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RESUMO
O sucesso na transferéncia de polen é essencial para a reproducdo das plantas. No entanto, quando
diferentes especies partilnam polinizadores em comum, essa interacdo pode resultar em processos de
competicdo, interferindo no transporte de p6len para os estigmas, e resultando no recebimento de polen
interespecifico. Este trabalho teve como objetivo investigar como ocorre o ajuste morfolégico entre
flores e morcegos polinizadores em uma area de Caatinga no Parque Nacional do Catimbau, Buique,
PE. No Capitulo 1, analisamos a morfologia floral de 11 espécies distribuidas em 10 géneros e seis
familias de angiospermas; verificamos o0s locais de deposicdo de pdlen no corpo dos morcegos; e
medimos o ajuste morfologico das flores aos polinizadores através do indice de Inacurécia.
Encontramos uma predominancia para os tipos “pincel" e "pseudo-pincel, caracterizados por multiplos
estames longos e deposicdo de pdlen difusa no corpo dos polinizadores. Os locais mais utilizados na
transferéncia dos grdos de pdlen foram a face, pescogo e térax. A inacuracia fundamental revelou
diferencas na precisdo da deposicdo de polen nos estigmas entre as especies, destacando a
complexidade das interacdes planta-polinizador. No Capitulo 2, investigamos a tolerancia ao bloqueio
mecanico do estigma em duas espécies simpatricas de Bauhinia, cujas flores compartilnam
caracteristicas morfolégicas e morcegos polinizadores; Para isso, conduzimos experimentos de
blogueio mecénico do estigma em campo; analisamos, a deposicdo de polen nos estigmas das flores; a
média do comprimento das estruturas reprodutivas; e a formacdo de frutos e sementes através de
experimentos de polinizacdo. Os resultados mostraram que o blogueio mecanico dos estigmas afetou
negativamente a reproducéo das espécies, com B. acuruana demonstrando maior tolerancia do que B.
Pentandra. O fluxo de pdlen entre as espécies é assimétrico, no qual, B. acuruana recebe mais polen
de B. pentandra do que o inverso. As espécies evitam a sobreposicdo morfoldgica através da
divergéncia de caracteres e utilizam uma estratégia de deposic¢do de polen “do trago” para minimizar a
deposicdo de polen interespecifico. Dessa forma, conseguem reduzir a concorréncia e
consequentemente, evitar a interferéncia polinica. Nossos resultados destacam a importancia das
estratégias de isolamento reprodutivo para as plantas, especialmente quando compartilham

polinizadores com espécies vizinhas.

Palavras-chave: Bauhinia; blogueio mecénico do estigma; Floresta Tropical Sazonalmente Seca;

partilha de polinizadores; polen interespecifico; polinizacdo por morcegos.



SUMMARY
Successful pollen transfer is essential for plant reproduction. However, when different species share
common pollinators, this interaction can result in competitive processes, interfering with the transport
of pollen to the stigmas, and resulting in the receipt of interspecific pollen. This work aimed to
investigate how morphological adjustment occurs between flowers and pollinating bats in an area of
Caatinga in the Catimbau National Park, Buique, PE. In Chapter 1, we analyzed the floral morphology
of 11 species distributed in 10 genera and six families of angiosperms; we checked the pollen deposition
sites on the bats’ bodies; and we measure the morphological adjustment of flowers to pollinators
through the Inaccuracy Index. We found a predominance of the “brush” and “pseudo-brush” types,
characterized by multiple long stamens and diffuse pollen deposition on the bodies of pollinators. The
most used sites for transferring pollen grains were the face, neck and chest. The fundamental inaccuracy
revealed differences in the accuracy of pollen deposition on stigmas between species, highlighting the
complexity of plant-pollinator interactions. In Chapter 2, we investigated tolerance to mechanical
blockage of the stigma in two sympatric species of Bauhinia, whose flowers share morphological
characteristics and pollinating bats; To this end, we conducted mechanical stigma blocking experiments
in the field; we analyzed the deposition of pollen on the stigmas of flowers; the average length of
reproductive structures; and the formation of fruits and seeds through pollination experiments. The
results showed that mechanical blocking of the stigmas negatively affected the reproduction of the
species, with B. acuruana demonstrating greater tolerance than B. Pentandra. The pollen flow between
species is asymmetric, in which B. acuruana receives more pollen from B. pentandra than the other way
around. Species avoid morphological overlap through trait divergence and utilize a “dash” pollen
deposition strategy to minimize interspecific pollen deposition. In this way, they manage to reduce
competition and consequently, avoid pollen interference. Our results highlight the importance of
reproductive isolation strategies for plants, especially when they share pollinators with neighboring

species.

Keywords: Bauhinia; mechanical blockage of the stigma; Seasonally Dry Tropical Forest; pollinator

sharing; interspecific pollen; pollination by bats.
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1. INTRODUCAO GERAL

A competicdo de espécies vegetais por polinizadores € uma interacdo antagbnica capaz de
interferir no sucesso reprodutivo das plantas. Esse tipo de interacdo pode determinar a estrutura da
comunidade floral através da exclusdo e diferenciacdo de formas florais (GHAZOUL, 2006; CARUSO,
2000). Enquanto muitas populacdes de plantas parecem ser limitadas pelos polinizadores (BURD,
1994; WILCOCK; NEILAND, 2002), em muitas comunidades, algumas espécies de plantas se
sobrepdem no periodo de floracdo e partilham polinizadores (SMITH-RAMIREZ et al., 1998; GROSS
et al., 2000). Isso sugere que, onde estas diversas comunidades de plantas persistem, a reproducédo das
plantas ndo é limitada pela disponibilidade de polinizadores, e que a disputa por polinizadores pode
impor pressoes seletivas as flores, uma vez que taxas de visitagdo dos polinizadores sdo correlacionadas
a oferta de recursos florais (REAL; RATHCKE, 1991). Um exemplo disso é quando o aumento da
densidade de diferentes espécies de plantas causa a facilitacdo da polinizagdo para uma determinada
espécie vegetal, por atrair um maior nimero e/ou diversidade de polinizadores (GHAZOUL, 2006).

Darwin (1859) se dedicou a busca de respostas para amplas questdes ecoldgicas e evolutivas,
afirmando que as espécies interagem com base em suas diferengas e semelhancas fenotipicas, e que a
variacdo fenotipica tem uma base na histdria evolutiva. (RECH; WESTERKAMP, 2014). As espécies
necessitam fazer uso de recursos que frequentemente sdo limitados (GIACOMINI, 2007), com isso, a
ocorréncia simpatrica de espécies torna-se complexa devido a disputa por alguma parcela de tais
recursos (WRIGHT, 2002). Darwin (1859) deixou claro que a competi¢do por recursos poderia causar
divergéncia de caracteres, e que tal divergéncia seria importante para a origem e coexisténcia de novas
espécies, por manter ou até mesmo aumentar a aptiddo floral (PFENNIG; PFENNIG, 2010; BENADI
etal., 2013).

Espécies vegetais sincronopatricas podem competir por recurso, dispersdo de sementes, por
visitas de polinizadores, por espaco geografico (CAMPBELL; MOTTEN, 1985), e, sobretudo, por
espago no corpo do polinizador. No entanto, as espécies podem sofrer uma importante pressdo para a
diferenciacdo floral favorecendo o desenvolvimento de atributos que podem evitar (i) a competicao
(quando polinizadores tém preferéncia por determinado fendtipo dentro de uma populacéo), ou (ii) a
interferéncia polinica (quando ha um ajuste morfoldgico mais preciso da flor ao corpo do polinizador),
e dessa forma, otimizar a precisio da transferéncia de polen para o estigma (GOMEZ; ZAMORA,
2006).

O sucesso na transferéncia de pdlen depende principalmente da eficiéncia na doacdo e recep¢do

de polen pelo polinizador. Sendo assim, as plantas necessitam de polinizadores eficientes, visto que
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estes, levam maior quantidade de pdlen aos estigmas. No entanto, em areas onde ha partilha de
polinizadores, as plantas podem sofrer com a deposicgao de pdlen interespecifico no estigma, sobretudo,
se a espécie competidora produzir muito pélen, e este tocar o corpo do polinizador no mesmo local de
contato de estigmas coespecificos (MITCHEL, 2009). Os morcegos estdo entre os polinizadores mais
efetivos na promocao do fluxo de polen, devido a eficiéncia de seus pelos em transportar grandes cargas
de polen (MUCHHALA; THOMSON, 2010). Simultaneamente, morcegos nectarivoros séo altamente
generalistas, realizando visitas paralelas a varias espécies simpatricas (QUEIROZ et al., 2020;
CORDERO-SCHMIDT et al., 2021), estabelecendo um cenario propicio para a competicao
interespecifica.

Diante disso, algumas espécies desenvolveram estratégias para reduzir o recebimento de polen
interespecifico e escapar da interferéncia polinica, como o ajuste morfoldgico da flor ao polinizador
(MUCHHALA, 2006; ARMBRUSTER et al., 2004, 2014 a; PONTES et al., 2022). Enquanto as
espécies oferecem, ou prometem uma recompensa para atrair os vetores de pdélen até as estruturas
reprodutivas da flor, onde fardo contato com as anteras e o polen (PYKE, 2016), a eficiéncia da
transferéncia do pélen é mediada pelo ajuste mecanico do polinizador a morfologia floral (De JAGER;
PEAKALL, 2019). Dessa forma, a morfologia do polinizador exerce forte pressdo seletiva em
estruturas florais promovendo um aumento na aptiddo das plantas (ROSAS-GUERRERO et al., 2011,
SLETVOLD etal., 2011, 2019).

No primeiro capitulo desta tese investigamos como as diferentes morfologias florais de espécies
quiropterdfilas podem exibir precisdo na remocéo e deposicdo de polen no corpo dos morcegos, através
do ajuste morfoldgico da flor ao polinizador. Para isso, utilizamos como modelo algumas populagdes
de plantas quiropterdfilas de Caatinga, uma floresta tropical sazonalmente seca considerada um hotspot
em termos de propor¢do de espécies polinizadas por morcegos. No segundo capitulo discutimos (1)
como as espécies evitam a sobreposi¢do morfoldgica de pdlen no corpo do mesmo polinizador através
da divergéncia de atributos florais e distancias operacionais das estruturas reprodutivas; e (2) quais 0s
efeitos da interferéncia polinica promovida pelo fluxo de polen interespecifico entre duas congéneres

de Bauhinia (Fabaceae).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Ajuste mecanico entre flores e polinizadores

A morfologia do polinizador pode exercer forte pressdo seletiva em estruturas florais via ajuste
mecanico, e, apesar de ndo se esperar que afete a atracdo do polinizador, alguns trabalhos reportaram
que as estruturas florais podem aumentar o nimero de visitas e consequente deposi¢do de pélen
(SLETVOLD et al., 2011, 2019). Além disso, 0 ajuste mecanico entre o polinizador e a morfologia
floral promove a aptidao das plantas, tornando-o um alvo regular de selecdo mediada por polinizadores
em plantas especializadas (ROSAS-GUERRERO et al., 2011). Dessa forma, o corpo dos polinizadores
funciona como uma érea de intensa competicao, onde o p6len de espécies vegetais sincronopatricas é
continuamente adicionado ou removido por seus concorrentes, podendo haver a perda de polen, se este
for colocado em vetores que visitam flores interespecificas com mais frequéncia (MINNAAR et al.,
2019 a). Sendo assim, as plantas enfrentam um desafio constante no fornecimento de pélen por ndo
poder liberd-los em um meio que envolve transporte difuso. Embora as angiospermas tenham
desenvolvido varias adaptacdes para melhorar a transferéncia de polen, apenas uma pequena parte do
pélen produzido por uma flor atinge um estigma coespecifico (HARDER; JOHNSON, 2008;
HARDER; AIZEN, 2010).

Nesse contexto, a planta precisa produzir o polen, apresenta-lo, atrair um polinizador potencial,
e ainda precisa manipula-lo fisicamente para depositar o pdlen no seu corpo (MINNAAR et al., 2019
a). A precisdo na colocacdo de polen, depende da extensdo em que a morfologia floral e a recompensa
oferecida pela planta, manipula e restringe o movimento de um vetor potencial em relacéo aos 6rgaos
sexuais da flor (DE JAGER; PEAKALL, 2019). Algumas espécies oferecem, ou sinalizam uma
recompensa para atrair os vetores de pélen até as estruturas reprodutivas da flor, onde fardo contato
com as anteras e o pélen (PYKE, 2016). Dessa forma, enquanto a atracdo do polinizador pelas flores é
determinada pela preferéncia do polinizador, a eficiéncia da transferéncia do pdlen é mediada pelo
ajuste mecanico do polinizador a morfologia floral (DE JAGER; PEAKALL, 2019).

A aptiddo floral é o efeito positivo de uma caracteristica da flor na eficacia da polinizacdo de
um vetor (ARMBRUSTER et al., 2014). Os componentes da aptidao floral correspondem as funcdes
masculinas (anteras) e femininas (estigmas) (MINNAAR et al., 2019 a). Do ponto de vista da planta, a
aptidao de uma flor € maximizada com o aumento da dispersdo de polen em flores coespecificas, a
medida que garante o recebimento de polen coespecifico suficiente para fertilizar seus 6évulos
(MITCHELL et al., 2009; MORALES; TRAVESET, 2008). As respostas da aptiddo feminina a

diversas cargas interespecificas de pélen podem ser altamente peculiares para cada espécie e contexto,
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devido a extrema variabilidade na quantidade de recebimento de pdlen interespecifico encontrado
dentro e entre as comunidades vegetais (ARCEO-GOMEZ et al., 2016 a; FANG; HUANG, 2013;
JOHNSON; ASHMAN, 2019; TUR etal., 2016). Ja a aptiddo masculina nas plantas, requer o transporte
eficiente de pélen das anteras, onde € produzido, para estigmas co-especificos, onde podem germinar,
emitir um tubo polinico, o qual ira alcancar o ovario e fertilizara o 6vulo (MINNAAR et al., 2019 a;
MOREIRA-HERNANDEZ; MUCHHALA, 2019).

2.2. Interferéncia polinica e suas consequéncias

A interferéncia polinica € o efeito negativo que o pdlen de uma espécie vegetal pode causar no
sucesso reprodutivo de outra espécie vegetal (KYOGOKU, 2015; BORGES, 2017). Quando espécies
vegetais simpatricas, apresentam atributos florais semelhantes e partilham os mesmos vetores de poélen,
podem se tornar espécies competidoras experimentando uma competicdo interespecifica por
polinizadores, o que diminui potencialmente as aptidées masculina e feminina através da transferéncia
interespecifica de pélen (FLANAGAN et al., 2009; MITCHELL et al., 2009; MINNAAR et al., 2019
a). A competicdo através da transferéncia interespecifica de polen difere das formas tradicionais de
competicdo em que o recurso (neste caso, 0 polinizador) ndo precisa ser limitante para os efeitos
negativos se apresentarem (MUCHHALA, 2007). Essa situagdo exemplifica como a competicdo entre
as espécies vegetais ocorre de forma menos evidente do que entre animais, sendo a interferéncia
polinica um dos efeitos negativos da competicdo interespecifica (MUCHHALA; THOMSON, 2012;
MALECORE etal., 2021).

Os movimentos dos polinizadores entre flores de diferentes espécies de plantas podem reduzir
a quantidade de pélen que foi exportada pelas flores doadoras, porém, sem causar a interferéncia
polinica, como reportado para Mimulus ringens (Phrymaceae) (FLANAGAN et al., 2009). Um estudo
recente mostrou que o resultado desse tipo de interacdo depende dos efeitos mediados pela espécie
receptora sobre as doadoras de pdlen heteroespecifico (ARCEO-GOMEZ et al., 2019). Nesse contexto,
caso haja um efeito neutro ou mesmo positivo, o pdlen heteroespecifico pode ndo comprometer ou
mesmo estimular o processo de fertilizacdo da espécie receptora. No caso de Sisyrinchium wettsteinii
(Iridaceae - Iridoideae) como espécie receptora, apenas uma pequena porcentagem do pélen de Oxalis
confertissima (Oxalidaceae) aderiu aos seus estigmas sugerindo uma ligagdo fraca entre as duas
espécies, 0 que pode ser essencial para evitar o bloqueio do estigma e seus efeitos prejudiciais
(STREHER et al., 2020).

O processo de polinizacdo apresenta alguns mecanismos que envolvem a perda de pdlen: i)
perda passiva durante o transporte polinico (THOMSON, 2003); ii) deposicdo de pOlen em flores da

mesma planta, ocasionando geitonogamia e auséncia de fluxo génico (TRAVIS; KOHN, 2023); ou iii)
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quando o pdlen é entregue em estruturas florais de espécies competidoras (MORALES; TRAVESET,
2008). O recebimento de pdlen heteroespecifico nos estigmas da planta pode reduzir a aptiddo feminina,
impedindo a ligagdo especifica do polen ou interferindo na germinagéo, e no crescimento do tubo
polinico (ASHMAN; ARCEO-GOMEZ, 2013; BRIGGS et al., 2016). Dessa forma, a transferéncia
interespecifica de pdlen pode impactar profundamente a reproducéo da espécie, diminuindo a aptidao
feminina via deposicdo interespecifica de pdélen em estigmas, bem como a aptiddo masculina, por
extravio de polen durante visitas as flores interespecificas (MOREIRA-HERNANDEZ; MUCHHALA,
2019).

2.3. Estratégias para evitar a interferéncia polinica

As angiospermas desenvolveram estratégias que envolvem adaptagBes para evitar a
transferéncia de polen interespecifica, como o isolamento pré-polinizacdo, que reduz a deposi¢ao
interespecifica de polen, melhorando assim a aptiddo masculina e feminina (ARMBRUSTER et al.,
1994; MUCHHALA et al., 2014; KAY et al., 2019). A selecdo favorece a divergéncia em varios
aspectos do fenotipo floral, e o isolamento pré-polinizacdo é maximizado, reduzindo os custos de
adequacéo resultantes da deposicdo de polen interespecifica e extravio de polen (MINNAAR et al.,
2019 a).

2.3.1. Evitando a sobreposi¢éo fenoldgica: exemplos em flores polinizadas por morcegos

A planta responde ao transporte de pélen interespecifico, ao florescer em diferentes momentos
do dia (ou da noite) ou do ano, evitando a sobreposicdo fenoldgica com as espécies competidoras
(BORCHSENIUS et al., 2016; HIPPERSON et al., 2016; ZHANG et al., 2016; PAUDEL et al., 2018).
Dactylanthus taylorii (Balanophoraceae), por exemplo, € uma espécie endémica da Nova Zelandia, e a
unica planta com flores no solo polinizada por um morcego (CZENZE; THURLEY, 2017). A
competicdo por polinizadores influenciou o desenvolvimento de uma adaptacdo fenoldgica, fazendo
com que a espécie apresente uma fenologia de floracdo escalonada, para reduzir a concorréncia pelo
unico mamifero nativo polinizador da Nova Zelandia, o morcego-de-cauda-curta, Mystacina
tuberculata (Mystacinidae) (CUMMINGS et al., 2014).

Alteragdes na intensidade de recursos florais podem ser uma dimenséao de nicho importante que
restringe o0 acesso de espécies a alguns habitats, e podem influenciar os padrbes de utilizacdo de
recursos das guildas de morcegos nectarivoros. Tschapka (2004) reportou que diferentes estratégias
para rastreamento de recursos tém possibilitado a coexisténcia de até seis espécies de morcegos em
florestas tropicais e neotropicais. O autor observou que o néctar floral de algumas espécies difere em
suas densidades energéticas atendendo as necessidades dos morcegos Hylonycteris underwoodi e

Glossophaga commissarisi, adaptados a niveis energéticos menores e maiores, respectivamente. Outras
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duas espécies de morcegos, diferiam em sua abundancia e em suas estratégias temporais de
alimentacéo, e dessa forma, os quatro glossofagineos tiveram acesso a todo o espectro de recursos de
néctar, e as diferencas observadas no uso de recursos podem ser sintomas de processos

comportamentais de diferenciacdo de nicho.

2.3.2. Evitando a partilha de polinizadores: exemplos em flores polinizadas por morcegos

Espécies vegetais sincronopatricas que compartilham o mesmo polinizador podem
experimentar a reducdo no fitness masculino ou feminino da planta, decorrente da perda de p6len para
estigmas de outras espécies e 0 blogueio do estigma por polen heteroespecifico (MUCHHALA et al.,
2010, 2012). Diante da necessidade de evitar a perda de polen para estigmas interespecificos, a
divergéncia no uso de polinizadores tem sido utilizada como uma estratégia valiosa por algumas
espécies quiropterofilas para reduzir a transferéncia de pélen entre espécies diferentes (MUCHHALA,;
THOMSON, 2009). O desenvolvimento de adaptacdes florais para atrair diferentes polinizadores pode
ocorrer através de atributos de sinalizacéo (cor, forma, perfumes), para atrair polinizadores especificos,
reduzindo assim, os seus movimentos interespecificos (MINNAAR et al., 2019 a). Além disso, as
espécies divergem de suas concorrentes simpatricas por possuirem caracteristicas que dificultam o
acesso as recompensas (MUCHHALA et al., 2010), incentivando a constancia e fidelidade floral
(TAKAHASHI et al., 2016; TEMELES et al.,, 2017; WEBER et al., 2018). Diferencas nas
caracteristicas florais podem reforcar as imagens de busca usadas para localizar flores durante o
forrageamento, incentivando os polinizadores a permanecerem constantes em uma unica espécie
(TAKAHASHI et al., 2016; WEBER et al., 2018; MINNAAR et al., 2019 a).

O sucesso na transferéncia de pdlen requer um polinizador eficiente, e a eficiéncia de um
polinizador pode ser determinada pela “quantidade” e pela “qualidade” do servigo de polinizagao que
fornece (MUCHHALA, 2008). A quantidade é medida pelo nimero de grdos de polen entregue por
visita, e a qualidade € o produto da taxa ou frequéncia de visitas (ARMBRUSTER et al., 2014). De
acordo com Stebbins (1970), espera-se que uma planta se especialize em um polinizador mais eficaz,
considerando que uma flor produz uma quantidade limitada de pdlen e um polinizador menos eficaz
poderia desperdicar esse polen, que teria sido mais bem dispersado por um polinizador eficiente (LAU;
GALLOWAY, 2004).

Um estudo realizado por Muchhala (2006) reportou que espécies do género Burmeistera
(Campanulaceae) evitam a sobreposic¢ao de polinizadores através da variagdo na morfologia dos I6bulos
do célice, os quais funcionam como um sinal visual e acUstico para 0s morcegos. Ao perceber o0s sinais,

0s polinizadores criam uma imagem de pesquisa, que podera ajuda-los na deteccdo de flores em meio
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a folhagem de fundo (LANGLEY, 1996; ZENTALL, 2005). Dessa forma, as plantas incentivam a
fidelidade de polinizadores individuais e contribuem com visitas a outros individuos coespecificos,

reduzindo assim, a transferéncia de polen heteroespecifico.
2.3.3. Evitando a sobreposi¢do morfologica: exemplos em flores polinizadas por morcegos

Espécies vegetais que ocorrem em simpatria e possuem similaridades morfologicas e
filogenéticas (e.g. do mesmo género) podem compartilhar polinizadores e sofrer interferéncia polinica.
No entanto, a selecdo natural pode favorecer caracteristicas que reduzem os efeitos negativos do
movimento interespecifico de polen, como foi reportado para as espécies quiropterofilas Bauhinia
holophylla e B. longifolia (Fabaceae) que produzem néctar com diferentes concentracfes de solutos e
conseguem atrair maior numero de visitantes, em momentos distintos (TEIXEIRA, 2010). Neste
exemplo, B. longifolia produz néctar mais concentrado no inicio da noite, momento em que 0s
morcegos iniciam suas atividades e necessitam repor rapidamente as calorias gastas durante o jejum
diurno. Dessa forma, B. longifolia possui periodo de exclusividade no uso de vetores ao longo da noite,
momento propicio para dispersar grdos de pdlen quando estes sdo abundantes nas anteras (TEIXEIRA,
2010). Outro exemplo reportou que pequenas diferencas no tamanho das estruturas florais de B.
acuruana e B. pentandra induzem a deposicdo de polen em diferentes locais do corpo do morcego
polinizador, reduzindo a possibilidade de interferéncia polinica (ALBUQUERQUE-LIMA et al., 2023

C).

Espécies que apresentam o mesmo periodo de floracdo e depositam poélen na mesma regidao do
corpo de um polinizador, poderdo perdé-lo toda vez que esse vetor tocar os érgdos reprodutivos das
flores de uma espécie competidora (MUCHHALA; POTTS, 2007 b; NATALIS; WESSELINGH, 2012
a). A variagao no local da deposicdo do pélen € uma maneira de aliviar esse custo (ARMBRUSTER,;
EDWARDS, 1994), visto que diferencas na morfologia floral permitem a partilha de polinizadores, ao
mesmo tempo que evitam a mistura polinica e hibridacdo ao selecionar diferentes porg¢des do corpo do
vetor para deposicdo de pdlen/contato com o estigma (HOWELL, 1977; QUEIROZ et al, 2016;
ALBUQUERQUE-LIMA et al., 2023 d). Diante da necessidade de escapar da interferéncia polinica e
manter o sucesso e isolamento reprodutivo, algumas espécies polinizadas por morcegos desenvolveram
adaptacdes fenotipicas como forma de evitar a sobreposicdo morfoldgica, e a perda de pélen para
estigmas interespecificos (MUCHHALA; POTTS, 2007 b). A colocacéo diferencial de pdlen permite
que as espécies depositem grdos em diferentes areas do corpo de um polinizador, melhorando a aptidao
masculina e feminina, ao reduzirem a perda de p6len para estigmas interespecificos e ao receberem
menos poélen interespecifico nos estigmas (MUCHHALA; THOMSON, 2012; STEWART; DUDASH,
2016 a, 2017 a, b; ALBUQUERQUE-LIMA et al., 2023 d).
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AlteracOes das caracteristicas florais, como mudancas no comprimento, forma, orientagdo das
partes reprodutivas, modificagfes da morfologia floral que afetam o posicionamento do polinizador e
0 ajuste mecénico durante as visitas, podem reduzir os efeitos da eficiéncia do polinizador em termos
de remocdo e deposicdo de pdlen (ARMBRUSTER; EDWARDS, 1994; MORE et al., 2007;
MUCHHALA et al., 2007 a, b; SCHIESTL; SCHLUTER, 2009; HUANG et al., 2013, 2015; KAY et
al., 2019). A transferéncia de polen interespecifico depende principalmente da eficiéncia na doacéo e
recepcdo do polen, com a qual, as espécies possam competir por espaco no corpo do polinizador,
garantir a entrega do recurso, e assim, escapar da interferéncia polinica. Exemplos bem documentados
demonstram que mecanismos competitivos podem selecionar para divergéncia evolutiva no fenétipo
(DAY AN; SIMBERLOFF, 2005), denominado deslocamento de caractere (BROWN; WILSON,
1956), permitindo que espécies simpatricas possam diferir no uso de polinizadores, e consigam reduzir

a concorréncia.

Estudos comprovam que a morfologia floral desempenha um papel importante na reducdo da
competicdo por polinizadores (MUCHHALA, 2008; ARMBRUSTER et al., 2014), como o0 exemplo
reportado para a espécie Ipomoea vespertilia (Convolvulaceae) que difere de sua congénere simpatrica
I. marcellia na morfometria e orientacéo espacial das flores (QUEIROZ et al., 2015). Prolongamento
do horario de antese e variagdo na producdo de néctar permitiram o uso de diferentes partes do corpo
de polinizadores (morcegos e beija-flores) para a deposicao de polen. Um outro exemplo de divergéncia
evolutiva no fenétipo floral foi observado em espécies simpatricas de Burmeistera (Campanulaceae),
as quais reduziram a competicdo pela polinizacao divergindo no comprimento dos estames a partir da
base da corola (MUCHHALA; POTTS, 2007 b). A variacdo do local de exposi¢cdo dos estames
favoreceu a deposicdo de polen em diferentes locais no corpo do polinizador, reduzindo assim, a
quantidade de polen heteroespecifico que chega na superficie estigmatica, e consequentemente, 0 risco
de interferéncia polinica. Logo, a divergéncia na morfologia floral teve um papel central na
especializacdo de polinizadores e tornou possivel a coocorréncia e compartilhamento de polinizadores
nesses taxons (SANTOS et al., 2019). Um exemplo similar ocorreu na polinizagdo de B. tenuiflora que

recebe polinizacdo complementar de beija-flores (MUCHHALA, 2003).
2.4. Quiropterofilia na Caatinga e niveis de especializagdo na polinizagdo por morcegos

A Caatinga € uma floresta sazonalmente seca que apresenta uma das mais altas frequéncias de
plantas quiropterdfilas (MACHADO; LOPES, 2004; QUIRINO; MACHADO, 2014; SILVA et al.,
2017). Nesta floresta, dados de hist6ria natural tém subsidiado a interpretacdo de diferentes aspectos
da interacdo entre morcegos e flores, como exemplo, a ecologia da polinizacdo, a evolugdo da

quiropterofilia em clados conhecidamente ornitofilos e melitofilos, e a polinizagdo por grupos mistos
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de vertebrados (LOCATELLI et al., 1997; QUEIROZ et al., 2016; VOGEL et al., 2005). Além disso,
ao longo dos dltimos anos, varios sistemas envolvendo diferentes niveis de especializagdo por
morcegos tém sido descritos em géneros de distintas familias de plantas (LOCATELLI et al., 1997;
MACHADO; VOGEL, 2004; VOGEL et al., 2004, 2005; ROCHA et al., 2007; QUEIROZ et al., 2015,
2016; ALBUQUERQUE-LIMA etal., 2023 a, b, ¢), comprovando a importancia desses polinizadores
para muitas familias de plantas tropicais e subtropicais (TSCHAPKA; DRESSLER, 2002; FLEMING
etal., 2009; DOMINGOS-MELO etal., 2023).

Os morcegos sdo considerados polinizadores altamente eficazes, por transferir maiores
quantidades de polen a grandes distancias (MUCHHALA; THOMSON, 2010). Atualmente, sdo
reconhecidas nove familias de Chiroptera no Brasil, dentre as quais, Phyllostomidae, que possui 0 maior
namero de representantes, com noventa espécies de Microchiroptera habitando todo o territério
nacional (REIS et al., 2006; 2007; PERACCHI et al., 2006). Os representantes da familia
Phyllostomidae (sub-familia Glossophaginae) desenvolveram especializaces para exploracao de
néctar que fazem deles importantes polinizadores de muitas familias de plantas (MUCHHALA, 2006,
2008). Esses morcegos possuem muitas adaptagfes a nectarivoria, como, focinho alongado, denticao
reduzida em tamanho e numero de dentes, lingua longa e muito extensiva, com a presenca de papilas
filiformes na regido anterior da lingua para facilitar o acesso e a retirada do néctar das flores
(GIMENEZ et al., 1996). Além destas caracteristicas, possuem massa corporal e tamanho reduzido
(cerca de 149), o que Ihes permite realizar manobras durante o voo, além de realizar v6o pairado, 0 que
Ihes possibilita 0 acesso as flores delicadas e/ou de dificil acesso sem necessidade de pouso. O sentido
olfativo desses animais € bem desenvolvido facilitando a localizacédo de flores através do cheiro, mesmo
a longas distancias (TSCHAPKA, DRESSLER, 2002; REIS et al., 2007).

Nas interacOes planta-polinizador, as flores de um sistema de polinizacdo especializado podem
atrair um espectro estreito de visitantes florais e selecionar possiveis polinizadores (OLLERTON et al.,
2007). Algumas interacGes especializadas sdo resultantes de um processo de coevolucao
(FEINSINGER, 1983), no qual a evolucdo de uma espécie influencia mudancas evolutivas em outra
espécie, e dessa forma, a evolucdo de caracteristicas florais favorece as visitas de polinizadores e
dificulta visitas por outros animais que ndo sejam o0s agentes de polinizagdo mais eficientes (WILSON;
THOMSON, 1996; AIGNER, 2004). Sendo assim, a especializacdo do sistema de polinizacdo é uma
vantagem para a planta, ja que promove maior eficiéncia na polinizacéo e fidelidade dos polinizadores,
com consequente aumento no fluxo de pélen e em Gltima instdncia um aumento na formacao de frutos
e sementes (JOHNSON; STEINER, 2000). Contudo, a especializacdo reciproca € rara, uma vez que, a
maioria das plantas com sistema de polinizagdo especialista € assimétricamente polinizada por animais

generalistas (VAZQUEZ; AIZEN., 2004). Este parece ser o caso das plantas polinizadas por morcegos,
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visto que, alguns glossofagineos apresentam comportamento generalista (REIS et al., 2007), e parecem
integrar sistemas nos quais processos de diferenciacédo floral, guiados pela interferéncia polinica podem
ser particularmente intensos, podendo envolver a especializacdo funcional, e simultaneamente, a
generalizacdo ecolégica (OLLERTON et al., 2007).

A especializacdo funcional em sistemas de polinizacao refere-se a diversidade de polinizadores
que interagem com a planta, e sdo semelhantes na morfologia e no comportamento (OLLERTON etal.,
2007). Nesse tipo de interacao, as espécies vegetais sdo visitadas por polinizadores de um mesmo nivel
taxonémico, na qual, os polinizadores podem ser atraidos pela morfologia floral, e/ou por atributos de
sinalizacdo que desempenham uma funcdo importante na atracao de polinizadores-alvo (HEIDUCK, et
al., 2016). Um exemplo bem documentado foi observado nas flores de tubo longo de Centropogon
nigricans (Campanulaceae), que sdo polinizadas por Anoura fistulata (Phyllostomidae). Esses
morcegos desenvolveram uma cavidade no interior da caixa torécica, para retrair sua lingua, que chega
a ser duas vezes maior que a de outros mamiferos. A projecdo lingual de A. fistulata possui o
comprimento equivalente a 150% da extensdo do proprio corpo, sendo analogo ao comprimento da
corola tubular (8 a 9 cm) das flores de C. nigricans (MUCHHALA et al., 2008, 2009). Nesse caso, a
morfologia floral evidencia que grupos funcionais de plantas e polinizadores podem exercer pressdes
seletivas reciprocas e ainda requisitar pre-adaptacoes para poder interagir (FENSTER, 2004).

A observacdo funcional da eficacia dos morcegos como polinizadores com base em suas
caracteristicas morfologicas e comportamentais (MUCHHALA; THOMSON, 2010) raramente sugere
casos de especializacdo ecologica, considerando o nimero de espécies polinizadoras de morcegos
(MUCHHALA, 2006). No entanto, existem casos em que as espécies consideradas polinizadas por
morcegos tém sistemas mistos, geralmente envolvendo outros vertebrados ou possivelmente insetos,
diurnos e noturnos (SAZIMA et al., 1994; MUCHHALA; THOMSON, 2009; QUEIROZ et al., 2016;
ROCHA et al., 2020). A presenca de polinizadores diurnos em locais com auséncia ou raridade de
polinizadores noturnos, pode ser extremamente importante para as espécies vegetais. Os morcegos sao
fundamentais, por exemplo, para o sucesso reprodutivo de Pilosocereus catingicola e P. pachycladus
(Cactaceae), porém, essas plantas também recebem visitas diurnas de abelhas Xylocopa grisescens que
contribuem como polinizadores alternativos (ROCHA et al., 2020).

Nas interacdes generalistas, uma espécie de planta é polinizada por diferentes grupos de animais
(FAEGRI; VAN DER PIL, 1979; FENSTER et al., 2004) e seus visitantes florais s&o menos
previsiveis e/ou variam no tempo e no espaco (OLLERTON etal., 2009; RECH etal., 2014). Possiveis
consequéncias negativas da polinizacdo generalizada incluem a perda de p6len do pool reprodutivo e o
blogueio do estigma pelo pdlen interespecifico (ARMBRUSTER; MUCHHALA, 2009; MITCHELL
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etal., 2009). No entanto, uma vantagem observada nesse tipo de interacao é a flexibilidade para suportar
flutuacdes espaco-temporais na abundancia de polinizadores (WASER et al., 1996).

Muchhala (2008) avaliou a eficiéncia da polinizagdo em Aphelandra acanthus (Acanthaceae),
através dos componentes “quantidade e qualidade”, relacionando-0s & sua taxa de visitacdo; e a
quantidade de pélen depositado por visita, respectivamente. A espécie apresenta caracteristicas florais
associadas a quiropterofilia (antese noturna e producdo de néctar), ornitofilia (flores amarelas com
antese diurna e producdo de néctar) e esfingofilia (producdo de odor adocicado). No entanto, a evolugédo
favoreceu a polinizacdo por morcegos, por eles depositarem uma carga de pdlen, quatro vezes maior
que a depositada pelos beija-flores. Ja os esfingideos, ndo entraram em contato com as estruturas
reprodutivas das flores. Os autores observaram ainda que em areas onde a abundancia de morcegos é
baixa ou altamente variavel de ano para ano, as flores de A. acanthus sdo polinizadas por beija-flores,
e, em determinados periodos, sdo polinizadas por esfingideos, comprovando que a planta é uma espécie
generalista ecoldgica, o que pode estar contribuindo para a permanéncia da espécie no ambiente diante

de condicOes adversas.
2.5. Caracterizacao e sinalizacédo das flores polinizadas por morcegos

As espécies quiropterofilas desenvolveram caracteristicas florais que permitem uma eficiente
sinalizacdo aos morcegos nectarivoros. Dentre esses atributos, estdo flores bem expostas na folhagem,
capazes de facilitar o acesso; de cores claras, que facilitam sua localizagdo a noite; com emissdo de
odor forte, similar a frutos em fermentacéo, sendo eficiente para orientacdo aos polinizadores a curta e
longa distancia (FAEGRI; PIJL, 1979; MACHADO et al., 1998, TSCHAPKA; DRESSLER, 2002;
WILLMER, 2011). Além desses aspectos, algumas espécies evoluiram para se tornarem ainda mais
conspicuas para 0s morcegos, como Mucuna holtonii (Fabaceae) que exibe uma pétala concava
especializada em emitir ecos fortes em varias direces (VON HELVERSEN et al., 1999). Outro
exemplo foi reportado para Marcgravia evenia (Marcgraviaceae), cuja folna em formato de prato
possui propriedades de reflexdo acustica eficiente na atracdo de morcegos polinizadores (SIMON et
al., 2011). J4 a Cactaceae Espostoa frutescens, possui uma adaptacdo acustica floral que funciona como
uma estrutura de absorcdo de som, que favorece a orientacdo espacial ao morcego. Trata-se de uma
regido do cefalio que contém tricomas tectores que atenuam o eco de fundo, aumentando o contraste
acustico com o alvo (SIMON et al., 2023). Devido a memoria espacial bem desenvolvida, os morcegos
costumam associar a imagem de pesquisa acustica a uma fonte de alimento (GONZALEZ-TERRAZAS

etal., 2016) e, assim, economizam tempo no forrageio.

Morcegos necessitam de um consumo constante de néctar para atender as suas altas demandas

energéticas, precisando visitar ou revisitar centenas de flores por noite para cobrir seu gasto energético
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noturno, aumentando a eficiéncia do forrageamento (WINTER; VON HELVERSEN, 2005; SIMON et
al., 2023). Plantas atendem essa demanda produzindo copiosas quantidades de néctar com baixa
concentracdo de acucares e com hexose dominante. Consequentemente, elas se beneficiam de uma taxa
de polinizacdo cruzada mais alta, uma vez que, morcegos séo polinizadores eficientes, carregam muito
pélen em seus pelos, e atingem uma enorme area de abrangéncia, podendo polinizar plantas
coespecificas que crescem a grandes distancias entre si, 0 que garante um excelente fluxo génico (VON
HELVERSEN; WINTER, 2003).

2.6. Razdo polen-6vulo como preditor de eficiéncia da polinizacdo

As relagdes polen-6vulo (P/O) sdo bons indicadores dos sistemas reprodutivos das plantas, uma
vez que refletem a probabilidade de gréos de pdlen atingirem os estigmas para efetuar a fertilizacdo dos
dvulos disponiveis (CRUDEN, 1977, 2000; ARENDSE et al., 2021). Através da P/O pode-se inferir
quantos graos de pdlen sdo necessarios para fecundar um 6vulo em cada espécie vegetal (CRUDEN,
1977). De acordo com Cruden (1979, 1981), a eficiéncia da polinizacdo é demonstrada nos baixos
valores de razdo P/O, e essa caracteristica estd associada a eficiéncia no transporte de polen (CRUDEN,
2000). Nesse sentido, é esperado que flores que apresentam um local especifico de deposicdo de polen
no polinizador, exibam menores proporcdes POs, e 0 contrario, ocorra para as espécies cujas flores

depositam o polen de forma difusa, ou seja, em varios locais do corpo do polinizador.

De acordo com Cruden e Jensen (1979), alguns fatores podem contribuir para uma polinizacao
eficiente, como a presenca de fios de viscina nos graos de pdlen, que podem facilitar o movimento de
grande quantidade de pdélen ao mesmo tempo. Nesse contexto, modificacbes na morfologia do polen
associadas a polinizacdo podem ser também consideradas, como as tétrades e poliades observadas em
algumas espécies quiropterofilas, uma vez que, a deposicdo de um pequeno aglomerado de polen
favorece a remocao e transferéncia de muitos grdos de uma Unica vez. Segundo os autores, 0 tamanho
do estigma também pode favorecer a reducdo na razdo P/O, ja que, grandes estigmas, podem remover
alta quantidade de polen por contato. No entanto, em plantas polinizadas por morcegos a eficiéncia da
polinizacdo parece funcionar de maneira diferente, visto que a area de superficie estigmatica é
consideravelmente menor em relacdo a area de pélen no polinizador, fazendo com que o estigma dessas
espécies remova poucos graos de pdlen no contato com o polinizador (MUCHHALA; THOMSON,
2010).

2.7. Acurécia Adaptativa

A acurécia adaptativa é uma metrica proposta por Armbruster et al (2004, 2006, 2009, 2014 a),

com o proposito de capturar propriedades funcionais e ecoldgicas de organismos, capaz de analisar o
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significado adaptativo da morfologia floral e sua funcao na polinizacdo. Além de quantificar a precisdo
da polinizacéo, avalia as possiveis demanda de conflitos e conexdes existentes entre a especializacdo e
a diversidade floral existentes nas angiospermas (ARMBRUSTER et al., 2009). Nas flores que tém
uma orientacdo caracteristica, a acuracia é determinada pela posi¢cdo de deposicdo e remocao de polen
no corpo dos polinizadores. Um exemplo disso, sdo as flores zigomorfas, nas quais, a posicao das
anteras, em relacdo ao local de abordagem do polinizador ou entrada na flor, determina o local onde o
polen é colocado. Da mesma forma, a posicdo do estigma determina onde essa estrutura entra em
contato com o polinizador e coleta o pélen (ARMBRUSTER et al., 2004, 2009 a, b, 2020). A aplicacdo
desta métrica tem sido empregada, inclusive, para analisar a reciprocidade de morfos em plantas que
apresentam hercogamia (SIMON-PORCAR et al., 2015), possibilitando estimar o grau de aptiddo

reprodutiva dessas espécies.

Baseados na acurécia adaptativa, Armbruster et al (2009 a, b) propuseram a inacuracia
adaptativa como uma nova medida de reciprocidade. Essa métrica estima a auséncia de precisdo em
um determinado sistema, considerando as médias e variancias de um fendtipo de interesse em uma
populagdo, permitindo verificar o quanto esse fendtipo varia a partir de um 6timo esperado, ou seja, 0
quanto um fendtipo se afasta de um ponto 6timo previsto para uma populacdo (ARMBRUSTER et al.
2004, 2009 a, b; HANSEN et al., 2006; PELABON et al., 2012; OPEDAL et al., 2016; PALACIOS et
al., 2019). O indice de reciprocidade tenta caracterizar numericamente o grau de correspondéncia dos
Orgdos sexuais compativeis para a polinizacdo, e é verificado a partir da posicdo das anteras e do
estigma em relacdo ao local de referéncia que controla a posicdo do polinizador. Nesse sentido, a
acurécia adaptativa (i) pode ser calculada como: i = (Mf — Mo)2 + Vo + Vf), onde Mf é a média do
fendtipo em questdo, Mo é a média do 6timo determinado, Vo é a variancia desse 6timo e Vf é a
variancia do fenétipo. Para fins comparativos, é importante também considerar os coeficientes de
variacdo (desvio padrdo/média) tanto do fenotipo de interesse, quanto do 6timo e escalonar os valores
de inacurdcia obtidos dividindo-os pelo quadrado da média do fendtipo analisado (i/Mf2)
(ARMBRUSTER et al., 2009 a, b). Uma possivel consequéncia negativa de baixa reciprocidade para a
polinizacdo pode incluir a perda de pdlen direcionado para a reproducédo da planta e bloqueio do estigma
pela deposicdo de polen heteroespecifico, podendo ocasionar a interferéncia polinica. Essas medidas
podem ser avaliadas em dimens@es lineares das flores, relacionando o comprimento do pistilo ao
comprimento do estame, ou pode ainda, ser estendida para o espaco bidimensional (2D) ou
tridimensional (3D), utilizando distancias euclidianas (ARMBRUSTER et al., 2014 a, b).

Pontes et al. (2022) analisaram a acurécia fundamental (medidas das distancias operacionais
realizadas na propria flor) e acuracia realizada (medidas realizadas na interacéo planta-polinizador) das

flores de Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) através do indice de inacuracia proposto por Armbruster et
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al. (2009). Os autores descreveram o ajuste mecanico das abelhas as flores de J. rugosa, analisaram o
comportamento das abelhas nas flores, assim como, sua morfologia e sua eficiéncia no transporte de
polen. Eles observaram que a baixa inacuracia das flores permite o ajuste mecanico para abelhas de
médio porte, e que o alto grau de precisao fundamental nas flores de J. rugosa fornece um mecanismo
reciproco preciso para deposicao e remocao de pélen. E a principal caracteristica floral que determina

a transferéncia de polen intraespecifico é a posicdo das estruturas reprodutivas nas flores.

Braga et al. (2022) investigaram a enantiostilia em Senna rugosa (Fabaceae - Caesalpinioideae),
avaliando a variacdo na posicdo dos 6rgaos sexuais e o nivel de hercogamia e através do indice de
inacuracia descreveram o nivel de reciprocidade entre estigmas e anteras de diferentes tipos florais e
dentro do mesmo tipo floral. Trevisan et al. (2021) analisaram se diferentes componentes de
reciprocidade de flores distilicas, como género, variacdo da razdo morfoldgica e comprimento do tubo
da corola influenciam as imprecisdes nos 6rgédos sexuais em diferentes populacdes. Atraves dos indices
de inacuracia, foi possivel comparar varias populacdes de plantas e conferir a inacuracia de suas
caracteristicas florais (TREVISAN et al., 2021). Brys et al. (2019) mediram o nivel de reciprocidade
dos orgéos sexuais da erva distilica Primula veris (Primulaceae) em duas populagdes diferentes. Os
autores observaram variagdes na inacuracia individual do posicionamento dos estigmas nas duas
populacdes, e puderam constatar que a inacuracia total no posicionamento reciproco dos 6rgaos sexuais

foi cerca de quatro vezes maior na populacéo florestal do que na campestre.

A partir do exposto, este estudo visa contribuir para a compreensdo das complexas interacdes
entre plantas quiropterdfilas e morcegos polinizadores na Caatinga, enfatizando a diversidade de
estratégias de ajuste mecanico e a necessidade de considerar a eficiéncia da polinizacdo das diferentes
morfologias florais. A acuracia fundamental é apropriada para entender a evolugao das flores, frente a
adaptacdo e a relagdo da morfologia floral com o desempenho da polinizacdo, além de ser essencial
para entendermos os trabalhos que envolvem a acuracia realizada na interacdo planta-polinizador
(ARMBRUSTER, 2014 b; PALACIOS et al. 2019).
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ABSTRACT: Synchronopatric plant species, coexisting and flowering simultaneously, often engage
in intense competition for pollen deposition on shared pollinators. This study focuses on the intricate
dynamics of chiropterophilous flowers within the Neotropical bat pollination system, specifically
investigating the mechanical adjustment of reproductive structures for bat pollinators at the community
level. We use several populations of plant species pollinated by bats from the Caatinga, the largest dry
forest in the Neotropical region, our research integrates several key components. Initially, we identified
specific contact sites for floral reproductive structures on the bat body, exploring different pollen
placement strategies. Subsequent efforts involved characterizing floral traits within populations and
examining their associations with different pollen placement strategies. The contact precision of floral
reproductive structures was estimated and the results were integrated by associating pollen placement
strategies and precision with investment in pollen production. Results: We found that certain parts of
the bats' body, especially the face and neck, were more frequently contacted by reproductive structures.
The three categories of pollen placement strategies identified were evenly distributed among plant
species, each linked to a specific floral trait. Remarkably, the absence of oriented herkogamy prevailed
in 70% of species. Morphometric analyzes revealed significant variations in operational distances
between species, emphasizing exceptional variability in certain outliers. Although pollen transfer
accuracy was influenced by key factors, surprisingly, investment in pollen production did not differ
between plants with different pollen placement strategies. Furthermore, it showed no correlation with
fundamental accuracy. Subsequent exploration investigates the intricate associations between distinct
floral traits and various pollen placement strategies, shaping the complex pollen landscape on bat
bodies. This research provides valuable information about the community dynamics of
chiropterophilous flowers in the Caatinga Dry Forest, emphasizing the role of different pollen
deposition strategies in facilitating the coexistence of multiple plant species within the Chiropterophila
Guild.

Keywords: male reproductive fitness; man-man competition; pollen; fundamental accuracy; floral

features.
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3.1. INTRODUCTION

Mechanical adjustment is the close relationship between floral morphology and the pollinator's
body, in which floral characteristics associated with pollinator visitation behavior can promote
pollination success. Synchronopatric plant species (i.e., those that occur in the same area and flower
simultaneously) can share the same pollinators, subjecting them to intense competition for pollen
deposition on their bodies (Minnaar et al., 2019a). This competition is characterized by a complex
dynamic in which pollen from these species is continually added and removed by members of the same
species and other species (Streher et al., 2020). This process can lead to pollen loss if it is frequently
transferred to animals that sequentially visit flowers of different species (Minnaar et al., 2019a). Given
this scenario, several strategies have evolved in flowers to avoid heterospecific pollen deposition and
at the same time enhance the deposition of conspecific pollen, among which the mechanical adjustment
between the flower and the pollinator stands out (Armbruster et al., 2009ab, 2014ab; Palacios et al.,
2019).

How pollen transfer occurs depends on the extent to which floral morphology and the reward
offered by the plant manipulate and direct the movement of a potential vector in relation to the flower's
sexual organs (De Jager and Peakall 2019). The combination of these factors can generate a broad
gradient of conditions, allowing for different strategies (Webb and Lloyd 1986; Armbruster et al.
2014a). At one extreme are flowers that spread pollen diffusely over pollinators, covering a substantial
area of the body of these animals without a precise location for pollen transfer. This process typically
occurs in more generalist flowers and its impact on the effectiveness of pollen transfer remains
uncertain (Amorim et al. 2013; Avila et al. 2015). At the other extreme, we find flowers with very
specific pollen deposition sites on the bodies of pollinators, a process that generally occurs in flowers
with significant phenotypic specialization and is commonly associated with greater efficiency in pollen
transfer (Muchhala and Thomson 2009).

A noteworthy example of research into pollen competition for space on pollinators' bodies at
the community level occurs in bat-pollinated flowers of the Neotropics, driven by three main reasons.
First, several interaction network studies have consistently demonstrated that bats that specialize in
nectar feeding in the Neotropics (i.e., the subfamilies Glossophaginae and Lonchophyllinae —
Phyllostomidae) exhibit high levels of generality in the plants they visit (Queiroz et al. 2020; Cordero-
Schmidt et al. 2021; Furthermore, chiropterophilous species exhibit high morphological diversity and
phenotypic characteristics expressed through floral morphophysiological characteristics (Ollerton et al.
2007), such as pollen deposition in different locations on the pollinator's body (Muchhala and Potts

2007b; Moreira-Hernandez and Muchhala 2019), thus allowing morphological overlap to be avoided.



32

Finally, bats are recognized for their high efficiency in transporting pollen through their fur,
establishing a direct link between pollen exportand import, thus driving the selection of large quantities
of pollen in flowers (Muchhala and Thomson 2009). This is further intensified by a higher number of
anthers per flower or by a higher proportion of male flowers compared to bisexual flowers (Von
Helversen 1993), as well as larger pollen grains when compared to diurnal flowers (Jirgens et al. 2012).

In relation to this last aspect regarding pollen investment, it was suggested that the high pollen
production observed in chiropterophilous species may be associated with the pollinator's body surface
area, given that bats have an extensive body surface, consequently favoring greater pollen deposition
(Spira 1980; Muchhala and Thomson 2010). For a long time, the P/O ratio was proposed to reflect the
probability of pollen grains reaching the stigmas for fertilization of available ovules (Cruden 1977,
2000; Arendse et al. 2021), eventually being used as a predictor of systems reproductive systems
(Cruden 1977). However, some studies have shown that dependence on pollinators and pollination
efficiency have a much greater influence on the evolution of the total number of pollen grains per flower
than on the number of ovules. This requires caution when making inferences from the P/O ratio (Harder
and Johnson 2023; Johnson and Harder 2023). Thus, approaches that measure pollen production
between different species at the community level can allow an understanding of other important factors
in determining this attribute (Nepal et al. 2023).

Studies involving pairs of congeneric model species have revealed functional aspects of how
bat-mediated interspecific pollen flow occurs in neotropical plant species (Muchhala and Thomson
2009). Or even spot sampling of pollen deposited on the bodies of nectar-feeding bats captured by nets
(Howell 1977). However, the processes that operate at the community level, allowing the coexistence
of these diverse flower-pollinator mechanical tuning strategies, are still poorly understood and limited
to a few excellent studies conducted in the Paleotropics with Pteropodidae bats (Stewart and Dudash
2015, 2016ab).

In this work, we intend to investigate how the mechanical adjustment of the reproductive
structures of chiropterophilous flowers to pollinating bats (and their consequent transfer of pollen)
occurs at the community level. For this, we used some plant species from the Caatinga, which is the
largest dry forest in the Neotropics and a hotspot for the occurrence of this pollination system
(Domingos-Melo et al. 2023). Our approach encompassed several key components. First, we focused
on identifying contact sites for floral reproductive structures on the bat body, exploring diverse pollen
placement strategies. Subsequently, we delve deeper into the characterization of plants' floral traits,
evaluating their prevalence within populations and examining their connections with different pollen

placement strategies employed.



33

Furthermore, we estimated the precision with which contact of floral reproductive structures
could occur. Finally, we integrate our findings by associating pollen placement strategies and the
precision of floral reproductive structures with investment in pollen production. For the above
objectives, we integrated naturalistic observations and records of bat visits in the field, together with
morphological analyzes of floral attributes. For the second objective, the fundamental inaccuracy index
proposed by Armbruster (2009b) was used. This metric integrates different measures of phenotypic
variation, considering the functional properties of flowers and analyzes how close a population is to its
adaptive optimum, quantifying pollination precision (Armbruster et al. 2004, 2006, 2009ab, 2014b —
see Materials and Methods for a more in-depth explanation). Finally, we quantified the pollen and ovule
production of each species using classical protocols (Cruden 2000). Our expectations were that
different species within the chiropterophilous plant populations studied would exhibit diverse
mechanical adjustment strategies to pollinating bats, allowing them to exploit different parts of the
body surface as pollen transfer sites. Furthermore, we predicted that this gradient of strategies would
be related to fundamental inaccuracy, such that the more accurate flowers would present more
restrictive morphology. We also expected that less precise flowers would invest in greater amounts of

pollen to ensure their reproductive efficiency.

3.2. MATERIALS AND METHODS

3.2.1. Study area

We chose the Caatinga, considered the most diverse among tropical dry forests (Silva et al.
2017), due to its high frequency of chiropterophilous species, making it one of the most notable areas
for such species worldwide (Machado and Lopes 2004 ; Quirino and Machado 2014; Domingos-Melo
et al. Dry forests represent approximately 43% of all tropical forests and are home to high levels of
biodiversity (Silva et al. 2020), housing 31 endemic plant genera (Queiroz et al. 2017). In contrast to
other forests where chiropterophilous species commonly occur at relatively low densities, the
abundance of chiropterophilous species in the Caatinga facilitates the measurement of ecological
processes at the population and community levels (Machado et al. 2023).

The fieldwork was carried out in the Catimbau National Park (PARNA Catimbau), located in
the municipality of Buique, State of Pernambuco (08°32'14" - 08°35'12"S and 37°14'42" - 37° 15'
02"W). The region has an average annual temperature of 25°C and irregular rainfall, with an average
annual rainfall of 700 mm. The dry season lasts 6 to 8 months (August-February), with November being
the driest month, and the rainy season lasting from March to July, with May being the period with the
highest rainfall (SADMET/INMET 2023; Sudene 1990 ; Athié-Souza et al. 2019).
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We chose the Caatinga, considered the most diverse among dry tropical forests (Silva et al.
2017), due to its high frequency of chiropterophilous species, making it one of the most notable areas
for such species globally (Machado and Lopes 2004; Quirino and Machado 2014; Domingos-Melo et
al. 2023). Dry forests represent approximately 43% of all tropical forests and harbor high levels of
biodiversity (Silva et al. 2020), hosting 31 genera of endemic plants (Queiroz et al. 2017). In contrast
to other forests where chiropterophilous species commonly occur in relatively low densities, the
abundance of chiropterophilous species in the Caatinga facilitates the measurement of ecological
processes at the population and community levels (Domingos et al. 2023).

Fieldwork was conducted in the Catimbau National Park (PARNA Catimbau), located in the
municipality of Buique, State of Pernambuco (08°32'14" - 08°35'12"S and 37°14'42" - 37°15'02"W).
The region has an average annual temperature of 25°C and irregular rainfall, with an average annual
precipitation of 700 mm. The dry season lasts for 6 to 8 months (August-February), with November
being the driest month, and the rainy season concentrates from March to July, with May having the
highest rainfall (SADMET/INMET 2023; Sudene 1990; Athié-Souza et al. 2019).

3.2.2. Species studied

To estimate the mechanical fit between flowers and bats, we selected eleven bat-pollinated plant
species distributed across 10 genera from six angiosperm families (Table 1). The selected species were:
Bauhinia acuruana Moric, B. Pentandra (Bong.) D. Dietr, Cynophalla flexuosa (L.) J. Presl, Dyckia
spectabile (Mart. ex Schult. & Schult.f.) Baker (formerly Encholirium spectabile), Hymenaea
cangaceira R.B.Pinto, Mansano & A.M.G.Azevedo, Harpochilus neesianus Mart. ex Nees, Mimosa
lewisii Barneby, Neocalyptrocalyx longifolium (Mart.) Cornejo & lltis, Pilosocereus pachycladus
F.Ritter, Xique-xique tubercultus (Werderm.)Lavor & Calvente and Tarenaya longicarpa Soares Neto
& Roalson. For comparative purposes, we also included nine plant species occurring in the study area
that are proven to be pollinated by bats, based on the list presented by Domingos-Melo et al. (2023).

ome species were sampled in different locations in the Park, such as Bauhinia acuruana
(Serrinha, Pedra do Padre), Bauhinia pentandra (Vila do Catimbau, Pedra do Cachorro), Dyckia
spectabilis (Serrinha, Alto das Torres), Harpochilus neesianus (Trilha das Torres), Mimosa lewisii
(Pedra do Cachorro, Serrinha), Neocalyptrocalyx longifolium (Pedra do Cachorro, Serrinha, Alto das
Torres), Pilosocereus pachycladus (Serrinha, Pedra do Cachorro, Alto das Torres), Xique-xique
tuberculatus (Serrinha, Pedra do padre, Pedra do Cachorro, Alto das torres), Tarenaya longicarpa (Vila
do Catimbau, Alcobaca). Individuals of Hymenaea cangaceira were sampled in Vila do Catimbau, and

individuals of Cynophalla flexuosa, in Pedra do Padre.
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We carried out the fundamental Inaccuracy (operational measurements carried out on the flower

itself) (Table 2), and the pollen and ovule count of each species (Table 3).

3.2.3. Pollen deposition sites on bat bodies

In addition to floral morphology classifications, we also describe potential areas of pollen
transfer on the bodies of pollinating bats. Although fruit bats can play a significant role as pollinators
(Diniz et al. 2023; Domingos-Melo et al. 2023), this study focused exclusively on the mechanical
adjustment that occurs between flowers of plants specialized in nectar-feeding bats, namely those
belonging to the subfamilies Glossophaginae and Lonchophyllinae (Phyllostomidae). At least five
species of bats from these subfamilies were recorded in the study area: Anoura geoffroyi Gray, 1838,
Glossophaga soricina Pallas, 1766 (Glossophaginae), Lonchophylla inexpectata Moratelli and Dias,
2015, L. mordax Thomas, 1903, and Xeronycteris vieirai Gregorin and Ditchfield, 2005
(Lonchophyllinae) (Bernard et al. 2023). Despite having different nectar ingestion methods,
Glossophaginae and Lonchophyllinae bats visit flowers in hovering flight with similar behavioral
characteristics (Tschapka et al. 2015). Furthermore, the striking similarity in size and body structure of
these bats makes them functionally comparable in their requirements for flower-pollinator mechanical
tuning (Diniz et al. 2023). Here, we refer to the general bauplan of visiting bats to determine pollen
deposition sites. In this regard, for classification, the body of bats was divided into eight parts, in which
contact with floral reproductive structures and pollen deposition was verified: i) face, ii), head, iii) neck,
iv) thorax, v) belly, vi) wings, vii) back and viii) uropatagium.

We chose not to capture bats with mist nets and then collect pollen from their bodies, because,
as observed in the field, grains from different parts of the body were mixed when the bats struggled in
the net, especially the pollen deposited on their wings and portions. ventral. Therefore, we resort to
focal observations and photographic records for this purpose. Given that nectar-feeding bats make
flower visits in less than a second (Muchhala and Thomson, 2010), description of visit details in focal
field observations has been limited to items such as the bat's direction of approach (frontal , from above,
or below) and the way of contact with the flower (hovering or grabbing the flowers in flight). However,
the specificities of the moment of the visit do not escape a good camera lens. Consequently, the
determination of pollen deposition sites on bat bodies was carried out using photographs and videos
taken with a Canon Rebel T3i camera + 70-300mm f/4-5.6 DG Macro lens and a Sony HDR-PJ710
Handycam NightShot, respectively. . The use of these images made it possible to visualize the place of
contact between the reproductive structures and the bat's body at the exact moment of the visit.
Furthermore, it was possible to verify the marks of pollen recently deposited on the bat's body in photos

that show the bat leaving the flower immediately after the visit (e.g.: Figure 1 — A, D).
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Finally, like several of the chiropterophilous species included in this work, previously published
studies on pollination biology also provided information on the mechanical adjustment between flowers
and bats (Locatelli et al. 1997; Machado and Lopes 2004; Machado and Vogel 2004; Vogel et al. 2004,
2005; Rocha et al. 2009; 2020a,b,c; 2022. 2023).

After careful analysis, it was possible to determine the different pollen placement strategies for
each plant species. Here, we classify flowers into three categories as proposed by Minnaar et al.
(2019a): i) trace, ii) stamp and iii) diffuse. Trace placement of pollen requires that anthers be dragged
along a part of the pollinator's body in a consistent direction, leaving a trail of pollen. Stamp pollen
placement refers to pollen placement where the anthers are not dragged by the bodies of the vectors,
but instead stamp the pollen onto the bodies of the vectors in a single contact event. Diffuse pollen

placement includes any mechanisms that place pollen over large undefined areas of vectors.

3.2.4. Characterization of Floral Morphology

We considered several functional aspects in characterizing the flower-pollinator mechanical
adjustment of the studied plant populations (Figure 1). Thus, we describe floral morphology through
five characteristics that can summarize the main aspects important for flower-pollinator mechanical
adjustment. They are: i) floral type; ii) symmetry of the vegetative whorls; iii) symmetry of
reproductive whorls; iv) type of herkogamy; and v) orientation of reproductive structures. Below we
indicate how each of these characteristics was organized into different categories.

For floral type, we used categories from the classic literature on pollination biology (e.g., Faegri
and Pijl 1979; Endress 1994), considering general aspects of floral morphology, especially the way of
accessing floral resources. Seven categories were considered: i) brush; “pseudobrush”; ii) bell; iii)
funnel/infundibuliform; iv) standard; v) plate; vi) throat; and vii) tubular. Here, we include the
“pseudobrush” floral type for flowers that have many stamens, however, have a specific location for
pollen deposition.

Regarding symmetry, we based our classification on the work of Spencer and Kin (2018), who
categorized flowers into three groups: asymmetrical (without symmetry), bilateral (zygomorphic — with
a single plane of symmetry) and radial (actinomorphic — with several planes of symmetry). We
decomposed symmetry into two components: the first related to the vegetative whorls (calyx and
corolla), mainly with regard to the attractiveness and behavior of the pollinator during the visit; the
second related to reproductive structures (androecium and gynoecium), determining the pollen transfer
sites on the pollinator's body.

To understand the distribution of reproductive structures within the floral space, we classified

chiropterophilous flowers adapting the classification proposed by Webb and Lloyd (1986). Considering
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the importance of plant-animal interaction, the authors categorized herkogamy into classes that
distinguish floral types based on the position of anthers and stigmas in relation to the pollinators'
foraging trajectory: i) Approach herkogamy - ApH, in which the stigma is positioned in front of or
above the level of the anthers, constituting the pollinator's initial contact with the stigma; ii) Reverse
herkogamy - ReH, when the stigma is positioned behind or below the level of the anthers, constituting
the pollinator's initial contact with the anthers; iii) Absent herkogamy - AbH, when the anthers and
stigma are at the same level and make contact with the pollinator at the same moment during its
approach, or when there is no clear determination of the method of approach.

With regard to the orientation of reproductive structures, we use four categories: i) frontal (when
the reproductive organs come into contact with the pollinator in the exact direction of their approach,
without pointing upwards or downwards); ii) stenotrophic (reproductive organs curved upwards,
resulting in the deposition of pollen on the ventral surface of the pollinator); iii) nototribes (reproductive
organs curved downwards, promoting pollen deposition on the dorsal surface of the pollinator); and iv)

all (when all approach directions are possible).

3.2.5. Morphometry of Operational Distances of Floral Reproductive Structures

Floral morphometry for each species was performed using anthesis flowers (sample sizes are
indicated in Table 2). In some species, the measurement of operational distances from reproductive
structures was carried out in the field, since the use of fixing agents could cause morphological changes
in some species (e.g., Bauhinia acuruana, B. pentandra, Harpochilus neesianus, Hymenaea
cangaceira) or loss of structures sensitive to handling (e.g., Calliandra aeschynomenoides,
Neocalyptrocalyx longifolium, Tarenaya longicarpa) (Table 1). For species with linear pistils/filaments
and greater resilience to management (Dyckia spectabile, Mimosa lewisii, Pilosocereus pachycladus
and Xiquexique tuberculatus) (Table 1), their flowers were immersed in a container with 70% alcohol
and their reproductive structures were measured in the laboratory.

In each species, we measured the operating distance of reproductive structures, defined as the
linear distance from the center of the anthers (male operating distance) or the center of the stigma
(female operating distance) to a reference point representing the nectar access point. We established a
benchmark for each floral type based on observations of pollinator behavior. This included
considerations such as where the bat accesses nectar, the position of reproductive structures, and their
contact with the animal's body during flower visits. In flowers with an open morphology (with exposed
nectar), the operational distances from the nectar disc to the center of the reproductive structures were
measured. In tubular or infundibuliform flowers, measurements were taken based on the narrowing of

the nectar chamber, as it is at the limit of access to the bat's snout in these flowers that the adjustment
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occurs, where the bat inserts part of its tongue to access the resource. To measure floral phenotypes,

we used a digital caliper (Mitutoyo Digimatic SR44).

3.2.6. Quantification of Investment in Pollen Production

To perform the pollen count, we collected pre-anthesis floral buds from different individuals of
each species (n=5 to 10). We then placed the buds in plastic containers containing 70% alcohol for
conservation. For flowers with a total pollen count greater than 2,000 grains, we performed an
estimation using a Neubauer chamber following a standard protocol (Moura et al., 1987). The anthers
were dissected in a watch glass containing a 1ml solution of lactic acid and glycerin in a 3:1 ratio. The
content was thoroughly homogenized and subsequently deposited in the Neubauer chamber using a
Pasteur pipette. Pollen grains were viewed and counted under an optical microscope. For species with
less than 2,000 pollen grains per flower or with large pollen grains (>100um), preventing their entry
into the Neubauer chamber (for example, Bauhinia spp.), we performed direct grain counting on a
histological slide. In species with two levels of anthers, such as Bauhinia spp, we used two of the small
anthers and two of the large anthers. A drop of glycerin was used to dissect each anther and after
homogenizing  the  contents, we  finished the process with a  coverslip.

The number of eggs in each ovary was counted in a Petri dish under a stereomicroscope (4.0x
magnification). The pollen/ovule ratio (P/O) was obtained by multiplying the pollen grains per anther

by the number of anthers in the flower and dividing by the number of ovules.

3.2.7. Statistical analysis

We compared the frequencies of pollen placement strategies employed by the plant guild
studied, as well as the frequencies at which different bat body parts were exploited as pollen transport
sites. To do this, we ran a chi-square homogeneity test using the 'stats' package in R. Additionally, we
plotted the proportion of species exploring each body part, along with its 95% confidence interval, and
compared it with the expected proportion to identify body parts with larger or smaller proportions than
expected. This analysis was performed with the ‘Hmisc’ package in R software (Harrell & Harrell
2019).

To compare the frequencies at which various categories within each floral morphological trait
occur within the guild of bat-pollinated plants under study, we employed chi-square homogeneity tests
using the 'stats' package in R (R Core Team, 2021). Additionally, a Similarity Analysis (ANOSIM) was
performed on the outlined floral morphological traits, followed by Non-Metric Multidimensional
Scaling (NMDS) to explore the morphospace referring to floral morphologies. Initially, ANOSIM was

used to statistically evaluate the significance of differences between sample groups, taking into account
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the types of pollen placement. Subsequently, NMDS visually represented the dissimilarity between
samples in a reduced-dimensional space. To perform both ANOSIM and NMDS, the morphological
categories were transformed into dummy variables, allowing a quantitative representation of floral
attributes. The analyzes were performed using the ‘vegan’ package in the R programming environment
(Oksanen et al.2019).

To evaluate the differences in variations in male and female operational distance between the
studied species, a Linear Mixed Model (LMM) was used. The Coefficient of Variation (CV) of
operational distances was used as the response variable, while sex was the predictor variable and the
species was treated as a random variable. This test was carried out using the ‘nlme’ package in the R
software (Pinheiro et al. 2017).

To evaluate the accuracy of each chiropterophilous species studied, we used fundamental
inaccuracy indices proposed by Armbruster et al. (2009b). The fundamental accuracy refers to
measurements carried out on the flower itself, different from the accuracy carried out that evaluates the
behavior of the pollinator in the intrafloral space. Adaptive accuracy provides a heuristic representation
of how well a phenotype aligns with its expected optimum in a population, offering insights into the
fitness level of that phenotype. The fundamental inaccuracy indices only consider floral morphology,
disregarding the effect of the pollinator in this adjustment. These indices are calculated based on the
means and variances of the phenotype of interest in a population, as well as their respective optimum.

The formula used for imprecision was i = (Mf - M0)? + Vo + VT, where Mf is the mean of the
phenotype in question, Mo is the mean of the optimum, Vo is the variance of that optimum and Vf is
the variance of the phenotype . For comparative purposes, it is crucial to scale the values of imprecision
obtained by dividing them by the square of the mean of the analyzed phenotypes (i/Mf2) (Armbruster
et al., 2004, 2006, 2009b, 2014ab). With regard to floral reproductive structures, the ideal location of
pollen placement on the pollinator should be related to the location expected for stigmas of the same
species to remove pollen from flowers (Armbruster et al., 2009a). Thus, for each species, we consider
male operating distances as our phenotype of interest and female operating distances as our optimum
(measured as described above) as reciprocal optima (Armbruster et al., 2004, 2009a, 2020). To assess
the relative contribution of each component to the inaccuracy index, we performed an LMM, where the
percentage contributions to the inaccuracy index were the response variables, the components were the
predictor variable, and the species was treated as a random variable. This test was performed using the
'nlme’ package of the R software. Finally, to determine whether there were differences in the inaccuracy
rate between species with different pollen placement strategies, we conducted a Kruskal-Wallis rank

sum test using the 'nlme’ package. stats' in R (R Core Team, 2021).
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Regarding investment in pollen production, we examined whether species with different pollen
placement strategies differed in total pollen production per flower and P/O ratio. To do this, we
performed a Kruskal-Wallis rank sum test using the 'stats' package in R. We also investigated whether
these attributes were related to the inaccuracy index of each species through Spearman's rank

correlation, performed with the 'stats' package. stats' in R.

3.3. RESULTS

3.3.1. Pollen deposition sites on bat bodies

A great diversity of contact modes was observed between the reproductive floral structures of
the plants studied and the bodies of bats (Figure 1; Figure 2). These conditions resulted in a significant
difference in the frequency in which bat body sites were used as pollen deposition sites (y2= 15.98;
df=7; p=0.025). Some plant species touch multiple areas of the bat's body. The face and neck were the
most common parts of the body to come into contact with the reproductive structures of flowers, with
each of these locations capable of carrying pollen from 55% of the species within the populations
(Figure 1). The percentage of plant species within populations that deposit pollen on bat thoraxes was
50%. Now, the percentage of species that touch other areas of the bat's body, such as the head, belly,
wings and back, represent 40%, 25%, 20% and 15%, respectively. The uropatagium was the least used
place for pollen transport, with only one plant (5%) recorded that deposits pollen in this area (Figure
1).

Regarding the type of pollen placement, in addition to not detecting significant differences in
the frequencies of the strategies used (y2= 0.1; df = 2; p=0.95), there was practically no variation
between the different categories, with frequencies varying between 35%, in flowers with diffuse and

trace deposition, and 30% in flowers with stamp-type deposition (Figure 3).

3.3.2. Characterization of Floral Morphology

No significant differences were found in the frequencies of occurrence of floral types between
species (x2= 2.4; df = 7; p=0.93), although these frequencies varied widely. Brush and pseudobrush
floral types predominated, occurring in 30% of the species analyzed. These floral types are generally
characterized by numerous long stamens and reduced perianth. We then recorded the standard floral
type in 20% of the species. This type is characterized by vegetative whorls facing upwards, acting as a
flag that directs the pollinator’s visit, while the reproductive structures are facing downwards. The bell-
shaped, tubular, and funnel-shaped floral types were represented by 15%, 10%, and 5% of the samples,

respectively, with the majority of them being representatives of the Cactaceae family. All of these types
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are characterized by presenting their nectar at the end of a tubular-conical floral structure, differing in
terms of narrowing and length. As a result, the bat must insert its tongue, snout or head into the flower
to access the resource. The dish-shaped floral type, characterized by very open vegetative whorls and
completely exposed nectar, occurred in 15% of the species. The throat floral type, represented 5% of
the sample, being represented by Harpochilus neesianus, which has a bilabiate flower with a tubular
structure in the lower part, where the nectar is presented.

Regarding symmetry, no significant differences were detected in the frequencies of types
between flowers, whether considering only vegetative structures (y2= 3.7, df=2;p= 0.16) or
reproductive (x2=3.2; df=1; p=0.07). In this sense, 40% of the species presented flowers with
actinomorphic symmetry both in vegetative and reproductive terms. Next, we found flowers with
vegetative structures exhibiting bilateral symmetry and reproductive structures with actinomorphic
symmetry, representing 30% of the sample. Flowers with asymmetrical vegetative whorls and
bilaterally symmetrical reproductive structures represented 15% of the populations studied. Only two
species (10%) exhibited vegetative structures with actinomorphic symmetry combined with
zygomorphic symmetry in reproductive organs. A single species (5%) was completely zygomorphic.

Regarding the flower's potential to boost the bat approach, the only attribute with differencesin
frequencies between categories was herkogamy (x2= 13.3; df=2; p= 0.001), with 70% of species
without herkogamy, followed by 25% with approach herkogamy (ApH), and a single species (5%) with
reverse herkogamy (ReH), namely Neocalyptrocalyx longifolium.

In terms of the orientation in which pollen is deposited, no significant differences were detected
between categories (y2= 5.5; df = 3; p= 0.14), despite a large variation in their frequencies (40%
stenotribic deposition, 35% frontal deposition, 25% without specific orientation, and only 5%
nototribic). The ANOSIM analysis revealed striking morphological differences between flowers
employing different pollen placement strategies (R=0.414; p=0.001), as can be visualized in the NMDS
(Figure 2).

3.3.3. Morphometry of Operating Distances of Floral Reproductive Structures

The operational distances of the reproductive structures varied widely between the different
species of the studied guild, as submitted to morphometric analyzes (Table 2). The longest structures
were found in Harpochilus neesianus, reaching 65.848.1 and 58.8+10.6 mm in male and female
functions, respectively. On the other hand, the smallest occurred in Mimosa lewisii with 7.0+0.8 and
7.4£2.2 mm, respectively. The operating distances of the other species were evenly distributed between
10 and 45 mm. Regarding the variation in operating distances within each species, the coefficients of

variation (CV) varied from approximately 10% to 45%, with no differences in CV between the
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operating distances of males and females of the studied species (numDf=1; denDF= 10; F=3.58; p=
0.088). One A notable exception occurred in N. longifolium, in which the operating distance reached
more than 100% CV.

Considering factors related to precision in pollen transfer, we found that the components
determining inaccuracy contributed differently to the determination of inaccuracy rates for the species
in the populations studied (numDf=2; denDF=20; F=6.33; p = 0.007). In this sense, the main factor that
contributed to the inaccuracy rates was the Optimum Variance (interpreted here as female operating
distances), while Departure from Optimum (difference between the average male and female operating
distances) and Trait Variance (interpreted here as male operative distances) played a secondary role
(Figure 4). There were no significant differences in inaccuracy rates between species with different
pollen deposition strategies (H=3.48; df=2, p=0.176).

3.3.4. Quantification of Investment in Pollen Production

We found a large variation in both the investment in pollen production and the number of ovules
among the species in the analyzed populations, varying by four and three orders of magnitude,
respectively. Cactaceae stood out with the highest values of both pollen per flower and ovules, with
Xiquexique tuberculatus reaching a production of more than ten million pollen grains per flower and
2,617x17 ovules. On the other hand, Ipomoea vespertilia did not exceed ten thousand pollen grains and
had only four ovules. However, when analyzing the P/O ratio, we find a slightly narrower variation,
within two orders of magnitude. At this point, Mimosa lewisii stands out with the highest P/O,
283126+16564, while Bauhinia pentandra, 1481+267, had the lowest (Table 3).

The total amount of pollen per flower (H=1.6838; df=2; p=0.431) regarding P/O (H= 3.8171;
df=2; p=0.148) varied between species, regardless of their pollen placement strategies. Furthermore,
no relationship was found between investment in pollen production and the precision of pollination
mechanisms. The inaccuracy indices of the species were not related to the total pollen per flower
(p=0.18; p=0.632) nor to their P/O ratios (p=0.02; p=0.972).

3.4. DISCUSSION

Our investigation into the mechanical tuning of reproductive structures in chiropterophilous
flowers for bat pollination has yielded diverse and intriguing results, offering valuable insights into the
community-level dynamics of this unique pollination system. We found that certain parts of the bat's
body (i.e., face and neck) are much more frequently contacted by flower reproductive structures than
others. Furthermore, we observed that the three categories of pollen placement strategies employed are

equally distributed among the plant species in the populations, and each is associated with a specific
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set of floral characteristics. In the same vein, almost all categories present in each floral type were
evenly distributed among the populations, while the only attribute for which prevalence was detected
was the absence of oriented herkogamy, present in 70% of the species. Morphometric analyzes revealed
significant variations in the species' operational distances, with some outliers demonstrating
exceptional variability. By estimating the potential accuracy of pollen transfer, the study identified key
factors that contribute to the fundamental inaccuracy rate, with female function inaccuracy playing a
more significant role across species.

We observed that investment in pollen production did not differ between plants with different
pollen placement strategies, nor was it correlated with fundamental precision. We delve into a
comprehensive explanation of how distinct floral traits are intrinsically associated with various pollen
placement strategies, and explore how these processes can shape the intricate pollen landscape on bat
bodies. Finally, we highlight the role of different pollen deposition strategies in allowing the
coexistence of multiple plant species within the chiropterophilous community of the Caatinga Dry
Forest.

The characterization of floral morphology in the plant species in this study did not reveal
prevalent categories for most of the attributes analyzed. The lack of predominance suggests that the
flowers of these species integrate several characteristics to exploit bat bodies as diverse pollen transport
sites. As predicted, distinct pollen deposition strategies were associated with specific sets of floral
morphological characteristics. Flowers that employ diffuse pollen placement, for example,
predominantly exhibit a brush-type morphology. This floral type is characterized by easily accessible
nectar, occasionally completely exposed, and numerous stamens. These characteristics allow access to
resources from any direction, with pollen being deposited on several parts of the bats' bodies
simultaneously. Furthermore, diffuse pollen deposition also occurred in other floral types, but in these
cases it seemed to be a characteristic conditioned by the considerable length of the reproductive
structures. An example is the standard type of Tarenaya longicarpa, in which long stamens deposit
pollen diffusely, mainly on bat wings. Although this species offers nectar in completely exposed drops
(Domingos-Melo et al., 2020c¢), the petals seem to guide bat visits (Machado et al., 2005). Similarly,
the dish-shaped floral type of Hymenaea cangaceira and Lafoensia glyptocarpa have fully exposed
nectar (Domingos-Melo et al., 2020c) and long stamens radiating from the center of the flower.

Among the flowers with trace-type pollen deposition, those with sternotribic pollen deposition
stand out, covering several floral types such as standard, funnel and plate. A detailed discussion of each
type and citation of relevant studies is required. However, a unique case in our sample is evident in the
flowers of Mimosa lewisii, which, despite having a brush-like morphology, show trace-type pollen

deposition due to the short length of the reproductive structures (\VVogel et al., 2005). Most flowers that
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exhibit stamp-type pollen placement are found on cactus tubular or bell-shaped flowers, with frontal
pollen deposition on bat faces (elaborated here on cacti). Notably, the throat type of Harpochilus
neesianus (Vogel et al., 2004) deviates from this pattern, utilizing a lever mechanism that pushes the
reproductive structures against the visiting bat.

Despite the lack of significant difference in inaccuracy rates between species with different
pollen deposition strategies (Table 2), intriguing patterns were observed. Species employing the stamp-
type pollen placement strategy, namely Harpochilus neesianus (0.066) and Pilosocereus pachycladus
(0.067), exhibited the lowest inaccuracy values. In contrast, Xiquexique tuberculatus, using the same
strategy, demonstrated intermediate values. Flowers that employed the trace-type pollen placement
strategy showed intermediate inaccuracy values, including species such as Mimosa lewisii, Bauhinia
pentandra, B. Acuruana. Finally, species with a diffuse pollen deposition strategy, specifically
Tarenaya longicarpa and N. longifolium, presented the highest imprecision values. However, other
species that employed the same strategy, such as Calliandra aeschynomenoides and Hymenaea
cangaceira, exhibited intermediate values (Table 2).

In our study, chiropterophilous species employ several strategies to avoid interspecific pollen
transfer. Some species with similar floral morphology manage to avoid phenological overlap, while
others avoid morphological overlap through differential deposition of pollen on the pollinator's body,
as is the case of Bauhinia species that flower simultaneously, and present overlapping flowering period
and floral morphology. similar. Bauhinia pentandra showed greater floral precision compared to B.
acuruana, despite presenting greater variation in female function, deviating from the optimum point
for pollination. The species share the same pollinators, the bats Glossophaga soricina and Lonchophylla
mordax (Albuquerque-Lima et al., 2023d). It is possible that the female function of B. pentandra has
evolved to touch more areas of the bat's body, avoiding the morphological overlap of pollen with its
congener, given the overlap of the species during peak flowering (Table 1), and the reproductive
structures of both species touching the ventral region of the bat's body (Albuquerque de Lima et al.,
2023d). According to Cruden (2000), the number of pollen grains must be positively related to the area
of pollen deposition on the pollinator's body. In this context, if the distance from the optimum increases,
the pollen grains become further away, reducing the probability of the grains reaching the stigma.
Therefore, there may be pressure for B. pentandra to increase pollen grain production.

Sympatric plant species that share the flowering period, floral morphology, and the same region
of the pollinator's body for pollen deposition may lose pollen grains whenever the vector touches the
reproductive organs of its competitor (Natalis and Wesselingh, 2012a). However, divergences in floral
morphology can mitigate this competition by depositing pollen in different regions of the pollinator's
body (Armbruster et al., 1994; Muchhala and Potts, 2007b; Albuquerque de Lima et al., 2023d).
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Muchhala (2008) reported evolutionary divergence in floral phenotype in species of Burmeistera
(Campanulaceae), which avoid morphological overlap and, consequently, pollen mixing, by selecting
different regions of the bats' body for pollen deposition and removal. The variation observed in the
length of the species' reproductive structures corresponded to pollination by bats of different sizes
(Anoura geoffroyi and A. caudifer), spatially compartmentalizing the pollinators' bodies and allowing
the species to coexist. Another example was observed in Pedicularis species, demonstrating
significantly greater adaptive precision in female function than in male function. Despite presenting
sympatry and sharing pollinators, they avoid morphological overlap by having "private sites™ for pollen
deposition, allowing the stigma to collect pollen from different areas of the pollinator's body
(Armbruster et al., 2014a).

Harpochilus neesianus exhibited the highest floral precision among the species in this study
(Table 2). The variation observed in female function is related to the fact that the species has an
exclusive site for pollen deposition and removal on the bat's body — the uropatagium membrane (Vogel
etal., 2004; Domingos-Melo et al., 2023). According to Armbruster et al. (2014a), having pollen secure
in a private area of the pollinator's body may confer an advantage to the plant, potentially increasing
fitness when visitation rates are high and pollen delivery is uncertain (Minnaar et al., 2019; Konzmann
et al., 2020; Casper et al., 2021). Harpochilus neesianus is an ecological functional specialist species,
interacts only with the bat Glossophaga soricina (Ollerton et al., 2007), and its flowers present an
enlargement at the entrance of the small tubular structure, possibly the result of the selective pressure
exerted by the bats (Joly et al., 2018). Furthermore, its flowers restrict access to nectar through
filaments pushed by the bat before inserting its tongue into the floral tube. Although it flowers year-
round (Table 1), the species overlaps in peak flowering with Neocalyptrocalyx longifolium and
Tarenaya longicarpa. Furthermore, relying on a single species of bat for pollination, it presents high
pollen production as a strategy to guarantee pollination in the pollinator's first visits, as bats are
considered generalist pollinators (Reis et al., 2007; Rocha et al., 2020). Thus, floral specialization, in
addition to increasing floral precision (Rech et al., 2014), promotes visits by pollinators and hinders
visits by inefficient pollinating agents (Aigner, 2004).

Pilosocereus pachycladus and Xiquexique tuberculatus avoid overlapping in flowering peak
(Table 1), as they share pollinators, the bats Glossophaga soricina and Lonchophylla mordax (Rocha
et al., 2007, 2020). The behavior of inserting the head into the tubular structure of the flower, causing
pollen to be deposited on its face, is similar in both bat species (Rocha et al., 2007, 2020). Furthermore,
the variation observed in the average operating distances of the female and male functions of
Xiquexique tuberculatus indicates that their reproductive structures may touch more areas of the bat's

body (Table 2). In the absence or rarity of pollinating bats, both species ensure pollination, receiving
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daytime visits from Xylocopa grisescens bees, contributing as alternative pollinators (Rocha et al.,
2007, 2020). However, the bat can visit more X. tuberculatus flowers, since its tubular structure can
accumulate more nectar due to its greater length (26.47 £ 6.96) compared to P. pachycladus flowers
(15.68 * 3.62). Furthermore, it is possible that, with the bat's frequency of visits, X. tuberculatus is
stimulated to produce a greater quantity of pollen (Table 3).

Tubular flowers secrete and store nectar at the base of the tubes, and the extreme length of bat
tongues evolved with these flowers, increasing tube length to extend the duration of visits by altering
the mechanical fit and precision between flower and pollinator. (Muchhala and Thomson, 2009; Caruso
et al., 2019). Nectar-feeding bats, members of the Glossophaginae tribe, can perform floating flights
(Winter and Helversen, 2003; Fleming et al., 2009; Gottlinger et al., 2019). These bats are highly
specialized in collecting nectar, characterized by an elongated snout, teeth reduced in number and size
(Tschapka and Dressler, 2002; Fleming et al., 2009), and relatively long tongues compared to their
body size (7.5 -30 g body weight).

In Cactaceae species, a curtain of anthers surrounds the interior of the floral tube and, when
inserting their heads into this tube, bats receive a pollen mark on their face. Although floral morphology
does not restrict the presence of floral visitors, it promotes floral fit to the nectarivorous bat, and stamp
pollination determines that bats are potential pollinators, maximizing pollen transfer (Muchhala and
Thomson, 2009). The deposition of pollen in a specific region of the pollinator's body could be a way
for the plant to assert that a certain area of the animal's body belongs to it, considering the adhesive
characteristics of the bat's skin (Muchhala and Thomson, 2010). Furthermore, this could be a strategy
to compensate for the low floral display presented by these species, as they produce few flowers per
day (Gentry, 1974; Rocha et al., 2007), possibly suffering more intense negative effects from pollen
loss for other species. species (Bergamo et al., 2019).

Tarenaya longicarpa exhibits diffuse pollen deposition, in which anthers deposit pollen in
multiple areas of the bat's body, while pollen removal is stenotribic. The observed variation in female
function indicates an increase in stylet length, probably to touch more areas of the bat's body, as the
species shares the same flowering period with Bauhinia pentandra. The overlap in female function
averages observed in the species of B. pentandra and Tarenaya longicarpa suggests that they are in
competition for space in the pollinator's body (Table 2), as they share a common pollinator, the bat
Glossophaga soricina (Machado et al., 2006). However, there is no negative effect on the pollination
of these species due to the divergence in their flowering peaks. Furthermore, the fact that B. pentandra
displays greater floral precision than Tarenaya longicarpa is consistent with expectations for flowers
with fused floral parts (Armbruster et al., 2009b). The floral morphology of B. pentandra presents a

mechanical adjustment of flower to pollinator, as pollinator morphology exerts strong selection on
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floral structures (Muchhala and Thomson, 2009; De Jager and Peakall, 2019). This adjustment is more
easily observed in flowers that promote pollen deposition in a specific region of the pollinator's body,
such as those with tubular morphology (Caruso et al., 2018).

The flowers of Hymenaea cangaceira are generalists, as they do not restrict access to floral
resources and use many pollinators available in a habitat (Armbruster and Muchhala, 2009a).
Surprisingly, the species showed high accuracy, with imprecision values even lower than those obtained
by some species with restrictive floral morphology (Table 2). Its floral morphology allows the bat to
insert its head deeply into the flower and touch the stigma (Domingos-Melo et al., 2020). The species
has an arboreal habit, sequential flowering, and each individual remains in flower for two to four weeks,
exposing many flowers per night to attract pollinators. The divergence in flowering periods with
Bauhinia pentandra and Xiquexique tuberculatus may result from selection against shared pollinators,
as observed in the genus Vriesea (Bromeliaceae) (Araujo et al., 1994), as the flowering peak of H.
cangaceira may overlap with of the mentioned species.

Neocalyptrocalyx longifolium was the one that deviated most from its optimum pollination
point, presenting precision in the male function and high inaccuracy in the female function. The species
presents late-acting self-incompatibility to avoid self-fertilization (Primo and Machado, 2009) and
therefore invests significantly in pollen production and dispersal to ensure reproduction due to its high
dependence on bats for pollination. Furthermore, the species is andromonoecious (Primo and Machado,
2009) and although it invests in many flowers to attract pollinators, only some will be available for
pollination, as in others the female organs do not function. Tarenaya longicarpa has a high dependence
on pollinators for reproduction (Parma et al., 2023); However, the species is polygamodioecious,
having male, female and bisexual flowers on the same individual (Machado et al., 2006), which
probably contributed to the high imprecision in female function.

The high pollen production exhibited by chiropterophilous species may be a strategy used to
compensate for the diffuse pollination that some species carry out; By spreading pollen across the bat's
body, they can ensure that a small portion is removed by specific stigmas. Furthermore, the high
investment in pollen grains can be interpreted as a contribution to female sexual function, as this
presented the highest coefficients of variation, demonstrating greater precision in pollen removal
compared to deposition carried out by anthers.

In Calliandra aeschynomenoides and Mimosa lewisii the contribution to pollen production may
be even more intense, as the pollen grains of these species are grouped into polyads and tetrads,
respectively (Table 3). According to Cruden et al. (1977, 1979), the pollen-ovule ratio of species with
clustered pollen grains tends to be low; however, in this study, this was confirmed only for the number

of eggs. We expected that the male function of chiropterophilous flowers would contribute more to
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imprecision due to the production of more anthers per flower (Von Helversen, 1993), more pollen per
anther (Sazima et al., 2003), and more male flowers in monoecious systems (Ramirez et al., 2003). al.,
1984). The male function involves spreading pollen on the animal's body, and part of the variation in
male function is related to the behavior of the bat, which remains on the plant for less than a second
(Heithaus et al., 1974; Sazima and Sazima, 1977; Rocha et al. al., 2007), remaining motionless during
its ephemeral stay in the flower. The feminine function, on the other hand, is limited to touching the
stigma. Therefore, the stigma undergoes greater variation to touch more areas of the bat's body, since
the stigmatic surface area is much smaller when compared to the bat's body surface area (Muchhala
and Thomson, 2010).

3.5. CONCLUSION

This study elucidates several pollination strategies used by chiropterophilous plants,
highlighting their adaptability to optimize reproductive success. The mechanical alignment between
floral structures and pollinating bats emerges as a critical determinant of efficient pollination in these
ecosystems. Although the differences observed in the Inaccuracy indices of the species in this study
present close values, with subtle differences, it was possible to notice that some species that present
floral morphology of the brush and pseudobrush type, such as Hymenaea cangaceira, Calliandra
aeschynomenoides, Dickia spectabile and Tarenaya longicarpa presented greater adaptive precision in
female function in relation to others that have more restrictive floral morphology. This reflects the
precision in the removal of pollen by the stigmas of these species, as, by diverging in the length of the
style, the species avoid the morphological overlap of pollen on the body of the same pollinator, as they
may differ in the use of pollinators, since the increase in Style length favors pollen removal from other
areas of the pollinator's body, potentially reducing interspecific competition.

The Cactaceae species in this study share the flowering period, however, they avoid
overlapping in the flowering peak with their congener. The strategy used by Harpochilus neesianus to
present a private place for pollen deposition on the pollinator's body is undoubtedly the best resource
to avoid interspecific competition. The findings contribute valuable information to the field of floral
ecology, shedding light on the intricate relationships between plants and their pollinators. Notably, the
study emphasizes the importance of conserving bats specialized in pollination, highlighting their role

in maintaining biodiversity and promoting successful plant reproduction.
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TABLES
Table 1 - Pollen placement strategies and floral morphological attributes of the guild of bat-pollinated plant species from PARNA Catimbau, Northeast Brazil.
Flowering period Bats body part Pollen Floral type Symmetry Symmetry Hercogam Visit
placement y direction
(Monthly records during the  (h-head; f-face; n- (sensu (sensu Faegri & Vegetative whorl Reproductive (sensu Webb  (Sternotribic;
data collection supplemented  neck; c-chest; b- Minnaar et Pijl 1979) whorl & Lloyd Nototribic;
with herbaria information  belly; s-shoulder to al. 2019) 1986) Frontal; All)
from SpeciesLink.) back; w-wings; u-
uropatagium)
Acanthaceae
Harpochilus neesianus Mart. ex Nees Throughout the year with

a peak in October. S;u Stamp Gullet Asymmetric Zygomorphic Approach  Nototribic
Bromeliaceae

August to November with

Dickia spectabile Mart. ex Schult. & Schult F. a peak in September. h;f;n Stroke Pseudo-brush  Actinomorphic  Actinomorphic  Absent Frontal
Cactaceae
Pilosocereus catimbauensis N.P.Taylor & Albug.- January to March with a
Lima peak in February. F Stamp Campanulate Zygomorphic  Actinomorphic ~ Absent Frontal
August to November with
Pilosocereus catingicola (Girke) Byles & Rowley a peak in September. h;f;n Stamp Campanulate Zygomorphic  Actinomorphic ~ Absent Nototribic
February to May with a
Pilosocereus pachycladus F.Ritter peak in April. F Stamp Campanulate Zygomorphic  Actinomorphic ~ Absent Frontal
Xiquexique gounellei (F.A.C.Weber) Lavor & February to May with a
Calvente peak in April. F Stamp Tube Zygomorphic  Actinomorphic ~ Absent Frontal
Xiquexique tuberculatus (Werderm.) Lavor & Throughout the year with
Calvente a peak from October to
January. F Stamp Tube Zygomorphic  Actinomorphic  Absent Frontal
Capparaceae

October to March with a

peak in flowering between
Cynophalla flexuosa (L.) J.Presl November and December. h;f;n;c Diffuse Brush Actinomorphic  Actinomorphic  Absent All
Neocalyptrocalyx longifolium (Mart.) Cornejo &  September to February
lltis with a peak in flowering  h;f;n;c Diffuse Brush Actinomorphic  Actinomorphic  Reverse All



Cleomaceae
Tarenaya longicarpa Soares Neto &
Roalson

Convolvulaceae
Ipomoea vespertilia D. Santos, G.C.
Delgado-Junior & Buril

Fabaceae

Bauhinia acuruana Moric.

Bauhinia pentandra (Bong.) D.Dietr.

Calliandra aeschynomenoides Benth.
Hymenaea cangaceira R.B.Pinto, Mansano
& AM.G.Azevedo

Mimosa lewisii Barneby

Lythraceae
Lafoensia glyptocarpa Koehne

Malvaceae
Ceiba glaziovii (Kuntze) K.Schum.

Helicteres baruensis Jac.
Pseudobombax marginatum (A.St.-Hil.,
Juss. & Cambess.) A.Robyns

between October and
November.

Throughout the year with
a peak from August to
October.

July to September with a
peak in August.

January to April with a
peak in February and June
to October with a peak in
August.

Throughout the year with
a peak between November
and February.

June to September with a
peak in July.

December to February
with a peak in January.
Throughout the year with
a peak from June to July.

June to September with a
peak in July.

July to September with a
peak in August.

July to September with a
peak in August.

June to September with a
peak in July.

c;b;w

n;c

n;c

cb

h;n;c

n;c

c:b;w

h;f;n;c

h;f;n;c;b;s;w

Diffuse

Stroke

Stroke

Stroke

Diffuse

Diffuse

Stroke

Diffuse

Stroke

Stroke

Diffuse

Flag

Infundibuliform

Flag

Flag
Pseudo-brush
Dish

Pseudo-brush

Dish

Dish
Flag

Brush

Zygomorphic

Actinomorphic

Asymmetric

Asymmetric
Actinomorphic
Actinomorphic

Actinomorphic

Actinomorphic

Actinomorphic
Zygomorphic

Actinomorphic

Actinomorphic

Zygomorphic

Zygomorphic

Zygomorphic
Actinomorphic
Actinomorphic

Actinomorphic

Actinomorphic

Zygomorphic
Zygomorphic

Actinomorphic

Absent

Approach

Approach

Approach
Absent
Absent

Absent

Absent

Approach
Absent

Absent
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Sternotribic

Sternotribic

Sternotribic

Sternotribic
All
All

Sternotribic

Sternotribic

Frontal
Sternotribic

All
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Table 2 —Pollination inaccuracy statistics of a sample from the guild of bat-pollinated plant species from PARNA Catimbau, Northeast Brazil. (Ordered from lowest

to highest inaccuracy index).

N Departure Trait imprecision (male function - OD) Optimum (female function - OD) Raw Mean?-

(flowr/id) _from  %Tl Mean  Variance CV  %TI Mean Variance CV  %TI jpaccyracy  SC@led
optimum Inaccuracy
Harpochilus neesianus 30/15 7.02 21.64  58.80 66.22 13.84 29.12 6580 111.98 16.08 49.20 227.42 0.066
Encholirium spectabile 30/21 292 807 1870 3488 3152 3292 21.70 6252 36.50 59.00 105.95 0.303
Pilosocereus pachycladus 36/36 039 030 2750 16,53  14.79 3250 27.10 3418 2158 67.20 50.86 0.067
Xiquexique tuberculatus 30/15 6.25 23.57 33.00 4827 21.06 29.12 26.70 7841 33.12 47.30 165.75 0.152
Neocalyptrocalyx longifolium 41/12 13.36 60.44  22.80 971 1364 328 950 107.23 109.19 36.30 295.56 0.569
Tarenaya longicarpa 30/15 6.94 9.02 37.20 91.04 25.65 17.03 4410 39541 45.05 74.00 534.66 0.386
Bauhinia acuruana 20/13 8.91 46.69 25.10 1964 17.65 1154 34.00 7111 2478 41.80 170.23 0.270
Bauhinia pentandra 30/17 1116 4783  32.90 48.77 2122 18.73 44.10 87.04 21.17 33.40 260.34 0.241
Calliandra aeschynomenoides 30/17 3.21 4511 13.20 562 1790 24.64 16.40 6.90 15.97 30.30 22.81 0.131
Hymenaea cangaceira 30/15 9.01 72.55 27.80 10.14 1145 09.06 36.80 20.60 12.33 18.40 111.97 0.145
Mimosa lewisii 30/15 037 2.38 7.40 0.73 1163 13.04 7.00 476 31.17 84.60 5.63 0.103




Table 3 —Pollen and ovule production of a sample from the guild of bat-pollinated plant species from PARNA Catimbau, Northeast Brazil.

N
(Bud/Ant. Anther Pollen per Total pollen per
) per flower anther flower Ovules P/O Ratio
Acanthaceae
Harpochilus neesianus 10/2 2 13688+6267 2737512534 4 6844+3133
Bromeliaceae
364500+13317
Encholirium spectabile 10/2 6 8  2187000+799067 263174 868512699
Cactaceae
Pilosocereus catibauensis 5/10 615+11 9833+£2009 6051250+1394336 2050428 1771+1685
Xiquexique tuberculatus 10/10 8887 13763+£3302 12225650+2970933 2617+17 4669+1119
Capparaceae
Cynophalla flexuosa 10/15 66+1 1874241904  1236642+123379 81+1 1532741554
Neocalyptrocalyx longifolium 10/15 47 4044241393 1892817471797 38+1 500841989
Cleomaceae
Tarenaya longicarpa 10/3 6 208375+7968 1250250+£47805  168+1 74594271
Convolvulaceae
Ipomoea vespertilia 10/5 5 1734+29 8669+147 4 2167+37
Fabaceae
Bauhinia acuruana 10/4 10 2858+1277 28584+12772 1616 1877847
Bauhinia pentandra 10/4 10 27234404 27228+4039 19+1 1481+267
Calliandra aeschynomenoides 10/5 19 49024220 03138+4179 18+1 51744232
Hymenaea cangaceira 10/4 10  38625+10541 386250+105411 12+2 33671410379
Mimosa lewisii 10/3 8  335250+4069 2682000+32554 10+1 283126416564
Malvaceae
Ceiba glaziovii 10/2 5 165438+50178 827188+250888 196+18 4301+1494
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FIGURE CAPTIONS
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Figure 1 — lllustration of the eight divisions of the bat's body utilized for assessing contact with
floral reproductive structures (A). Dot plot depicting the proportion of plants within the
chiropterophilous guild whose reproductive floral structures make contact with each specific body
part of bats (whiskers denote the 95% confidence interval; dotted line denotes the proportion
expected) (B).
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Figure 2 — Contact directions with bodies of pollinating bats generated by different floral
morphologies of plants from chiropterophilous guild in PARNA Catimbau, Northeast Brazil.
(Upper) Directions of approach (white arrows) of the reproductive structures of the flowers on
the bodies of nectar-feeding bats during the floral visit, here exemplified in the Glossophaga
soricina bat from the Glossophaginae-Phyllostomidae as an example. The labeled plant species
include (ordered by the proximity of contact of structures on the bats” body): (A) Encholirium
spectabile, (B) Ceiba glaziovii, (C) Pilosocereus catimbauensis, (D) Pilosocereus pachycladus,
(E) Xique-xique gounellei, (F) Xique-xique tuberculatus, (G) Mimosa lewisii, (H) Pilosocereus
catingicola, (I) Ipomoea vespertilia, (J) Bauhinia acuruana, (K) B. pentandra, (L) Helicteres
baruensis, (M) Hymenaea cangaceira, (N) Calliandra aeschynomenoides, (O) Neocalyptrocalyx
longifolium, (P) Cynophalla flexuosa, (Q) Pseudobombax marginatum, Lafoensia glyptocarpa,
(S) Tarenaya longicarpa, (T) Harpochilus neesianus. (Botton) NMDS analysis (stress = 0.017)

comparing different pollen deposition strategies based on floral morphological attributes.
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igure 3 — Examples of pollen pléement strategies observed among chiropterophilous flowers
and their pollinating bats. (A) Tarenaya longicarpa (Cleomaceae) flowers, with distinct yellow
pollen marks are evident diffuse pollen placement on the wings of the Glossophaga soricina bat;
(B) Pseudobombax marginatum (Malvaceae) have big brush type flowers promoting diffuse pollen
placement into bats. (C) Flowers as Bauhinia pentandra (Fabaceae) and (D) Ceiba gaziovii
(Malvaceae) deposit pollen through unidirectional strokes, respectively in sternotribic and frontal
directions. (E) Flowers of Harpochilus neesianus (Acanthaceae) and (F) Xiquexique tuberculatus
(Cactaceae) employ a stamp-like mechanism, depositing pollen on the bats' bodies, respectively on

the uropatagium and facial regions, (G) Xique-xique tuberculatus pollen on the bat's face.
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Figura 4. Probabilistic density of floral phenotypes of chiropterophilous species that occur in the
Catimbau National Park, Buique/PE. Caatinga dry forest area, Northeast Brazil. (A) Ridgeline plot; (B)
Boxplot Coefficient of variation; (C) % contribution to inaccuracy.
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4. MANUSCRITO 2: EFEITO DA DEPOSICAO DIFERENCIAL DE POLEN NA
REPRODUCAO DE DUAS ESPECIES QUIROPTEROFILAS DE BAUHINIA
(FABACEAE) EM UMA FLORESTA TROPICAL SAZONALMENTE SECA

Manuscrito a ser submetido ao periodico

Organisms Diversity & Evolution
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RESUMO: A reproducdo sexuada nas plantas depende da eficiente transferéncia de pdlen para o
estigma, um processo critico para o sucesso reprodutivo. A competicdo por recursos entre espécies
que compartilham os mesmos polinizadores pode resultar na deposicdo de polen interespecifico,
afetando a aptidao reprodutiva e a perpetuacdo das espécies. Neste estudo investigamos a tolerancia
ao bloqueio mecanico do estigma em duas espécies simpatricas de Bauhinia (B. acuruana e B.
pentandra), cujas flores compartilham caracteristicas morfoldgicas florais e morcegos polinizadores.
Para isso, conduzimos experimentos de blogueio mecanico do estigma em campo; analisamos, a
deposicdo de polen nos estigmas das flores; a média do comprimento das estruturas reprodutivas; e a
formacdo de frutos e sementes através de experimentos de polinizagdo. Os resultados mostraram que
0 blogueio mecanico dos estigmas afetou negativamente a reproducéo das espéecies, com B. acuruana
demonstrando maior tolerancia do que B. pentandra. O fluxo de p6len entre as espécies é assimétrico,
no qual, B. acuruana recebe mais pélen de B. pentandra do que o inverso. As espécies reduzem a
deposicgdo de polen interespecifico ao evitar a sobreposi¢cdo morfologica através da divergéncia de
caracteres. Além disso, utilizam uma estratégia, na qual, forcam o vetor a arrastar uma parte de seu
corpo pelas anteras em uma direcdo consistente deixando uma faixa de poélen, denominada de
deposicao “do tragco”. Dessa forma, conseguem reduzir a concorréncia e consequentemente, evitar a
interferéncia polinica. Nossos resultados destacam a importancia das estratégias de isolamento
reprodutivo para as plantas, especialmente quando compartilham polinizadores com espécies
vizinhas. Entender como as plantas respondem a interferéncia polinica e ao bloqueio mecénico do
estigma é fundamental para a conservacado da biodiversidade e a compreensdo das adaptacdes florais.
Nossos achados sugerem que diferentes espécies podem demonstrar niveis variados de tolerancia a

esses desafios, o que pode influenciar sua aptiddo reprodutiva e dindmicas populacionais.

Palavras-chave: bloqueio mecéanico do estigma; fluxo de pdlen interespecifico; interferéncia

polinica; polinizacdo por morcegos; selecdo sexual masculina; sucesso reprodutivo.
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4.1. INTRODUCAO

O sucesso na transferéncia de pdlen é essencial para reproducdo das plantas, de forma que a
evolucdo das flores se deu no sentido de otimizar a deposic¢éo de pdlen no corpo do animal polinizador
e a sua recepcao pelo estigma (Baranzelli et al., 2024; Brito et al., 2010; Alves-dos-Santos et al.,
2016). No entanto, se diferentes espécies partilham polinizadores em comum, essa interacdo pode
resultar em competicdo, ocasionando inclusive, o recebimento de pélen interespecifico. Isto pode
causar o blogueio da superficie estigmatica reduzindo a aptiddo feminina e impedindo a fixa¢do do
pélen intraespecifico, ou interferir na germinacao do polen e no crescimento do tubo polinico (Briggs
et al., 2016; Minnaar et al., 2019a; Streher et al., 2020). Entre espécies filogeneticamente proximas,
pode ainda haver a fertilizacdo de 6vulos a partir de pélen interespecifico resultando na formacéo de
hibridos (Wendt et al., 2008; Arceo-Gomez & Ashman, 2011; Albuquerque et al., 2024). Além disso,
0 bloqueio da superficie estigméatica com polen interespecifico pode promover a interferéncia
polinica, que é o efeito negativo que o podlen de uma espécie pode causar no sucesso reprodutivo de
outra espécie (Waser, 1983; Kyogoku, 2015; Borges et al., 2016; Moreira-Hernandez & Muchhala,
2019).

Espécies vegetais simpatricas podem partilhar polinizadores e isso pode resultar na deposic¢éo
de pdlen interespecifico. No entanto, algumas espécies evitam a sobreposicdo fenoldgica com
espécies simpatricas ao florescer em diferentes momentos do dia (ou noite) ou do ano (Zhang et al.,
2016; Paudel et al., 2018). Outras espécies evitam a partilha de polinizadores ao desenvolver atributos
de sinalizacdo nas flores (cores, formas, perfumes) para atrair polinizadores especificos (Muchhala
& Thomson, 2010; Minnaar et al., 2019a). Outras ainda evitam a sobreposi¢do de pélen no corpo do
animal ao selecionar diferentes partes do corpo para deposi¢do e remocdo de pélen (Armbruster et
al., 1994; Muchhala & Potts, 2007; Muchhala & Thomson, 2012; Queiroz et al., 2016; Minnaar et
al., 2019a). Estudos mostram que essa estratégia tem reduzido o fluxo de polen entre espécies
intimamente relacionadas (Muchhala, 2008; Queiroz et al., 2015), podendo atuar como barreira
reprodutiva pré-polinizacdo das espécies (Albuquerque-Lima et al., 2023d). As barreiras reprodutivas
sdo importantes para manter o isolamento entre as espécies, e a divergéncia de caracteres tem se
apresentado como um importante instrumento para evitar a perda de polen para estigmas
interespecificos (Muchhala & Potts, 2007; Albuquerque-Lima et al., 2023d). Contudo, essas
diferencas de caracteres podem refletir estratégias complexas para lidar com a disputa da funcdo

masculina das flores.
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Muitas espécies tém como estrateégia de deposicdo de polen forcar o vetor a arrastar uma parte
de seu corpo pelas anteras em uma direcao consistente, deixando uma faixa de pdlen. Essa estratégia
chamada de deposi¢do “do trago”, que esta geralmente associada a flores cujas plantas tém maior
controle sobre a posicao relativa do corpo e a dire¢do de aproximacao dos vetores de polen (Minnaar
et al., 2019a). Nesses casos € muito comum observarmos nessas flores uma hercogamia orientada
com aproximacdo direcionada, o que significa que hd uma separacdo espacial entre estruturas
masculinas e femininas dentro da flor, com o polinizador tocando primeiramente o estigma antes das
anteras durante a sua aproximacédo (Webb & Lloyd, 1986). Dentre as diversas consequéncias que essa
estratégia de ajuste mecanico possibilita, esta seu alto potencial para que ocorra a competicao por
posicionamento de pdlen em uma mesma area do corpo do polinizador através de trés processos: i)
deslocamento do pélen rival por empurrdo; ii) remoc¢éo do pdlen rival por raspagem; iii) cobertura do
pélen rival ao depositar uma nova carga de pélen (Minnaar et al., 2019a). A medida que esses trés
eventos ocorrem simultaneamente entre as flores, acreditamos que seja razoavel esperar que flores
com estruturas reprodutivas mais longas levem vantagem sobre as mais curtas através de dois
processos: i) a medida que a deposicdo de pdlen cobre uma maior &rea do corpo do polinizador, é
possivel que flores maiores escapem parcialmente da competicdo em relagdo as flores menores; ii) a
medida que ocorre uma nova deposicdo de pélen na area de deposicdo de flores menores é possivel
suprimi-las.

O sistema de polinizagdo por morcegos surge como um bom modelo para se investigar esses
processos de interferéncia polinica e competicdo por posicionamento de polen, devido a alta
diversidade morfoldgica das flores das espécies com esse sistema (Fleming et al., 2009; Boero et al.,
2022). Essas plantas exibem desde flores com varios estames e deposicdo de pdlen difusa no corpo
do animal, até flores com poucos ou numerosos estames que depositam o pdélen numa regido
especifica do corpo do polinizador (Muchhala & Thomson, 2012). Contudo, apesar de serem
altamente especializados para o consumo de nectar floral, os morcegos séo polinizadores generalistas
ecoldgicos em termos das plantas que visitam. Isto ocorre porque eles visitam varias especies de
plantas por noite para suprir seu gasto energético (Reis et al., 2007; Simon et al., 2019), possuem area
corporea extensa, que permite a exploracdo de diferentes locais de deposicdo de pélen, e possuem
pelos que aderem mais facilmente o pdlen do que outras superficies de animais (Muchhala &
Thomson, 2010). Assim, 0s morcegos sdo considerados importantes polinizadores de varias familias
de plantas (Borges et al., 2016; Locatelli et al., 1997; Machado & Vogel, 2004; Vogel et al., 2004,



70

2005; Rocha et al., 2007; Queiroz et al., 2015, 2016; Albuquerque-Lima et al., 2023a, b, c, d;
Domingos-Melo et al., 2023).

Neste trabalho, utilizamos um par de espécies quiropterdéfilas e sincronopatricas do género
Bauhinia (Fabaceae) como modelo de estudo para investigar o efeito do blogueio mecanico dos graos
de polen atraves do entupimento da superficie estigmatica das flores, visando determinar se, e como
ocorre a transferéncia de pdlen interespecifica entre elas no ambiente natural. Estas espécies foram
escolhidas com base em uma analise das espécies quiropterofilas presentes na area de estudo
(Domingos-Melo et al., 2023), tendo como principal critério de selecdo o fato de que as flores das
duas espécies sdo muito semelhantes em termos morfoldgicos e partilham os mesmos polinizadores,
além de apresentarem sobreposicao da floracdo (Albuquerque-Lima et al., 2023d). Nossa abordagem
envolveu duas etapas: i) quantificar o fluxo de pélen intra e interespecifico de cada uma das espécies
atraves da analise da superficie estigmatica, e ii) realizar uma série de experimentos de polinizagao
controlada em campo com as duas espécies, a fim de mensurar o efeito de diferentes niveis de
blogueio mecanico no estigma. De forma geral, nds hipotetizamos que as espécies que possuem
estiletes menores estdo mais aptas a suportar a presenca de pdlen interespecifico em relacdo a sua

congénere, uma vez que as mesmas, experimentam um efeito maior no recebimento de pdlen.

4.2. MATERIAIS E METODOS
4.2.1. Local de estudo

O trabalho de campo foi realizado no Parque Nacional do Catimbau (PARNA Catimbau),
localizado no municipio de Buique, Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. O Parque abrange
aproximadamente 64.000 ha (8°36°25” S 37°09' 30” W), apresenta clima semiarido quente (BSh
segundo a escala de Koppen, Peel et al., 2007). A temperatura média anual é de 25 °C, com
precipitacdo média anual de 700 mm. A estacdo seca dura entre seis e oito meses (agosto-fevereiro),
sendo novembro 0 més mais seco, e a estacdo chuvosa se concentra nos meses de marco a julho,
sendo maio 0 més com maior indice pluviométrico (SADMET/INMET, 2023; Sudene, 1990). O
Parque é constituido por rochas areniticas e um mosaico de vegetacao formado principalmente por
Caatinga arbustiva, semidecidua e xerofitica (Andrade et al., 2004), que inclui espécies de
Leguminosae, Euphorbiaceae, Asteraceae e Convolvulaceae, enquanto as plantas herbaceas do sub-
bosque sdo principalmente espécies das familias Cactaceae e Bromeliaceae (Athié-Souza et al.,
2019).
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4.2.2. Espécies e populagdes estudadas

A familia Fabaceae apresenta ampla distribuicdo, com elevada representatividade na Caatinga
(Cérdula et al., 2014; Serafim-Filho et al., 2021), possuindo varios habitos, que vao desde ervas
minusculas até arvores de grande porte (Gentry, 1988). Alguns géneros da familia tém sido citados
por varios autores como sendo polinizadas por morcegos (Machado & Lopes, 2004; Vogel et al.,
2005; Cruz-Neto et al., 2015; Diniz et al., 2019; Domingos-Melo et al., 2020, 2023). O género
Bauhinia L. (Leguminosae — Cercidoideae) possui uma grande diversidade de polinizadores e suas
flores apresentam diferentes formas, tamanhos, coloracfes, bem como duracdes de antese (Endress,
1994).

As espécies estudadas Bauhinia acuruana Moric. e B. pentandra (Bong.) Vogel ex Steud. sdo
filogeneticamente préximas, morfologicamente similares, possuem o mesmo periodo de floracdo
(Albuquerque-Lima et al., 2023d), e compartilham morcegos como polinizadores (Albuquerque-
Lima et al., 2023d). Suas flores possuem simetria zigomorfa e uma pequena estrutura tubular onde é
armazenado o néctar. Os verticilos vegetativos sdo voltados para cima, atuando como um estandarte
que direciona a visita do polinizador, enquanto as estruturas reprodutivas estdo voltadas para baixo
(Pontes et al., 2024). As pétalas sdo assimétricas, brancas, e livres entre si. As anteras das duas
espécies depositam o pélen na regido ventral dos morcegos (Albuquerque-Lima et al., 2023d),
promovendo um ajuste morfoldgico com o polinizador. Além disso, exibem separacdo espacial entre
asanteras e o estigma, e cada espécie possui dez estames que se projetam para fora da corola tubular,
de modo que, a transferéncia de pdlen ocorre fora do tubo.

Essas duas espécies de Bauhinia ocorrem no Cerrado e principalmente na Caatinga (Vaz e
Tozzi, 2003, 2005). Bauhinia acuruana esta distribuida nas altitudes de 600 a 1100 m, enquanto B.
pentandra esta geralmente associada a areas mais baixas entre 300 e 700 m (Vaz, 2001). As espécies
foram amostradas em trés diferentes areas do PARNA Catimbau, conhecidas localmente como
Serrinha, Pedra do Padre e Vila do Catimbau. Escolhemos plantas com muitas flores e botfes, para
garantir a realizacdo dos experimentos de polinizacdo. Foram marcados 20 individuos de cada

espécie, distantes entre si cerca de dez metros para garantir que ndo se tratava da mesma planta.

4.2.3. Mapeamento do fluxo de pdlen interespecifico
Para entender o resultado da polinizacdo natural e conhecer a quantidade de polen
heteroespecifico que é depositado naturalmente nas espécies, analisamos os graos depositados nos

estigmas das duas espécies em ambiente natural. Os estigmas foram coletados ao acaso em diferentes
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individuos antes da senescéncia floral (entre as 4:30h e 5:30h da manha). Coletamos 165 estigmas de
Bauhinia acuruana e 153 de B. pentandra durante 30 dias consecutivos no periodo de marco de 2022
(periodo no qual as espécies floresceram no ano estudado). Os estiletes foram retirados
cuidadosamente dos individuos com o auxilio de uma pinca, para evitar o risco de contaminacdo com
0 poélen da propria planta. Em seguida, foram colocados individualmente em tubos Eppendorf
contendo alcool 70% para processamento em laboratorio. Cada tubo recebeu anotagdo com o nome
da espécie, individuo e data da coleta. Para posterior identificacdo dos graos, confeccionamos laminas
com polen das anteras de cada espécie para servir de referéncia utilizando o mesmo método de
identificacdo. Os estigmas foram submetidos ao processo de acetdlise realizado diretamente na
lamina, de acordo com o protocolo proposto por Erdtman (1960), usando 9:1 de anidrido acético e
acido sulfurico. Cada estilete foi colocado individualmente em uma lamina sobre uma placa
aquecedora com temperatura de 80°C. Em seguida, foram adicionadas 2 gotas da mistura de acetolise
sobre o material polinico, cobertas com a laminula e vedadas com esmalte incolor. Para cada amostra,
todos os grdos de pélen foram contados sob microscdpio 6ptico, sendo possivel identificar os graos

de pélen intra e interespecificos.

4.2.4. Nivel de tolerancia de polen interespecifico

Para avaliar como o bloqueio da superficie estigmatica pode afetar a formacdo de frutos e
sementes, medimos indiretamente o efeito mecanico dos graos de polen na superficie estigmatica das
flores. Para isso, utilizamos microesferas de vidro (material inerte, sem alteragdes quimicas) de
tamanho analogo aos grdos de pdlen, em dois diferentes tratamentos: Tratamento 1: 75% de pdlen
coespecifico e 25% de pblen heteroespecifico, e tratamento 2: 50% de pdlen coespecifico e 50% de
pélen heteroespecifico, de acordo com a metodologia de Moreira-Hernandez et al. (2019). As
microesferas de vidro foram previamente colocadas em um recipiente contendo alcool 70% por 30
minutos para excluir a presenga de possiveis microorganismos e, posteriormente, foram colocadas
sobre um filtro de papel para secagem em condi¢6es ambiente. Apds a secagem das microesferas,
utilizamos tubos Eppendorf de 2ml para medir a quantidade exata do material a ser utilizado em cada
tratamento.

No ambiente natural, para cada espécie, selecionamos uma planta como doadora de pdlen
intraespecifico. O critério de escolha foi que essa planta estivesse a pelo menos 5 km da populacgao
onde encontravam-se as plantas a serem utilizadas como receptoras de pélen. A planta doadora foi

devidamente etiquetada para se diferenciar das demais. Retiramos 0s grdos de pélen das anteras das
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flores desse individuo com o auxilio de agulhas de microseringas (que foram previamente
esterilizadas com alcool 70%) para adicionar a porcentagem de microesferas de vidro utilizada em
cada tratamento. Selecionamos em campo vinte individuos que seriam receptores dos graos de pdlen.
Para a deposicdo de pdélen, utilizamos um pincel de cerdas macias nos diferentes tratamentos de
polinizacdo. Utilizamos até trés flores de cada planta, as quais, tiveram seus estigmas totalmente
preenchidos com alguma das diferentes misturas de polen e microesferas, as quais foram entdo
cobertas com sacos de voal até o dia seguinte. Para cada tratamento, as flores foram previamente
marcadas com fitas de cores diferentes para posterior identificacdo em campo.

Para conhecer a capacidade maxima de reproducédo das espécies, realizamos um experimento
de polinizacdo cruzada manual, na qual, adicionamos polen de anteras de trés individuos
coespecificos nos estigmas das flores (N=45) . Em seguida, cobrimos com sacos de voal até o dia
seguinte para evitar a visita de vetores. Para verificar o nimero de frutos formados através da
habilidade do polinizador no ambiente natural, observamos a formacéo de frutos em flores (N=90)
de diferentes individuos. Em ambos 0s casos, as flores expostas foram previamente marcadas com
fitas coloridas para diferenciar dos demais tratamentos de polinizacéo, as quais foram observadas até
a formacgdo ou ndo de frutos. Os frutos maduros, quando formados, foram coletados apos cinco
semanas. Tanto o nivel de tolerancia de pélen interespecifico das espécies, quanto os tratamentos de
polinizacdo cruzada e polinizacdo natural foram verificados através do acompanhamento da média

de formacéo de frutos (em termos de frequéncia) e média de sementes formadas em cada espécie.

4.2.5. Morfometria

Para investigar se as espécies evitam a sobreposicdo de polen no corpo do polinizador a partir
de suas diferentes morfometrias, medimos a distancia operacional das estruturas reprodutivas de cada
espécie. Para cada espécie, ap6s a abertura floral, foram coletadas flores (N=30) de diferentes
individuos. Em seguida, foram medidas as dimensdes dos estames (da base até o centro das anteras)
e estiletes (base até o centro dos estigmas), As medidas foram realizadas em campo, com o auxilio
de um paquimetro digital Mitutoyo Digimatic SR44. Posteriormente, a média do comprimento das

estruturas reprodutivas foi obtida através de um teste de Qui-quadrado.

4.2.6. Anélises estatisticas
Nos utilizamos Modelos Lineares Generalizados para analisar os dados coletados. Para o

contedo estigmatico, as variaveis explicativas foram tipo de pdlen depositado (intra ou
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interespecifico) e a espécie (uma das duas do par de espécies de Bauhinia). De forma semelhante,
para a producdo de frutos e sementes, consideramos o tratamento e as espécies como variaveis
explicativas. Para lidar com a presenca de excesso de zeros nos dados, foi aplicado um modelo
estatistico zero-inflado. Este modelo diferencia a presenca ou auséncia de polen heteroespecifico
(modelo binomial) e a contagem da quantidade de pdlen (modelo Poisson), utilizando a funcao
‘zeroinfl()' do pacote 'pscl’ em R (Zeileis et al., 2008). Esse enfoque permitiu uma analise robusta do

impacto dos tratamentos na deposicao de p6len heteroespecifico nos estigmas das flores.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Mapeamento do fluxo de pélen interespecifico

As proporgdes de estigmas contendo diferentes tipos de carga polinica diferem entre as
espécies (Chi-quadrado=40.521; df=3; p <0.0001; Figura 1A). Tanto a ocorréncia quanto a
quantidade de grdos de pdlen presente sobre os estigmas diferem entre as espécies e entre o tipo de
polen, ie. intra ou interespecifico (Tabela 1 e Figura 1 B). N&o foi detectada relacdo entre a quantidade
de polen intra e interespecifico em B. pentandra (rho=-0.04, p=0.665), mas existe uma relacéo
negativa em B. acuruana (rho=-0.30, p= <0.0001).

Os estigmas de ambas as espécies recebem maior carga de pélen intraespecifico, e os estigmas
de B. acuruana captaram maior quantidade de polen de B. pentandra, se comparada a carga de pélen
que esta recebe de sua congénere. Embora uma pequena quantidade de pélen interespecifico tenha
chegado aos estigmas das espécies, ndo houve influéncia significativa dessa quantidade para ambas

as espécies.

4.3.2. Nivel de toleréncia de polen interespecifico

Os experimentos mostraram que o bloqueio mecanico da superficie estigmatica das flores
exibiu um efeito negativo, visto que praticamente ndo houve formacgdo de frutos, evidenciando a
interferéncia polinica na reproducdo das espécies (Tabela 2). Ainda assim, B. acuruana conseguiu
suportar um pouco melhor o blogqueio do estigma considerando que ainda conseguiu produzir quatro
frutos, embora com poucas sementes, no tratamento com 25% de microesferas de vidro. O
experimento de polinizacdo cruzada manual mostrou que as duas espécies diferiram em termos de
capacidade de producao de frutos, uma vez que B. pentandra apresentou quase o dobro de formacéo

de frutos e sementes que B. acuruana (Tabela 2). Contudo, em condi¢des naturais ambas alcangaram



75

sucessos reprodutivos semelhantes para a formacao de frutos, com a diferenca anterior mantendo-se
apenas em termos de producao de sementes, que foi bem significativa.
4.3.3. Morfometria

As espécies apresentaram diferencas entre as médias (mm) das distancias operacionais. Os
estames de Bauhinia pentandra apresentaram media = 32.9 (mm) e os estiletes, média = 44.1 (mm).

Em B. acuruana, os estames exibiram média = 25.1 (mm), e os estiletes, média = 34 (mm).

4.4. DISCUSSAO

Embora Bauhinia acuruana e B. pentandra tenham apresentado eficacia na polinizacdo por
receberem em seus estigmas uma carga maior de polen intraespecifico, o fluxo de polen entre as
espécies € assimétrico, uma vez que B. acuruana recebe mais pélen de B. pentandra do que o inverso.
Esse fato se deve ao maior tamanho das anteras de B. pentandra, e consequentemente, maior producao
de gréos de polen, se comparada a observada em B. acuruana (Pontes et al., 2024). Além disso, é um
indicativo de isolamento mecénico para a restricdo do fluxo génico (Figura 1-C). Um trabalho recente
realizado em nossa area de estudo, reportou que B. acuruana e B. pentandra estdo completamente
isoladas em sua reproducdo por uma combinacéo de diversas barreiras reprodutivas, principalmente,
as barreiras pés-polinizacdo que ndo permitiram a formacdo de frutos ap6s cruzamentos entre 0s
taxons, o que demonstra a incompatibilidade entre as espécies (Albuquerque-Lima et al., 2023 d).
Esses autores observaram que as espécies apresentam um moderado isolamento espacial, contudo,
um longo periodo de sobreposicdo na floracdo. Esta Gltima caracteristica representa um efeito
positivo, uma vez que espécies congéneres que coocorrem e florescem juntas, como as espécies deste
estudo, podem apresentar taxas de polinizacdo maiores, assim como 0 numero de animais
polinizadores (Bar6nio et al., 2016; Ghazoul, 2006). Isso ocorre devido ao aumento no desempenho
da polinizacdo, uma vez que havera maior disponibilidade de flores ao mesmo tempo, permitindo que
os polinizadores passem mais tempo na mesma area de forrageio.

Embora o periodo de floragdo das espécies nesse estudo apresente divergéncias entre o que
foi observado por Albuquerque-Lima et al. (2023d), a sobreposicdo das espécies permanece em
evidéncia. Essa divergéncia no periodo de floragdo se deve ao regime sazonal de chuvas que ocorre
na regido, geralmente concentradas de fevereiro a abril (Barbosa et al., 1989). Além disso, as espécies
apresentam algumas particularidades como, morfologia floral semelhantes, compartilham morcegos
polinizadores, além das semelhancas no horario de receptividade dos estigmas e disponibilidade de

pélen e néctar nas flores (Albuquerque-Lima et al., 2023d). Embora todas essas caracteristicas
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possam representar um risco a reproducdo das plantas, as espécies devem ter desenvolvido alguma
estratégia para escapar da interferéncia polinica no ambiente natural, visto que o bloqueio mecanico
da superficie estigmatica das flores praticamente impediu a reproducéo das espécies. Apos verificar
as distancias operacionais das estruturas reprodutivas, observamos que embora as espécies
apresentem semelhangas na morfologia floral, B. pentandra exibe o comprimento dos verticilos
reprodutivos maiores em relacdo ao observado em B. acuruana. As diferencas observadas nas
dimensdes dos fenotipos revelam que as espécies realizam deposicao e remocdo de pdlen em areas
diferentes do corpo do morcego. Os estigmas de B. pentandra podem remover um nimero maior de
graos de pdlen apds uma Unica visita, visto que o comprimento de seus estiletes favorece a captagao
de polen em uma &rea maior do corpo do morcego. Dessa forma, € possivel que essa estrutura
funcione como um mecanismo de prevenc¢do para reduzir o recebimento de pélen interespecifico e
assim, evitar que o pélen de outras espécies obstrua a superficie estigmatica.

A divergéncia evolutiva no fenétipo floral permite que as plantas consigam reduzir a
concorréncia, uma vez que evitam a mistura de pdlen interespecifico ao selecionar diferentes partes
do corpo do polinizador para deposi¢do e remocao de polen (Queiroz et al., 2016). Howell (1977)
observou que vérias especies da América Central, adaptadas a polinizacdo por morcegos,
compartilham o periodo de floracdo e utilizam a divisdo do corpo do polinizador para escapar da
competicdo interespecifica. O autor observou que a floracdo das plantas pode ocorrer em sincronia,
porém, o néctar e o pélen podem ficar disponiveis em momentos distintos nas diversas flores das
espécies, e algumas espécies realizam deposicdo e remocdo de pdlen em regibes diferenciadas dos
corpos dos morcegos, minimizando o risco de receberem polen interespecifico.

Ao contrario de Howell (1977), que acreditava que a deposicao diferencial de polen nos
polinizadores poderia ser resultante da baixa densidade desses animais na area de seu estudo, Minnaar
et al. (2019a), afirmam que sempre que uma planta deposita pélen em um polinizador, ela tem a
oportunidade de maximizar o seu sucesso reprodutivo, pois, ao deslocar, cobrir, e remover graos de
polen de espécies concorrentes, as espécies podem coocorrer com sucesso. Partindo desta teoria,
analisamos as estruturas reprodutivas das espécies e observamos que elas favorecem o controle sobre
aposicéo relativa do corpo e direcdo de abordagem do polinizador, atributos reportados anteriormente
por Armbruster et al. (2009). As espécies apresentam uma integracdo das partes florais que atua para
0 ajuste mecanico ao corpo do morcego (Armbruster et al., 2004, 2014), visto que, espécies que
apresentam polinizacgdo especialista ndo estdo adaptadas a receber alta carga de polen interespecifico

em seus estigmas (Bruckman & Campbell, 2016; Streher et al., 2020). As caracteristicas morfoldgicas
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e 0 comportamento do polinizador durante a visita tém sido associados a efetividade da polinizagao
em diferentes sistemas (Miller et al., 2014; Palacios et al., 2019; Pontes et al., 2022). Os polinizadores
de Bauhinia acuruana e B. pentandra sdo os morcegos Glossophaga soricina e Lonchophylla mordax
que pertencem a familia Phyllostomidae (sub-familia Glossophaginae) (Albuquerque-Lima et al.,
2023d). Os representantes desta familia realizam manobras durante o voo, pois possuem massa
corporal de tamanho reduzido (Glossophaga soricina Média=53,0 mm e Lonchophylla mordax
Média=52,5 mm) (Reis et al., 2007). Além disso, desenvolveram especializacBes para exploracao de
néctar como, lingua longa e muito extensiva, com a presenca de papilas filiformes na regido anterior
da lingua para facilitar o acesso e a retirada do néctar das flores.

Ao abordar a flor, o morcego paira diante da abertura floral (do hipanto); e insere a lingua no
interior da estrutura tubular para coletar o néctar. A visita é breve (Muchhala & Thomson, 2010), de
forma que o polinizador permanece imovel, eliminando o risco de uma eventual mistura de pdlen.
Enquanto as anteras sdo arrastadas pela regido ventral do morcego, a entrada do hipanto age como
uma barreira fisica, estabelecendo um limite de acesso ao recurso. Por sua vez, Bauhinia acuruana
deposita 0 polen no pescoco e térax do morcego e B. pentandra deposita o polen no torax e abdomen
do morcego. Logo, é formada uma faixa de polen no corpo do morcego em uma dire¢do consistente,
processo semelhante ao reportado por Minnaar et al. (2019a). Os estigmas das flores de ambas as
espécies sdo expostos além das anteras e fazem o primeiro contato com o corpo do animal para
capturar o polen de doadores anteriores. Posteriormente, as anteras entram em contato com o vetor,
depositam o pdlen, arrastando-o e formando uma faixa continua, podendo deslocar o pélen de sua
concorrente, ou 0 seu proprio polen. Consequentemente, o estigma removera mais pélen no inicio da
faixa e empurrara um pouco do pélen previamente colocado para tras da faixa, resultando em camadas
sobrepostas sucessivamente, de forma que, a maior parte da transferéncia de pdlen para os estigmas
sera das Ultimas flores visitadas (Karron et al., 2009; Minnaar et al., 2019a). Portanto, as anteras de
Bauhinia pentandra ao entrarem em contato com o corpo do polinizador, reduz as chances de o polen
ser removido por estruturas reprodutivas de B. acuruana numa visita posterior, em razdo desta,
apresentar medidas operacionais menores. Algumas espécies simpatricas de Burmeistera
(Campanulaceae) reduzem a competicdo pela polinizacdo divergindo no comprimento dos estames
(Muchhala e Potts, 2007). A variacdo exibida entre os locais de exposi¢do dos estames favorece a
deposicgao de polen em varios locais no corpo do polinizador, reduzindo assim, a quantidade de polen
interespecifico que chega a superficie estigmatica, e consequentemente, o risco de interferéncia

polinica.
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O maior numero de frutos e sementes formadas naturalmente em Bauhinia pentandra pode
ser devido ao maior comprimento da estrutura tubular de suas flores (Albuquerque-Lima et al.,
2023d). Antes de competir pelo acesso aos Gvulos, as plantas competem pelo acesso ao vetor de pélen,
e posteriormente, pelo acesso aos estigmas (Minnaar etal., 2019a). As flores de morfologias tubulares
secretam e armazenam néctar no fundo dos tubos florais, e 0 comprimento extremo da lingua dos
morcegos evoluiu com essas flores, que aumentaram o comprimento do tubo e consequentemente, a
duracéo da visita (Muchhala & Thomson, 2009). Dessa forma, alteram o0 ajuste mecanico e a precisdo
entre a flor e o polinizador (Caruso et al., 2019), além de se tornarem uma opcao de melhor custo-
beneficio para 0s morcegos, ja que estes precisam visitar muitas flores por noite para suprir seu gasto
energético (Reis et al., 2007; Simon et al., 2019). Minnaar et al. (2019b) observaram que flores com
tubos longos transferiam pélen de forma mais eficiente em relacdo as flores de tubos curtos, e que a
deposic¢ao de polen por visita no corpo do polinizador foi trés vezes maior comparada a realizada em
flores de tubos curtos. Em nosso estudo ndo examinamos a variagdo do comprimento do tubo floral
das espécies, contudo, o0 comprimento dessa estrutura tem sido associado a frequéncia do polinizador
(Muchhala & Thomson, 2009; Pauw et al., 2009; Anderson et al., 2010a, b), visto que o polinizador

pode atuar como um filtro ao visitar mais flores de tubos longos (Haber & Frankie, 1989).

4.5. CONCLUSOES

A morfologia floral das espécies de Bauhinia deste estudo exerce um papel fundamental na
transferéncia de pdlen, uma vez que as flores de Bauhinia pentandra formaram maior nimero de
frutos e sementes na polinizacdo natural. Além disso, evitam a transferéncia de p6len interespecificos,
visto que, o comprimento das estruturas reprodutivas promove um isolamento mecénico entre as
espécies ao promover a deposicdo e remocdo diferencial de pdlen no corpo dos morcegos
polinizadores.

Devido ao maior comprimento de seus estiletes, 0s estigmas de Bauhinia pentandra deslocam
0 pdlen de espécies concorrentes para areas no polinizador onde é improvavel que seja removido por
estigmas de Bauhinia acuruana. No entanto, esta demonstra estar mais apta a suportar a presenca de
pélen interespecifico do que sua congénere, visto que experimentou um efeito menor no recebimento
de polen interespecifico em seus estigmas. Embora ocorra competicdo por espaco no corpo do
polinizador, a divergéncia dos fendtipos florais promove a deposicdo diferencial de pdlen nos
polinizadores, e a estratégia de deposi¢do “do traco” utilizada por essas espécies, conseguem reduzir

0s riscos causados pela competicao.
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Tabela 1 — Efeito da ocorréncia, quantidade e tipo de pélen depositados nos estigmas das espécies
Bauhinia acuruana e B. Pentandra (Fabaceae). O modelo de zero inflado distingue as analises entre a
ocorréncia de grdos de pélen (Binomial) e a quantidade de gréos sobre 0s estigmas (Poisson).

Coeficiente do modelo de contagem

(Poisson)
Std.
Estimate Error Z p
Espécie (B. acuruana/B. pentandra) -0.15 0.06 -2.46 0.014
Pdlen (Intraespecifico/Interespecifico) 0.19 0.03 6.44 <0.0001
Espécie*Polen 0.56 0.06 8.72 <0.0001
Coeficiente dos modelos de Zero-inflado
(Binomial)
Std.
Estimate Error Z p
Espécie (B. acuruana/B. pentandra) 1.45 0.33 4.44 <0.0001
Pdlen (Intraespecifico/Interespecifico) -2.21 0.25 -8.79 <0.0001
Espéecie*Polen -5.01 1.07 -4.67 <0.0001
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Tabela 2 — Resultados dos experimentos de polinizacdo controlada na formacéo de frutos de sementes.

Proporcdo de

Frutos frutos Sementes
formados formados (médiaxdp)
B. acuruana 25% microesferas de vidro 42 8.89% 0.16+1.452
50% microesferas de vidro 0 0.00% -
Polinizacdo cruzada 22° 48.89% 1.23+3.76"
Polinizacdo natural 12¢ 13.33% 1.20+3.39P
B. pentandra 25% microesferas de vidro 0 0.00% -
50% microesferas de vidro 0 0.00% -
Polinizacdo cruzada 362 80.00% 2.76+5.38°
Polinizacdo natural 15¢ 16.67% 3.85+6.15°¢

(letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos analisados através de testes de chi-quadrado)
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As espécies quiropterdfilas de Caatinga apresentadas em nosso estudo apresentam precisao
floral na deposicdo e remocao de polen, inclusive, aquelas que apresentam auséncia de hercogamia.
Esse é o primeiro registro de precisdo floral para flores de hercogamia ndo ordenada na polinizacdo
por morcegos. As espécies quiropterdfilas utilizam diferentes estratégias para evitar a transferéncia
de pdlen interespecifico como: i) Depositando e removendo pélen no corpo do polinizador em um
local exclusivo; ii) florescendo em periodos diferentes de espécies sincronopatricas, evitando a
sobreposicdo fenoldgica; iii) depositando o polen em diferentes partes do corpo do polinizador,
evitando a sobreposi¢cdo morfologica; e iv) ajustando a morfologia da flor ao polinizador. De forma
geral, as espécies possuem um mecanismo peculiar para fugir da interferéncia polinica no habitat
natural.

Nossas conclusBes sdo com base nas dimensdes dos fendtipos florais, no entanto, para
entendermos como ocorre a acuracia realmente realizada na interacdo planta-polinizador,
principalmente, em espécies que podem apresentar varios grupos de visitantes florais, se faz
necessario utilizar uma abordagem de acuracia realizada. Ressaltamos que, como previsto, nossas
hipoteses foram corroboradas. No entanto, ndo esperavamos que algumas flores de morfologia ndo
restritiva apresentassem maior acuracia em relacdo as flores de morfologia restritiva. Observamos
que o investimento na producao de polen ndo esta relacionado aos atributos florais das espécies, uma
vez que a espécie (Harpochilus neesianus) que apresentou alto investimento na producéao de polen,
exibiu o menor indice de inacuracia dentre as espécies deste estudo, apresentando, portanto, maior
precisdo floral.

As variagdes observadas nas estratégias reprodutivas entre as espécies acentuam a plasticidade
e a eficacia dos mecanismos de polinizagdo em resposta a condi¢des ecoldgicas especificas. Embora
a competicao interespecifica pelo espaco dos polinizadores seja evidente, as adaptacdes morfologicas
atenuam a potencial interferéncia do pélen, enfatizando a importancia de caracteristicas florais
divergentes. A medida que os ecossistemas globais enfrentam desafios, a compreensio e a
preservacgdo destas interacdes especializadas tornam-se fundamentais.

Os esforcos de conservagdo direcionados tanto as plantas quiropterofilas quanto aos seus
morcegos polinizadores sdo essenciais para sustentar o delicado equilibrio destes ecossistemas. Em

ultima analise, este estudo contribui ndo s6 para o conhecimento cientifico, mas também defende um
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reconhecimento mais amplo da importancia ecoldgica da polinizagdo mediada por morcegos na
manutencao da resiliéncia e da biodiversidade dos habitats naturais.

Trabalhos futuros devem envolver fluxo de pélen em nivel de comunidade, assim como,
estudos relacionados a morfologia polinica dessas espécies, para esclarecer o motivo pelo qual o

morcego foi escolhido para polinizar tantas espécies vegetais no ambiente de Caatinga.
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