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RESUMO

De Oliveira Pimenta, I. C. Efeitos da intensidade de danos foliares no mutualismo de
protecio entre formigas e Banisteriopsis malifolia (Nees e Mart.) B. Gates
(Malpighiaceae). Dissertacao (Mestrado em Entomologia) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias

e Letras de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022, 42 paginas.

Interacdes planta-herbivoro surgiram ha aproximadamente 400 milhdes de anos, essa relagao
pode impactar negativamente o sucesso reprodutivo das plantas. Os danos causados pelos
herbivoros as plantas podem causar alteragdes em suas caracteristicas florais, afetando
indiretamente o comportamento de visitantes florais e reduzindo a frutificagdo das plantas.
Além de poder prejudicar seu crescimento e reproducdo, através da realocacdo de recursos.
Diante disso, as plantas desenvolveram diversos mecanismos para se defender dos danos
causados pelos herbivoros, um desses mecanismos ¢ a defesa bidtica fornecida por formigas. A
defesa bidtica consiste no mutualismo facultativo ou obrigatdrio que algumas plantas possuem
com outros organismos, no caso das formigas, oferecem recursos e/ou abrigo em troca de
protecao contra herbivoria, como ¢ o caso de Banisteriopsis malifolia (Malpighiaceae). Esta
planta estabelece uma relagdo mutualistica com formigas, oferecendo néctar extrafloral em
troca de prote¢do contra os ataques de herbivoros. Sendo assim, este estudo teve por objetivo
verificar se a herbivoria foliar, em diferentes intensidades em B. malifolia, influencia seu
sucesso reprodutivo e os padrdes de secrecdo de néctar extrafloral; consequentemente alterando
o forrageamento e atividade das formigas associadas. Os resultados mostram que B. malifolia
responde a diferentes intensidades de dano foliar. Plantas com niveis intermedidrios de danos
conseguem compensar os danos causados, produzindo inflorescéncias maiores e néctar
extrafloral com maior concentragdo de actcar, enquanto plantas com altos niveis de danos sao
as mais prejudicadas, demorando mais tempo para produzir inflorescéncias e flores, produzindo

poucas inflorescéncias e, inflorescéncias, botdes, flores e frutos menores. Além disso, o



aumento na concentra¢do de agtcar do néctar dos nectarios extraflorais (NEFs) influenciou o
padrao de forrageamento das formigas, mostrando que a cada uma unidade de aumento na
concentragdo de agticar do néctar, ha um aumento de 1.03 de formigas na planta. Concluindo,
este estudo mostra que a planta B. malifolia, responde a diferentes niveis de danos foliares e
que isso afeta seus tracos florais e sucesso reprodutivo.

Palavras-chave: simulagdo de herbivoria — interacdo inseto-planta — nectarios extraflorais —

sucesso reprodutivo — formigas.

ABSTRACT

De Oliveira Pimenta, 1. C. Effects of leaf damage intensity on protective mutualism between
ants and Banisteriopsis malifolia (Nees e Mart.) B. Gates (Malpighiaceae). Dissertation
(Master in Entomology) — Faculty of Philosophy, Sciences and Letters at Ribeirdo Preto,
University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022, 42 pages.

Plant-herbivore interactions emerged approximately 400 million years ago; this relationship can
negatively impact the reproductive success of plants. Herbivore damage to plants can cause
changes in the floral characteristics of the plant, indirectly affecting the behavior of floral
visitors and reducing plant fruiting. In addition to being able to impair their growth and
reproduction, through the reallocation of resources. Considering this, the plants has developed
several mechanisms to defend itself from the damage caused by herbivores, one of these
mechanisms is the biotic defense provided by ants. The biotic defense consists of the facultative
or obligatory mutualism that some plants have with other organisms, in the case of ants, they
offer resources and/or shelter in exchange for protection against herbivory, as is the case of
Banisteriopsis malifolia (Malpighiaceae). This plant establishes a mutualistic relationship with
ants, offering extrafloral nectar in exchange for protection against herbivore attacks. Thus, this

study aimed to verify whether leaf herbivory at different intensities in B. malifolia influences



its reproductive success and the patterns of extrafloral nectar secretion; consequently, altering
the foraging and activity of the associated ants. The results show that B. malifolia responds to
different intensities of leaf damage. Plants with intermediate levels of damage manage to
compensate for the damage caused, while plants with high levels of damage suffer the most,
taking longer to produce inflorescences and flowers, producing few inflorescences and, smaller
inflorescences, buds, flowers, and fruits. In addition, the increased sugar concentration of nectar
from extrafloral nectaries (EFNs) influences the foraging pattern of ants, showing that for every
one unit increase in the nectar sugar concentration, there is an increase of 1.03 ants on the plant.
In conclusion, this study shows that the plant B. malifolia, responds to different levels of leaf
damage and that this affects its floral traits and reproductive success.

Keywords: herbivory simulation — insect-plant interactions — extrafloral nectaries —

reproductive success — ants.
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1 - INTRODUCAO

As interagdes entre plantas e animais, sejam eles invertebrados ou vertebrados, sdo
antigas e amplamente distribuidas, podendo ser muito variaveis tanto nos tipos de organismos
que se relacionam, como nos resultados gerados por essas interagdes (Thompson 1994, 2005,
Del-Claro 2012, Del-Claro & Torezan-Silingardi 2021). Interagdes planta-herbivoro,
especificamente, surgiram no inicio do Devoniano ha cerca de 400 milhdes de anos (Labandeira
2007). Essa relacao antagonica ¢ caracterizada pela alimentagdo de tecidos vegetais por insetos
(Labandeira 1998, Schoonhoven et al. 2005), o que pode impactar negativamente 0 sucesso
reprodutivo da planta. Alguns estudos tém mostrado que danos foliares infligidos por insetos
podem levar a alteragdes das caracteristicas florais da planta, finalmente levando a alteragdes
nos padrdes comportamentais dos visitantes florais e muitas vezes reduzindo a frutificacio das
plantas (Carper et al. 2016, mas veja Cozzolino et al. 2015). Esses impactos causados pelos
insetos herbivoros podem ocorrer diretamente ou indiretamente. Por exemplo, a herbivoria pode
causar uma diminui¢do da éarea fotossintética da planta, resultando em menor area foliar
disponivel para manter o processo de fotossintese, prejudicando o crescimento e reprodugdo
vegetal (Crawley 1983, Taiz & Zeiger 2009). Além disso, a herbivoria pode alterar a alocagdo
de recursos das plantas, o que pode levar a um menor investimento em recursos para reproducao
e mais para defesa (Karban 2011). Isso pode resultar em impactos diretos no desenvolvimento
da planta, resultando em alteragdes no tamanho, forma e cor das partes reprodutivas; e impactos
indiretos na polinizagdo, uma vez que essas variacdes nas caracteristicas florais podem ter
consequéncias positivas, neutras ou negativas no comportamento dos polinizadores (Cozzolino
et al. 2015, Lucas-Barbosa 2016, Jacobsen & Raguso 2018).

Para impedir ou diminuir os danos causados por insetos, ou mesmo por outras pressoes
ambientais, como fatores abidticos severos (e.g. chuvas, fogo e geadas), as plantas

desenvolveram diferentes mecanismos, estratégias e caracteristicas de resisténcia e tolerancia,
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tendo como consequéncia alteragcdes em seu metabolismo primério e secundario, podendo
afetar diretamente sua reprodugdo (Crawley 1983, Futuyma 1992, Lucas-Barbosa 2016,
Jacobsen & Raguso 2018, Kessler & Chauta 2020). Esses mecanismos podem ser quimicos,
fisicos, bidticos ou fenologicos (Crawley 1983, Del-Claro & Oliveira 1999, Del-Claro &
Torezan-Silingardi 2012, Calixto et al. 2015, Marquis & Moura 2021). A defesa quimica de
plantas pode ser representada por compostos secundarios, como por exemplo alcaloides,
terpendides e compostos organicos volateis (VOCs) (Cozzolino et al. 2015, POPA et al. 2020).
A defesa fisica ¢ caracterizada por adaptagdes morfolégicas ou mecanicas, como espinhos e
tricomas (Junker et al. 2011, Calixto et al. 2015, Tagawa 2018). As plantas também possuem
defesas fenologicas e diversas formas de escape (Marquis & Moura 2021), como a expansao
rapida das folhas (Coley & Barone 1996, Coley et al. 2005), incompatibilidade nos recursos
utilizados por diferentes herbivoros e o pico de abundancia desses herbivoros (Vilela et al.
2014), além de reduzir a producdo de recursos em um ano e aumentar em outro, tornando
imprevisivel a disponibilidade de recursos ao herbivoro (Marquis & Moura 2021). Por fim,
plantas podem ainda se associar a inimigos naturais de seus herbivoros, como formigas, vespas
e aranhas, formando um mecanismo de protecdo denominado defesa bidtica (Del-Claro ef al.
2016, Pearse et al. 2020, Moura et al. 2021). Muitas plantas, principalmente as angiospermas,
apresentam estruturas para fornecer abrigo e/ou recursos alimentares como ¢ o caso do néctar
extrafloral produzido pelos nectarios extraflorais (NEFs) (Koptur 1992, Calixto et al. 2018).
NEFs sdo glandulas produtoras de um liquido aquoso rico em carboidratos e outros
compostos diluidos, como fenois, alcaloides, aminoacidos e lipidios (Baker 1977, Gonzélez-
Teuber & Heil 2009). Por ser um liquido altamente energético e importante para o
desenvolvimento das formigas (Byk & Del-Claro 2010, Calixto, Lange & Del-Claro 2021),
essas parceiras mutualistas acabam fornecendo protecdo contra o ataque de herbivoros,

estabelecendo associagdes facultativas com essas plantas hospedeiras, e as vezes, até
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obrigatdrias (Oliveira & Freitas 2004, Del-Claro et al. 2016, Calixto et al. 2018). Alguns
estudos tém mostrado que essa relacdo entre formigas e plantas portadoras de NEFs produz
impactos diretos sobre a herbivoria foliar e indiretos no sucesso reprodutivo da planta
(Rosumek et al. 2009, Trager et al. 2010, Del-Claro et al. 2016, Calixto et al. 2018). Desta
forma, as formigas sdo consideradas os principais agentes bioticos de defesa das plantas contra
a herbivoria, e o néctar extrafloral representa um recurso chave para as interagdes entre plantas
e seus predadores (Rico-Gray & Oliveira 2007, Rosumek et al. 2009, Marquis 2012).

Os danos causados pelos herbivoros podem ainda induzir a produg¢do de néctar
extrafloral, consequentemente alterando os padrdes de forrageamento das formigas (Anjos et
al. 2017, Raupp et al. 2020, Calixto, Lange, Bronstein, ef al. 2021). Por exemplo, estudando a
resposta induzida dos NEFs de Qualea parviflora (Vochysiaceae), Raupp et al. (2020)
verificaram que o tipo de dano foliar (mastigagao ou perfuragdo) pode influenciar os resultados
do mutualismo formiga-planta. Além disso, os niveis de inducdo dos NEFs ¢ a reposta das
formigas a esses danos sao diretamente relativos ao nivel e ao local de dano na planta (Calixto,
Lange, Bronstein, ef al. 2021). Entretanto, a herbivoria ndo afeta somente as defesas induzidas
das plantas, ela pode desencadear diferentes respostas, seja elas direta (e.g. alteracao das
caracteristicas florais da planta) ou indiretamente (e.g. altera¢dao nos padrdes de polinizagdo), o
que resulta ndo s6 em prejuizos para a planta (Moreira et al. 2019), mas também em beneficios
(Korndorfer & Del-Claro 2006). Poucos estudos exploram como a intensidade de danos foliares
podem alterar a produg@o dos NEFs, o comportamento das formigas e o sucesso reprodutivo da
planta; dessa forma, ¢ preciso avaliar quais sdo os efeitos das diferentes intensidades de danos
foliares na produc¢do dos NEFs, na atratividade das formigas e no sucesso reprodutivo da planta.

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi verificar se a herbivoria foliar em
diferentes intensidades em uma planta com NEFs, Banisteriopsis malifolia (Malpighiaceae),

influencia os padroes de secrecdo de néctar extrafloral, consequentemente alterando o

13



forrageamento e atividade das formigas associadas e o sucesso reprodutivo da planta. A principal
hipotese ¢ que danos foliares podem influenciar a produgcdo de NEFs, os padrdes de
forrageamento das formigas e o sucesso reprodutivo da planta, mas a magnitude desses efeitos
esta diretamente relacionada ao nivel de dano. As predigdes sdo: (i) baixos niveis de dano foliar
(<5% da area foliar total) ndo serdo significativos a ponto de gerar variagdes nos fatores
estudados (volume e concentracdo de aglicar nos NEFs, comportamento de formigas,
componentes reprodutivos); (ii) niveis intermedidrios de danos (50% da area foliar total)
causardo alteragdes positivas no comportamento de forrageamento das formigas (atraindo-as
para as plantas) e nos componentes reprodutivos da planta em fun¢do de uma resposta induzida
mais acentuada do que apenas 5%, devendo produzir maior volume e concentracdo de agucar
nos NEFs (Cozzolino et al. 2015, Rusman et al. 2019); e (iii) niveis altos de dano (50% da area
foliar total) causardo um efeito positivo no comportamento de forrageamento das formigas e
negativo na planta, uma vez que diminuira significativamente a area fotossintética da planta,
afetando a producao de recursos alocados para a reproducao, devendo produzir maior volume e

concentracdo de agucar nos NEFs do que nos danos menores (Taiz & Zeiger 2009).

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e espécie avaliada

O estudo de campo foi realizado na Reserva Ecologica do Clube de Caga e Pesca Itorord
de Uberlandia, no municipio de Uberlandia-MG (48°17°27,0”” W; 18°58°30,6 S), Brasil, onde
a principal fitofisionomia é o cerrado sentido restrito, composto por arvores de at¢ 10m
espacadas e entremeadas por arbustos e grama. A drea também ¢ caracterizada pela presenca de
vereda, campo Umido, floresta mesofitica e floresta de galeria (Appolinario & Schiavini 2002,
Del-Claro et al. 2019). O clima da regido apresenta duas estagdes bem definidas, uma seca e

fria de abril a setembro e outra umida e quente de outubro a marco (Alvares et al. 2013, Novaes
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et al. 2020).

A espécie estudada foi Banisteriopsis malifolia (Nees & Mart.) B. Gates (Figura 1), um
arbusto da familia Malpighiaceae, comum em formagdes arbustivas do Cerrado. Possui ramos
sericeos e folhas opostas. As folhas possuem um par de NEFs na base perto do peciolo, um de
cada lado da nervura central. Suas inflorescéncias podem ser terminais ou axilares, com
bracteas persistentes, geralmente oblongas, e pedicelos sésseis. As flores contém sépalas, suas
pétalas sdo alvas ou rosadas, ficando amarelo palidas quando senescentes. Os frutos sdo do tipo
samarideos de coloragdo esverdeada, sdo sericeos e glabrescentes em dire¢do ao apice. Sua
floracdo e frutificagcdo ocorre de fevereiro a outubro (Carvalho et al. 2010, Alves-Silva et al.
2013, Calixto, Lange, Bronstein, ef al. 2021). Essa espécie ¢ muito abundante na area de estudo
e apresenta interagdes com formigas mediadas pelos NEFs, os quais estdo ativos nas folhas

jovens durante os meses de novembro ¢ dezembro (Calixto, Lange, Bronstein, et al. 2021).

Figura 1. Banisteriopsis malifolia (Malpighiaceae) na Reserva Ecoldogica do Clube de Caga ¢ Pesca
Itoror6 de Uberlandia, no municipio de Uberlandia-MG. (A) Flor e inflorescéncia de B. malifolia. (B)
Formiga na inflorescéncia de B. malifolia. (C) Ectatomma tuberculatum nos NEFs das bracteas da

inflorescéncia de B. malifolia. Fotos de Kleber Del Claro.

2.2 Design Experimental
Devido a pandemia causada pela Covid-19, ao final de janeiro de 2021, foram
selecionadas 75 plantas com caracteristicas fenologicas semelhantes, com pelo menos cinco

metros de distancia umas das outras. Essas plantas foram igualmente divididas em trés grupos,
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de 25 plantas cada: Controle — nenhuma manipulacdo experimental foi feita e, portanto, os
danos foliares foram naturais (<5% da area foliar total); T15 — foi removida 15% da érea apical
de todas as folhas de todas as plantas através da simulagdo de herbivoria por cortes; T50 — foi
removida 50% da area de todas as folhas de todas as plantas também através de cortes. A
porcentagem de dano nas folhas foi feita através de estimativa de porcentagem visual, por
quadrantes. Dividimos a folha em quatro, onde cada parte equivalia a 25%, dessa forma
conseguimos estimar qual a porcentagem de herbivoria das folhas. Em condi¢des naturais, a
taxa de herbivoria foliar dessa espécie ¢ em média de 3,48% (desvio padrao: 2,01; n = 10
plantas). Assim, para avaliar o poder de inducao e os efeitos na planta e nas formigas associadas,
nés aumentamos os valores dos danos em aproximadamente 5 vezes (grupo T15) e 15 vezes
(grupo T50). Valores de 15% de herbivoria podem ser vistos regularmente no campo, enquanto
valores de 50% sdo vistos raramente. Entretanto, ambos podem ocorrer. Os cortes foram feitos
em todas as folhas presentes na planta, independentemente do estdgio ontogenético; porém, a
maioria das folhas estavam em estagio intermediario ou de expansao total, maduras. Os cortes
eram feitos com uma tesoura sem ponta, sempre transversalmente em relagdo ao comprimento
da folha, ou seja, no meio do limbo foliar em T50 e na ponta do limbo foliar em T15 (Figura
2). Novos cortes foram feitos a medida que a planta apresentava brotacao foliar, que ocorre até
o inicio do estagio reprodutivo, em meados de marco (Ferreira & Torezan-Silingardi 2013). Os

cortes foram feitos sempre de manha entre 8:00 e 12:00 horas.
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Figura 2. Tratamentos com simulagdo de herbivoria foliar em Banisteriopsis malifolia. (A) Grupo
Controle - folhas sem nenhuma manipulagdo experimental, dano foliar inferior a 5%. (B) Grupo T15 -

folhas com 15% de dano. (C) Grupo T50 - folhas com 50% de dano. Fotos da autora.

2.3 Nectarios Extraflorais e Formigas

Foi avaliada a produtividade dos NEFs para verificar sua resposta aos niveis de
herbivoria, e para correlacionar a abundancia e a riqueza de formigas com a quantidade
(volume) e/ou qualidade (concentracdo de agucar) do néctar. Para isso, durante a fase de
producdo de botdes florais (meados de abril), foram selecionadas trés bracteas, uma em cada
inflorescéncia. Cada bréactea possuia um par de NEFs ativos em sua base na parte abaxial, um
em cada lado da nervura central. Os dois NEFs foram lavados com 4gua destilada, secados com
papel filtro e ensacados com saco de voil (Lange et al. 2017). Esse procedimento foi feito de
manha, entre 8:00 e 11:00, e o néctar s6 foi avaliado 24 h depois. O volume do néctar de ambos
os NEFs foram medidos através de microcapilar graduado de 5 pL, e a porcentagem em Brix
de agticar foi medida com refratometro manual (modelo Eclipse) com medi¢ao de até 50%. No
momento de avaliagdo do néctar extrafloral, foram quantificadas a abundancia e riqueza de

formigas em toda a planta.

2.4 Tragos florais

Foi avaliada a variagdo dos tragos florais de cada planta. Para isso, primeiramente foram
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selecionados cinco botdes de uma inflorescéncia por planta, os quais foram ensacados com saco
de tecido voil. Entdo, em fase de pré-antese, foi avaliado a altura e o didmetro de cada botao
(Figura 3A). Os botdes foram ensacados novamente para prevenir o ataque de herbivoros, sendo
retomadas as analises apds a antese. Apds a antese dos cinco botdes selecionados, foi analisado
o tamanho (largura e comprimento) das flores (Figura 3B). Ambos foram medidos com
paquimetro digital. Foi quantificado o niimero total de inflorescéncias por planta e o numero de
flores por inflorescéncia em trés inflorescéncias previamente selecionadas. O numero total de
inflorescéncias por planta foi contabilizado no pico da florada da planta que ocorre em maio,
assim como o numero de flores por inflorescéncia. Em observagdes prévias de campo, foi
notado que as flores ndo duram mais do que trés dias, sendo que no final do primeiro dia ja
apresentam mudancgas de coloragdo e morfologia das estruturas. Sendo assim, foram

quantificados todos os botdes e flores para avaliar o numero total de flores por inflorescéncia.

Figura 3. (A) Botdo em pré-antese, as setas indicam as dire¢des que foram medidos a altura (seta azul)
e o diametro (seta rosa) dos botdes. (B) Flor aberta, as setas indicam como foram medidas a largura (seta

vermelha) e o comprimento (seta preta) das flores, apds a antese. Fotos da autora.

2.5 Sucesso reprodutivo

Para avaliacdo do sucesso reprodutivo das plantas, foram avaliados o nimero de
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samarideos produzidos por flores nas trés inflorescéncias previamente selecionadas para o
estudo de tragos florais, e foram coletados no minimo cinco samarideos por inflorescéncia para
avaliacdo do tamanho e peso. O tamanho dos samarideos foi realizado através de fotos, os quais
foram avaliados no programa ImagelJ, e o peso foi mensurado em balanca digital analitica com

quatro digitos (Uni Bloc/ ATY224), antes e ap6s serem secos em estufa (periodo de 24h a 55°C).

2.6 Analise dos dados

Todas as analises foram feitas utilizando o software R 4.1.1 (R Core Team 2019) a 5%
de probabilidade. Foram utilizados os seguintes pacotes nas analises: ‘glmmTMB’ (Brooks et
al. 2017), ‘car’ (Fox & Weisberg 2014), ‘emmeans’ (Lenth 2020), ‘lme4’ (Bates et al. 2015) e

‘multcomp’ (Hothorn et al. 2008).

2.6.1 Nectarios Extraflorais e Formigas

Para avaliar se o volume e concentracao de néctar sdo influenciados pela intensidade de
dano foliar, foi conduzido um modelo linear generalizado misto (GLMM) com distribuigao
gaussiana, onde o volume ou a concentragdo de néctar foram considerados a varidvel resposta,
e os tratamentos o efeito fixo. Os individuos de plantas foram ajustados como efeito aleatorio.
Visto que o volume de néctar ndo diferiu entre os tratamentos, foi conduzida uma analise usando
apenas a concentracdo de acucar do néctar para analisar o efeito da interagdo entre os
tratamentos e a concentragdo de aglicar na abundancia e riqueza de formigas. Para isso, foi
ajustado um modelo linear generalizado (GLM) com distribui¢do binomial negativa, a fim de
controlar a superdispersao dos dados. A abundancia ou a riqueza de formigas foram ajustadas
como variavel resposta e os tratamentos, a concentragdo, € a interagdo entre os tratamentos e a
concentragdo de acucar do néctar foram ajustadas como efeito fixo. As plantas foram ajustadas

como efeito aleatorio. Além disso, para realizacdo dessa andlise tivemos que fazer a média por
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planta da concentracdo de actcar do néctar, devido ao fato de termos mais de um dado coletado
para NEFs e somente um dado coletado para formigas. Por fim, para analisar a influéncia da
interagdo entre os tratamentos e a abundancia e riqueza de formigas no total de samarideos
produzidos, foi ajustado um modelo linear generalizado (GLM) com distribui¢do gaussiana. O
total de samarideos produzidos foi ajustado como variavel resposta e a abundancia, a riqueza,
e a interagdo entre os tratamentos € a abundancia e riqueza foram ajustados como efeito fixo.

As plantas foram ajustadas como efeito aleatorio.

2.6.2 Tracos florais

Para verificar se a simula¢do de herbivoria interferiu no tempo de aparecimento das
inflorescéncias e das flores, foi conduzido um GLM com distribui¢dao gaussiana, onde os dias
para o aparecimento das inflorescéncias e antese da primeira flor apds aparecimento das
inflorescéncias foram considerados a variavel resposta e os tratamentos o efeito fixo. Para saber
se houve diferenga entre os tratamentos no total de inflorescéncias produzidas por planta, foi
utilizado um GLM com distribui¢do gaussiana, onde o total de inflorescéncias foi considerado
a varidvel resposta e os tratamentos o efeito fixo. Para verificar se a simulacao de herbivoria
influenciou em cada um dos tragos florais da planta (altura e didmetro dos botdes, comprimento
e largura das flores, tamanho da inflorescéncia, nimero de flores produzidas por inflorescéncias
e producdo de flores em fungdo do tamanho da inflorescéncia), foi conduzido um GLMM com
distribuigdes de erro de acordo com o tipo de varidvel resposta. Cada trago floral foi ajustado
como variavel resposta, os tratamentos foram ajustados como efeitos fixos, e os individuos de

plantas como efeito aleatorio controlando a dependéncia espacial dos dados.

2.6.3 Sucesso reprodutivo

Para avaliar os componentes relacionados ao sucesso reprodutivo da planta (peso
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natural, peso seco e area dos samarideos, frutos formados por flores e frutos formados por
inflorescéncia), foi conduzido um GLMM com distribui¢des de erro de acordo com o tipo de
variavel resposta. Cada componente foi ajustado como varidvel resposta, os tratamentos foram
ajustados como efeitos fixos, e os individuos de plantas como efeito aleatorio controlando a

dependéncia espacial dos dados.

3 - RESULTADOS

3.1 Nectarios Extraflorais e Formigas

Maiores danos foliares ndo influenciaram o volume de néctar extrafloral (x*>=0.49, p =
0.7819, R?m = 0.008, R?c = 0.23) produzido entre os tratamentos, mas o efeito foi positivo para
a concentracio de agticar do néctar (x> =6.99, p =0.03, R2m =0.13, R%c = 0.13, Fig. 3), havendo
um aumento da concentragao de agucar quando ha aumento no dano foliar. Plantas T15 tiveram
uma concentragao de agucar 1.45 vezes maior (média = 36.0 [intervalo de confianga (CI) de
95%: 28.2,43.7]) que plantas sem simulacao de herbivoria (média = 24.8 [95% CI: 19.0, 30.5));
plantas T50 (média = 34.2 [95% CI: 26.5, 42.0]) ndo diferiram significativamente de nenhum

dos dois tratamentos (Fig. 4).

21



a b ab
50- " N
O
O X
8540 by
S
£ =130+ i .
o3 * i
2 2,20-
3° | ®
- |
Controle T15 T50

Figura 4. Variacdo da concentracdo de agucar do néctar extrafloral produzido pelos nectdrios
extraflorais em plantas de Banisteriopsis malifolia (Malpighiaceae) sem (Controle) e com simulagdo de
herbivoria (T15, T50). T15 — plantas com 15% de simulacdo de herbivoria; T50 — plantas com 50% de
simulacdo de herbivoria. Diferentes letras representam diferenca estatistica pela média marginal

estimada. Figuras representam box-plots com dados brutos (pontos coloridos), € média (ponto preto).

Foi observado um total de nove espécies de formigas forrageando as plantas, no
momento de coleta do néctar. Dessas, seis espécies foram vistas nos tratamentos Controle e T15
e somente duas espécies foram constatadas em TS50 (Tabela 1). Plantas sem simulacdo de
herbivoria apresentaram grande quantidade de formigas da espécie Ectatomma tuberculatum
(59%), assim como plantas T50 (65%). Ao contrario das plantas T15, que ndo apresentaram
formigas dessa espécie no momento da avaliagdo; porém, encontramos formigas de outras
espécies, como a espécie Wasmannia sp. (44%) sendo a de maior abundancia relativa. Além
disso, observamos que em plantas TS50 somente duas espécies de formigas apareceram no

momento da avaliagdo, sendo elas: E. tuberculatum e Camponotus sp.
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Tabela 1. Espécies de formigas, abundancia absoluta (Aab) e abundancia relativa (Are) de formigas
encontradas nas plantas de Banisteriopsis malifolia (Malpighiaceae), sem (Controle) e com (T15, T50)

simula¢do de herbivoria.

Espécies Controle T15 TS50

de Formigas Aab Are Aab Are Aab Are
Azteca sp. 0 - 2 14 % 0 -
Brachymyrmex sp. 0 - 1 7% 0 -

Camponotus sp. 2 7% 2 14 % 5 35%
Dolichoderus sp. 4 14 % 1 7 % 0 -

Ectatomma 16 59 % 0 - 9 65 %

tuberculatum (Olivier,
1792)

Ectatomma sp. 2 7 % 0 - 0 -
Pseudomyrmex sp. 3 10 % 0 - 0 -
Tapinoma sp. 1 3% 2 14 % 0 -
Wasmannia sp. 0 - 6 44 % 0 -

Visto que os tratamentos influenciam a concentragao de acucar do néctar, foi analisada
a influéncia da interagdo entre os tratamentos ¢ a concentracdo de aguicar na abundancia e
riqueza de formigas. Observou-se que nao houve influéncia da intera¢do entre os tratamentos
e a concentracdo de agticar do néctar extrafloral na abundancia de formigas (x* = 1.335, p =
0.512). Entretanto, as anélises de efeito simples do modelo (ou seja, tratamentos e concentragao
de agucar analisados separadamente, influenciando a abundancia de formigas) mostraram que
tanto tratamento (x’= 11.650, p = 0.002), quanto concentragdo (x> = 4.053, p = 0.044; Fig. 5)
influenciam a abundéncia de formigas na planta. Constatou-se que para cada uma unidade de
aumento na concentragdo de agucar do néctar, ha um aumento de 1.03 de formigas na planta;
visto que a relagdo entre concentragdo de agucar e formiga € positiva (média= 1.24 [95% CI.:
0.733, 2.09]). De igual forma, ndo houve influéncia da interacdo dos tratamentos com a
concentragio de acucar na riqueza de formigas na planta (x*> = 0.7989, p = 0.6707). As analises
de efeito simples do modelo (Tratamentos: (x*>= 3.618, p = 0.1637); Concentragio de agticar do

néctar: ( x*>=0.3167, p = 0.5736)), também nio influenciaram a riqueza de formigas.
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Figura 5. Interacdo entre os tratamentos e a concentracdo de actcar do néctar extrafloral produzido
pelos nectarios extraflorais na abundincia de formigas em plantas de Banisteriopsis malifolia

(Malpighiaceae) sem (Controle) e com simulagdo de herbivoria (T15, T50).

Como a analise anterior mostrou que os tratamentos influenciam a abundancia de
formigas na planta, foi conduzida uma intera¢do entre os tratamentos e a abundancia de
formigas no total de samarideos produzidos. Nao houve influéncia da interacdo entre os
tratamentos e a abundancia (x*> = 0.4452, p = 0.5046) de formigas na planta no total de
samarideos produzidos, nem influéncia significativa do efeito simples do modelo para
abundancia ( x* = 0.3955 p = 0.5294). Entretanto, houve influéncia para os tratamentos no total
de samarideos produzidos (x*= 4.0751, p = 0.04; Fig. 6a). Nem a riqueza ( x*> = 0.004, p =
0.9468), nem a interagdo dos tratamentos com a riqueza de formigas (x> = 0.1397, p = 0.7085)
influenciaram o total de samarideos produzidos, somente os tratamentos (x*= 3.8163, p = 0.05;

Fig. 6b).
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Figura 6. Interagdo entre os tratamentos e (a) abundancia e (b) riqueza de formigas na planta no total
de samarideos produzidos, em plantas de Banisteriopsis malifolia (Malpighiaceae) sem (Controle) e

com simulagdo de herbivoria (T15, T50).

3.2 Tragos Florais

A simulagdo de herbivoria retardou o aparecimento das inflorescéncias (x*> = 63.21, p <
0.001, R>m = 0.52, R%c = 0.52, Fig. 7a) e das primeiras flores (x> = 42.04, p < 0.001, R?m =
0.43, R?%c = 0.43, Fig. 7b). Plantas T15 (37.1 [95% CI: 33.6, 40.7]) e T50 (45.3 [95% CI: 41.5,
49.2]) demoraram em média 13 e 21 dias, respectivamente, a mais que plantas controle (24.4
[95% CI: 20.7, 28.1]) para produzir inflorescéncias (Fig. 7a). Além disso, plantas T50
demoraram cerca de oito dias a mais que plantas T15 para comecarem a produzir
inflorescéncias, indicando que a medida que os danos aumentaram, o tempo para produgao de
inflorescéncias também aumentou. Plantas T15 (média = 84.4 [95% CI: 79.5, 89.3) e T50
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(média = 92.0[95% CI: 86.5, 97.5]) também demoraram mais tempo para produzir as primeiras
flores do que plantas Controle (média = 69.0 [95% CI: 64.0, 73.9], Fig. 7b), cerca de 15 ¢ 23
dias a mais, respectivamente. Plantas T50 demoraram cerca de oito dias a mais que plantas T15
para produzir suas primeiras flores. Os resultados mostraram diferenca significativa entre os
tratamentos, no total de inflorescéncias produzidas por planta (x?= 9.4277, p = 0.008, R*m =
0.13, R?c = 0.13, Fig. 7c). Plantas Controle (média = 18.33 [95% CI: 13.29, 23.4]) produziram
1.85 vezes mais inflorescéncias que T15 (média = 9.90 [95% CI: 4.86, 14.9]) e 2.39 vezes mais

que TS0 (média = 7.65 [95% CI: 2.04, 13.3]).
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Figura 7. Variagdo na (a) diferenca (em dias) entre a simulagdo de herbivoria e o aparecimento da
primeira inflorescéncia, (b) diferenca (em dias) entre a simulacdo de herbivoria e o desabrochar da
primeira flor e (c) total de inflorescéncias por planta em plantas de Banisteriopsis malifolia
(Malpighiaceae) sem (Controle) e com simulag@o de herbivoria (T15, T50). Diferentes letras em (a), (b)
e (c) representam diferenca estatistica pela média marginal estimada. Figuras representam box-plots

com dados brutos (pontos coloridos), e média (ponto preto).

Plantas com herbivoria simulada (T15, T50) desenvolveram botdes e flores menores
que plantas sem herbivoria simulada (Controle) (Tabela 2, Fig. 8). A altura dos botdes foram

1.04 e 1.09 vezes menor em T15 e TS50, respectivamente, do que em Controle (Fig. 8a). O
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diametro dos botdes foram 1.07 e 1.05 menores em plantas com simulac¢do de herbivoria (T15
e T50, respectivamente) do que em plantas sem (Controle) simulagdo de herbivoria (Fig. 8b).
A largura das flores foram 1.13 e 1.10 vezes menores nos tratamentos (T15 e T50,
respectivamente) do que em Controle (Fig. 8c). Além disso, observamos, que a altura dos botdes
foi menor em T50 (effect.size: Controle — TS50 = 1.448; T15 — T50 = 0.834, Tabela 2) e o
didmetro menor em T15 (effect.size: Controle — T15 = 0.425; T15 — T50 = - 0.130, Tabela 2)
quando comparamos os tratamentos. A largura das flores mostrou-se menor em T15 (effect.size:
Controle — T15 = 1.165; T15 — T50 = - 0.221, Tabela 2), enquanto o comprimento das flores

ndo diferiu entre os tratamentos (Fig. 8d).

Tabela 2. Valores de x%, p, R marginal ¢ R condicional de cada trago floral e, média e intervalo de
confianca (CI) (95%) dos tragos florais entre os tratamentos em plantas de Banisteriopsis malifolia

(Malpighiaceae) sem (Controle) e com simulacao de herbivoria (T15, T50).

Tracos Florais x? p R2m R?¢ Tratamentos Meédia CI (95%)
LI, LS*

Altura dos Controle 6.76 6.49, 7.03

botdes 93719 0.009 0.13 0.58 T15 6.50 6.24, 6.76
T50 6.15 5.87,6.43

Diametro dos Controle 5.88 5.63,6.14

botdes 59038 0.05 0.09 0.61 T15 5.46 5.22,5.70
T50 5.59 5.32,5.85

Largura das Controle 27.8 26.0,29.5

flores 7.5617  0.02 0.13 048 T15 24.6 22.9,26.2

T50 25.2 23.3,27.0

Comprimento Controle 25.2 23.0,27.4
das flores 1.8328 0.399 0.03 0.54 T15 23.2 21.2,253
T50 23.8 21.5,26.1

*LI (Limite inferior), LS (Limite superior).
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Figura 8. Variacdo na (a) altura dos botdes, (b) didmetro dos botdes, (c) largura das flores e (d)
comprimento das flores (em milimetros) em plantas de Banisteriopsis malifolia (Malpighiaceae) sem
(Controle) e com simulacdo de herbivoria (T15, T50). Diferentes letras em (a), (b) e (c) representam
diferenca estatistica pela média marginal estimada. Figuras representam box-plots com dados brutos

(pontos coloridos), e média (ponto preto).

A simula¢do de herbivoria influenciou significativamente no tamanho das
inflorescéncias produzidas. Plantas T50 produziram inflorescéncias 6.23 vezes menores que
plantas Controle e 8.54 vezes menores que plantas T15; plantas Controle e T15 ndo diferiram
entre si (Tabela 3, Fig. 9a). O niimero de flores produzidas por inflorescéncia também foi menor
em T50. Plantas T50 produziram 7.63 vezes menos flores por inflorescéncia que plantas
Controle; ao analisar plantas com 15 % de herbivoria simulada, observamos que o niimero de
flores produzidas nao difere dos outros tratamentos, pois ha sobreposicao de valores (Tabela 3,
Fig. 9b). Quando consideramos o tamanho da inflorescéncia na producao de flores, observamos

que plantas T15 diferem de T50; porém, plantas Controle ndo diferem de nenhum dos dois
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tratamentos com simulagdo de herbivoria (Tabela 3, Fig. 9c¢).

Tabela 3. Valores de x%, p, R marginal ¢ R condicional de cada variavel e, média e intervalo de confianga
(CI) (95%) das variaveis entre os tratamentos em plantas de Banisteriopsis malifolia (Malpighiaceae)

sem (Controle) e com simulagdo de herbivoria (T15, T50).

Varidveis x? p R2m R?c Tratamentos Média CI (95%)
LI, LS*

Tamanho da Controle 12.67  9.95,15.38

Inflorescéncia  13.232  0.001 0.09 0.15 T15 1498 11.77,18.18
T50 6.44 2.91,9.98

Flores por Controle 15.62  11.84,20.6
Inflorescéncia 9.333 0.009 0.14 0.86 T15 11.19 8.32,15.0
T50 7.99 5.69, 11.2

Flores pelo Controle 1.46 1.125, 1.80
Tamanho da 5.988 0.05 0.05 0.25 T15 1.16 0.774, 1.54
Inflorescéncia T50 1.87 1.437,2.30

*LI (Limite inferior), LS (Limite superior).
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Figura 9. Variacdo do (a) tamanho das inflorescéncias (em centimetros), (b) log do nimero de flores
por inflorescéncia e (c) flores produzidas em funcdo do tamanho da inflorescéncia em plantas de
Banisteriopsis malifolia (Malpighiaceae) sem (Controle) e com simulagdo de herbivoria (T15, T50).
Diferentes letras em (a), (b) e (c) representam diferenca estatistica pela média marginal estimada.

Figuras representam box-plots com dados brutos (pontos coloridos), € média (ponto preto).

3.3 Sucesso Reprodutivo
A simulagdo de herbivoria ndo influenciou no peso natural (x> = 1.8647, p = 0.3936) e
no peso seco (x>=2.1033, p = 0.3494) dos samarideos, mas influenciou significativamente no

tamanho dos samarideos (x> = 16.262, p < 0.001, R>m = 0.20, R%c = 0.55, Fig. 10a). Plantas
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com herbivoria foliar (T15: média = 1.95 [95% CI: 1.67, 2.24]; T50: média = 1.83 [95% CI:
1.52, 2.15]) produziram frutos 1.33 e 1.42 vezes menores (T15 e T50, respectivamente) em
comparagdo com as plantas Controle (média = 2.60 [95% CI: 2.33, 2.88]). Ao analisar os
samarideos produzidos por flor (x*>= 7.3931, p = 0.02, R>m = 0.08, R2c = 0.40), observamos
que plantas T15 (média = 1.330 [95% CI: 1.02, 1.64]) produziram mais samarideos que plantas
T50 (média = 1.094 [95% CI: 0.75, 1.43]) e Controle (média = 0.775 [95% CI: 0.50, 1.04];
Fig. 10b). O numero de samarideos produzidos por inflorescéncia (x> = 4.0524, p = 0.13) ndo

diferiu entre os tratamentos.
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Figura 10. Variagdo na (a) area dos samarideos coletados (em centimetros) e (b) nimero de samarideos
produzidos por flores em plantas de Banisteriopsis malifolia (Malpighiaceae) sem (Controle) e com
simulacdo de herbivoria (T15, T50). Diferentes letras representam diferenca estatistica pela média
marginal estimada. Figuras representam box-plots com dados brutos (pontos coloridos), e média (ponto

preto).
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4 - DISCUSSAO

A principal hipotese desse estudo foi comprovada, diferentes niveis de dano foliar
influenciam a producdo de NEFs, os padroes de forrageamento das formigas e o sucesso
reprodutivo da planta. As predi¢des foram totais ou parcialmente comprovadas: i) baixos niveis
de dano foliar, inferiores a 5%, ndo foram suficientes a ponto de gerar variagdes no
comportamento das formigas, aumentando sua visitagdo as plantas, nem nos componentes
reprodutivos da planta. Além disso, plantas Controle ndo diferiram quando os danos foliares
foram superiores a 50% (T50) na concentragdo de agucar do néctar produzido. ii) niveis
intermediarios de dano foliar, de 15% (T15), apresentaram efeito positivo no comportamento
das formigas, aumentando a abundancia desses insetos nas plantas, fato positivamente
relacionado a um aumento na concentracdo de acucar dos NEFs, caracterizando uma defesa
induzida (semelhante a Calixto et al. 2020). Com o aumento da herbivoria, houve um retardo
no aparecimento das inflorescéncias e flores, além de produzirem botdes, flores e frutos menores
(Cozzolino et al. 2015, Rusman et al. 2019). Porém, hé indicios de compensacao pelas plantas,
pois plantas com niveis intermediarios de herbivoria, produziram mais inflorescéncias e
inflorescéncias maiores que plantas com perda foliar de 50% além de produzirem mais frutos
por flor (Boege 2005, Quijano-Medina ef al. 2019). A herbivoria intermediaria (T15), também
resultou em uma maior concentragdo de agucar nos NEFs, mas ndo em maior volume. iii) altos
niveis de dano foliar possivelmente afetaram a alocacdo de recursos da planta, retirando recursos
da reproducdo e alocando em defesa, resultando em inflorescéncias, botdes, flores e frutos
menores e, na producao de menos inflorescéncias (Rusman ez al. 2019). Além disso, plantas TS50
tiveram um atraso em dias para o aparecimento de suas inflorescéncias e flores (Fig. 7a, b). Nao
produziram maior volume e concentragdo de acticar nos NEFs do que nos danos menores (Fig.
4).

O aumento na herbivoria foliar induziu uma resposta nas plantas, investindo em maior
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concentragdo de acuicar dos NEFs, consequentemente atraindo mais formigas (Calixto, Lange,
Bronstein, et al. 2021). Porém, ndao houve aumento no volume de néctar em nenhum dos
tratamentos. Nesse caso, a planta pode ter investido em aumentar a concentracao de agticar dos
NEFs e ndo o volume ap6s os danos sofridos, isso por que a qualidade do néctar pode atrair
formigas mais agressivas para proteger a planta (Pacelhe et al. 2019). Plantas T15 tiveram maior
concentragdo de acgticar do que os outros tratamentos, plantas Controle € T50 ndo diferiram
entre si. Esse resultado difere de outros estudos em que a concentracdo de agucar do NEF
aumenta com a intensidade do dano causado a planta (Raupp et al. 2020, Calixto, Lange,
Bronstein, et al. 2021); talvez no caso de B. malifolia, altos niveis de herbivoria ndo sejam
suportados pela planta, fazendo com que esta chegue ao seu limite, ndo produzindo néctar com
alta concentracdo de agucar com o aumento da intensidade do dano, mais estudos nesse sentido
devem ser feitos para explicar o porque deste resultado.

Plantas com herbivoria foliar atrairam mais formigas, assim como a concentragdo de
acucar do néctar extrafloral (Fig. 4). A herbivoria pode induzir um aumento na concentracao de
acucar do NEF e liberar VOCs que podem atrair mais formigas para a planta (Calixto, Lange,
Bronstein, et al. 2021). Pacelhe ef al. (2019) mostraram que a qualidade do néctar afeta a
agressividade das formigas presentes na planta. Além disso, 65% de formigas da espécie E.
tuberculatum foram observadas em plantas com altos niveis de herbivoria foliar (T50), tais
plantas mostraram a presenga de somente duas formigas, sendo elas: E. tuberculatum e
Camponotus sp. (Tabela 1), ambas formigas agressivas e eficazes na prote¢do de plantas
portadoras de NEFs (Baker-Méio & Marquis 2012, Anjos et al. 2017, Fagundes et al. 2017).
Sugere-se que a predominancia de E. tuberculatum nas plantas, uma das formigas de maior
tamanho e agressividade no cerrado, possa ter papel relevante nesses resultados. Essa espécie
de formiga costuma monopolizar a planta. Tal agressividade, pode espantar outras formigas da

planta (Wheeler 1986, Melati & Leal 2018). Esse pode ser o fator determinante para plantas
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T50 apresentarem somente duas espécies de formigas, muito provavelmente, quando a planta ¢
submetida a altos niveis de dano foliar, libera volateis que irdo atrair formigas mais agressivas,
0 que poderia explicar o fato de serem encontradas somente espécies agressivas € muito
agressivas em T50. Os resultados indicam que quando a planta sofre altos niveis de herbivoria
foliar ela atrai formigas mais agressivas para se proteger do ataque de herbivoros (Fagundes et
al. 2017, Raupp et al. 2020).

Diferentes intensidades de danos foliares afetam os tragos florais da planta, demorando
mais tempo para produzir inflorescéncias e flores, produzindo menos inflorescéncias por planta
e botdes ¢ flores menores (Mothershead & Marquis 2000). Isso ocorre devido a diminuigdo de
fotossintatos pela planta e potencial realocacdo de recursos, resultando em menor investimento
de recursos para a reproducdo e desenvolvimento em plantas T15 e principalmente em T50
(Trager et al. 2010). Esse fendmeno ¢ denominado custo resultante de defesa do crescimento
(Growth-Defense Trade-off) (Boege & Marquis 2005), isso ¢ sugerido pelos resultados desse
estudo, onde plantas com altos niveis de dano foliar produziram inflorescéncias, botdes, flores
e frutos menores, além de produzirem poucas inflorescéncias (no max. 3 por planta). Plantas
com niveis intermediarios de danos (T15) tiveram um atraso na produgdao de suas
inflorescéncias, mas ainda produziram antes de T50. Produziram mais flores por inflorescéncia
e inflorescéncias maiores que T50, esses resultados sugerem que ha compensacao por parte da
planta, devido ao nivel de dano mais acentuado que 5% (Lucas-Barbosa 2016, Quijano-Medina
et al. 2019). Uma maior diminuicao da area fotossintética da planta prejudicou seu crescimento
e reproducdo vegetal (Taiz & Zeiger 2009), plantas com altos niveis de dano (T50) produziram
inflorescéncias menores ¢ menos flores por inflorescéncia. Esses resultados sugerem que a
planta possivelmente realocou recursos que seriam para componentes reprodutivos para
processos relacionados a protecao, ao realocar seus recursos pode faltar energia na planta, para

a produgdo de flores e inflorescéncias, gerando alteracdes no tamanho e forma dos tragos florais
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da planta (Boege & Marquis 2005, Rusman et al. 2019).

O sucesso reprodutivo da planta também foi afetado pelos diferentes niveis de dano
foliar, produzindo menos frutos por flor e frutos menores. Plantas T50 produziram menos frutos
por flor que as plantas dos outros tratamentos, o que pode ser explicado devido a baixa
quantidade de recursos produzidos decorrente da baixa area fotossintética, além de um potencial
realocagdo de recursos (Mothershead & Marquis 2000). Além disso, pode ter havido um
impacto da baixa producdo de recursos florais na atratividade de polinizadores ¢ um potencial
impacto das formigas sobre os polinizadores (Assun¢ao et al. 2014, Villamil et al. 2018, 2020).

Em conclusao, este estudo mostra como a intensidade de danos foliares em B. malifolia,
uma planta com NEFs altera os padrdes de secrecdo de néctar, o forrageamento das formigas
associadas e o sucesso reprodutivo da planta, muito importante para entendermos com mais
clareza os padrdes de secrecdo dos NEFs e como a planta se comporta diante de niveis
intermediarios ¢ altos de danos. Plantas sem simulacdo de herbivoria, ndo demonstraram
alteragdes significativas em seus padroes de secrecao de néctar extrafloral, no forrageamento
das formigas e em seu sucesso reprodutivo. Em contrapartida, plantas com niveis médios (T15)
e altos (T50) de danos foliares produziram menos inflorescéncias e, botdes, flores e frutos
menores, além de demorarem mais tempo para produzir inflorescéncias e flores. Além disso,
plantas com niveis intermediarios de danos, produziram néctar extrafloral com maior

concentragdo de agucar.
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