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RESUMO

InteracBes entre formigas, herbivoros sugadores e seus predadores compreendem
sistemas multitréficos que podem gerar efeitos diretos e indiretos na aptiddo das plantas
hospedeiras. Herbivoros sugadores interagem de forma direta e antagénica ao consumir
a seiva das plantas, mas também indiretamente ao estabelecer rela¢cbes mutualisticas com
formigas, que podem gerar custos para a reproducdo da hospedeira se atuarem na repulséo
dos polinizadores. Tendo em vista a variagdo nos custos e beneficios dessas interacées,
manipulamos a presenca de formigas nas inflorescéncias e acessamos o efeito no
comportamento de visitacdo pelos polinizadores. Registramos a abundancia natural de
trofobiontes e formigas numa populacdo da planta hemiparasita e ornitéfila Psittacanthus
robustus (Loranthaceae). Também avaliamos as consequéncias da variacdo do nimero de
herbivoros sugadores no tamanho de frutos e sementes, na sua germinacdo e
estabelecimento das plantulas. O experimento controlando presenga de formigas nas
inflorescéncias nédo indicou efeitos indiretos no comportamento do principal potencial
polinizador. No entanto, a alta densidade de herbivoros sugadores resultou na producgédo
de sementes menores. Porém, os resultados do experimento de inoculacdo das sementes
ndo evidenciou consequéncias diretas na sua germinacdo e estabelecimento. Nossos
resultados sugerem que os efeitos indiretos ndao afetam a polinizacéo da planta, embora o
ataque por herbivoros trofobiontes gere um efeito direto negativo. Entretanto, esses
efeitos ndo prejudicam a germinagdo e o estabelecimento das sementes indicando a
tolerancia ao ataque desses herbivoros. Ressaltamos a importancia de estudar os efeitos
diretos e indiretos em parametros da aptiddo das plantas para esclarecer as consequéncias

dos mutualismos formiga-trofobionte em sistemas multitréficos.

Palavras-chave: Erva-de-passarinho, Hemiptera, Camponotus rufipes, Polinizacao,
beija-flores, Campo Rupestre, Loranthacea



ABSTRACT

Interactions among tending-ants, sap-sucking herbivores and their predators comprise
multitrophic systems that may directly and indirectly affect host plant fitness. Sap-
sucking herbivores interact antagonistically with the plants, directly by consuming the
sap or indirectly when establish mutualistic relationships with ants, which may also drive
costs for host plant reproduction if they repel pollinators. Given the possible variation in
the ecological outcomes of these interactions, we simulate the presence of ants to
inflorescences in order to access effects on pollinators behavior. In addition, we recorded
the trophobionts and ants natural abundance in a population of the ornithophilous plant,
Psittacanthus robustus (Loranthaceae). We also evaluated the consequences of variation
in herbivore density on size of fruits and seeds produced, but also on seed germination
and seedling establishment. The experiment controlling the presence of ants in the
inflorescences did not show indirect effect on the behavior of the potential pollinator.
However, dense aggregations of sap-sucking herbivores resulted in smaller seeds. The
inoculation experiment also failed to highlight any direct effect on seed germination or
seedling establishment. Our results show that the indirect effects does not affect host plant
pollination and although the attack by the trophobiont herbivores resulted in direct
negative effect. Nevertheless, these effects did not affect seed germination and
establishment, showing that the host plants present mechanisms of herbivory tolerance.
We highlight the importance of addressing direct and indirect effects on host plant fitness
parameters to clarify the possible outcomes of interactions involving multitrophic

systems.

Keywords: Mistletoes, Hemiptera, Camponotus rufipes, Pollination, Hummingbirds,
Campo Rupestre, Loranthaceae



1. Introdugéo

As interacfes biodticas entre organismos sdo estruturadoras das dindmicas
ecoldgica e evolutiva nas comunidades (Thompson 2005; Kennedy et al. 2007). O
resultado das interacOes varia entre antagonismos e mutualismos dependendo dos custos
e beneficios para os organismos envolvidos (Chamberlain et al. 2014; Revilla and Encinas
2015). Essas interagdes séo frequentemente condicionais, com seus resultados modulados
por fatores biodticos e abidticos (Bronstein 1994). Os resultados das interacdes podem
afetar diretamente aspectos da aptiddo dos organismos que interagem, sobretudo no
crescimento, sobrevivéncia e reproducdo, com consequéncias nos niveis populacional e
da comunidade (Bluthgen et al. 2000; Herrera et al. 2002; Davidson et al. 2003). Em
sistemas multitréficos compostos por plantas, herbivoros e seus predadores, os resultados
das interacBes podem ser complexos, e para que sejam claramente compreendidos, é
necessario considerar os efeitos diretos e indiretos das espécies pertencentes ao sistema

bioldgico (Abdala-Roberts et al. 2019; McClean et al. 2019).

As interacdes entre plantas, herbivoros sugadores de seiva, formigas protetoras e
seus predadores figuram entre os sistemas multitroficos mais bem estudados (Way 1963;
Buckley 1987; Delabie 2001). Nesses sistemas, ocorrem interagdes mutualisticas entre 0s
herbivoros sugadores, geralmente hemipteros, que sdo protegidos por formigas contra
seus inimigos naturais, em troca de um liquido rico em carboidratos e amino&cidos
excretado por esses insetos (Delabie, 2001). Essa interacdo entre hemipteros sugadores e
formigas é denominada trofobiose e pode resultar em custos e beneficios para as plantas
envolvidas. Os resultados dessa interacdo de trofobiose dependem dos efeitos diretos da

herbivoria por esses sugadores e dos efeitos indiretos mediados pela presenca das



formigas nas plantas. Insetos sugadores de seiva interagem de forma antagonica com suas
plantas hospedeiras, acarretando custos diretos que envolvem a reducdo do crescimento,
da capacidade fotossintética e da reproducdo (Dungan et al. 2007; Zvereva et al. 2010).
No entanto, algumas espécies de formigas atraidas por insetos sugadores trofobiontes
podem apresentar um comportamento agressivo repelindo ou predando outros insetos
herbivoros, potencialmente mais danosos para a planta. Consequentemente, o
patrulhamento pelas formigas atraidas pelos insetos sugadores pode alterar a comunidade
de herbivoros associados as plantas hospedeiras e, de forma indireta, reduzir os efeitos
negativos da herbivoria por outras espécies (Styrsky and Eubanks 2007; Styrsky and

Eubanks 2010; Zhang et al. 2012).

Os efeitos diretos e indiretos das interacbes nesses sistemas multitroficos sdo
dependentes da densidade de insetos trofobiontes. Os custos causados por esses insetos
sdo intensificados quando ocorrem em altas densidades, devido ao maior consumo de
seiva, bem como o aumento da transmissdo de patdgenos para as hospedeiras (Buckley
1987; Delabie 2001; Renault et al. 2005). No entanto, 0 aumento na densidade de insetos
trofobiontes também pode acarretar no aumento significativo do nimero de formigas nas
plantas, mediando os resultados desse mutualismo (Cushman and Whitham 1991;
Morales 2000; Blithgen et al. 2006). Os custos e beneficios indiretos da presencga de
formigas nas plantas também podem aumentar com a densidade de trofobiontes (Floate
and Whitham 1994; Levan and Holway 2015). Além disso, a presenca de formigas nas
plantas também pode afetar as interagfes com outros mutualistas. Por exemplo, quando
ocorrem nas inflorescéncias, os mutualismos formiga-trofobionte podem influenciar o
comportamento dos polinizadores (Levan and Holway 2015; Ibarra-Isassi and Oliveira
2018). Formigas agressivas presentes nas flores e inflorescéncias podem afugentaros

visitantes florais (Ness 2006; Lach 2008), que por sua vez podem evitar 0S ramos



reprodutivos em respostas a pistas olfatorias (Li et al. 2014) ou visuais (Cembrowski et
al. 2014) da presenca das formigas. Como consequéncia da reducdo na polinizacéo, o
sucesso reprodutivo da planta hospedeira também pode ser comprometido (Levan and
Holway 2015; Ibarra-lIsassi and Oliveira 2018). Dessa forma, a presenca de mutualismos
formiga-trofobionte podem gerar conflitos para a planta hospedeira, com consequéncias
que irdo depender do balanco entre os custos e beneficios das interacOes diretas e indiretas
entre os organismos presentes no sistema (Carrol and Janzen 1973; Buckley 1987; Lach
2003).

A maioria dos estudos indicam que os efeitos indiretos da presenca de formigas
podem beneficiar as plantas, com um ganho liquido para as plantas hospedeiras dos
herbivoros trofobiontes (Rosumek et al. 2009; Styrsky and Eubanks 2010). Numa meta-
andlise, Zang et al. (2012) encontraram que na presenca de formigas, plantas hospedeiras
tem uma taxa de herbivoria 55% menor, embora isso néo se traduza necessariamente em
um maior crescimento e reprodugdo. No entanto, a grande maioria dos estudos tem
avaliado os efeitos sobre as taxas de herbivoria por mastigadores, com a produgéo de
frutos e sementes avaliada em menor frequéncia (Styrsky and Eubanks 2010; Zang et al.
2012), e apenas mais raramente sobre a viabilidade das sementes (Canedo-Junior et al.
2017). Até o momento, nenhum estudo avaliou especificamente como a presenca e a
variacdo na abundancia de insetos trofobiontes e presenca de formigas influenciam na
qualidade das sementes e no seu estabelecimento em campo. Além disso, até 0 momento,
o efeito da presenca de formigas sobre o comportamento de visitantes florais foi avaliado
principalmente para plantas polinizadas por abelhas (Levan and Holway 2015; Ibarra-
Isassi and Oliveira 2018). As consequéncias dessa interacdo formiga-trofobionte sobre os

servigos de polinizacéo realizados por vertebrados permanecem inexplorados.
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A erva-de-passarinho Psittacanthus robustus Mart. (Loranthaceae) é uma planta
hemiparasita aérea comumente associada a &rvores das familias Vochysiaceae e
Melastomataceae (Monteiro et al. 1992), especialmente em areas de campo rupestre
(Guerra et al. 2018). Para completar seu ciclo de vida, essa erva-de-passarinho é dispersa
por aves e necessita que suas sementes sejam depositadas diretamente sobre galhos de
suas hospedeiras vivas e susceptiveis para o estabelecimento (Monteiro et al. 1992;
Guerra and Pizo 2014). Suas flores apresentam uma corola tubular amarela e produzem
néctar de forma copiosa, sendo altamente atrativas para beija-flores que atuam como seus
polinizadores efetivos em &reas de campo rupestre (Guerra et al. 2014). Além disso, essa
espécie € hospedeira de diversos insetos fitofagos sugadores de seiva que séo trofobiontes
e interagem com diferentes espécies de formigas (Guerra et al. 2011; Freitas and Rossi
2015). Sabe-se que a presenca do mutualismo formiga-trofobionte pode afetar a
comunidade de insetos associados as plantas (Freitas and Rossi 2015). No entanto, as
consequéncias das interagdes entre os insetos trofobiontes, formigas e polinizadores na
aptidao dessa planta hemiparasita permanecem inexplorados.

Nesse trabalho, buscamos entender como as interacGes entre insetos trofobiontes
e formigas podem influenciar em componentes da aptiddo de P. robustus em areas de
campo rupestre da Serra do Cip6, Minas Gerais, Brasil. Primeiramente fizemos uma
descricdo do sistema planta-trofobiontes-formigas, caracterizando a rede de interagdes
entre os individuos da populacdo da planta hospedeira e seus trofobiontes associados.
Posteriormente, realizamos um experimento manipulando a presenga de formigas em
campo testando a predicdo de que o forrageamento das formigas atraidas pelos
trofobiontes presentes nos ramos reprodutivos de P. robustus deve afetar negativamente
a visitacao pelas aves polinizadoras. Portanto, esperamos que 0 nimero de visitas bem

como o numero de inser¢des de bicos nas flores sejam menores nos ramos com formigas
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quando comparados aos ramos onde as mesmas estdo ausentes. Também, avaliamos a
variacdo na abundéncia de insetos sugadores trofobiontes e correlagdo com parametros
da reproducéo da planta hemiparasita, incluindo nimero e tamanho dos frutos e das
sementes, sua germinacao e estabelecimento através de um experimento de inoculacao.
Assumimos que plantas com maior abundancia de trofobiontes iriam ter como custos
menor nimero e tamanho de sementes, assim como uma menor probabilidade de

germinacéo e estabelecimento.

2. Materiais e métodos

2.1. Area de estudo

Conduzimos o estudo na Reserva Vellozia, area privada de protecdo localizada na
porcdo sul da Cadeia do Espinhago, Minas Gerais, Brasil (43° 35°W, 19° 17°S), situada
na APA morro da pedreira e proxima ao Parque Nacional Serra do Cip6. Realizamos a
coleta de dados no ecossistema Campos Rupestre em areas variando de 1100 até 1200 m.
A formacdo vegetal associada aos afloramentos rochosos é caracteristica do campo
rupestre, com estrato herbaceo, arbustos e subarbustos esparsos verdes e esclerofilos
(Figura 1a) (Le Stradic et al. 2015). As caracteristicas especiais de clima, solo e relevo
desses locais tém favorecido a existéncia de inUmeras areas de endemismo. O solo desses
ecossistemas é composto principalmente por quartzito sendo predominantemente acidos
rasos e oligotréficos (Silveira et al. 2016). O clima da regido é mesotérmico, do tipo Cwb
de Koppen (1948), com invernos secos de maio a setembro e verdes chuvosos de outubro

a abril (Alvares et al. 2013).
2.2.Sistema de estudo

O sistema estudado envolve a planta hemiparasita Psittacanthus robustus Mart.

(Loranthaceae), uma planta com ampla distribuicdo na América do Sul, em especial no
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Bioma do Cerrado (Monteiro et al. 1992). E comumente associada as plantas hospedeiras
do clado Myrtales, sobretudo VVochysiaceae, mas também em Melastomateceae. Na éarea
de estudo as principais hospedeiras sdo espécies arboreas especialmente Vochysia
thyrsoidea (Vochysiaceae), embora também infecte Qualea cordata, Qualea dichotoma
(Vochysiaceae), Trembleya laniflora e Miconia ferruginata (Melastomataceae) (Guerra
et al. 2011). Psittacanthus robustus apresenta inflorescéncias umbeladas terminais e
axilares dispostas frequentemente em triades. As flores sdo hermafroditas e comumente
abrem sequencialmente na mesma inflorescéncia sendo visitadas por diversas espécies de
beija-flores e passaros (Guerra et al. 2014). A antese € diurna comegando entre 05:00 e
07:00 h sendo que as flores duram entre 3 — 4 dias. A floragdo ocorre na estagdo chuvosa
(Novembro — Marco) enquanto a frutificacdo ocorre na estagéo seca (Abril — Setembro).
As flores séo polinizadas por espécies de beija-flores sendo a producdo de sementes
limitada em flores autopolinizadas (Guerra et al. 2014). Os frutos produzem uma Unica
semente que séo dispersas principalmente pela ave Eleania Cristata (Tyrannidae) (Figura

1) (Pelzeln, 1868) (Guerra dados nédo publicados).

Na éarea de estudo, P. robustus é atacada por diversos insetos fitéfagos
trofobiontes, sendo as espécies frequentes: Guayaquila xiphias Fabricius 1803
(Hemiptera: Memracidae); Aethalion reticulatum Linnaeus 1767 (Hemiptera:
Aectalionidae); Eurystethus microlobatus Ruckes 1966 (Hemiptera: Pentatomidae) e
algumas espécies de afideos. Todas essas espécies estabelecem relacéo de trofobiose com
espécies de formigas, sobretudo, Camponotus rupifes (Formicidae) considerada
numericamente dominante em relacdo as demais formigas (Guerra et al. 2011; Freitas
and Rossi 2015). Além disso, C. rufipes apresenta comportamento agressivo, comumente
observada excluindo outras espécies de formigas das agregacdes de insetos trofobiontes

(Guerra et al. 2011).
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Figura 1. a) Campos rupestres da Serra do Cip6 com vegetacdo tipica de arbusto e
subarbusto crescendo em afloramentos rochosos; b) Individuo adulto de Psittacanthus
robustus parasitando Vochysia thyrsoidea; c) e d) Inflorescéncias e €) e ) Infrutescéncias

de Psittacanthus robustus.
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2.3. Distribuicéo e efeito dos trofobiontes na reproducéo de P. robustus

Para descrever o sistema e avaliar como a abundancia de trofobiontes afeta a
reproducéo, germinacéo e estabelecimento da P. robustus, durante o més de julho (2018),
selecionamos 26 individuos de P. robustus que apresentavam entre eles variacdo natural
na abundancia de insetos trofobiontes. Essas hemiparasitas parasitavam diferentes
individuos de V. thyrsoidea. Para cada P. robustus registramos o namero total de frutos
verdes na fase de pré-dispersao. Posteriormente, pelo menos duas infrutescéncias de cada
individuo foram ensacas com tule antes da maturacdo dos frutos. Os sacos de tule
permitiram a livre movimentagao das formigas e trofobiontes nos ramos das plantas, mas
evitaram a predacdo pré-dispersdo e a remocao desses frutos (Figura S1). Entre os meses
de Julho e Outubro coletamos de 3 a 12 frutos maduros de cada P. robustus. Utilizamos
essas sementes provenientes das infrutescéncias ensacadas de cada individuo de P.
robustus para medir o efeito da densidade de trofobiontes no comprimento e largura tanto
dos frutos, quanto das sementes, utilizando um paquimetro de precisao digital (150MM-
6 MARBERG). Essas foram também utilizadas em experimentos de inoculacdo nas

hospedeiras e avaliacdo da germinacdo e estabelecimento (ver abaixo para mais detalhes).

No final do més de julho do mesmo ano, em cada individuo selecionado
registramos: 1) Altura - tamanho do ramo maior como indicativo do tamanho da planta
(Guerra et al. 2011); 2) Numero de individuos de cada espécie de inseto trofobionte,
incluindo adultos e ninfas; 3) localizac¢do dos insetos na planta, sendo que as plantas foram
divididas em: haustério (raiz), ramo priméario (ramos emergindo do haustério), ramos
secundarios e folhas (ramos emergindo dos ramos primarios) e ramos reprodutivos
(infrutescéncias) 4) Numero de formigas da espécie Camponotus rufipes. Realizamos

esses registros no periodo de 8:00 — 17:00 h.
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Durante a frutificacdo héa intensificagdo de transporte de nutrientes via floema
favorecendo um ambiente de alta qualidade para insetos sugadores (Quental et al. 2005).
Dessa forma, os censos foram feitos em Julho que corresponde ao pico do periodo de

maturacdo dos frutos da P. robustus (Guerra dados ndo publicados).

2.4. Efeito da presenca formigas nos polinizadores

Para avaliar o efeito da presenca de formigas nos potenciais polinizadores
realizamos um experimento envolvendo a manipulagdo da presenca de formigas e a
avaliacdo da visitag@o por beija-flores em condicGes naturais. Para simular a ocupagéo
pelas formigas fixamos nas inflorescéncias, individuos de Camponotus rupifes (~ 0,7 cm,
Formicinae) previamente coletados e fixados com auxilio de formol (Ibarra-Isassi and

Oliveira 2018).

Selecionamos 10 individuos de P. robustus com uma distancia minima de 30 m
entre si. Em cada individuo selecionamos aleatoriamente 3 ramos reprodutivos com
alturas similares onde estabelecemos os seguintes tratamentos: 1) Inflorescéncias sem
formigas (controle 1); 2) Inflorescéncias com 10 gotas de cola (controle 2 para a presenca
de cola); 3) Inflorescéncias com 10 individuos de C. rufipes fixadas com cola (a base de
agua/ ndo toxica). Todas as outras inflorescéncias foram cortadas para restringir as
visitaches aos ramos experimentais. Impedimos o acesso de formigas, por meio da
aplicacdo de uma resina atoxica (Tanglefoot©) na base dos ramos reprodutivos (Figura
S2). Além disso, todos os dias antes de iniciar as observagdes as inflorescéncias foram
checadas a fim de manter um nimero idéntico de flores em antese e botdes florais nos
trés tratamentos de um mesmo individuos. Também controlamos as idades das flores
baseadas na coloracdo da corola, que é amarela nos dois primeiros dias, tornando-se mais
alaranjada a partir do terceiro dia de antese. Dessa forma, mantivemos os trés tratamentos

com flores da mesma idade aproximada, afim de evitar algum ruido nas taxas de visitacdo
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em funcéo da coloragdo, uma vez que flores mais velhas tendem a ter menos néctar que
é reabsorvido ao longo da antese (Guerra et al. 2014). Portanto, cada bloco experimental
consistiu nos trés tratamentos expostos simultaneamente em uma mesma planta.
Realizamos as observag¢fes com o auxilio de bindculos (Nikon 10 x 50) totalizando 10
horas por individuo, sendo distribuidos cinco periodos de uma hora por dia durante cinco
dias, sempre entre as 8:00h — 12:00 e 15:30 - 18h (50 horas de observagéo focal na
populacéo). Os horarios de observacao para cada individuo foram aleatorizados de forma
que todas as plantas foram observadas todos os dias nos diferentes intervalos ao longo do

dia até o final do experimento.

Durante as observacdes, consideramos como Visita 0s eventos onde ocorreram 0
contato do polinizador com os verticilos florais e potencial consumo de néctar em pelo
menos em uma das flores. Registramos a espécie e o0 niumero de provas de néctar (insercao
do bico no interior da corola) pelo potencial polinizador nos diferentes tratamentos de um

mesmo individuo em cada intervalo de hora.

2.5. Efeito dos trofobiontes na germinacéo e estabelecimento de P. robustus

Para realizar a avaliacdo dos efeitos da densidade de insetos trofobiontes sobre a
germinacao e estabelecimento de P. robustus, utilizamos as mesmas sementes medidas e
provenientes dos 26 individuos selecionados, para um experimento de inoculagdo nas
hospedeiras. Aderimos as sementes advindas de cada individuo de P. robsutus em um
individuo de V. thyrsoidea ndo infectado. As sementes foram fixadas através da viscina
(substancia pegajosa) presente na regido apical, sempre em ramos vivos determinados
pela presenca de folhas verdes com didmetro de 1 — 1,5 cm. Inoculamos cada conjunto
de sementes oriundas de um individuo de P. robustus em um mesmo individuo de V.

thyrsoidea (N = 26) 24 horas no maximo apos a coleta e medi¢do dos frutos nas plantas.
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As sementes foram inoculadas em ramos distintos, contendo entre 1 — 4 sementes por
ramo os quais foram devidamente marcados para o acompanhamento dos diferentes

estadios das sementes.

Ap0s as inoculagbes monitoramos as sementes em intervalos de aproximadamente
30 dias entre os censos, durante 1 ano (12 meses). Em cada censo, as sementes foram
classificadas em: 1) N&o germinada; 2) Germinada (abertura dos cotilédones e
emergéncia do epicotilo) e 3) Estabelecida (com desenvolvimento dos foliolos) (Figura
S3) (Ramirez and Ornelas 2012). A ocorréncia dos estadios e o tempo de germinacdo e

estabelecimento de todas as sementes foram registradas até o final do experimento.

2.6. Analises estatisticas

Para descrever a distribuicdo das diferentes espéecies de trofobiontes nos
individuos da planta hemiparasita P. robustus construimos uma rede bipartida de
interacdes. As espécies de trofobiontes foram ordenadas em colunas e cada individuos de
P. robustus nas linhas indicando interacdo de forma quantitativa. Dessa forma as

interacdes na rede correspondem a abundancia de cada espécie de trofobiontes no sistema.

Aplicamos o modelo misto linear generalizado (GLMM) para testar o efeito da
presenca de formigas na visitacdo e no nimero de provas pelo polinizador. Utilizamos
como variavel preditora os diferentes tratamentos (cola, controle e formiga) e como
variavel resposta 0 nimero de visitas e 0 namero de provas pelos potencias polinizadores.
Os individuos de planta foram considerados varidvel aleatéria assumido a distribuicéo de

erros binomial negativa.

Para testar o efeito do numero de trofobiontes na abundancia de formigas C.
rufipes utilizamos o modelo linear generalizado (GLM) com distribuicdo dos erros

quasipoisson apos a adequacgdo do modelo.
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Aplicamos testes de Correlacdo de Pearson entre as variaveis de comprimento e
largura dos frutos e sementes e retiramos varidveis com correlagbes > 55%. O
comprimento e largura dos frutos apresentaram forte correlagdo com o comprimento e

largura das sementes. Dessa forma, utilizamos apenas o comprimento e largura das

sementes para as analises posteriores (Tabela S1).

Posteriormente, para avaliar o efeito da abundancia de trofobiontes na reproducao
de P. robstus, utilizamos como varidveis respostas: 1) médias de comprimento das
sementes 2) médias da largura das sementes. As variaveis preditoras foram: Numero de
trofobiontes, e as covariaveis niumero de frutos produzidos e a altura da planta (tamanho
do ramo maior). As covariaveis foram incluidas uma vez que poderia ocorrer balango de
alocacdo de recurso entre o tamanho da planta ou nimero de frutos produzidos e o
tamanho das sementes. Alem disso, também, aplicamos testes de correlacdo entre as
variaveis preditoras e retiramos as variaveis com > 55% (Figura S4). Em ambas analises

utilizamos modelos lineares generalizados (GLMs) com distribuicdo de erros gaussiana.

Ademais, ainda para avaliar o efeito da abundéncia de trofobiontes na reproducéo
de P. robustus, utilizamos o nimero total de frutos produzidos como variavel resposta e
a abundancia de trofobiontes como variavel explicativa. Aplicamos modelo linear
generalizado (GLM) com a distribuicdo de erros quasipoisson, apés a adequagdo do

modelo.

Para testar se a germinacdo e estabelecimento das sementes sdo afetados pela
abundancia de insetos trofobiontes, utilizamos modelos lineares generalizados de efeitos
mistos (GLMMs) com distribuicdo de erros binomial. Como variavel preditora,
utilizamos o nimero de insetos trofobiontes e como variaveis resposta a proporcao de
sementes germinadas e proporcdo de plantulas estabelecidas em cada individuo de V.

thyrsoidea. Os individuos de V. thyrsoidea (N = 25) foram considerados variavel
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aleatoria. Nao incluimos no modelo sementes: perdidas, atacadas por herbivoros ou cujos

galhos dessecaram antes da germinacao.

Por fim, utilizamos andlises de sobrevivéncia com distribuicdo Weibull, para
testar se a abundancia de trofobiontes afeta o tempo necessario de 1) germinacdo e 2)
estabelecimento das plantulas (N = 150). Com isso, utilizamos a abundancia de
trofobiontes como varidvel preditora, bem como o tempo de germinacdo e
estabelecimento como variaveis respostas. Os individuos de V. thyrsoidea (25) foram
considerados variavel aleatoria. As sementes perdidas foram incluidas, sendo atribuidas
a elas a ndo ocorréncia do evento (germinacédo ou estabelecimento) até o tempo (dias) do
ultimo registro. N&o incluimos no modelo as sementes atacadas por herbivoros ou cujos

galhos dessecaram antes da germinacao.

Para todos os modelos acima as distribui¢cbes utilizadas foram verificadas e
alteradas quando ndo se adequaram as analises de residuos. Todas analises e gréaficos

foram feitas utilizando o programa R v 3.5.3 (Crawley 2013; R Core Team 2019).

3. Resultados

Distribuicdo e abundancia de insetos trofobiontes

Encontramos seis espécies de herbivoros sugadores trofobiontes pertencentes a
cinco familias da ordem Hemiptera associados aos individuos de P. robustus (Figura 2).
Eurystethus microlobatus Ruckes (Pentatomidae) (Figura 3a) foi a espécies mais
abundante representando 69% do total de insetos sugadores, presentes em 46% dos
individuos. Aethalion reticulatum Linnaeus (Aetalionidae) (Figura 3b) foi a segunda
espécie mais abundante representando 19% do total de insetos, porém ocorrendo de forma
mais agregada em apenas 8% dos individuos. Guayaquila xiphias Fabricius

(Membracidae) (Figura 3c), foi a terceira especie mais abundante (7%), ocupando 50%
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dos individuos. Parasaissetia nigra (Nietner) (Coccidae) (Figura 3d) representou 3% do
total, ocorrendo em 12% dos individuos. Aphis fabae Scopoli (Aphididae) (Figura 3e) e
Enchenopa loranthacina Sakakibara and Marques (Membracidae) (Figura 3f) foram as
espécies menos abundantes representando apenas 1,8% e 0,2% do total de insetos,
respectivamente. O numero total de insetos trofobiontes associados as plantas variou de
0 a 805, sendo em média 141, 30 + 216,55 (MédiatSD). No entanto, em 31% de
individuos de P. robustus foi registada a co-ocorréncia de diferentes espécies de insetos
trofobiontes, sendo de duas a quatro espécies de trofobiontes por individuo (Figura 2). A
ocorréncia dos trofobiontes nas plantas ndo se deu de forma homogénea, embora E.
microlobatus se distribua por toda a planta, essa espécie ocorreu mais frequentemente na
regido do haustorio e nas partes vegetativas, enquanto as demais espécies ocorreram mais

frequentemente nas partes reprodutivas (Figura 4).
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Figura 3: Insetos trofobiontes e formigas Camponotus rufipes associados a hemiparasita
Psittacanthus robustus em uma area de campo rupestre da Serra do Cipo, MG. a)
Eurystethus microlobatus; b) Aethalion reticulatum; c¢) Guayaquila xiphias; d)

Parasaissetia nigra; e) Aphis fabae; e f) Enchenopa loranthacina.
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Efeito das formigas nos polinizadores

A formiga Camponotus rufipes (Formicidae) foi a espécie mais frequentemente
encontrada nas agregag0es de insetos trofobiontes, sendo frequentemente observada nas
inflorescéncias e flores (Figura 3). Observamos um efeito positivo do nimero de insetos
trofobiontes no nimero de individuos de C. rufipes (Figura S6; F1,24=34.39, p < 0.001; y
=0.47 +0.0038x). Observamos ao todo 41 visitas por duas espécies de beija-flores, sendo
Eupetonema macroura (Trochilidae) (Figura 5) a mais frequente (N = 40), com registro
de apenas uma visita por Colibri serrirostris (Trochilidae). No entanto, a presencas das
formigas nas flores néo alterou o comportamento de E. macroura, ndo havendo diferencas
entre os tratamentos quanto ao nimero total de visitas (Figura 6a; x> = 0.34; gl=2 ;p =
0.84,), nem no namero de inser¢des do bico pelo beija-flor nas corolas (Figura 6b; ¥ =

0.73; gl = 2; p = 0.69).

Efeito dos insetos trofobiontes sobre o tamanho das sementes

A producédo de frutos foi fortemente explicada pelo tamanho dos individuos de P.
robustus, sendo a quantidade total de frutos produzida pelos individuos positivamente
correlacionada ao comprimento de seu ramo maior (Figura S5; Rz = 0.63, p = 0.0004, N
= 26). Por outro lado, a abundéancia de trofobiontes ndo afetou diretamente o nimero total
de frutos produzidos pelas plantas (Fi24 = 1.41, p = 0.25). No entanto, 0 aumento na
abundancia de trofobiontes diminuiu significativamente tanto o comprimento médio
(Figura 7a; F124=4.75, p=0.03; y = 14.98 - 0.001x), quanto a largura media das sementes
(Figura7b; F124=6.22, p=0.01; y = 5.81 - 0.0009x). A co-variavel nimero total de frutos

produzidos pelos individuos ndo evidenciou qualquer efeito sobre o comprimento (F1,23=
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0.14, p = 0.7) ou largura (F1,23 = 0.63, p = 0.4) das sementes, indicando que a variagdo
natural na abundancia de trofobiontes explica de forma mais acurada a variagdo no

tamanho das sementes de P. robustus.

Efeito dos trofobiontes na germinacao e estabelecimento de P. robustus

Inoculamos ao todo 207 sementes distribuidas em 26 plantas hospedeiras de
Vochysia thyrsoidea com uma média de 7,9 + 2,75 (MédiatSD) sementes por arvore.
Entretanto ao longo do experimento uma planta hospedeira foi perdida. Além disso
34,29% das sementes foram: perdidas, atacadas por herbivoros ou os galhos onde foram

inoculadas dessecaram antes da germinacéo (Figura 8) (Tabela S2).

Do total de 207 sementes inoculadas restaram ao final do experimento 136
sementes  distribuidas em 25 hospedeiras para avaliar a propor¢do
germinacao/estabelecimento. Do total de 136 sementes com uma média de 5,44 + 2,59
(MédiaxSD), 105 (77,2%) germinaram e 95 (69,8%) estabeleceram, ou seja, 90% das
sementes que germinaram também desenvolveram em plantula. Nao houve influéncia da
abundéancia de trofobiontes tanto na proporcéo de sementes germinadas (Figura 9a; x> (N
=25)=1.71; gl = 1; p = 0.18) quanto na proporc¢éo de plantulas estabelecidas (Figura 9b;

> (N =25)=0.53; gl =1; p=0.46).

Nenhum efeito da densidade de insetos trofobiontes foi verificado tanto no tempo
de germinagéo (> (N =150) =2.27; gl = 1; p = 0.13) quanto no tempo de estabelecimento

das plantulas (> (N = 150) = 0.27; gl = 1; p = 0.59).
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4. Discussao

Primeiramente verificamos que a presenca de trofobiontes em altas densidades
leva a um aumento do numero de formigas fazendo o patrulhamento na planta
hemiparasita, padréo ja bem estabelecido nesse tipo de interacdo mutualistica (Cushman
and Whitham 1991; Morales 2000; Bliithgen et al. 2006). No entanto, observamos que o
efeito indireto das formigas presentes nas inflorescéncias ndo reduziu a visitacdo pelo
principal potencial polinizador, como observado em estudos recentes onde o0s
polinizadores sdo invertebrados (Levan and Holway 2015; Ibarra-Isassi and Oliveira
2018). Embora insetos sugadores em altas densidades acarretem uma reduc¢do do tamanho
das sementes de P. robustus, esse efeito ndo levou a uma menor proporcao de sementes

germinando e de plantulas se estabelecendo.

Além disso, as agregacdes de insetos trofobiontes sdo geralmente pequenas ou de
tamanho intermediério (Guerra et al. 2011). Portanto, o efeito da reducdo do tamanho das
sementes se da em um pequeno ndmero de individuos da planta hospedeira,
possivelmente com efeitos negligenciaveis na dindmica da populagdo. No caso das ervas-
de-passarinho, o principal gargalo na reproducéo se relaciona a capacidade de dispersédo
direcionada das sementes para os galhos de hospedeiras vivas e susceptiveis (Sargent
1995; Watson and Rawsthorne 2013). Consequentemente, a inexisténcia de efeitos diretos
da densidade de insetos sugadores nos estagios cruciais do ciclo de vida indica um

resultado neutro dessas interagdes na aptidéo da planta hospedeira.

A atividade de insetos trofobiontes proximo aos ramos reprodutivos pode estar
associada a um aumento no patrulhamento das flores por formigas agressivas, reduzindo
as interagbes com visitantes florais e comprometendo o servigo de poliniza¢do (Levan
and Holway 2015; Ibarra-Isassi and Oliveira 2018). Todavia, demonstramos

experimentalmente que o principal polinizador (Eupetonema macroura) ndo exibiu
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preferéncia por inflorescéncias onde as formigas estavam ausentes, sendo que 0 numero
de visitas e de insercdes de bico nas corolas a procura de néctar também ndo diferiu entre
os tratamentos com presenca e auséncia de formigas. Esses resultados contradizem
estudos recentes nos quais 0s autores encontraram que a presenca de formigas afeta
negativamente o comportamento de abelhas polinizadoras, reduzindo o sucesso
reprodutivo das plantas hospederias (e.g., Cembrowski et al. 2014; Levan and Holway
2015; lbarra-Isassi and Oliveira 2018). E importante frisar que nesses estudos, 0s
polinizadores eram invertebrados, mas nem todos visitantes florais evitaram as plantas.
Por exemplo, sirfideos visitaram mais frequentemente plantas com alta densidade de
afideos associados a formigas (Levan and Holway 2015). Nossos dados corroboram a
idéia de que beija-flores quando submetidos apenas a pistas visuais ndo alteram seu

comportamento pela presenca de formigas (Rankin et al. 2018).

O comportamento de forrageamanto por polinizadores pode ser influenciado por
outros fatores mais determinantes, como o risco de predacdo e pela competicdo pelo
recurso. Romero et al. (2011) demonstraram que a resposta de polinizadores ao risco de
predacdo é influenciada pelo tdxon e tamanho corporal, sendo que polinizadores de maior
tamanho corporal, especialmente vertebrados, geralmente ndo apresentam o0
comportamento de evitagdo das flores. 1sso ocorre uma vez que esses organismos sao
dificeis de serem capturados e consequentemente sd0 menos sucetiveis ao ataque por
inimigos naturais presentes nas flores (Dukas et al. 2003). Eupetonema macroura
apresenta um comportamento de defesa das plantas em floracéo, agredindo e perseguindo
outras espécies de beija-flores indicando que seu nectar € um recurso muito valioso
(Guerra et al. 2014). Nossos resultados indicam que os beija-flores provavelmente sdo
menos vulneraveis ao ataque pelas formigas e por isso ndo apresentam mudanca

significativa no comportamento de visitacdo floral. A planta hemiparasita é dependente
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da visitacdo pelos beija-flores para produzir sementes (Guerra et al. 2014). Portanto,
mesmo que formigas possam ser comuns nas infloresncencias de plantas com presenca
de agregacOes de trofobiontes, efeitos indiretos negativos no sucesso reprodutivo de P.
robustus parecem minimos, a0 menos no que tange a visitacdo pelos polinizadores

potenciais.

A abundéancia de formigas em P. robustus esteve positivamente associada a
quantidade de insetos trofobiontes, corroborando resultados de outros estudos (e.g.,
Levan and Holway 2015; Canedo-Junior et al. 2018; Monteiro et al. 2019). Por exemplo,
Guerra et al. (2011), demonstraram que 0 nimero médio de individuos de C. rufipes
aumenta significativamente com o aumento no tamanho das agregacdes de E.
microlobatus associados a P. robustus, tanto no periodo diurno quanto noturno. A
presenca de mutualismos formigas-trofobiontes tem sido considerados geralmente
positivos para aptiddo das plantas hospedeiras, sobretudo, devido aos efeitos indiretos
mediados pelas formigas que reduzem a herbivoria foliar nas plantas hospedeiras (Styrsky

and Eubanks 2007; Rosumek et al. 2009; Zhang et al. 2012).

Nesse estudo ndo avaliamos os efeitos indiretos da presenca de formigas sobre a
herbivoria causadas por mastigadores, como comumente reportando na maioria dos
estudos (Styrsky and Eubanks 2007). No entanto, detectamos efeitos negativos diretos
causados pelos insetos sugadores. O sucesso reprodutivo das plantas medido através do
namero de frutos produzidos, parece ser determinada pelo tamanho das plantas, sem uma
relacdo com o nimero de trofobiontes. Observamos que reproducdo de P. robustus pode
ser afetada negativamente, uma vez que a presen¢a de um grande nimero de sugadores
nas plantas acarreta em sementes de tamanho mais reduzido. Isso se deu provavelmente
porque quando em altas densidades, esses insetos podem consumir uma grande

quantidade de seiva promovendo a drenagem e a limitacdo de recursos alocados para 0s
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6rgdos reprodutivos (Larson and Whitham 1991, 1997; Renault et al. 2005). A maioria
dos insetos trofobiontes sdo sedentéarios formando drenos mais ou menos continuos em
suas plantas hospedeiras (Zvereva et al. 2010). Os danos ao sistema vascular geram
alteracoes fisiologicas e morfoldgicas cujos efeitos na planta hospedeira sdo considerados
muitas vezes mais severos do que os causados por herbivoros mastigadores (Macedo et
al. 2003; Zvereva et al. 2010). Por exemplo, o ataque por esses herbivoros sugadores tem
uma relacdo com a alteracdo nos padrbes de translocacdo ja que promovem a perda de
agua, nutrientes e fotossintatos. Com isso uma menor quantidade desses recursos é
alocado para os 6rgdos drenos (frutos, folhas jovens e raizes) reduzindo seu contetdo
nutricional e armazenamento de biomassa (Larson and Whitham 1991, 1997; Nabity et
al. 2009). Zvereva et al. (2010) mostrou que plantas lenhosas demonstram pouca
tolerancia a esse tipo danos, uma vez que esses insetos sugadores frequentemente
conseguem escapar das defesas, ja que as mesmas estdo presentes em baixa concentracdo
no floema. Além disso, raramente compensam 0s prejuizos no crescimento e reproducao,
pois uma vez que 0s recursos drenados por esses insetos dos 6rgdos reprodutivos, serdo
utilizados pelos proprios trofobiontes. Além disso, insetos sugadores podem também
transmitir patdgenos (Ammar and Nault 2002) ou injetar toxinas as quais podem provocar
malformacdes e necrose dos tecidos (Carter 1962) acentuando, assim, 0s prejuizos na
planta hospedeira. Consequentemente, as interagdes com insetos sugadores podem
resultar em uma diminuicdo dos recursos alocados para a reproducdo da planta, refletindo
na diminuicdo do nimero, tamanho e massa de frutos e sementes (e.g.,Wu et al. 2014;

Tito and de la Torre-Mayorga 2016 ; Canedo-Junior et al. 2017).

Dessa forma, nossos resultados corroboram que presenca de agregacOes de
insetos trofobiontes em grandes ndmeros tem o potencial de reduzir o tamanho das

sementes de P. robustus. No entanto, devido a baixa frequéncia de grandes agregacdes de
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insetos sugadores nas plantas hospedeiras, esse efeito negativo direto estara restrito a um

pequeno nimero de individuos na populagao.

Embora a presénca de insetos trofobiontes influencie negativamente o tamanho
das sementes de P. robustus, esses efeitos ndo tiveram consequencias na germinacao e
estabelecimento das plantulas. A germinacdo das sementes das ervas-de-passarinho pode
estar relacionada a outros fatores, como a disponibilidade de luz, substrato e
caracteristicas das hospedeiras (Yan 1993; Sargent 1995; Rodl and Ward 2002). Canedo-
Junior et al. (2017) também encontraram auséncia de efeito de insetos sugadores na
germinacdo das sementes da Phaseolus vulgaris (Phabaceae). Mesmo a infestacdo por
esses herbivoros reduzindo o numero de frutos e o nimero e biomassa das sementes
produzidas, quase todas as sementes germinaram independente da presenca dos insetos
sugadores. Esse padrdo também foi reportado por Tito e de la Torre-Mayorga (2016) que
apesar de encontrarem um decréssimo no numero e aumento no tamanho de frutos e
sementes em plantas com alta densidades do afideo Aphis cytisorum, ndo identificaram
diferencas na germinacdo das sementes. Entretanto, os mecanismos subjacentes as

estratégias empregadas pelas plantas nesses estudos nao séo claros.

Ervas-de-passarinho geralmente germinam prontamente e indiscriminadamente
guando depositadas em ambientes adequados dependendo pouco do substrato (Rédl and
Ward 2002). A maioria das sementes germinam logo apos a remoc¢do do exocarpo e
deposicdo nos ramos da planta hospedeira. Aparentemente, o papel das aves dispersoras
na transferéncia direcional das sementes até as plantas hospedeiras é o ponto mais crucial
na ciclo de vida dessas plantas (Roxburgh 2007; Watson and Rawsthorne 2013). Assim,
como observado nesse trabalho e também reportado em outros estudos (e.g, Yan and Reid
1995; Rodl and Ward 2002), uma vez depositadas em locais adequados as sementes tém

altas chances de germinar e se estabelecer. J& o estabelecimento das plantulas e seu
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desenvolvimento € influenciado, sobretudo, pela qualidade do substrato como
disponibilidade de &gua e nutrientes bem como a compatibilidade fisiolégica com a planta
hospedeira, ou seja, adaptacdes que conferem capacidade de aderéncia e penetracdo do
haustorio no tecido vascular da planta hospedeira (Yan 1993; Rodl and Ward 2002;
Okubamichael et al. 2016). Assim, podemos sugerir que 0 comportamento de deposi¢ao
das sementes pelos dispersores e posteriormente as caracteristicas das hospedeiras, sdo 0s
fatores mais preponderantes na germinagédo e estabelecimento de P. robustus. Nossos
resultados indicam que mesmo com uma redugdo no tamanho das sementes devido a
presenca de insetos trofobiontes, esse efeito negativo ndo levou a reducdo do sucesso de

transicao para os estagios mais cruciais do seu ciclo de vida.

As espécies de insetos trofobiontes estdo distribuidas diferentemente nos 6rgéos
da hemipararsita e na populacdo de P. robustus. A utilizacdo de diferentes recursos por
insetos numa mesma planta hospedeira esta principalmente relacionada as demandas
nutricionais especificas desses insetos, bem como estratégias para evitar inimigos naturais
(Denno and Roderick 1990) e competicdo (Ferrenberg and Denno 2003). Eurystethus
microlobatus foi a espécie mais abundante no sistema e interagiu com maior nimero de
individuos de P. robustus. Além disso esteve presente em todos 0s orgdos da hemiparasita
sendo mais abundante no haustério e ramos primarios. Esses insetos, devido a coloracao,
estdo normalmente camuflados na casca da hospedeira o que provavelmente influencia a
selecdo preferencial pelo haustorio e ramos primarios uma vez que, assim, aumentam a
protecdo contra predadores (Guerra et al. 2011). A migracgdo para 0s ramos reprodutivos
ocorre provavelmente somente quando as altas densidades das agregacdes resulta em
limitacdo do espaco (Guerra et al. 2011). O trofobionte Aethalion reticulatum foi
observado em alta densidade porém ocorreu em poucos individuos de P. robustus

apresentando uma distribuicdo agregada na populacdo e co-ocorrendo com poucas
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espécies de trofobiontes, o que provavelmente podem maximizar os efeitos de drenagem
das plantas hospedeiras. J& G. xiphias apesar de estar presente em pequena abundancia
no sistema, apresentou maior distribuicdo entre os individuos de P. robustus. A maior
parte das agregagdOes se alimentavam preferencialmente nos ramos reprodutivos o que
também foi observado em plantas da espécie Didymopanax vinosum (Apiaceae) presentes
no Cerrado. A preferéncia pelas partes reprodutivas pode estar relacionada ao melhor
desenvolvimento das ninfas devido a maior concentracdao de nutrientes (Del-Claro and
Oliveira 1999). Parasaissetia nigra também foi encontrado nos ramos reprodutivos,
entretanto ocorrendo geralmente nas folhas e com isso provavelmente ndo compete com
as outras espécies que ocorrem nos ramos reprodutivos. J& Aphis fabae e Enchenopa
loranthacina foram raramente encontrados nas plantas e seus efeitos devem ser reduzidos,
pois geralmente estdo presentes em pequenas agregagdes. Embora a maioria das espécies
de trofobiontes coexistam em um mesmo individuo de P. robustus, esses individuos na
maioria das vezes ocupam diferentes partes nas plantas hemiparasitas. A coexisténcia
entre as espécies de trofobiontes pode ser determinada por diversos fatores sendo os
principais filogenéticos, ecofisioldgicos e qualidade nutricional das hospedeiras (Hajek
and Dahlsten 1986; Inbar and Wool 1995; Ferrenberg and Denno 2003; Hernandez et al.

2011).

5. Conclusoes

Nesse estudo demonstramos que a erva-de-passarinho P. robustus é afetada
principalmente pelas interacGes diretas com seus herbivoros sugadores associados. A
presenca de insetos trofobiontes pode gerar uma consequéncia negativa para as plantas,
devido a drenagem de recursos causada pela intensa herbivoria em grandes agregacoes
de trofobiontes. No entanto, as interagdes indiretas mediadas pelas formigas parecem ser

neutras ou exercem pouco efeito, uma vez que o principal polinizador ¢ indiferente a sua
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presenca nas inflorescéncias. Embora o aumento na quantidade de insetos sugadores
possa reduzir o tamanho médio das sementes, a sua germinacao e o estabelecimento das
plantulas ndo foram afetadas. Portanto, nosso estudo demonstra que essa espécie
apresenta uma certa tolerancia frente ao ataque intenso por insetos sugadores. Mesmo
sofrendo com os custos da herbivoria na producdo das sementes, sementes menores ainda
sim podem germinar e se estabelecer. Até o momento, poucos estudos sobre a perspectiva
das plantas hospedeiras avaliaram os efetios das interagcdos com trofobiontes na producgéo
e germinacdo das sementes (Wu et al. 2014; Tito and de la Torre-Mayorga 2016 ; Canedo-
Junior et al. 2017). Nosso estudo ilustra a importancia de se considerar os efeitos diretos
e indiretos das associagdes mutualisticas formiga-trofobiontes na reproducéo das plantas
hospedeiras. Nesse sentido, fomos um passo além, avaliando de forma inédita os
possiveis efeitos da herbivoria por insetos trofobiontes no estabelecimento da planta
hospedeira. Essa abodargem se mostrou essencial para entender os resultados das
interacOes formiga-trofobionte, uma vez que o estabelecimento € o estagio que melhor
representa as consequencias diretas na aptiddo de suas plantas hospedeiras. Por fim,
ressaltamos a importancia de se avaliar os efeitos diretos e indiretos em parametros da
aptiddo das plantas para esclarecer as consequéncias ecoldgicas dos mutualismos

formiga-trofobionte em sistemas multitréficos.
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