophyllinae de visitar as flores ou mesmo polinizalas
(Fleming and Muchhala 2008). Apesar disso, 0 Unico polinizador registrado até o momento para
a espécie é Glossophaga soricina (Vogel et al, 2004; este trabalho). Apesar da marcada variacdo
de tamanho de Glossophaga soricina entre as fitofisionomias brasileiras, ele varia pouco dentro
da Caatinga (Louzada and Pessda 2013), 0 que nos leva a esperar que esse ajuste se mantenha
nas diferentes populagdes de H. neesianus. Adicionalmente, mesmo que outros morcegos
cheguem a polinizar a espécie (Muchhala and Thomson 2012) discutem que processos
relacionados a deposicdo de polen parecem ser muito mais explicados pelas diferencas entre
flores do que entre espécies de morcegos.

Glossophaga soricina € um morcego altamente generalista, reportado em diversos
estudos de polinizacdo em todo o neotrépico (Lemke 1984, 1985; Sanchez-Casas and Alvarez
2000; Arias et al. 2009; Carter et al. 2010), inclusive na Caatinga (Machado and Vogel 2004;
Vogel et al. 2005a; Rocha et al. 2007; Queiroz et al. 2015, 2016). Dentre as vantagens de se
especializar em um polinizador generalista esta a capacidade destes em se manter constantes no
ambiente frente alteragcbes ambientais. Eles fazem isso ao utilizar diferentes recursos e
conseguindo permanecer grande parte do ano no ambiente, amortecendo efeitos de mudancas
ambientais e desacoplamentos fenoldgicos (Memmott et al. 2007; Bascompte et al. 2003;
Ashworth et al. 2004; Stang et al. 2007). Essa condicdo pode ser determinante para espécies de
Caatinga, considerando que esta floresta seca é marcada por fortes oscilacBes climaticas e
enfrenta fortes processos de distarbio antrépico crénico nos altimos séculos (Araujo and
Albuquerque 2007; Ribeiro et al. 2015; Rito et al. 2017).

Preciséo do sistema

Armbruster et al. (2009a), propde que diferentes morfologias florais geram diferentes
forma de acesso dos polinizadores ao recurso, 0 que demanda diferentes niveis de acuraria
reprodutiva. Harpochilus neesianus parece se tratar de uma combinagéo de dois modelos por
ele postulados: posicdo fixa e plataforma fixa. Enquanto a primeira esta relacionada ao
movimento do polinizador que desliza pelas estruturas reprodutivas ao acessar o recurso na flor,

demandando uma grande area de deposi¢do de polen no dorso do animal, (e.g. Bignoniaceae
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flowers bee pollinated - (Milet-Pinheiro et al. 2009; Milet-Pinheiro and Schlindwein 2009); a
segunda pressupde que o polinizador permaneca parado durante a visita e € associada a uma
area pontual de deposicao de polen (e.g. Caatinga oil flowers - (Machado et al. 2002; Bezerra
et al. 2009; Carneiro et al. 2015). Em contrapartida, nossos resultados mostram que a relacdo
entre as estruturas reprodutivas de H. neesianus é bastante precisa, inclusive superando valores
reportados até entdo para ambos modelos florais e compensado o efeito negativo da hercogamia
para a acuracia (Armbruster et al. 2009a, b).

Uma caracteristica particular da polinizacdo por morcegos parece justificar tamanha
precisdo: 0s morcegos sao os polinizadores a realizar as visitas mais rapidas, podendo durar
uma frag@o de segundo (VVogel et al. 2005b; Tschapka et al. 2015). Essa condi¢do pode reduzir
a imprecisdo gerada pela movimentacdo do polinizador, permitindo a evolucdo de uma alta
acurécia. De fato, os sistemas de polinizagdo mais precisos ocorrem quando o p6len é colocado
no polinizador em poucos milissegundos, quando o polinizador ndo tem tempo de sair da
posicao "correta” (Armbruster et al. 2009a).

Também é importante considerar que as distancias operacionais de estigmas e anteras
de H. neesianus séo tdo grandes que pequenas variacoes se tornam irrelevantes em termos
proporcionais (expressa por uma maior inacuracia bruta muito maior do que padronizada).

Isso pode ter uma funcéo crucial dado o alto risco de depositar polen no uropatagio. Sendo o
uropatagio a porcao terminal do corpo dos morcegos, estruturas reprodutivas maiores correm
o risco de estender-se além da membrana. Esse tipo de desencontro tem se mostrado uma forte
pressdo evolutiva para a morfologia floral (Nattero et al. 2010; Strak and Starzomski, 2014).

Tamanha acuracia € refletida na relacdo quantidade de pdlen, area do estigma e tamanho
do polinizador (Cruden 1977; Cruden and Miller-Ward 1981). Os morcegos estdo entre os
maiores polinizadores (Fleming and Muchhala 2008; Fleming et al. 2009), sendo os estigmas
que polinizam desproporcionalmente pequenos. A efetividade de um sistema depende da
relacdo da area do estigma com a area de deposicdo de pdlen no corpo do polinizador,
repercutindo diretamente sobre a quantidade de pélen que uma espécie produz (Cruden and
Miller-Ward 1981). Embora a razdo polen/évulo de H. neesianus reflita sua condi¢do de
xenodgama obrigatoria (Cruden 1977) e supere valores encontrados em algumas outras
Acanthaceae com outros sistemas de polinizacdo (Erbar and Langlotz 2005; Nadia et al. 2013);
sua quantidade de polen € menor em comparacdo com outras flores polinizadas por morcegos

(Muchhala and Thomson 2010b) confirmando a preciséo do sistema.
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Manutencéo da hercogamia

A hercogamia presente em H. neesianus pode ser classificada como do tipo ordenada de
aproximacdo. Esse mecanismo é considerado altamente eficaz, pois mesmo a ligeira separacao
espacial das anteras e estigmas pode impedir a deposi¢do de pélen enddgeno dentro das flores
(Webb and Lloyd 1986). Assim, é possivel que a hercogamia mantida em H. neesianus nao
precise atingir grandes distancias, justificando os altos valores de inacurécia para esse atributo
tendo o uropatagio como 6timo. Se por um lado modelos ideais de hercogamia podem evoluir
mais rapido que as estruturas reprodutivas, por outro, morfologias florais complexas podem
gerar padrdes desconhecidos de selecdo neste atributo (Opedal et al. 2017). A morfologia floral
de H. neesianus foge ao padrdo ideal devido a curvatura de suas estruturas reprodutivas. Assim,
além do comprimento, outros atributos de filetes e estiletes devem ser considerados, tais como
0 apoio no labio superior e suas flexibilidades. De fato, a flexibilidade dos conectivos de
estruturas reprodutivas pode ter um papel fundamental nos mecanismos para prevenir ou
promover a aupolinizacdo (Krieck et al. 2008; Ruan et al. 2009).

Considerando que Harpochilus neesianus tem auto indice de autocompatibilidade e
baixa autofertilidade, sua hercogamia atua principalmente prevenindo a autopolinizacéo e nao
0 entupimento do estigma. Assim, o sistema ¢ eficiente em evitar até mesmo a autopolinizagéo
facilitada, promovida por polinizadores (sensu Webb and Lloyd 1986). Na hercogamia
orientada de aproximacdo, mesmo ap0s 0 contato com as anteras, a deposicdo de pdlen
enddgeno pode ser evitada se as rotas de aproximagcdo e partida diferem ou se a area receptiva
do estigma esta direcionado para fora (Webb and Lloyd 1986). Ambas condic@es sdo atendidas
em H. neesianus: tanto a posi¢do do estigma cuja a superficie receptiva é voltada para frente;
guanto a movimentacdo dos morcegos que sao animais que comumente aproximam-se de flores
frontalmente e afastam-se lateralmente em uma manobra evasiva (ver compilado de videos
Muchhala 2018).

Evitando a interferéncia polinica
Além da total auséncia de pélen interespecifico nos estigmas de Harpochilus neesianus,
trés fatores nos levam a acreditar que a interferéncia polinica pode ser a principal explicagdo
para sua morfologia. O primeiro deles é sua ocorréncia na Caatinga, um dos locais no mundo
com a maior proporcao de flores polinizadas por morcegos (Machado and Lopes 2004). O
segundo é a polinizagdo por um morcego tdo generalista. Isso deve gerar fortes processos de

perda de pdlen, ndo apenas pela sobreposicdo de grdos de varias espécies sobre o corpo do
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animal (Figura 1), como pela diminuicdo da carga polinica em visitas a flores ndo co-especificas
(Grant 1994; Muchhala and Thomson 2012; Armbruster 2014; Arceo-Goémez et al. 2016). Por
fim, H. neesianus floresce o0 ano inteiro (Vogel et al 2005), estando sujeito a possivel
interferéncia de quaisquer espécies quiropterdfilas simpétricas. Tem sido demonstrado que
plantas polinizadas por morcegos podem evitar a interferéncia polinica ao depositar graos de
polen em diferentes partes do corpo do polinizador (Howell 1977; Stewart and Dudash 2017;
Muchhala and Thomson 2012). Nesse sentido, dados da literatura e evidéncias morfoldgicas
das flores polinizadas por morcegos na Caatinga (Tabela 4) nos ddo uma importante pista sobre
como H. neesianus explora com exclusividade um local no corpo dos morcegos: o uropatagio.

Entre as diferentes estratégias de deposicéo de pdlen sobre o corpo dos polinizadores é
possivel distinguir dois extremos: i) espalhar pélen no maximo possivel do corpo do animal a
fim de aumentar a probabilidade que o estigma capture p6len independentemente de onde toque
(ocorre em algumas flores do tipo pincel - (Faegri and Pijl 1979); ou ii) otimizar a deposicéo de
polen e contatos do estigma em uma regido especifica do polinizador (Armbruster et al. 2014).
Na Caatinga a maioria as plantas parece ter seguido a primeira estratégia (Tabela 4). H& uma
grande quantidade de plantas da familia Cactaceae cuja o anel formado pelas muitas anteras é
capaz de espalhar polen sobre toda a cabeca e partes iniciais do corpo do animal (ex:
Pilosocereus spp. - Rocha et al. 2007). Ha também diversas flores do tipo pincel ou disco, cuja
0 grande numero de estames pode tocar diversas partes do corpo do animal ou restringir-se
apenas ao seu focinho a depender do tamanho de seus filetes (ex: Mimosa lewiise, Vogel et al.
2004). Para essas espécies, é possivel que esteja havendo uma intensa selecao sobre a funcao
masculina (Muchhala and Thomson 2012)

Em relacdo as flores que utilizam a estratégia de explorar um local pontual no corpo dos
morcegos, a maioria delas o faz através de deposi¢do nas partes ventrais ou nas porcdes iniciais
do pescoco ou costas (Tabela 4). Outro exemplo notavel de morfologia extrema na polinizacao
por morcegos na Caatinga é o géenro Helicteris, cuja o longo androgin6foro curva-se
alcancando porcBes finais do abdémen do morcego (Sazima 1988). A morfologia destas
espécies e de outras que realizam deposicao de p6len na cauda ou pés de beija flores tem sido
associada a fuga da interferéncia polinica (Franceschinelli 2005). Considerando que em
Helicteris esse ajuste se da pelo alongamento do androginoforo que porta anteras e estigmas em
seu apice (Sazima 1988; Franceschinelli 2005), o sistema de Harpochilus neesianus é mais

complexo, desde que envolve o alongamento integrado do labio superior, filetes e estilete.
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Nenhuma destas das flores quiropteréfilas de Caatinga parece ter estruturas reprodutivas
que alcancem o uropatagio, deixando H. neesianus fora da disputa. Até onde sabemos, este é 0
primeiro caso de uma flor especializada em explorar esse local no corpo dos morcegos. A
deposicao de pélen em locais improvaveis permite acessar de forma Unica alguns polinizadores,
este é 0 caso da deposicao de polen ou polineas em linguas de passaros (Pauw 1998), caudas
de beija-flores (Franceschinelli 2005), asas de abelhas (Holmqvist et al. 2005) e pernas
mariposas ou esfingideos (Peter et al. 2009; Mochizuki et al. 2017). Enquanto algumas dessas
podem estar associadas a restri¢cdes morfoldgicas florais (Pauw 1998; Mochizuki et al. 2017),
outras estratégias podem resultar de uma intensa pressao evolutiva frente a disputa de espaco
no corpo do polinizador (Pauw 2006b). Esta Gltima parece ser o caso de H. neesianus, género
que evoluiu a partir de espécies Justicieae (Acanthaceae) que tem flores nototribicas com

estruturas reprodutivas bem mais curtas (Kiel et al. 2018).
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TABELAS

Tabela 1 — Acurécia reprodutiva e integracdo fenotipica das estruturas reprodutivas de Harpochilus
neesianus (Acanthaceae) — PARNA Catimbau.

Correlagéo de

Médiazdp Dist,é_ncia Variancia Va,riéncia Inacuricia . Médi{;t?-_ Pearson /
- do 6timo  do atributo do 6timo*/ inacuracia p (0=0.05)
Sem- %ty  ov/%ti v/ %ti & escalonada AD ' .
051/ 0.72/ 0.99/
AD 5.85+0.85 13' 14% 14.47% / 15.67% / 1.96 0.057 -
' 36.43% 50.43%
0.99/ 0.72/
SO 635:100 00 1567%/ 1447%/ 196 0040 O8I
Y0 B0.43%  36.43% p<®.
0.273/ 0.038/
HC 106:052 oot/ 4935%/ 1508%/ 037 0327 p0:.826g pO:'818g

74.43% 10.36%

(dp — desvio padrdo; cv — coeficiente de variacdo; %ti — porcentagem de inacuracia total; AD — distancia
da antera a abertura do tubo floral; SD — distancia do estigma da abertura do tubo floral; HC — hercogamia,
distancia entre antera e estigma)

* AD e SD sdo 6timos reciprocos; como medida do 6timo de HC utilizamos o comprimento médio do
uropatagio.

Tabela 2 — Deposicdo de pdlen sobre os estigmas de Harpochilus neesianus (Acanthaceae)
— PARNA Catimbau.

Estigmas com gréos de pélen Grdos de polen sobre 0s
Tratamentos  Flores ’ (O/g) i estigmaf polinizados
Enddgeno 30 6 (20.00%)? 5457
Ex6geno 30 14 (46.66%)° 5+42
Total 227 100 (44.05%)" 742

*Nenhum grdo de pdlen inter especifico encontrado
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p <0.05).
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Tabela 3 — Sistema reprodutivo de Harpochilus neesianus (Acanthaceae) - PARNA
Catimbau.

Sementes por

Tratamentos/Indices Flores Frutos (%) fruto
Agamospermia 30 0
Autopolinizacdo espontanea 30 4 (13.33%)? 2428
Autopolinizagdo manual 30 15 (50.00%)" 3+1°
Polinizagao cruzada 30 23 (76.67%)° 3+1P
Polinizacéo natural 360 103 (28.61%)%° 2+12
SCI 0.65 0.91
AFI 0.17 0.66
REI 0.37 0.70
SCI — indice de autoincompatibilidade (autopolinizacdo manual/ polinizacdo
cruzada).

AFI —'I'ndice de autofertilidade (autopolinizacdo espontanea/ polinizagéo cruzada)
RE - Indice de eficiéncia reprodutiva (polinizacdo natural/ polinizacdo cruzada)
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p <0.05).
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Tabela 4 — Lista de espécies quiropterofilas cuja a distribuicdo se sobrepBe a de
Harpochilus neesianus (Acanthaceae) em um raio de 500 km da populacdo estudada
(PARNA Catimbau) e seus locais esperados para deposicdo de pdlen no corpo de
Glossophaga soricina. (Z — simetria zigomorfa; A — simetria actinomorfa; s — dorso; cr —
coroa; m — focinho; n — pescoco; ch — peito; b — abdémen; w — asas; *determinagéo a
partir de inferéncias morfologicas; **determinacdo a partir de observacdes pessoais em

campo)
Local de deposicéo de
Familia Espécie Tipo floral polen c
s.cmono b w
Asteraceae Dasyphyllum sprengelianum*  Brushpa A
Bromeliaceae Encholirium spectabile! Brushpa A
Cactaceae Pilosocereus catinguicola? Tube Z
P. chrysostele? Tube z
P. pachycladus? Tube z
P. tuberculatus® Tube Z
Capparaceae  Crataeva tapia** Brushpa A
Cynophalla flexuosa** Brush A
Neoc_aly/_ptriialyx Brush A
longifolium
Cleomaceae  Tarenaya spinosa® Flag Z
g:eonvolvulace Ipomea marcellia® Tube Z
I. vespetilia® Tube z
Fabaceae Bauhinia acurana** Flag Z
B. cheilantha** Flag Z
B. pentandra** Flag Z
H N Disc-
ymenaea cangaceira like A
H. corbariu® Disc- A
like
H. martiana** Disc- A
like
Mimosa lewisii’ Brushpa A
Lythraceae Lafoensia sp.® Brush A
Malvaceae Ceiba glaziovii** ::i)I'(‘ZC' Z
Helicteres baruensis® Tube Z
Luehea ochrophylla* ::i)lisec- A
Pseudobombax marginatum*®  Brush A
Passifloraceae Passiflora mucronatal! Disc-

like
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FIGURAS

0.02 cm

Figura 1. A — Visita do morcego glossophaga Sorician a flor de Harpochilus neesinaus. B — Detalhe da
morfologia da flor em vista lateral. C — Detalhe de anteras e estigmas. D — Deposicao de graos de pélen no
estigma. (tb — tubo floral; Il — Iabio inferior; ul- uropatagio; an — antera; st — estigma; pl — grdos de polen).
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Figura 2. A — Esquema em vista lateral do contato das estruturas reprodutivas de Harpochilus neesianus com o
corpo de morcego Glossophaga soricina. B — Distancias da boca até diferentes partes do corpo do morcego. C —
histogramas com as frequéncias das distancias operacionais de anteras e estigmas. D — histograma com o
comprimento dos uropatagios e hercogamia. (rosa — estame/distancia operacional da antera; laranja —

pistilo/distancia operacional do estigma; amarelo — hercogamia; azul — uropatagio)
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9 CONCLUSAO

De diferentes formas, cada um dos capitulos nos permitiu avancar no estado da arte dos
estudos sobre a polinizagdo por morcegos. Parece que além dos atributos ja bem conhecidos e
consolidados da quiropterofilia, podem existir uma série de outras caracteristicas nestas flores
que podem ser igualmente importantes neste sistema de polinizagdo. Assim, 0S manuscritos
aqui apresentados abrem novas perspectivas e muitos deles pde em xeque alguns padrbes

vigentes. Abaixo elencamos os principais achados desta tese.

1. Diferente do que é comumente esperado, restricbes ao acesso e menores
disponibilidades de néctar podem promover maiores sucessos reprodutivos em flores

polinizadas por morcegos.

2. A morfologia floral pode determinar a forma como néctar, frente diferentes

concentragdes e volumes, esté sujeito a diferentes forcas hidraulicas.

3. Néctar pode ter odor o que resultaria em processos de honestidade floral.

4. Flores polinizadas por morcegos refletem ultravioleta em padrbes continuos
sobre suas superficies, sendo a presenca deste comprimento de onda capaz de fazer as flores
serem visitadas com maior antededéncia e consequentemente, gerando maiores frequéncias ao

longo da noite.

5. As flores de morfologia complexa encontradas na quiropterofilia podem ser
entendidas como fractais, estando essa fractalidade sujeita a processos de sele¢éo fenotipica que
favorecem flores mais compactas. Fortes evidéncias bioacusticas e de morfometria geométrica

apontam para um papel da difusdo sonora na sinalizacéo floral.

6. Flores quiropterofilas precisam lidar com fortes pressdes relacionadas ao ajuste
ao corpo dos polinizadores, porém a interferéncia polinica e a manutencdo da hercogamia

podem ter papeis igualmente importantes.
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Em sua conclusdo, essa tese incita varias perguntas para além de suas respostas.
Considerando a recente evolucao da polinizacdo por morcegos, bem como sua eficiéncia em
direcionar os fendtipos das plantas com quem interagem, é de se esperar que encontremos varios
casos na natureza “ensaiando” possiveis formas de aprimorar essa interacdo. Este trabalho
contribuiu para tal percepcdo ampliando o conhecimento sobre essas possiveis alternativas a
serem utilizadas pelas plantas na exploragdo de morcegos como polinizadores.

Em termos cientificos, esperamos que essa tese seus produtos possam motivar futuros
estudos nos préximos anos. Nao obstante, é importante reforcar também a importancia de
divulgar esses achados em meio a sociedade. Assim, parte das informagdes presentes nesta tese
sdo apresentadas em outras linguagens, que néo a cientifica (Anexos desta tese), permitindo o
seu acesso ao cidaddo comum. Acreditamos que esse tipo de iniciativa contribui para a
popularizacdo e valorizacdo da ciéncia, fortalecendo-a politicamente ao devolver para a
sociedade o conhecimento financiado pela mesma. No caso especifico desta tese, aumentando
a compreensdo sobre 0 meio ambiente ao trazer uma visdo positiva em relacdo aos morcegos,
dado o servico ecossistémico que entrega; e mostrando que as plantas da Caatinga ndo sao
apenas agentes passivos em uma paisagem seca, mas atuam em sistemas complexos de interacao

e desempenham importantes papeis no ecossistema.
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10 ANEXOS

ANEXO |

LINKS DE NORMAS DAS REVISTAS PARA SUBMISSAO DOS MANUCRITOS

MANUSCRITO 1

Revista: Journal of Plant Ecology

Paragrafo inicial de descricdo da revista: “Journal of Plant Ecology (JPE) is a
bimonthly, peer-reviewed journal of plant ecology.JPE serves as an important medium for
ecologists to present research findings and discuss challenging issues in the broad field of plants

and their interactions with biotic and abiotic environment.”

Link de acesso as normas da revista:

https://academic.oup.com/jpe/pages/General Instructions

MANUSCRITO 2

Revista: Biotropica

Paragrafo inicial de descricdo da revista: “Biotropica is a highly regarded source of
original research on the ecology, conservation and management of all tropical ecosystems, and
on the evolution, behavior, and population biology of tropical organisms. Published on behalf
of the Association of Tropical Biology and Conservation, the journal's Special Issues and

Special Sections quickly become indispensable references for researchers in the field.”

Link de acesso as normas da revista:

https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/17447429/homepage/forauthors.html

MANUSCRITO 3

Revista: Ecology


https://academic.oup.com/jpe/pages/General_Instructions
https://academic.oup.com/jpe/pages/General_Instructions
https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/17447429/homepage/forauthors.html
https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/17447429/homepage/forauthors.html
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Paragrafo inicial de descricdo da revista: Ecology publishes articles that report on the basic
elements of ecological research. Emphasis is placed on concise, clear articles documenting important
ecological phenomena. The journal publishes a broad array of research that includes a rapidly
expanding envelope of subject matter, techniques, approaches, and concepts: paleoecology through
present-day phenomena; evolutionary, population, physiological, community, and ecosystem
ecology, as well as biogeochemistry; inclusive of descriptive, comparative, experimental,
mathematical, statistical, and interdisciplinary approaches.

Link de acesso as normas da revista:

https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19399170/resources/author-

guidelines-ecy

MANUSCRITO 4

Revista: Annals of Botany

Paréagrafo inicial de descrigdo da revista: Annals of Botany is an international plant
science journal publishing novel and rigorous research in all areas of plant science. It is
published monthly in both electronic and printed forms with at least two extra issues each year
that focus on a particular theme in plant biology. The Journal is managed by the Annals of
Botany Company, a not-for-profit educational charity established to promote plant science

worldwide.

Link de acesso as normas da revista:

https://academic.oup.com/aob/pages/General Instructions

MANUSCRITO 5

Revista: Botanical Journal of the Linnean Society

Paragrafo inicial de descricdo da revista: The Botanical Journal of the Linnean

Society publishes original papers on systematic and evolutionary botany and comparative


https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19399170/resources/author-guidelines-ecy
https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19399170/resources/author-guidelines-ecy
https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19399170/resources/author-guidelines-ecy
https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19399170/resources/author-guidelines-ecy
https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19399170/resources/author-guidelines-ecy
https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19399170/resources/author-guidelines-ecy
https://academic.oup.com/aob/pages/General_Instructions
https://academic.oup.com/aob/pages/General_Instructions
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studies of both living and fossil plants. Review papers are also welcomed which integrate fields
such as cytology, morphogenesis, palynology and phytochemistry into a taxonomic framework.
The Journal will only publish new taxa in exceptional circumstances or as part of larger

monographic or phylogenetic revisions.

Link de acesso as normas da revista:

https://academic.oup.com/botlinnean/pages/General Instructions

MANUSCRITO 6

Revista: The Science of Nature

Paragrafo inicial de descricdo da revista: The Science of ~ Nature -
Naturwissenschaften- is Springer's flagship multidisciplinary science journal. The journal is
dedicated to the fast publication and global dissemination of high-quality research and invites
papers, which are of interest to the broader community in the biological sciences. Contributions
from the chemical, geological, and physical sciences are welcome if contributing to questions
of general biological significance. Particularly welcomed are contributions that bridge between
traditionally isolated areas and attempt to increase the conceptual understanding of systems and

processes that demand an interdisciplinary approach.

Link de acesso as normas da revista:

https://www.springer.com/life+sciences/journal/114



https://academic.oup.com/botlinnean/pages/General_Instructions
https://academic.oup.com/botlinnean/pages/General_Instructions
https://www.springer.com/life+sciences/journal/114
https://www.springer.com/life+sciences/journal/114
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ANEXO Il

DIVULGACAO CIENTIFICA PRODUZIDA A PARTIR DESTA TESE

VIDEO SOBRE POLINIZACAO POR MORCEGOS PRODUZIDO DURANTE
A FINAL DO EURAXESS SCIENCE SLAM NO

P> Pl 4 301/631

EURAXESS Science Slam final 2017 — Arthur Domingos (vencedor)

2.429 visualizacdes o 55 &

Link de acesso ao video:

https://www.youtube.com/watch?v=0MV8UPGS1xw&t=183s

Comentério: _“Game of Flowers”, “Pollinate Dead”, “House of Bats”, “Stranger Flowers”,
“Smelling Bad” e “Ultravioleta is the new red”. Qualquer semelhanga com as famosas séries da
Netflix, popular provedor de filmes via streaming, ndo é mera coincidéncia. Doutorando da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e pesquisador do Laboratorio de Biologia Floral
e Reprodutiva (Polinizar) Arthur Domingos de Melo conquistou o publico e a 5% edigdo do
Euraxess Science Slam Brazil 2017.

(Elisa Oswaldo-Cruz para Noticias da Academia Brasileira de Ciéncias — Link
http://www.abc.org.br/2017/10/27/pernambucano-vence-euraxess-science-slam-brazil-2017com-parodia-
da-netflix/)



https://www.youtube.com/watch?v=oMV8UPGS1xw&t=183s
https://www.youtube.com/watch?v=oMV8UPGS1xw&t=183s
http://www.abc.org.br/2017/10/27/pernambucano-vence-euraxess-science-slam-brazil-2017-com-parodia-da-netflix/
http://www.abc.org.br/2017/10/27/pernambucano-vence-euraxess-science-slam-brazil-2017-com-parodia-da-netflix/
http://www.abc.org.br/2017/10/27/pernambucano-vence-euraxess-science-slam-brazil-2017-com-parodia-da-netflix/
http://www.abc.org.br/2017/10/27/pernambucano-vence-euraxess-science-slam-brazil-2017-com-parodia-da-netflix/
http://www.abc.org.br/2017/10/27/pernambucano-vence-euraxess-science-slam-brazil-2017-com-parodia-da-netflix/
http://www.abc.org.br/2017/10/27/pernambucano-vence-euraxess-science-slam-brazil-2017-com-parodia-da-netflix/
http://www.abc.org.br/2017/10/27/pernambucano-vence-euraxess-science-slam-brazil-2017-com-parodia-da-netflix/
http://www.abc.org.br/2017/10/27/pernambucano-vence-euraxess-science-slam-brazil-2017-com-parodia-da-netflix/
http://www.abc.org.br/2017/10/27/pernambucano-vence-euraxess-science-slam-brazil-2017-com-parodia-da-netflix/
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PODCAST SOBRE POLINIZACAO PRODUZIDO PELO GRUPO DE
DIVULGACAO CIENTIFICA DRAGOES DE GARAGEM

DRAGOES DE GARAGEM #129 POLINIZACAO

Publicado por Gabriela Sobral | 24/04/2018 | Biologia, Dragdes de Garagem, Podcast | 0 ® |

POLINIZAGAD
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Link de acesso ao podcast:

http://dragoesdegaragem.com/podcast/dragoes-de-garagem-129-polinizacao/

Comentério: “Lucas Camargos (@Imcamargos), Vitor Nascimento (@vitornasc) e Natalia
Aguiar (@nataliaguiar_cs) convidam Artur Domingos, o ganhador do Science Slam 2017, para
bater um papo sobre polinizacdo. Entenda os diferentes tipos. Descubra como esse processo
impactou a histéria evolutiva das plantas. Surpreenda-se com a relacdo entre agentes
polinizadores e formato das flores. Desvende os motivos de porqué estudar esses complexos
sistemas.”

(Texto retirado do préprio site onde esta alocado o podcast).

SONETO SOBRE POLINIZACAO POR MORCEGOS PRODUZIDO PARA O MEDIA
COACHING OFERTADO PELO EURAXESS SCIENCE SLAM BRAZIL 2018

Quiropterofila*

Nosso beijo doce é resoluto
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E s6 ocorre ao anoitecer
Mas serei néon para que possas ver

No crepusculo, a luz que furto

Se tu segues a esséncia de luto
Que eu exalo até alvorecer
Quando em minhas curvas teu som bater

O amplifico ou disperso como vulto

E madrugada, te atrair eu tento
Desejo assaz ser teu alimento

Me derramando em gotas que somem

Se minha dogura tua lingua quer
Bebida sob 0 que me faz mulher

Te espalho no corpo o que me faz homem

Comentario: O cientista falou também sobre a utilizacdo da estética e do afeto como meios
de atingir, além da dimens&o técnica, a dimensdo humana. Ele trabalhou o assunto
introduzindo suas proprias experiéncias a apresentacao, e por fim, apresentou o tema de sua
pesquisa atual no poema “Quiropterofila”, unindo arte e ciéncia para falar sobre a polinizagdo
por morcegos. (Elisa Oswaldo-Cruz e Manuella Caputo para Noticias da Academia Brasileira

de Ciéncias — Link http://www.abc.org.br/2018/10/23/finalistas-do-euraxess-science-slam-

2018-ganhamtreinamento-de-midia/)

*Poesia classificada para a antologia poética ‘“Prémio Poesia Agora— Verdo 2019" da Editora

Trevo.
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