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Resumo

Venancio, H. 2017. Efeitos da herbivoria e condi¢des ambientais sobre a instabilidade no
desenvolvimento e resposta vegetativa em 7ithonia diversifolia (Asteraceae). Dissertacdo de
Mestrado em Ecologia e Conservag@o de Recursos Naturais. UFU. Uberlandia-MG. 102p.

Herbivoria, competicdo edafica e sombreamento podem induzir variagdo fenotipica, diminuir
o desempenho e aumentar os niveis de assimetria flutuante (AF, um medidor de estresse) em
plantas invasoras. A associacdo desses pode incrementar mais a AF, além de prejudicar mais
severamente ou atrapalhar as variagdes fenotipicas da planta. Em contrapartida, a fertilizagio
pode aumentar a AF, performance e diminuir os impactos negativos da herbivoria e
competi¢do edafica em invasoras. Entretanto, ainda restam duvidas da relagdo da AF com
alguns desses fatores. Dessa forma, utilizamos a invasora 7ithonia diversifolia (Asteraceae)
em experimentos em casa de vegetagdo para verificar como herbivoria, sombreamento,
competi¢do edafica e fertilizagdo podem influenciar na aptiddo e variagdo fenotipica desta
espécie. No primeiro capitulo analisamos como a herbivoria poderia causar altera¢des no
nitrogénio foliar (tipo de defesa induzida) e AF de folhas injuriadas. Para isso, utilizamos
jovens desta espécie e 0s separamos em grupo tratamento, onde causamos dano de herbivoria
simulada nas folhas; e o grupo controle, que ndo sofreu injurias. A AF dessas folhas foi
acompanhada da primeira até a quarta semana do estudo, momento esse que o nitrogénio
também foi verificado. Nossos resultados mostraram que plantas do grupo tratamento
apresentaram maior AF na quarta semana, assim quando comparadas ao grupo controle;
porém o nitrogénio ndo diferiu entre os tratamentos. Dessa forma, a herbivoria ¢ capaz de
aumentar a AF. No segundo capitulo, associamos, durante quatro semanas, a herbivoria com
a condi¢@o de sombra, assim como para competicdo edafica e fertilizagdo. Acreditamos que
a herbivoria, sombreamento e competi¢do prejudicam a performance e aumentam a AF.
Ainda hipotetizamos que a fertilizagdo aumenta a aptiddo e os niveis de AF de 7. diversifolia,
além de diminuir os impactos negativos da herbivoria e competi¢cdo. Para o experimento de
herbivoria-sombra, o grupo tratamento sofreu dois danos de herbivoria simulada em folhas,
com individuos distribuidos entre sol e sombra. As plantas foram acompanhadas por quatro
semanas. Também verificamos as folhas que surgiram pos-tratamentos. Para o experimento
de herbivoria, competicdo edafica e fertiliza¢do, retiramos 50% de area das folhas das plantas
na primeira e terceira semana de estudo, juntamente com auséncia e presenca de fertilizagdo
e competi¢do. Os resultados destes experimentos revelaram que sombreamento causa
impactos negativos em 1. diversifolia, e também aumenta a AF das folhas. Essa condig@o
também causou variagdo fenotipica em estruturas caulinares. Herbivoria e competi¢do
edafica ndo influenciaram em variagdes fenotipicas e AF, porém, os dois fatores no segundo
experimento, impactaram negativamente esta espécie. A fertilizagdo aumentou a
performance e AF das plantas, além de amenizar os efeitos negativos da herbivoria e
competi¢do. A herbivoria associada com sombreamento e competicdo edafica ndo
intensificaram os prejuizos e nem influenciaram nas respostas de variagdo fenotipica. No
geral, este estudo revelou que herbivoria, quando causada diretamente nas folhas, podem
aumentar a AF, assim como a fertilizagcdo e sombreamento. Ainda vimos que sombreamento,
competi¢do edafica e herbivoria podem impactar negativamente juvenis de 7. diversifolia,
no entanto a fertilizagdo aumenta o desempenho dessa espécie, além de diminuir os impactos
negativos gerados por esses fatores.
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Palavras-chave: assimetria flutuante; estresse induzido pela herbivoria; planta invasora;
variagdo fenotipica
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Abstract

Venancio, H. 2017. Effects of herbivory and environmental conditions on developmental
instabiblity and vegetative responses of 7ithonia diversifolia (Asteraceae). MSc. Thesis.
UFU. Uberlandia-MG. 102p.

Herbivory, edaphic competition and shading can induce phenotypic variation, decrease
performance and increase levels of fluctuating asymmetry (FA, a stress measurer) in invasive
plants. The association of these can further increase the FA, also harming severely or
disrupting phenotypic variations of plants. On the other hand, fertilization can increase FA,
performance and decrease the negative impacts of herbivory and edaphic competition on
weeds. However, there are doubts about the relationship of FA with some of these factors.
Thus, we used the invasive Tithonia diversifolia (Asteraceae) in greenhouse experiments to
verify how herbivory, shading, edaphic competition and fertilization can influence fitness
and phenotypic variation of this species. In the first chapter, we analyzed how herbivory can
cause changes in foliar nitrogen (type of induced defense) and FA of injured leaves. For this,
we used seedlings of this species and separated them in group treatment, where we caused
simulated herbivory damage on leaves; and the control group, which did not suffer injuries.
The FA of these leaves was followed from the first to the fourth week of study, when the
nitrogen was also verified. Our results showed that plants of the treatment group had higher
FA on the fourth week when compared to control group; but nitrogen did not differ between
treatments. In this way, herbivory can increase FA. In the second chapter, we associate for
four weeks, herbivory with shade condition, as well as for edaphic competition and
fertilization. We believe that herbivory, shading and competition decrease performance and
increase FA. We further hypothesized that fertilization increases fitness and levels of FA of
T. diversifolia, and reduces negative impacts of herbivory and competition. For the
herbivory-shade experiment, the treatment group suffered two simulated herbivory damage
on leaves, with individuals distributed between sun and shade. The plants were followed for
four weeks. We also checked the leaves that came up after treatments. For herbivory, edaphic
competition and fertilization, we removed 50% area from the leaves of the plants in the first
and third week of study, along with and without fertilization and competition. The results of
these experiments revealed that shading causes negative impacts on 7. diversifolia, and
increases leaf FA. This condition also caused phenotypic variation in shoot structures.
Herbivory and edaphic competition did not influence phenotypic variations and FA, but the
two factors in the second experiment negatively impacted this species. Fertilization increased
plant fitness and FA, and decreased the negative effects of herbivory and competition.
Herbivory associated with shading and edaphic competition did not intensify negative fitness
nor influenced phenotypic variation responses. Overall, this study revealed that herbivory,
when caused directly on leaves, can increase FA, as well as fertilization and shading.
However, we observed that shading, edaphic competition and herbivory may adversely affect
seedlings of 7. diversifolia, however, fertilization increases the performance of this species,
as well as reduced the negative impacts generated by these factors.

Keywords: fluctuating asymmetry; herbivory-induced stress; weed; phenotypic variation



Introducio Geral

Algumas espécies vegetais possuem a capacidade de sobreviver perante condigdes
ambientais severamente estressantes, como € o caso de plantas invasoras (Richards et al.
2006; Richardson e Rejmanek 2011). Um dos motivos para conseguirem persistir em habitats
estressantes € o fato de varias espécies desse grupo possuirem a caracteristica de tolerar e
responder de forma rapida e eficiente a essas condigdes, o que as possibilitam de
desenvolverem rapidamente no ambiente tomando todo espago disponivel (Sutherland 2004,
Sakai et al. 2001). Devido a isso, a capacidade de invasdo dessas plantas e de excluir
competitivamente outras espécies vegetais ¢ uma das principais ameagas a biodiversidade e
agricultura mundial (Gurevitch e Padilla 2004; Richards et al. 2006). Porém, a capacidade de
tolerancia pode ndo ser suficiente para algumas espécies sobreviverem ao nivel de estresse
(Pysek e Richardson 2010). Por exemplo, herbivoria, baixa intensidade de luz solar e
competi¢do por recursos do solo podem prejudicar o desempenho de invasoras pioneiras
(Sutherland 2004; Raghu e Dhileepan 2005; Ramula e Buckley 2010). Por outro lado, a
condi¢@o de abundancia na quantidade de recursos (p.ex., por fertilizagdo) pode aumentar e
acelerar o desempenho de plantas invasoras (Blackshaw e Brandt 2008).

Baixas quantidades de luz solar podem geram menor aptiddo em plantas invasoras
intolerantes a esta condi¢do, podendo até causar morte de individuos em estagios
ontogenéticos iniciais (Sutherland 2004; Valladares et al. 2007). Para evitar isso, varias
invasoras possuem a capacidade de induzir rapidamente varia¢des no fendtipo ao ponto de
compensar a essa condi¢cdo de sombreamento (Claridge 2002; Richards et al. 2006). Dentro
dessas, temos a elongagdo do comprimento do caule para que as novas folhas que surgirem

no topo do caule possam absorver maior quantidade de luz solar ou até mesmo ultrapassar a



copa de outras plantas competidoras deste recurso (Valladares et al. 2007). Também surgem
modificagdes nas folhas, onde ha uma maior concentragdo de estruturas fotossintéticas no
limbo foliar, e consequentemente aumento de nitrogénio. Ainda para as folhas, ha um
aumento na area foliar além de essas demorarem mais tempo para senescerem, pois a a
constante perda de folhas ¢ de alto custo energético para a planta nesta condig@o limitante
(Hikosaka 2005; Munier-Jolain et al. 2014).

Outra forma de competicdo que diminui a performance de espécies vegetais ¢ a
competi¢do edafica. Isso ocorre porque a medida que os individuos vdo se desenvolvendo,
os recursos edaficos vao se tornando mais limitados ao longo do tempo (Schenk 2006), e no
caso de invasoras que possuem alta taxa de crescimento radicular, essa limitagdo pode ser
alcangada em pouco tempo (Casper e Jackson 1997, Schenk 2006). No entanto, algumas
invasoras sdo capazes de suportar populagdes extremamente densas sem que haja grande
perdas na aptiddo dos individuos (Richards et al. 2006; Moughalu 2008).

Assim como a competicdo, a agdo de remover partes de tecidos vegetais também pode
impactar negativamente algumas espécies de plantas. A herbivoria pode gerar respostas
induzidas na quantidade de nitrogénio disponivel nas folhas, onde pode haver o decréscimo
desse, ndo alteragdo ou até mesmo aumento. A diminui¢do desse nutriente pode estar
relacionada com o aumento na quantidade de compostos quimicos contra herbivoria, como
taninos, que declina a aptiddo de herbivoros (Stamp 2003; Chen 2008). Outra forma de defesa
induzida capaz de diminuir o ataque de herbivoros ¢ por meio do aumento da dureza das
folhas (esclerofilia), que também afetam negativamente a aptiddo de fitofagos (Chen 2008).
Apesar disso, algumas espécies possuem a capacidade de tolerar a herbivoria ao ponto de ndo
apresentarem nenhum tipo de defesa induzida ou até mesmo alocarem energia para outras

regides vegetativas como forma de compensagdo (Zou et al. 2008; Tito et al. 2016).



Outro fator que influencia no desempenho de invasoras € a qualidade nutricional do
solo. Solos com grande quantidade e qualidade de recursos edaficos afetam positivamente a
performance de invasoras (Schlaepfer et al. 2010). Essa relagdo também ¢ encontrada quando
solos sdo fertilizados. Por apresentarem alta quantidade de macronutrientes, como nitrogénio,
fertilizantes permitem que o desenvolvimento destas plantas acelere e assim ocupem mais
rapidamente o ambiente (Blackshaw e Brandt 2008).

Além dos efeitos negativos causados por alguns destes fatores ambientais, a
associacdo de dois ou mais destas condigdes podem diminuir ainda mais a performance de
plantas ou até mesmo anular respostas induzidas, pois um fator pode influenciar na resposta
da planta para a outra condi¢do (Valladares et al. 2007; Rogers e Siemann 2005). Esse € o
caso da herbivoria em associa¢do com a competi¢do edafica ou sombreamento. Por outro
lado, a presenc¢a de um fator benéfico, como fertilizagdo, pode ajudar a planta a compensar
os efeitos negativos da herbivoria (Sun et al. 2010).

Fatores que causem drasticas alteragdes no desenvolvimento 6timo de plantas, como
herbivoria (Cornelissen e Stiling 2005), sombreamento (Silva et al. 2016), competi¢do
(Rettig et al. 1997) e fertilizagdo (Meller 1995) podem causar desvios na simetria perfeita de
estruturas bilaterais (como por exemplo, folhas) (Palmer 1994). Essa condigdo pode ser
analisada pelo indice de assimetria flutuante (AF), que ¢ representado por pequenos e
aleatorios desvios entre os lados das folhas (Meller e Shykoff 1999). No entanto, ainda
existem poucos estudos sobre estas condigdes, e em alguns desses temas ainda existem
bastantes resultados controversos, como € o caso de herbivoria em folhas.

A relacdo entre herbivoria e AF possui duas hipdteses principais na literatura: que o
aumento dos niveis de AF ¢ causado pela acdo da herbivoria, onde essa também ¢ conhecida

como “Hipotese do estresse induzido pela herbivoria” (Alves-Silva e Del-Claro 2016); e
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outra que afirma que folhas mais assimétricas sdo buscadas por herbivoros por apresentarem
melhor qualidade nutricional (Cornelissen e Stiling 2005). A primeira hipotese ainda € pouco
explorada na literatura, apresentando tanto corrobora¢des quanto refutagdes (Berteaux et al.
2007; Alves-Silva e Del-Claro 2016).

Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray (Asteraceae) ¢ um bom modelo para o estudo
porque essa apresenta folhas com um rapido e curto desenvolvimento, também por apresentar
um acelerado desenvolvimento vegetativo (Moughalu 2008; Venancio et al. 2016). Além
disso, ela pode ser encontrada em ambientes com diferentes condi¢cdes de luz solar, em
grandes popula¢des e em locais com a presenga de solo fertilizado, como planta¢des, além
de ser atacada por herbivoros (Ayeni et al. 1997; Moughalu 2008; Simelane et al. 2011).

Dessa forma, o objetivo geral desta dissertagdo foi verificar como a herbivoria, baixas
intensidade de luz solar, competi¢do edafica intraespecifica, e fertiliza¢cdo podem influenciar
no desempenho vegetativo e AF da espécie invasora 7. diversifolia. Para isso, separamos esse

objetivo em dois capitulos seguidos das seguintes hipoteses:

Capitulo 1
Objetivo: Verificar como danos de herbivoria simulada nas folhas podem
influenciar nos niveis de nitrogénio foliar e AF.

Hipoteses: (i) Folhas com danos de herbivoria simulada aumentardo os niveis de

(ii) Folhas com danos de herbivoria simulada sofrerdo altera¢des nos niveis de

nitrogénio.

Capitulo 2



Objetivo: Analisar os efeitos da herbivoria simulada, sombreamento, fertilizagdo,
competi¢do intraespecifica no solo e associa¢do destes fatores na performance vegetativa,
variagdo fenotipica e AF.

Hipoteses: (i) individuos presentes nos tratamentos de herbivoria simulada,
competi¢do edafica e sombreamento apresentardo menor performance vegetativa em relagio
ao grupo controle destas condigdes;

(ii) a fertilizagdo aumentard o desempenho vegetativo dos juvenis de T.
diversifolia,

(iii) 1. diversifolia apresentara, como variagdo fenotipica, menores niveis de
clorofila e maior esclerofilia em suas folhas nos tratamentos de herbivoria simulada;

(iv) a condigdo de sombreamento induzira os jovens a investirem em maior
quantidade de folhas, maior comprimento e, consequentemente, maior peso caulinar, além
de maior area foliar e quantidade de clorofila comparado a condic¢do de sol;

(v) os tratamentos de sombreamento, herbivoria simulada, competi¢do edafica e
fertilizagdo aumentardo os niveis de AF;

(vi) a associacdo da herbivoria simulada juntamente com o sombreamento
impactard mais negativamente na performance vegetativa de plantas de 7. diversifolia do que
os individuos presentes em somente uma destas condi¢des;

(vii) a herbivoria simulada diminuird a capacidade de variagdo fenotipica para a
condi¢do de sombreamento;

(viii) plantas presentes nos tratamentos de competi¢c@o no solo em associagdo com
herbivoria simulada apresentardo menor desempenho vegetativo em relagdo aos individuos

em somente uma dessas condigdes;



(ix) plantas sob os tratamentos de herbivoria e competi¢do apresentardo maior
resposta de variagdo fenotipica contra a herbivoria em comparagdo com os outros tratamentos
destas condig¢des;

(x) a fertilizagdo juntamente com os tratamentos de herbivoria e competi¢do
diminuira os impactos negativos destas duas condigdes;

(xi) a fertilizagdo aumentara a tolerancia das plantas a herbivoria, ao ponto de
diminuir a variac¢do fenotipica contra esse fator;

(xii) os niveis de AF das plantas aumentard a medida que ha a associagdo dos

tratamentos (i.e., herbivoria e sombreamento; herbivoria, competicio e fertilizagio).
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ABSTRACT

Herbivory is a main source of plant damage and injured plants might present decrements in
nutrients, delayed growth and low reproductive outputs. Therefore, herbivory can be
considered a stressful agent to plants. In this study, we investigated short-term changes in the
stress and nutrients levels of the invasive plant species Tithonia diversifolia (Asteraceae)
after simulated herbivory. Parameters such as leaf fluctuating asymmetry (FA, a measure of
plant stress, also known as developmental instability) and nitrogen levels were compared
between control and treated plants reared in a greenhouse. We expected high levels of FA
and low nitrogen in injured leaves. FA was assessed by measuring the right and left sides of
leaves, from the leaf edge to the midrib, at the middle point of the leaves; and nitrogen was
evaluated through the Kjeldahl method. Results showed that FA was related to herbivory, in
that injured leaves were 22% more asymmetric than control leaves. In addition, before-after
analysis revealed that FA significantly increased 33% in leaves from the treated group after
leaf damage. Nitrogen presented only minor and non-significant changes after simulated
herbivory. Leaves from the control group did not show significant increments in neither FA
nor in nitrogen. FA was concluded to be a good and rapid estimator of plant stress following
leaf damage, as during its short lifespan (approximately 45 days), leaves displayed increased
developmental instability. We consider that leaf damage is a predictor of plant developmental
instability and that FA can be used to detect and compare stress levels in plants after

herbivory damage.

Keywords: Asteraceae; fluctuating asymmetry, herbivory-induced stress; simulated

herbivory; Tithonia diversifolia
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RESUMO

A herbivoria ¢ o principal fator de danos em plantas, e plantas danificadas podem apresentar
decréscimos em nutrientes, crescimento prejudicado e baixo investimento em reprodugao.
Dessa forma, a herbivoria pode ser considerada um agente estressante para plantas. Neste
estudo, nos investigamos rapidas mudangas nos niveis de estresse e nutrientes da espécie
invasora Tithonia diversifolia (Asteraceae) apds herbivoria simulada. Pardmetros como
assimetria flutuante (AF, um medidor de estresse em plantas, também conhecido como
instabilidade no desenvolvimento) e niveis de nitrogénio foram comparados entre plantas
controle e tratamento criadas em estufa. Nos esperamos altos niveis de AF e baixo nitrogénio
em folhas danificadas. A AF foi avaliada por medigdes do lado esquerdo e direito das folhas,
da borda da folha até a nervura central, no centro das folhas; e o nitrogénio foi avaliado
através do método de Kjeldhal. Os resultados mostraram que AF relacionou com a herbivoria,
onde folhas danificadas foram 22% mais assimétricas do que as folhas do controle. Em
adigdo, as analises antes e depois revelaram que a AF significantemente aumentou 33% em
folhas do grupo tratamento depois do dano foliar. O nitrogénio apresentou mudangas
pequenas e ndo significativas depois da herbivoria simulada. As folhas do grupo controle ndo
mostraram incrementos nem em AF e nitrogénio. A AF foi concluida em ser um bom e rapido
estimador de estrasse em planta apds dano foliar, durante a sua rapida expansdo
(aproximadamente 45 dias), as folhas apresentaram instabilidade no desenvolvimento
aumentada. Noés consideramos que o dano foliar ¢ um preditor de instabilidade no
desenvolvimento de plantas e que AF pode ser usada para detectar e comparar niveis de

estresse em plantas depois de danos de herbivoria.

Palavras-Chave: Asteraceae; assimetria flutuante; estresse induzido pela herbivoria;

Tithonia diversifolia
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1. Introduction

Herbivory is the main source of biotic plant damage in nature and its consequences,
regardless of the plant structure that animals feed on, are well documented; plants may
present delayed growth, early leaf senescence and less investment in reproduction (i.e., the
production of flowers and fruits) (Maron, 1998; Stephens and Westoby, 2015). Shortly after
herbivore attack, the nutritional quality of tissues may undergo several changes. Nitrogen
levels, for instance, can either decrease or increase following herbivory (Casotti and Bradley,
1991; Gange and Nice, 1997; Hartley, 1998). As demonstrated by Cornelissen and Fernandes
(2001a), leaf damage significantly reduced nitrogen levels in a legume tree (see also Cooke
et al., 1984) and the authors attributed this factor to induced plant defenses, since low
nitrogen is related to increased concentration of tannins and low susceptibility to further
insect herbivores (Cornelissen and Fernandes, 2001b; Cornelissen and Stiling, 2005).

With such large detrimental effects of herbivores on plant development, one may assume
that injured plants are under stress (i.e. detriments in a biological system—Hoffmann and
Parsons, 1991) compared to non-injured individuals (Diaz et al., 2004). One way to assess
stress in plants is through the analysis of developmental instability (DI), which is based on
morphological changes in the morphometry of bilateral characters (e.g., leaves) following
perturbations (Leamy and Klingenberg, 2005). DI is the inability of organisms to buffer
adverse ontogenetic processes and achieve a predetermined phenotypic condition (Olofsson
and Strengbom,2000). The DI of plants subjected to different types of perturbation, including
herbivory, can be statistically evaluated by an index known as fluctuating asymmetry (FA),
which measures the imperfect growth of leaves (Martel et al, 1999; Telhado et al,

2010).Under normal and optimal conditions, both sides of leaves (right and left sides) should
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develop correspondingly, but a diverse array of biotic and abiotic stressful conditions (e.g.,
temperature, soil, shade, pollution, competition, parasitism, and herbivory) affects the
bilateral development of leaves and gives rise to minor deviations from the perfect symmetry
(reviewed in Mpller and Shykoff,1999). Since FA is a health index of populations (i.e.,
elevated FA levels are indicative of high stress), it can be used to compare plants with
different levels of stress within a population (Alves-Silva and Del-Claro, 2013; Cornelissen
and Stiling, 2011).

Several studies report positive relationships between FA and herbivory, that is, stressed
plants may attract more herbivores (Lempa et al., 2000). It occurs because stress due to
abiotic factors is related to low defensive compounds and increased nitrogen concentrations,
in comparison to non-stressed plants, thus benefiting herbivores (White, 1984; Cornelissen
and Stiling, 2005). The competing hypothesis, i.e., that herbivores do not select stressed
plants, but rather are a direct cause of FA (herbivory-induced stress hypothesis—Alves-Silva
and Del-Claro, 2016), has scarcely been examined, with different results (Berteaux et al.,
2007; Zvereva et al., 1997a). Recently, it was demonstrated that even low herbivory levels
in young leaves are capable of causing significant increases in FA, an evidence for the
herbivory-induced stress hypothesis (Alves-Silva and Del-Claro, 2016). In an ecological
conservation context, FA can be used to anticipate changes, sometimes detrimental, in plant
fitness (Sitkamaki et al., 2002; Venancio et al., 2016) and initiatives can be performed to
mitigate the effect of the stressing factors. Therefore, the faster the stress is assessed, the
quicker can researchers predict whether plants are under stress or not.

In this study, we experimentally assessed the impact of simulated herbivory on leaf
developmental instability (FA) and nutritional quality. These tasks were evaluated in

seedlings of a rapid-growing invasive species, Tithonia diversifolia (Hemsl) Gray
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(Asteraceae). The leaf life span of 7. diversifolia lasts approximately 45 days, which might
give us a rapid estimation of whether herbivory incurred in plant stress. Specifically, we
compared the levels of FA and nitrogen in plants before and after leaf damage. Comparisons
between control and treated groups were also performed. We expected a significant increase
in FA after leaf damage, as suggested by the herbivory-induced stress hypothesis. Nitrogen
levels were also expected to change after herbivory, as leaf damage can result in both increase
or decrease in nitrogen (Gange and Nice, 1997, Hartley, 1998; Cornelissen and Fernandes,
2001a). By choosing a rapid-growth plant species we should be able to evaluate short-term

effects of herbivory on parameters that are indicative of plant health and nutrition.

2. Material and methods

2.1. Plant species and status

T. diversifolia (also known as Mexican sunflower) is a semi-herbaceous shrub (1.5-2.5
m tall) with many branches and ramifications. Mature leaves reach up to 40 mm in width and
55 mm in length, are greenish, lobed and have small trichomes distributed evenly throughout
the leaf blade. The margin is undulate, the base is acuminate, and the apex varies from acute
to acuminate. Leaf lifespan lasts approximately 45 days, and senescent leaves are shed and
rapidly replaced by new ones (personal observation). 7. diversifolia presents rapid growth
and is known because of its invasive capability, inhibiting the establishment of economically
important crops and ornamental plants. It can reproduce both sexually and asexually, and

produces over 100,000 small-sized seeds dispersed by wind, which contributes to its dispersal
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by colonizing every available sunny space (Muoghalu, 2008). Individuals can tolerate a wide
range of environmental and edaphic conditions. Adult plants may cover large areas and
restrain the movement of animals and humans (see more in Muoghalu and Chuba, 2005). 7.
diversifolia is native to North and Central America and has been successfully introduced in
China and some countries of Africa, and South America (Chengdong et al., 2006; Muoghalu

and Chuba, 2005; Olivares, 2003), and is a potential invader of Pacific Islands (Meyer, 2000).

2.2. Plant sampling and seed germination

Seeds of T. diversifolia were randomly collected in June 2012 from a population of more
than a hundred individuals growing in a degraded area within a Brazilian tropical savanna
(Campus Gloria, 48°12' W - 18°57' S) near Uberlandia city, Brazil. In January 2014, seeds
were germinated in Petri dishes under controlled conditions (12h:12d, 25°C + 1°C) in a
germination chamber. Then, seedlings were individualized and transferred to pots (1.1 [; 12
cm x 10 cm) filled with a homogenized mixture of commercially available topsoil
(Bioplant©), containing organic humus and nutrients. Seedlings were kept growing in a
greenhouse at the Federal University of Uberlandia (18°53°S, 48°15°W), Brazil, from
February to September 2014, when research on artificial herbivory commenced. At this time,
all seedlings were approximately 40 cm tall and possessed fully expanded mature leaves, but
our experimental procedure was conducted on the young/expanding leaves (see below).
Plants at the greenhouse were evenly spaced to avoid shading and mechanically tap-watered
four times a day in six-hour intervals during the entire study period. The greenhouse remained
closed to avoid the entry of insect herbivores and uncontrolled herbivory, which might have

interfered with the research.
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2.3. Study design

For the experimental design, a total of 48 7. diversifolia seedlings were used. These
individuals were randomly assigned to either treatment (n = 24) or control (n = 24), according
to the experimental manipulation. The “treated” group contained plants that were used for
the simulated herbivory tests, while the “control” group did not receive any type of damage
simulation. The three most apical leaves from each plant were used for measurements (n =
72 leaves from each group). These leaves were 47 mm long (+0.69 mm, mean + SE; range =
31.12-55.01), in contrast to fully expanded mature leaves (range = 60—69 mm in length;
63.99 + 0.42 mm). As leaf lifespan does not last more than 45 days, we were able to observe
the whole growth period of each tagged leaf. This was important because we hypothesized
that simulated herbivory would affect leaf FA. This can be detected if leaves still grow
following the treatment.

During the study period, some leaves became senescent and were naturally abscised from
plants; the final sample size for each plant group was 65 and 68 leaves in the control and
herbivory groups, respectively (2.71 £ 0.11 and 2.83 + 0.08 leaves per plant respectively,
mean = SE). For statistical procedures we used the average values per plant, as this is a widely
used procedure in FA studies (following Alves-Silva and Del-Claro, 2016; Cornelissen and
Stiling, 2011; Santos et al., 2013).

Before herbivory simulation experiments, several plant parameters were measured,
namely: plant size (cm), number of leaves, leaf length (mm), leaf width (mm) and fluctuating
asymmetry (mm); for plant size assessment, we used a metric tape, while for the other

parameters, we used a digital caliper with 0.01 mm accuracy. All of these measurements were
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made in order to ensure that differences between plants of the “treated” and “control” group
did not differ in these parameters before experimentation. This procedure was conducted
twice in a seven-day interval, and in both occasions, no difference in any plant parameter
was noticed between plant groups (see Section 3 for detailed information and statistical tests),
thus discarding a possible bias in our study.

In mid-September, leaves from the “treated” group were subjected to artificial herbivory.
To simulate leaf herbivory, a round portion of 28.26 mm? (6 mm diameter) was removed
from tagged leaves, with the aid of standard size hole-punch equipment (Schooler et al,,
2006). Each leaf had the same area removed (6 mm diameter), but the percentage of damage
was different, since leaves differed in sizes (length range 34.79-59.24 mm, (47.28 = 0.72
mm; mean + SE); width range 21.8-51.77 mm, (35.21 &+ 0.76). This permitted us to evaluate
whether different magnitudes of leaf damage affected FA and/or nitrogen levels. The interval
between the simulated herbivory procedure and the final estimation of leaf parameters (FA
and nitrogen) was two weeks, after which the leaves were not yet fully expanded. During this
period, plants were left undisturbed in the greenhouse and both groups were subjected to the
same environmental conditions and watering, as described above. In addition, during this
period the holes in each leaf grew/expanded as the leaves became mature, hence the final
average hole area in leaves was 33.76 mm? (+0.21; range: 28.92-36.6 mm?), what
corresponded on average to 3.5% of leaf area (+0.14%; range 1.73—7.42%). The hole-punch
equipment was rubbed on leaves of “control” plants to control for the effect of the equipment,

but no damaged was made and/or noticed on these leaves.

2.4. Plant stress — fluctuating asymmetry
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Fluctuating asymmetry was examined in both plant groups from the beginning until the
end of the study. Leaves were always measured by the same researcher (following Kozlov
and Zvereva, 2015) on both the right and left sides (Rs and Ls), with a digital caliper to the
nearest 0.01 mm. Measurements were made from the middle part of the leaf (using the midrib
as a reference) to the leaf edge, as this is the relevant methodology in this type of study
(Cornelissen and Stiling, 2005; Santos et al., 2013) (Fig. 1). A subsample of 34 leaves was
re-measured in the same way described above in order to conduct error analyses, which might
indicate whether the measurements were performed with enough accuracy to rule out
possible errors (Yezerinac et al.,, 1992). The index of repeatability of Falconer (IR) is
commonly used to estimate the measurement error in FA studies and indicates whether leaf
sides were measured with reasonable precision (Santos et al., 2013). Tests on the relation
between original and re-measured values are also used to compare how good the measures
were performed (Hodar, 2002). The IR was markedly high (IR =0.99, P <0.0001), revealing
that the measure-ment error of leaves was insignificant. The range of the absolute values of
|[Rs minus Ls| was 0.04—1.85 (0.76 £ 0.09; mean + SE), while the remeasured leaves presented
absolute FA values ranging between 0-2.29 mm (0.64 + 0.09). Following Hodar (2002), a
correlation test between original and remeasured values of Rs and Ls was conducted, yielding
values of r > 0.95 in both cases. Therefore, we considered our measurements reliable to
perform subsequent analyses.

Bilateral structures can display three different types of asymmetry such as FA, directional
asymmetry and antisymmetry, all of which can be distinguished and labeled by exploratory
analyses using the values of Rs minus Ls (or Ls minus Rs, the order does not matter here)
(Graham et al., 2010; Palmer and Strobeck, 1986). Fluctuating asymmetry refers to random

and minor deviations from the perfect symmetry, thus the Rs minus Ls values should not

21



significantly depart from a mean equal to zero. In directional asymmetry, one side of the
bilateral character is significantly longer than the other, so the difference between sides (Rs
minus Ls) is significantly different from zero. Antisymmetry occurs when the population
contains individuals with both Rs greater than Ls and vice-versa, and data are characterized
by a bimodal distribution. The main ecological difference between these asymmetries is that
both directional asymmetry and antisymmetry may be affected both by genetic and
environmental factors (see Graham et al., 1993; Pratt and McLain, 2002; Rowe et al., 1997),
and their use as a measure of developmental instability is still under consid-eration (Leamy,
1999; Rowe et al., 1997; Silva et al., 2015). FA, on the other hand, is caused and/or boosted
by external factors (Alves-Silva and Del-Claro, 2013; Cornelissen and Stiling, 2011); thus,
FA permits comparisons of the effect of a given condition (e.g., herbivory—Alves-Silva and
Del-Claro, 2016; Zvereva et al., 1997a) on leaf bilateral development.

The existence of both directional asymmetry and antisymmetry was discarded, as the
average Rs minus Ls was not significantly different from zero (Student’s ti3; = 0.3896, P =
0.6975) and data did not depart from the normal curve (normality test P = 0.4833). Thus, our
data entirely fitted the postulation of FA. The absolute values of Rs minus Ls were neither
related to leaf length nor leaf width (R? < 0.01 and P > 0.60 in both cases), indicating that
FA is independent of leaf size and thus can be assessed unambiguously in subsequent tests.
In this study FA (in mm) per individual plant is shown as the mean absolute difference
between the right and left sides of leaves [i.e., FA = [|[Rs minus Ls|/n], where n represents the

number of leaves measured (see FA index 1 in Cornelissen and Stiling, 2005).

2.5. Nitrogen
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The analyses of leaf nitrogen content were performed at the end of the study in all leaves
from control and treated groups (65 and 68 leaves, respectively; also used in FA analyses).
Nitrogen was estimated through the Kjeldahl method, following Saez-Plaza et al. (2013a, b).
In this technique, leaf extracts undergo several phases in which different compounds are
added to the sample, such as sulphuric acid, potassium sulphate, sodium hydroxide and boric
acid. The organic matter on the sample is transformed in ammonium sulphate and then in
ammonia. The concentration of nitrogen is then determined by back titration. The whole
process is automated and was conducted by the Laboratory of Soil Analyses in our University

(Laboratorio de Analises de Solos, Universidade Federal de Uberlandia).

2.6. Statistical analyses

Quantitative data are displayed as mean + standard error. Whenever data did not fit the
standards of normal distribution and variance homoscedasticity, log transformations were
performed, and are indicated accordingly. To test whether before experimentation both plant
groups (control and herbivory) were statistically similar in all aspects (plant size, number of
leaves, leaf length, leaf width and fluctuating asymmetry) we conducted two-sample
Student’s 7 tests with each variable. In these tests, we used the mean values of leaf length,
leaf width and FA per plant. A non-significant result from 7 tests with data before simulated
herbivory would show plant groups were statistically similar in all parameters examined.
Then we might focus on investigating whether simulated herbivory alone was a source of
stress to plants, reflected in increased FA.

In order to investigate whether changes in the FA were related to time of sampling and

treatment, we performed a repeated-measures ANOVA, where FA was employed as the
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dependent variable. The interaction effects (time of sampling x treatment) were also
examined as factors affecting FA. In our concluding analyses we were solely interested in
whether the simulated herbivory provoked changes in leaf FA and nitrogen. Thus, our final
analyses cover the last week of study only, i.e., when the effects of simulated herbivory in
plant parameters should be noticed. The comparison of nitrogen between control and treated
plants was made with Student’s 7 tests. A linear regression was performed in order to examine
whether FA was related to leaf area loss (mm?). Changes in nitrogen levels after simulated
herbivory were examined with a general linear model test, where FA and simulated herbivory
were employed as slopes. Statistical tests were performed in R statistical software version

3.2.3.

3. Results

3.1. Before simulated herbivory

Before the experimentation of simulated herbivory, the two groups of 7. diversifolia did
not differ in any aspect analyzed (£ > 0.05 in all cases according to Student’s 7 tests), thus

discarding a study bias (Table 1, Fig. 2).

3.2. After simulated herbivory

According to the ANOVA test, no significant differences between plant groups and time

classes were found, and there also was a non-significant interaction effect (treatment x time)
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on the levels of FA (Table 2). Nevertheless, FA in treated plants increased by 33% after
leaves were mechanically injured, while FA from control plants remained essentially the
same (Fig. 3). The difference in FA (aver-age) between plant groups at the end of study (4th

week) was of 22%.

3.4. Relationship between herbivory, FA and nitrogen

The analysis between leaf area loss (mm?) and FA at the end of the study revealed a
positive relationship between these two variables (F122 = 4.364, R? = 0.1655, P = 0.0465),
showing that FA was significantly influenced by simulated leaf herbivory (Fig. 4). Nitro-gen
content did not differ between control (14.62 = 0.26 mg kg ') and treated (14.52 = 0.36 mg
kg ") plants (ts2 = 0.3424, P = 0.7336). This nutrient was also neither related to FA and
simulated herbivory (mm?), nor the interaction effect between the independent variables

(F320= 0.4750, R? = 0.0665, P = 0.7031) (Table 3).

4, Discussion

Simulated herbivory can be used to explore a diverse array of plant responses after leaf
injury (Rogers and Siemann, 2002) and to anticipate changes in plant development (Raghu
et al., 2006). In our study, the use of seedlings of a rapidly grown weed species permitted a
quick evaluation of the effect of herbivory on leaf performance, which is more visible in
young seedlings (Karban and Strauss, 1993). The temporal comparison of FA between plant

groups showed that FA was not statistically influenced by plant grouping and/or time, despite
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substantial increases in FA. We believe that an increased number of replicates might have
revealed significant effects.

A leaf life span was sufficient to show tentative increases in the FA of leaves of 7.
diversifolia after simulated herbivory. FA values increased after leaf damage (33%) and in
addition, leaves from the treated group were on average 22% more asymmetric than control
plants. In a study relating FA and herbivory, differences ranging from 15% to 27% in FA
between control and treated shrubs of Banisteriopsis malifolia (Nees and Martius) B. Gates
and Heteropterys escallonifolia A. Juss. (both Malpighiaceae) were enough to display
significant differences, that is, attacked leaves were significantly more asymmetrical than
uninjured leaves (Alves-Silva and Del- Claro, 2016).

When treated plants were analyzed alone, FA was positively related to leaf area loss
(mm?), what corroborates our expectations that leaf injury would increase FA levels. FA of
control plants showed a small tendency to decrease over time (initial FA levels = 0.58; final
FA =0.56 mm). The slight decrements in leaf FA of control plants from the beginning to the
end of the study can be attributed to the constant feedback of leaves to maintain the perfect
bilateral symmetry. As discussed by Freeman et al. (2003), leaves tend to regulate the growth
and improve symmetry over time.

Two instances can be listed to support the hypothesis that leaf damage was a stressing
factor to 7. diversifolia. First, FA from control leaves had a tendency to decrease, while the
FA from treated leaves had a tendency to increase after leaf injury. Second, a positive
relationship between FA and leaf area loss was found, what indicates that leaf injury boosted
leaf stress. Our results, however, are not evidence of a systemic stress response of the whole
plant, but rather an organ-restricted response of damaged leaves, since only FA of damaged

leaves was considered.
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Our data show that small spheroid holes punctured in the apex of leaves trigged an
induced response that boosted FA levels. Different types of (natural or artificial) herbivory
(punctures, cuts, defoliation) together with varying positions damage (base, apex, middle
portion) might as well reveal new outcomes, as plants are expected to show induced
responses to herbivory accordingly (Alves-Silva and Del-Claro, 2016; Berteaux et al., 2007,
Olofsson and Strengbom, 2000; Puerta-Pifiero et al., 2008; Zvereva et al., 1997b).

Nitrogen levels presented only minor (non-statistically) differences between the two plant
groups, rejecting our hypotheses that simulated herbivory would substantially change this
nutrient (see Cooke et al., 1984). This result may indicate either that leaf nitrogen
concentration does not present rapid changes after herbivory, or that 7. diversifolia may
compensate for/tolerate herbivory damage (Strauss and Agrawal, 1999). Rogers and Siemann
(2002) demonstrated that the invasive plant species Sapium sebiferum (L.) Roxb.
(Euphorbiaceae) was poorly affected by herbivory, which contributed to its invasive
capability. Whether or not 7. diversifolia has such a mechanism of compensation and
tolerance to herbivory remains to be further investigated. We believe that nitrogen is not
appropriate as a stress indicator (due to herbivory) in 7. diversifolia, presumably because we
examined the life stage when plants grow rapidly and as consequence need a lot of nitrogen,
which might then become limited. Changes in nitrogen might indicate stress (i.e. plant stress
hypothesis — White, 1984; Cornelissen and Stiling, 2005), but the relation between FA and
nitrogen, or other nutrients (Lempa et al., 2000), is not fully understood (Bafiuelos et al.,
2004). At least in oaks, stressed leaves show higher levels of nitrogen (Cornelissen and

Stiling, 2005).
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5. Conclusion

In the present study, we showed that FA (mm) was positively related to simulated
herbivory (mm?), indicating that FA analysis can be used as an environmental biomarker of
plant stress following herbivore damage, as proposed by the herbivory-induced stress
hypothesis. So far, despite the vast literature on the subject (e.g., Alves-Silva, 2012; Berteaux
et al., 2007, Cuevas-Reyes et al., 2011; Puerta-Pifiero et al., 2008), only a few studies show
that herbivory can indeed increase/boost plant FA, but evidence is growing (Alves-Silva and
Del-Claro, 2016, Santos et al, 2013; Zvereva et al, 1997a).We are confident that
forthcoming studies assessing the effect of herbivores on the developmental instability of
their host plants will provide significant advances in the application of FA/developmental

instability analysis in ecological studies.

Acknowledgements

We would like to thank Laboratério de Analises de Solos (Universidade Federal de
Uberlandia) for leaf nutrient analyses and to Programa de Pos-Graduacdo em Ecologia e
Conservacao de Recursos Naturais-UFU and T. Lobato for logistical support. We are also
thankful to four reviewers and the several rounds of peer review for enhancing the quality of
the manuscript. This study had financial support from Capes (Coordination for the
Improvement of Higher Education Personnel), CNPq (National Counsel of Technological
and Scientific Development), Duratex and Fapemig (Foundation of Support Research of the

State of Minas Gerais).

28



6. References

Alves-Silva, E., Del-Claro, K., 2013. Effect of post-fire resprouting on leaf fluctuating
asymmetry, extrafloral nectar quality, and ant-plant-herbivore interactions.

Naturwissenschaften 100, 525-532.

Alves-Silva, E., Del-Claro, K., 2016. Herbivory-induced stress: leaf developmental
instability is caused by herbivore damage in early stages of leaf development. Ecol.

Indic. 61, 359-365.

Alves-Silva, E., 2012. The influence of Ditylenchus (Nematoda) galls and shade on the

fluctuating asymmetry of Miconia fallax (Melastomataceae). Ecol. Austral 22, 53-61.

Bafiuelos, M.J., Sierra, M., Obeso, J.R., 2004. Sex, secondary compounds and asymmetry.

Effects on plant—herbivore interaction in a dioecious shrub. Acta Oecol. 25, 151-157.

Berteaux, D., Diner, B., Dreyfus, C., Eble, M., Lessard, 1., Klvana, 1., 2007. Heavy
browsing by a mammalian herbivore does not affect fluctuating asymmetry of its food

plants. EcoScience 14, 188—194.

Casotti, G., Bradley, J.S., 1991. Leaf nitrogen and its effects on the rate of herbivory on

selected eucalypts in the Jarrah forest. For. Ecol. Manage. 41, 167-177.

Chengdong, X., Xiaodong, D., Shugang, L.., 2006. Invasive plants in Honghe River Basin

of Yunnan Province, China. Chinese J. Ecol. 25, 194-200.

29



Cooke, F.P., Brown, J.P., Mole, S., 1984. Herbivory, foliar enzyme inhibitors, nitrogen and

leaf structure of young and mature leaves in a tropical forest. Biotropica 16, 257-263.

Cornelissen, T.G., Fernandes, G.W., 2001a. Defence, growth and nutrient allocation in the

tropical shrub Bauhinia brevipes (Leguminosae). Austral Ecol. 26, 246-253.

Cornelissen, T.G., Fernandes, G.W., 2001b. Patterns of attack by herbivores on the tropical
shrub Bauhinia brevipes (Leguminosae): vigour or chance? Eur. J. Entomol. 98, 37—

40.

Cornelissen, T., Stiling, P., 2005. Perfect is best: low leaf fluctuating asymmetry reduces

herbivory by leaf miners. Oecologia 142, 46-56.

Cornelissen, T., Stiling, P., 2011. Similar responses of insect herbivores to leaf fluctuating

asymmetry. Arthropod Plant Inte. 5, 59-69.

Cuevas-Reyes, P., Oyama, K., Gonzéalez-Rodriguez, A., Fernandes, G.W., Mendoza-
Cuenca, L., 2011. Contrasting herbivory patterns and leaf fluctuating asymmetry in
Heliocarpus pallidus between different habitat types within a Mexican tropical dry

forest. J. Trop. Ecol. 27, 383-391.

Diaz, M., Pulido, F.J., Mpller, A P., 2004. Herbivore effects on developmental instability

and fecundity of holm oaks. Oecologia 139, 224-234.

Freeman, D.C., Brown, M.L., Dobson, M., Jordan, Y., Kizy, A., Micallef, C., Hancock,

L.C., Graham, J H., Emlen, J.M., 2003. Developmental instability: measures of

30



resistance and resilience using pumpkin (Cucurbita pepo L.). Biol. J. Linn. Soc. 78,

27-41.

Gange, A.C., Nice, HE., 1997. Performance of the thistle gall fly, Urophora cardui, in
relation to host plant nitrogen and mycorrhizal colonization. New Phytol. 137, 335—

343.

Graham, J.H., Freeman, D.C., Emlen, J. M., 1993. Antisymmetry, directional asymmetry,

and dynamic morphogenesis. Genetica 89, 121-137.

Graham, J. H., Raz, S., Hel-Or, H.,, Nevo, E., 2010. Fluctuating asymmetry: methods,

theory, and applications. Symmetry 2, 466—540.

Hodar, J.A., 2002. Leaf fluctuating asymmetry of Holm oak in response to drought under

contrasting climatic conditions. J. Arid Environ. 52, 233-243.

Hartley, S.E., 1998. The chemical composition of plant galls: are levels of nutrients and

secondary compounds controlled by the gall-former? Oecologia 113, 492-501.

Hoffmann, A A., Parsons, P.A., 1991. Evolutionary Genetics and Environmental Stress.

Oxford University Press, New York.

Karban, R., Strauss, S.Y., 1993. Effects of herbivores on growth and reproduction of their

perennial host, Erigeron glaucus. Ecology 74, 39-46.

Kozlov, M. V, Zvereva, E.L.., 2015. Confirmation bias in studies of fluctuating asymmetry.

Ecol. Indic. 57, 293-297.

31



Leamy, L., 1999. Heritability of directional and fluctuating asymmetry for mandibular

characters in random-bred mice. J. Evol. Biol. 12, 149-155.

Leamy, L.J., Klingenberg, C.P., 2005. The genetics and evolution of fluctuating

asymmetry. Annu. Rev. Ecol. Evol. Syst. 36, 1-21.

Lempa, K., Martel, J., Koricheva, J., Haukioja, E., Ossipov, V., Ossipova, S., Pihlaja, K,
2000. Covariation of fluctuating asymmetry, herbivory and chemistry during birch leaf

expansion. Oecologia 122, 354-360.

Moiller, A.P., Shykoff, J.A., 1999. Morphological developmental stability in plants: patterns

and causes. Int. J. Plant Sci. 160, 135-146.

Maron, J.L., 1998. Insect herbivory above- and belowground: individual and joint effects

on plant fitness. Ecology 79, 1281-1293.

Martel, J., Lempa, K., Haukioja, E., 1999. Effects of stress and rapid growth on fluctuating

asymmetry and insect damage in birch leaves. Oikos 86, 208-216.

Meyer, J.Y., 2000. Preliminary review of the invasive plants in the Pacific islands (SPREP
Member Countries), in: Sherley, G. (Ed.), Invasive Species in the Pacific: A Technical
Review and Draft Regional Strategy. South Pacific Regional Environment Programme

(SPREP), Apia, Samoa, pp. 85-114.

Muoghalu, J.I., Chuba, D K., 2005. Seed germination and reproductive strategies of
Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray and Tithonia rotundifolia (P.M) Blake. Appl.

Ecol. Environ. Res. 3, 39-46.

32



Muoghalu, J.1., 2008. Growth, reproduction and resource allocation of Tithonia diversifolia

and Tithonia rotundifolia. Weed Res. 48, 157-162.

Olivares, E., 2003. The effect of lead on the phytochemistry of 7ithonia diversifolia
exposed to roadside automotive pollution or grown in pots of Pb-supplemented soil.

Brazilian J. Plant Physiol. 15, 149-158.

Olofsson, J., Strengbom, J., 2000. Response of galling invertebrates on Salix lanata to

reindeer herbivory. Oikos 91, 493—498.

Palmer, A R., Strobeck, C., 1986. Fluctuating asymmetry: measurement, analysis, patterns.

Annu. Rev. Ecol. Syst. 17, 391-421.

Pratt, A.E., McLain, D K., 2002. Antisymmetry in male fiddler crabs and the decision to

feed or breed. Funct. Ecol. 16, 89-98.

Puerta-Pifiero, C., Gomez, ] M., Hédar, J. A., 2008. Shade and herbivory induce fluctuating

asymmetry in a mediterranean oak. Int. J. Plant Sci. 169, 631-635.

Raghu, S., Wilson, J.R., Dhileepan, K., 2006. Refining the process of agent selection
through understanding plant demography and plant response to herbivory. Aust. J.

Entomol. 45, 308-316.

Rogers, W.E., Siemann, E., 2002. Effects of simulated herbivory and resource availability

on native and invasive exotic tree seedlings. Basic Appl. Ecol. 3, 297-307.

33



Rowe, L., Repasky, R.R., Palmer, AR., 1997. Size-dependent asymmetry: fluctuating
asymmetry versus antisymmetry and its relevance to condition-dependent signaling.

Evolution 51, 1401-1408.

Saez-Plaza, P., Michatowski, T., Navas, M.J., Asuero, A.G., Wybraniec, S., 2013a. An
overview of the Kjeldahl method of nitrogen determination. Part I. Early history,

chemistry of the procedure, and titrimetric finish. Crit. Rev. Anal. Chem. 43, 178-223.

Saez-Plaza, P., Navas, M.J., Wybraniec, S., Michatowski, T., Asuero, A.G., 2013b. An
overview of the Kjeldahl method of nitrogen determination. Part II. Sample

preparation, working scale, instrumental finish, and quality control. Crit. Rev. Anal.

Chem. 43, 224-272.

Santos, J.C., Alves-Silva, E., Cornelissen, T.G., Fernandes, G.W., 2013. The effect of
fluctuating asymmetry and leaf nutrients on gall abundance and survivorship. Basic

Appl. Ecol. 14, 489—495.

Schooler, S., Baron, Z., Julien, M., 2006. Effect of simulated and actual herbivory on
alligator weed, Alternanthera philoxeroides, growth and reproduction. Biol. Control

36, 74-79.

Siikamaiki, P., Lammi, A., Mustajarvi, K., 2002. No relationship between fluctuating

asymmetry and fitness in Lychnis viscaria. Evol. Ecol. 16, 567-577.

Stephens, A.E.A., Westoby, M., 2015. Effects of insect attack to stems on plant survival,

growth, reproduction and photosynthesis. Oikos 124, 266-273.

34



Strauss, S.Y., Agrawal, A.A., 1999. The ecology and evolution of plant tolerance to

herbivory. Trends Ecol. Evol. 14, 179-185.

Telhado, C., Esteves, D., Cornelissen, T., Fernandes, G.W., Carneiro, M.A.A., 2010. Insect
herbivores of Coccoloba cereifera do not select asymmetric plants. Environ. Entomol.

39, 849-855.

Venancio, H.S., Alves-Silva, E., Santos, J.C., 2016. Environmental and biotic factors
affecting the fluctuating asymmetry and flower set in Miconia fallax

(Melastomataceae). Trop. Ecol. 57, 419-427.

White, T.C.R., 1984. The abundance of invertebrate herbivores in relation to the

availability of nitrogen in stressed food plants. Oecologia 63, 90—-105.

Yezerinac, S.M., Lougheed, S.C., Handford, P., 1992. Measurement error and
morphometric studies: statistical power and observer experience. Syst. Biol. 41, 471—

482.

Zvereva, E L., Kozlov, M. V, Niemel4, P., Haukioja, E., 1997a. Delayed induced resistance
and increase in leaf fluctuating asymmetry as responses of Salix borealis to insect

herbivory. Oecologia 109, 368-373.

Zvereva, E L., Kozlov, M. V, Haukioja, E., 1997b. Stress responses of Salix borealis to

pollution and defoliation. J. Appl. Ecol. 34, 1387-1396.

Silva, M.H. de M., Almeida-Cortez, J.S., Alves-Silva, E., Santos, J.C., 2015. Relationship

between gall-midge parasitism, plant vigor, and developmental instability in Quratea

35



polygyna Engl. (Ochnaceae) in a patch of a Brazilian Atlantic Forest. Acta Bot.

Brasilica 29, 274-277.

36



7. Tables

Table 1 Parameters measured in two groups of Tithonia diversifolia (Asteraceae) before experimental
manipulation (simulated herbivory in treated group). Note that all variables in both groups remained
statistically similar prior to experimentation, thus discarding study bias. The values are displayed as mean

+ standard error. Superscript ‘n.s.” = non-significant. Sample size = 24 plants in each group.

Before simulated herbivory—between group comparisons

1st week 2nd week

Plant size (cm)

Control 39.39 4 1.67 t=0.6818"= Control 39.88 £ 1.31 t=0.5318"=
Treated 41.05 + 1.78 Treated 40.83 + 1.73

Number of leaves

Control 6.75 +£ 0.22 t=1.6136" Control 8.17 £ 0.20 t=0.1523"=
Treated 7.05 £ 0.22 Treated 821 +£0.19

Leaf length (mm)

Control 47.29 £ 1.05 t=0.0593"* Control 4711 + 1.04 t=0.0081"*
Treated 47.56 + 0.93 Treated 47.12 £ 091

Leaf width (mm)

Control 36.11 + 0.92 t=1.55520s. Control 35.86 + 1.05 t=0.5340"=
Treated 3412 £ 1.06 Treated 3507 £ 1.05

Fluctuating asymmetry (mm)

Control 0.58 + 0.05 t=0.3404"= Control 0.56 £ 0.06 t=0.4528"
Treated 0.55 + 0.06 Treated 0.54 + 0.05

Table 2 Coefficients and analysis of variance of the influence of treatment (simulated
herbivory) and time (weeks of study) on the fluctuating asymmetry of 7ithonia diversifolia.

MS—mean squares. Superscript ‘n.s.” = non-significant.

Variables d.f. MS F-Ratio
Treatment 2 0.096 1.853ns-
Time 1 0.047 0.904ns-
Treatment x time 2 0.037 0. 7111 =
Error 138 0.052
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Table 3 Coefficients of the relationship among nitrogen (intercept), leaf area loss (mm?) and
fluctuating asymmetry (FA) in Titonia diversifolia. S.E.—standard error. Log + 1 data were

used. ‘n.s.” = non-significant.

Regression Coefficients

Variables Coefficient S.E, t-value

Intercept (nitrogen) 6.1756 6.0709 1.0172"
Partial regression (herbivory) —0.9759 1.7104 0.5705"*
Partial regression (FA) —8.8828 11.3141 0.7851n=
Interaction effects 2.5120 3.1765 0.7908"
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8. Figures

Fig. 1. Assessment of fluctuating asymmetry levels in 7ithonia diversifolia. (a) Potted
seedling of 7. diversifolia. (b) Leaf of T. diversifolia showing how the measurements (Right
side (Rs) and Left side (Ls)) and artificial herbivory procedures (arrow) were performed. Leaf

length = 55 mm.

Fig. 2. Comparisons of several parameters of 7ithonia diversifolia (mean and standard error
of plant size, number of leaves, leaf length, leaf width and fluctuating asymmetry) assessed
before simulated herbivory procedure. Both control and treated groups were statistically
similar in every aspect examined, thus discarding study bias. ‘n.s.” indicates ‘non-significant’

according to Student’s 7 tests. Data are presented in log+ [ values to fit single figures.

Fig. 3. Comparison of the fluctuating asymmetry (FA) levels (mean and standard error, mm)
in control and treated individuals of 7ithonia diversifolia. In the first two weeks, plants
showed similar FA, but after leaves from the treated group were injured, FA increased by

33%.

Fig. 4. Relationship between fluctuating asymmetry (mm) and leaf area loss (mm?) in

Tithonia diversifolia.
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Fig. 2
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Capitulo 2

Respostas vegetativas e assimetria flutuante da espécie invasora
Tithonia diversifolia (Asteraceae) sob diferentes condigdes

ambientais

Henrique Venancio **, Tatiana Garabini Cornelissen®, Jean Carlos Santos *
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* Capitulo escrito seguindo as normas do periddico Plant FEcology

44



Resumo: Condi¢des ambientais podem gerar estresse e influenciar na variagdo fenotipica e
performance de plantas invasoras. Além disso, a associacdo de dois ou mais fatores podem
aumentar ou diminuir estas respostas em plantas. Neste estudo, nos realizamos dois
experimentos em casa de vegetacdo para verificar como a combinagdo de herbivoria
simulada, competicdo edafica intraespecifica, fertilizacdo e sombreamento influenciam no
estresse - medido através da assimetria flutuante (AF) - e resposta vegetativa (verificados
pela clorofila foliar, esclerofilia, biomassa caulinar da raiz e comprimento do caule) de jovens
da espécie pioneira e invasora Tithonia diversifolia (Asteraceae). O primeiro experimento
simulou danos de herbivoria em folhas dessa espécie juntamente com dois niveis de luz solar,
100% e 20%. Ja o segundo experimento envolveu a combinacdo de herbivoria simulada em
altos niveis, competicdo edafica e fertilizacdo. Nossos resultados revelaram que a quantidade
de injurias de herbivoria simulada desse experimento ndao influenciaram nas respostas
vegetativas na auséncia ou na presenca de sombreamento em 7. diversifolia, porém na
condigdo de sombra, essa espécie apresentou baixa biomassa acompanhada de um
investimento na varia¢do fenotipica de estruturas caulinares, na clorofila e esclerofilia em
folhas, além de maior biomassa caulinar e aumento de AF nas folhas que surgiram apos os
tratamentos. No segundo experimento, a herbivoria diminuiu a biomassa, enquanto a
competi¢do intraespecifica gerou baixos niveis de clorofila nessa espécie, porém nenhumas
das condi¢des gerou aumentos de AF e tampouco intensificaram os efeitos quando as duas
condigdes foram simultaneamente manipuladas. No entanto, a presenca de fertilizagdo foi
capaz de aumentar a clorofila, biomassa e AF de 7. diversifolia, além de diminuir os impactos
negativos da herbivoria e competi¢do. Nossos resultados indicam que alguns fatores
influenciam na resposta vegetativa de plantas invasoras e que a AF pode ser usada como
ferramenta de biomonitoramento desse grupo.

Palavras-chave: variagdo fenotipica;, competicao; fertilizagdo; herbivoria simulada; aptidao.
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Abstract: Environmental conditions can generate stress and induce phenotypic variations
and performance of invasive plants. In addition, the association of two or more of these
factors may increase or decrease these responses on plants. In this study, we performed two
greenhouse experiments to verify how the combination of simulated herbivory, intraspecific
edaphic competition, fertilization and shading can influence on stress- measured through
fluctuating asymmetry (FA) - and vegetative responses (measured by leaf chlorophyll, Stem
and root biomass and stem length) of pioneer seedlings of 7ithonia diversifolia. The first
experiment occurred by simulated herbivory damages on leaves of this species associated
with two levels of sunlight, 100% and 20%. The second experiment involved the combination
of high level of simulated herbivory, edaphic competition and fertilization. Our results
revealed that low levels of herbivory on 7. diversifolia do not influence on vegetative
responses in the absence or presence of shading, but at shade condition, this species presented
low biomass followed by an investment in phenotypic variations of stem structures, in
chlorophyll and leaf sclerophilly, investments on steam biomass and improvement of FA on
leaves that came after treatments. On the second experiment, herbivory decreased biomass,
while intraspecific competition generated low levels of chlorophyll on this species, but none
of the conditions increased FA, nor intensified the effects when both conditions were present.
However, the presence of fertilization increased chlorophyll, biomass and FA of 7.
diversifolia, and decreases the negative impacts of herbivory and competition. Our results
indicate that some factors influence the vegetative response of invasive plants and that AF

can biomonitor tool of this group.

Keywords: phenotypic variation; competition; fertilization; simulated herbivory; fitness.
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1. Introducao

O ambiente pode apresentar ampla heterogeneidade e variagdo das condigdes bidticas
e abioticas ao longo de sua extensdo que, muitas vezes, afetam negativamente a aptiddo dos
organismos (Ghalambor et al. 2007). No caso das plantas, que sdo organismos sésseis, as
pressdes ambientais podem agir desde o recrutamento do individuo, diminuindo a
performance dos individuos logo nos estagios ontogenéticos iniciais (Valladares et al. 2007).
No entanto, esses impactos podem ndo ocorrer em algumas plantas invasoras, visto que esse
grupo apresenta grande amplitude de tolerancia e resisténcia, acompanhada por uma rapida
resposta de variagdo fenotipica desde o estagio de recrutamento, contribuindo assim para sua
invasibilidade em ambientes naturais e plantagdes (Richards et al. 2006; Van Kleunen et al.
2010). Porém, as respostas vegetativas - termo esse que utilizamos para representar tanto
desempenho quanto variagdes fenotipicas - que este grupo apresenta podem ser alteradas
quando dois ou mais fatores afetam as plantas, pois um destes agentes pode influenciar nas
respostas fisiologicas e/ou hormonais da planta para a outra condigdo (Cipollini 2004; Roger
e Siemann 2005; Agrawall 2007).

Um fator ambiental que comumente influencia em respostas vegetativas das plantas
¢ a herbivoria. O consumo de partes de tecidos vegetais por herbivoros ¢ capaz de gerar
impactos negativos na aptiddo da planta, como, por exemplo, no decréscimo de energia
disponivel para partes vegetativas ou reprodutivas (Katz 2016). Devido a isso, varios autores
relatam os impactos negativos da herbivoria tanto em plantas nativas (e.g., Eschtruth e Battles
2008; Shiels et al 2014) quanto em plantas invasoras (e.g., Lesica e Hann 2004; Raghu e

Dhileepan 2005; Simelane et al. 2011). Entretanto, reporta-se que varias espécies invasoras
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podem apresentar tolerancia ou mesmo resisténcia a herbivoria (Zangerl e Berenbaum 2005;
Richards et al. 2006). Um dos principais mecanismos de resisténcia a herbivoria envolve a
inducdo de defesas quimicas e mecanicas, como por exemplo, a sintese de compostos
secundarios carbonados ou nitrogenados e o aumento da esclerofilia (Chen 2008). A baixa
concentragdo de nitrogénio foliar, por exemplo, pode estar relacionada ao aumento nos niveis
de taninos, compostos defensivos que afetam negativamente a aptiddo de herbivoros (Karban
& Myers 1989; Stamp 2003; Fornoni 2011). Ja a esclerofilia, também conhecida como massa
foliar por area, ¢ o aumento da rigidez das paredes celulares ao longo da area das folhas apos
a herbivoria, tornando a mastiga¢do e digestdo de insetos mais dificeis de serem realizadas,
diminuindo a preferéncia de ataque de herbivoros em folhas mais esclerofilas (Chen 2008).
Em contrapartida a indug@o, a tolerancia a herbivoria € a capacidade da planta de sofrer danos
sem que esses afetem negativamente a aptiddo da mesma (Fornoni 2011). A tolerancia pode
ser alcangada mais facilmente em espécies invasoras quando essas estdo presentes em
condigOes edaficas 6timas, como por exemplo, em solos fertilizados. A fertilizagdo do solo
incentiva o crescimento das partes vegetativas de invasoras em pouco tempo, o que
possibilita a recuperagio dos efeitos negativos da herbivoria (Rogers & Siemann 2005; Sun
et al. 2010). Um exemplo dessa situagao foi relatado por Sun et al. (2010) que mostraram que
a adigdo de fertilizante no solo permitiu que a erva daninha Alternanthera philoxeroides
apresentasse alto desempenho mesmo em tratamentos de herbivoria simulada.

A competicdo intraespecifica abaixo do solo ¢ outro fator que pode afetar
negativamente os individuos, pois ao competirem por recursos edaficos, ha um decréscimo
do espago subterraneo e de nutrientes disponiveis, causando menor aptiddo em plantas em
cenario de competi¢do (Schenk 2006). No entanto, algumas plantas invasoras possuem uma

alta habilidade competitiva, podendo suportar grandes populagdes sem que haja impactos
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negativos nessas (Baker 1974; Williams et al. 1977; Sakai et al. 2001). No entanto, a
competi¢do pode apresentar respostas divergentes quando associadas a outras condigdes. Por
exemplo, a herbivoria associada com a competicdo edafica pode influenciar negativamente a
performance em invasoras devido a limitag@o de recursos que os dois podem causar na planta,
podendo aumentar a indugdo de defesas secundarias em resposta a essa limitagdo (Karban e
Myers 1989; Huang et al. 2012). Em contrapartida, a adi¢do de recursos pode amenizar os
efeitos negativos da competicdo. Isso ¢ exemplificado quando a qualidade do solo ¢
aumentada por fertilizag@o, pois essa agdo aumenta a quantidade de macronutrientes do solo,
permitindo que os impactos negativos da competicdo possam ser compensados ao ponto de
causar tolerancia a herbivoria em plantas possibilitando a diminui¢do de defesas
antiherbivoria (Karban e Myers 1989; Caper e Jackson 1997, Dukes e Mooney 1999; Herr-
Turoff e Zedler 2007).

Outro exemplo de condi¢do ndo favoravel para plantas € a competi¢do por luz solar
para espécies pioneiras. Essa condi¢do exige que plantas expressem variagdes fenotipicas em
partes vegetativas para maximizar a captura da pouca quantidade de luz solar disponivel
(Valladares et al. 2007). Para isso, hd um maior investimento na elongac¢do do caule e nas
folhas, maior investimento em estruturas que aumentem a capacidade fotossintética por area
(Callaway et al. 2003; Hikosaka 2005; Shao et al. 2014). No caso de espécies invasoras
pioneiras, o sombreamento pode gerar impactos negativos caso as respostas de fendtipo ndo
sejam suficientemente rapidas nos estagios iniciais (Holt 1995; Magda et al. 2006). Devido
a isso, alguns juvenis desse grupo possuem alta capacidade de variagdo fenotipica a ponto de
tolerar essa condi¢do (Richards et al. 2006; Valladares e Niinemetes 2008). No entanto,
quando a herbivoria age juntamente com o sombreamento, a resposta de variagdo fenotipica

a pouca luz solar pode se tornar limitada, pois muitos precursores fisiologicos a essa condi¢ao
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sdo prejudicados com a indugdo de defesas antiherbivoria (Valladares et al. 2007). Essa
afirmacdo, apesar de ser bem estudada na literatura, ainda apresenta bastante contradig@o,
onde existem estudos sobre a auséncia de variagdo fenotipica ao sombreamento quando
folhas foram danificadas por herbivoros (Salgado-Luarte et al. 2001; Valladares et al. 2007),
também estudos opostos a esta condi¢do (Wise e Abrahamson 2007; Pardo et al 2016). Por
exemplo, a planta invasora Sapium sebiferum ndo sofreu decréscimo na capacidade de
investir recursos em estruturas do caule e area foliar a condi¢do de sombreamento associada
com a herbivoria (Rogers e Siemann 2003).

Qualquer condigdo que cause grande prejuizo ou intensa aceleragdo no
desenvolvimento 6timo de um organismo ¢é suficientemente capaz de gerar altera¢cdes na
simetria perfeita entre estruturas bilaterais (Palmer e Strobeck 1986). Isso ocorre porque tais
condigOes geram alteragdes celulares (i.e., na divisdo e crescimento dessas) ao longo do
desenvolvimento dessas estruturas, sendo refletidas na variagdo da morfometria desses
orgdos (Klingenberg 2003). Um indice bastante comum na literatura capaz de medir
instabilidades no desenvolvimento ¢ a Assimetria Flutuante (AF) (Graham et al. 2010). Uma
das vantagens do uso da AF ¢ que ela ¢ altamente relacionada a aptiddo dos organismos, o
que pode indicar respostas antecipadas do desempenho da populagio antes mesmo do periodo
reprodutivo desses (Beasley et al. 2013). Dessa forma, essa ferramenta pode ser utilizada
como forma de verificar se o habitat ou as interagdes estdo favoraveis para a populagio.

A AF ja foi utilizada em estudos para avaliar como condi¢gdes ndo favoraveis podem
induzir estresse em populagdes vegetais por diversos fatores (revisado por Meller e Shykoff
1999; Alves-Silva 2012). Estudos relatam aumentos nos niveis de AF sob condigdes de
sombreamento (Silva et al. 2016), competicao (Rettig et al. 1997), herbivoria (Alves-Silva e

Del-Claro 2016) e fertilizagdo (Meller 1995), porém alguns desses fatores ainda continuam
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pouco explorados (Martel et al. 1999; Silva et al. 2016) e com respostas controversas (Alados
et al. 1998; Telhado et al. 2010). Por exemplo, para a herbivoria, pequenos danos causados
diretamente nas folhas podem ser capazes de induzir estresse a nivel foliar e
consequentemente gerar aumentos de AF (Alves-Silva e Del-Claro 2016; Venancio et al.
2016, ver Capitulo 1). Dessa maneira, ¢ esperado que condigdes tais como herbivoria,
competi¢do e sombreamento causem aumentos nos niveis de AF em espécies intolerantes a
essas condi¢des; o mesmo deve ocorrer para a condigdo de fertilizagdo, ja que a adigcdo de
recursos no solo pode causar rapido desenvolvimento na planta e instabilidade no
desenvolvimento. Qualquer estudo adicional que indique o uso de AF como ferramenta para
monitorar espécies invasoras ¢ de grande importancia, ja que o uso dessa para verificar
respostas dessas espécies as condigdes ambientais ainda € bastante escasso.

Nés utilizamos a espécie invasora 7ithonia diversifolia (Hemsl.) Gray (Asteraceae)
como modelo de estudo pelo fato de apresentar um rapido desenvolvimento vegetativo e
tolerancia a uma grande variedade de condi¢des ambientais (Moughalu 2008). Essa espécie
¢ comumente encontrada em populagdes com alta densidade de individuos em locais abertos
que apresentam luz solar abundante e solos perturbados (Moughalu e Chuba 2005). E
também encontrada em altas densidades em solos ricos em nutrientes, como plantagdes,
condigdo essa que tem causado grandes prejuizos em planta¢des de alguns paises (Moughalu
2008). Esta espécie também pode ser encontrada em locais com baixa quantidade de luz solar,
mas em populacdes mais densas em locais com abundancia de luz (Ayeni et al. 1997,
Chukwuka et al. 2007). Além disso, ha estudos mostrando que a herbivoria € capaz de causar
grandes impactos negativos em 7. diversifolia (Ambrésio et al. 2008; Simelane et al. 2011),
incluindo aumento de AF em folhas com danos de herbivoria simulada (Venancio et al. 2016,

ver Capitulo 1). Neste sentindo, para verificar como a herbivoria, a competi¢cdo
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intraespecifica por recursos edaficos, a fertiliza¢do e o sombreamento podem afetar no
desempenho e agir como fatores estressantes em espécies invasoras, nos realizamos dois
experimentos em casa de vegetacdo com individuos jovens de 7. diversifolia. No primeiro
experimento, nds analisamos as respostas da planta em desempenho (medido pela biomassa
do caule e raiz e comprimento caulinar), varia¢do fenotipica (verificados pela relagdo da
biomassa entre caule e raiz, area foliar, clorofila e esclerofilia) e AF sob a combinagdo de
herbivoria simulada associada a condi¢do de sombreamento. No segundo experimento, nds
analisamos a influéncia de herbivoria simulada, fertilizacdo e competicdo edafica no
desempenho (medidos pela biomassa do caule e raiz, comprimento caulinar, quantidade de
folhas e area foliar), variag@o fenotipica (verificados aqui pela clorofila e esclerofilia) e AF.

Assim, n6s hipotetisamos que (i) individuos presentes nos tratamentos de herbivoria
simulada, de competicio edafica e sombreamento apresentardo menor performance
vegetativa em relagdo ao grupo controle destas condi¢des; (77) a fertilizagdo aumentara o
desempenho vegetativa dos juvenis de 7. diversifolia; (iii) T. diversifolia apresentara, como
variagdo fenotipica, menores niveis de clorofila e maior esclerofilia em suas folhas nos
tratamentos de herbivoria simulada; (7v) a condi¢do de sombreamento induzird os jovens a
investirem em maior quantidade de folhas, maior comprimento e peso caulinar, além de
maior area foliar e quantidade de clorofila comparado a condig@o de sol; (v) os tratamentos
de sombreamento, herbivoria simulada, competi¢do edafica e fertilizagdo aumentardo os
niveis de AF; (vi) a associa¢do da herbivoria juntamente com o sombreamento impactara
mais negativamente na performance vegetativa de plantas de 7. diversifolia comparados com
individuos presentes em somente uma destas condi¢des; (vii) a herbivoria simulada diminuira
a capacidade de variacdo fenotipica para a condicdo de sombreamento; (viii) plantas

presentes nos tratamentos de competi¢do no solo em associacdo com herbivoria simulada
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apresentardo menor desempenho vegetativo em relagdo aos individuos presentes em somente
uma dessas condi¢des; (ix) plantas sob os tratamentos de herbivoria e competi¢do
apresentardo maior resposta de variagdo fenotipica contra a herbivoria em comparagdo com
os outros tratamentos destas condigdes; (x) a fertilizagdo juntamente com os tratamentos de
herbivoria e competi¢do diminuird os impactos negativos destas duas condigles; (xi) a
fertilizacdo aumentard a tolerancia das plantas a herbivoria, ao ponto de diminuir a variagdo
fenotipica contra esse fator; (xii) os niveis de AF das plantas aumentara a medida que ha a
associacdo dos tratamentos (i.e., herbivoria e sombreamento; herbivoria, competi¢do e

fertilizag@o).

2. Material e Métodos

2.1. Espécie do estudo

Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray (Asteraceae) € um semi-arbusto pioneiro nativo
na América do Norte e Central que pode alcangar até Sm de altura (Simelane et al. 2011).
Suas folhas verdes sdo simples com bordas serrilhadas que podem apresentar até cinco
l6bulos, e que podem exceder 15 cm em comprimento e largura, senescendo 45 dias apos seu
surgimento (Ayeni et al. 1997; Venancio et al. 2016, ver Capitulo 1). Dependendo da
umidade do solo, essa espécie pode se reproduzir sexualmente em locais Umidos e por
brotamento em solos aridos, produzindo mais de 100 sementes por capitulo (Ayeni et al.
1997, Muoghalu 2008). Essa espécie ¢ uma invasora agressiva em varias localidades da
Africa, América do Sul e China, onde grandes populagdes podem ser encontradas

principalmente em locais perturbados e ensolarados, como bordas de estradas e plantagdes,
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mas também em ambientes naturais e as vezes em florestas (Ayeni et al. 1997; Muoghalu e

Chuba 2005; Yang et al. 2012).

2.2. Coleta e germinagdo das sementes

Nos coletamos as sementes de uma populagio (n>1.000 individuos) de 7. diversifolia
localizada em uma area degradada urbana préxima ao Aeroporto de Uberlandia (18°53°S e
48°13°0). As coletas aconteceram em dezembro de 2015, periodo em que a maioria dos
individuos da populagdo possuiam os capitulos com sementes maduras. Para a obtencdo das
sementes, nos retiramos um capitulo de cada 100 individuos que estavam distantes entre si
por pelo menos 10 metros. Esse método foi realizado para diminuir a coleta de sementes de
rametas, ja que esta espécie pode se reproduzir por brotamento (Muoghalu 2008). Os
capitulos das plantas foram retirados, identificados e levados para o laboratorio, onde as
sementes maturas (n~ 3.000) foram selecionadas e armazenadas para germinagao.

Para a germinagdo das sementes, nds plantamos as mesmas aleatoriamente em
bandejas para germinagio (300 células) contendo substrato organico comercial (Bioflora®).
Este mesmo substrato foi utilizado em todos os experimentos. Apos duas semanas, periodo
em que as plantulas ja possuiam pelo menos um par de folhas, as mesmas foram
transplantadas para dar inicio aos tratamentos. Esse método foi realizado da mesma forma
em margo e outubro de 2016, ao inicio de cada experimento. Tanto as etapas de germinagdo
quanto os experimentos foram realizadas em casa de vegetacdo, localizada na Universidade
Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais (18°53°S e 48°15°0). Este local ndo possui
sombreamento do ambiente externo. A irriga¢do, com duragdo de 10 minutos cada, ocorre

em quatro periodos, durante um intervalo de seis horas entre essas.
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2.3. Delineamento experimental

Nos separamos os efeitos bioticos e abioticos sobre 7. diversifolia em dois
experimentos em casa de vegetagdo: um avaliando os efeitos estressantes de sombreamento
e herbivoria (Experimento 1) e outro avaliando condigdes de competi¢do edafica, herbivoria

e fertilizagdo (Experimento 2).

Experimento [ — Efeitos de herbivoria simulada e sombreamento

Em fevereiro de 2016, nos transplantamos 64 plantulas das bandejas para potes
plasticos (12 x 10 cm; 500 mL) e as mantivemos nestes potes durante seis semanas, periodo
em que a taxa de crescimento vegetativo desta espécie comega a ficar mais intenso (Smith e
Anisu 1997). Apos isso, nds transferimos as mesmas para potes maiores (21 x 12 cm; 1,7L),
pois as raizes das plantas ja haviam tomado todo o volume dos vasos pequenos, o que poderia
atrapalhar nas analises da biomassa radicular nas condigdes de sombra-sol. Finalmente, em
marg¢o de 2016, nos separamos 16 réplicas em dois niveis para os tratamentos de herbivoria
simulada (um grupo com danos e outro sem danos) e dois niveis para a condigdo de luz solar
(um que recebia luz solar totalmente e outro sob sombreamento), em forma de blocos
aleatorizados (quantidade de plantas por tratamento: sol - sem danos = 16, sol - com danos =
16, sombra - sem danos = 16, sombra - com danos = 16).

Para mensurar a AF e clorofila durante o todo o experimento, nos selecionamos e
marcamos as trés folhas mais apicais que ainda estavam em desenvolvimento nos individuos
(n = 48 folhas por grupo) e as acompanhamos uma vez por semana, por um tempo total de
quatro semanas. A constatacdo de que estas folhas ainda estavam em expansdo se deu por

meio da comparagdo das mesmas no inicio e final do experimento, onde o comprimento das
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mesmas na primeira semana do experimento (83,27 + 1,50 cm; X + EP) foi menor do que no
final (102,72 + 2,26) (Venancio et al. 2016, ver Capitulo 1).

Para realizar os danos de herbivoria simulada, nds causamos duas injurias circulares
na regido apical de cada folha selecionada dos individuos pertencentes ao grupo com
herbivoria (Fig. 1). Essas injurias foram provocadas por meio de um perfurador de papel de
6 mm (area retirada por folha: 57,2 mm?). Este método de herbivoria foi adaptado de
Venancio et al. (2016, ver Capitulo 1), porém dobramos a quantidade de danos de herbivoria
causados por estes autores pois a média das folhas de 7. diversifolia analisadas durante a
primeira semana apresentaram comprimento maior (cerca de 100 %) comparada com as
folhas verificadas pelos mesmos. Dessa forma, a causamos a propor¢do de injarias de
herbivoria minima para induzir estresse nessa espécie.

Para simular a condicdo de sombreamento, nds utilizamos um tecido (sombrite)
disposto acima das plantas, que permitiu a passagem de aproximadamente 20% da radiagdo
solar do ambiente, enquanto que no grupo sem estresse de luz solar, as plantas recebiam
100% de iluminagdo do ambiente. Esse tipo de método ¢ eficiente e comumente utilizado
para experimentos de sombra-sol em plantas (e.g., Valladares et al. 2005; Friedman e Barrett
2011; Pardo et al. 2016).

Por fim, algumas folhas marcadas foram excluidas das analises, pois ao longo do
experimento, essas apresentaram alto grau de senescéncia, o que impossibilitou as medi¢des
de AF e clorofila. No entanto, a quantidade de folhas das plantas entre os tratamentos nio
diferiu estatisticamente (quantidade de folhas por tratamento: sol - sem danos =47, sol - com

danos = 43, sombra - sem danos =43, sombra - com danos = 47; ANOVA fatorial, p > 0,90).

Experimento 2 — Efeitos de herbivoria simulada, competigdo eddfica e fertilizagdo
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Nos transplantamos 160 plantulas das bandejas para os potes (12 x 10 cm; 500 mL) e
esperamos até que as mesmas apresentassem dois pares de folhas expandidos para darmos
inicio ao segundo experimento, que teve inicio em outubro de 2016. Para testar como as
condigdes de herbivoria, fertilizagdo e competicdo intraespecifica afetam 7. diversifolia,
todos os individuos foram distribuidos em blocos aleatorizados dentre oito grupos gerados
da combina¢do das condi¢des (n = 20 individuos por grupo), onde cada condig¢do apresenta
dois niveis (um controle e outro tratamento). Da mesma forma que o experimento de
herbivoria simulada e sombreamento, esse teve duragdo de quatro semanas, porém as
medi¢Oes das respostas das plantas s6 foram realizadas ao inicio e ao final do experimento.

Nos selecionamos 80 individuos e distribuimos esses aos pares em 40 potes para
compor tratamentos de competi¢do intraespecifica (10 potes por tratamento). Para isso, nos
seguimos o método realizado por Milla et al. (2009), onde plantamos os individuos de 7.
diversifolia com as raizes a uma distancia de 2 cm uma da outra. Desta forma, a competigo
por recursos do solo entre as plantas teve inicio desde a primeira semana e se intensificou
temporalmente até o final do estudo, j4 que esta espécie possui um rapido crescimento
radicular (Muoghalu 2008).

Nos realizamos os danos de retirada de massa foliar em todas as plantas dos
tratamentos de herbivoria ao inicio do experimento e no meio do mesmo, pois a intengdo foi
de verificar os impactos da herbivoria em altas propor¢des. Dessa maneira, n0s causamos a
primeira sequéncia de danos de herbivoria em todas folhas expandidas (n = 4) presentes em
cada individuo por meio da retirada de 50% da area na regido central das mesmas através de
uma tesoura. O segundo momento de herbivoria aconteceu duas semanas apds o primeiro

tratamento de dano, onde nos retiramos metade do limbo foliar da mesma forma que
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anteriormente, porém em 50% das folhas expandidas que estavam mais proximas ao apice
do caule de cada individuo. Nos diminuimos pela metade a quantidade de folhas danificadas
no segundo momento porque o alto nivel de herbivoria pode impossibilitar o surgimento de
novas folhas para as analises em individuos de alguns tratamentos (observagdo pessoal).
Apés esta ultima sequéncia de danos, ndés marcamos o caule de cada planta, proximo ao
ultimo par de folhas, de todos os tratamentos para que ndo coletassemos as folhas que
surgiram antes do ultimo tratamento de herbivoria. Estas marca¢des foram feitas usando uma
caneta de marcagdo permanente, comumente usada em outros experimentos e que ndo causa
nenhum dano na planta (Venancio et al. 2016, Capitulo 1). Dessa forma, as quatro folhas que
surgiram apos os tratamentos foram coletadas para verificar as respostas vegetativas e AF
das plantas.

Para a preparacdo do solo fertilizado do tratamento de fertilizagdo, misturamos 12 g
de fertilizante Osmocote® ForthCote Plus (proporgio 15N: 9P: 12K) com 500 ml de substrato
em cada pote dos tratamentos. Os minerais desse fertilizante vém em forma de capsulas que
sdo liberadas em pequenas quantidades ao longo do tempo, o que evita a queima de folhas da
planta e permite que o solo continue fertilizado durante todo o experimento (Cabrera 1997).
Nés plantamos os individuos dos grupos fertilizados assim que terminamos a preparagdo do
solo com fertilizante. Ao final do experimento, algumas folhas ndo foram incluidas nas
analises por ndo estarem completamente expandidas ou por apresentarem alto grau de
senescéncia, ja que estas poderiam influenciar nas medidas de AF e clorofila, porém néo
houve diferenga entre os tratamentos (numero de folhas analisadas por tratamento: sem dano
— sem fertilizante — sem competi¢do = 77; com dano — sem fertilizante — sem competi¢io =
78; sem dano — com fertilizante — sem competicdo = 73; com dano — com fertilizante — sem

competi¢do = 78; sem dano — sem fertilizante — com competicdo = 75; com dano — sem
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fertilizante — com competi¢do = 78; sem dano — com fertilizante — com competi¢cdo = 73; com
dano — com fertilizante — com competi¢do = 74; ANOVA fatorial; p > 0,100, para todos os

fatores e interagdes).

2.4. Medidas de respostas vegetativas

Para investigar como os fatores ambientais influenciam na aptiddo e defesa das folhas
de T diversifolia, nos realizamos as medidas do comprimento do caule (cm), quantidade de
folhas e clorofila foliar (unidades de SPAD). No primeiro experimento, nds avaliamos essas
variaveis uma vez por semana durante um més, e encerrando o experimento antes que grande
parte das folhas marcadas pudessem senescer (Venancio ef al 2016, Capitulo 1). Noés
também verificamos, durante a ultima semana, a clorofila das trés primeiras folhas
expandidas que surgiram apoés o inicio da aplicagdo desse experimento (a partir de agora nds
as definiremos como “folhas pos-tratamento™), ja que a condi¢do de defesa pode aparecer em
folhas que surgem apods a herbivoria (Karban & Myers 1989; Chen 2008). Nos coletamos
essas mesmas variaveis para as quatro folhas que surgiram apo6s o ultimo tratamento de
herbivoria no segundo experimento. Nos decidimos seguir este método para o experimento
de herbivoria simulada, competicdo edafica e fertilizagdo pois as folhas das plantas que
estavam nos tratamentos de fertilizagdo apresentaram um tempo de vida menor comparada
aos outros tratamentos, geralmente senescendo mais rapidamente do as folhas dos outros
tratamentos. Além disso, por termos retirado uma grande por¢do de area foliar para os danos
de herbivoria, grande parte das folhas necrosaram o tecido préximo ao dano, o que poderia
influenciar na leitura do medidor de clorofila e medidas de AF. Nos comparamos todas essas
variaveis juntamente com o comprimento e largura foliar ao inicio dos experimentos para

verificar se ndo existiam diferencas entre os tratamentos.
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Nos utilizamos o medidor de clorofila SPAD 502 Plus (Konica Minolta, Japao) para
as medidas de clorofila em ambos experimentos. Este aparelho proporciona uma leitura
rapida, ndo destrutiva e confiavel dos valores de clorofila das folhas sem que haja retirada
das mesmas da planta (Bullock e Anderson 1998; Britto et al. 2011). Além disso, os niveis
de clorofila apresentados nesse aparelho s@o altamente correlacionados com a quantidade de
nitrogénio presente em folhas, o que permite avaliar o nitrogé€nio indiretamente pela clorofila
(Mufioz-Huerta et al. 2013). Como este aparelho faz a estimativa da clorofila a partir da
quantidade de luz absorvida pelo tecido foliar amostrado (Netto et al. 2005), nos
padronizamos um mesmo horario do dia e regido das folhas (centro do limbo foliar) para
realizar as medidas pelo SPAD.

Ao final dos experimentos, nos separamos o caule, a raiz e as folhas analisadas para
secagem a fim de verificar os efeitos dos tratamentos na variagdo fenotipica sobre a parte
aérea, subterranea, area foliar e esclerofilia de cada individuo. Para isso, nos secamos essas
partes em uma estufa a 60°C durante 48 horas e pesamos as mesmas para determinar a massa
seca (sigla MS, unidade g). Nés geramos a razdo da MS do caule e raiz (sigla C:R) e soma
desses (C+R) para verificar se ha alteragdo na alocag@o de recurso entre essas. Para a coleta
da area foliar e esclerofilia, nos fotografamos as folhas sobre um vidro transparente e
determinamos as medidas de area das folhas (sigla A, unidade mm?) pelo sofiware Image J°.
A esclerofilia foi gerada pela razdo entre MS por A (MS/A, g mm?™) (Alves-Silva e Del-

Claro 2014; Sanches et al. 2016).

2.5. Assimetria Flutuante
No primeiro experimento, nds acompanhamos a AF das folhas temporalmente com o

auxilio de um par de vidros transparentes, de modo que os mesmos eram dispostos na regido
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abaxial e adaxial do limbo, prensados e em seguida fotogratados sem que houvesse
danificacdo ou retirada das folhas das plantas. As folhas analisadas ao inicio do experimento
de herbivoria, competicio e fertilizacdo foram fotogratadas da mesma forma. Ja as folhas
analisadas ao final dos dois experimentos (pOs-tratamento e as ultimas folhas expandidas no
experimento 2), foram escaneadas (600 dpi) ainda frescas (Kozlov et al. 2017).

Nés tomamos as medi¢des de AF na regido central de cada folha, onde iniciamos as
mensurac¢des da nervura central até a borda dos lados esquerdo e direito (mm) de cada folha
(Venancio et al. 2016, ver Capitulo 1) com o auxilio do software Image J° (Fig. 1). Nos
também remedimos uma sub-amostra de 50 folhas em cada experimento para verificar se
houve erros de medidas (Palmer 1994). Para isso, n6s comparamos as medidas iniciais e as
remedidas do lado esquerdo (Le) e lado direito (Ld) das folhas por meio de uma correlagio
de Pearson (seguindo Hodar 2002). Em ambos experimentos, tanto Le quanto Ld
apresentaram grande semelhanga entre as medidas originais e as remedi¢des, demonstrando
alto grau de similaridade (» > 0,96), indicando a robustez dos valores de assimetria e
descartando erros de medida.

Dentro dos estudos de instabilidade no desenvolvimento (ID), as populagdes podem
apresentar trés tipos de assimetria em suas estruturas bilaterais: antissimetria (AS), assimetria
direcional (AD) e AF (Palmer e Strobeck 1986, Cornelissen e Stiling 2011). A AS ¢
caracterizada quando a distribui¢do dos dados gerados por meio da subtragdo entre os lados
das folhas (Ld-Le) se apresenta de modo platicurtica ou bimodal, desviando assim de uma
distribui¢do normal. A AD acontece quando as medidas do Ld e Le possuem uma média
diferente de zero, sendo caracteriza com um dos lados mais frequentemente maiores que o
outro. Por fim, a AF ¢ presente quando hé a exclusdo dos outros tipos de assimetria, sendo,

portanto, representado por pequenos e aleatorios desvios da simetria bilateral entre Le e Ld.
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A partir disso, para determinar se existe a presenca de AS, utilizamos uma analise gréafica
(histograma) seguido de um teste de normalidade nos valores gerados pela subtragdo entre
os lados das folhas (Ld-Le). Para a AD, n6s utilizamos um teste-7 unilateral para determinar
se a diferenca entre os lados da folha (Ld-Le) ¢ diferente de zero. Caso as premissas dos
testes anteriores sejam rejeitadas, a populagdo apresenta a assimetria do tipo AF. A ultima
analise dentro dos métodos de AF foi verificar se ha a relagdo entre o tamanho da folha com
a AF gerada em cada uma dessas, pois caso haja, torna-se necessario utilizar uma corre¢io
para a relacdo entre AF e tamanho ou area foliar (veja Palmer 1994). Nos verificamos essa
relagdo por meio de regressdes lineares entre as medidas de comprimento e largura foliar
com o mddulo da diferenga entre os lados das folhas (|[Ld-Le|) nos dois experimentos.
Nossos dados ndo apresentaram auséncia de normalidade (curva mesocurtica, p > 0,1
em ambos experimentos) e nenhum dos lados significantemente diferente do outro, i.e., Ld-
Le = 0, no primeiro experimento (#;70 = 0,758; p > 0,4) e no segundo (#s0s = -1,63; p > 0,1),
excluindo AS e AD e demonstrando a ocorréncia de padrdes verdadeiros de AF. As analises
de regressdo acusaram uma dependéncia de |Ld-Le| pelas medidas das folhas (comprimento
e largura foliar), nos dois experimentos (experimento 1: p < 0,01, r2 <0,15; experimento 2:
p <0,001, r2=0,15; para ambas medidas foliares). Dessa forma, nos analisamos a AF (mm)
através de um indice que € capaz de corrigir essa dependéncia por meio da divisdo do |Ld-
Le| pela média da soma dos lados da folha ([Ld + Le]/2) (Palmer 1994; Cornelissen e Stiling

2005), de acordo com a féormula:

z[ ILd — Le|
o lad+ie/?
n

A
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2.6. Andlises estatisticas

Todos os valores estdo expressos na forma de X & EP. As analises de AF, clorofila,
area foliar e esclerofilia foram testadas por médias geradas das folhas coletadas em cada
individuo. Nos utilizamos uma ANOVA fatorial para verificar diferencas entre os grupos na
primeira semana em ambos experimentos. Nos analisamos as medidas de AF e respostas
vegetativa temporalmente no primeiro experimento por meio de uma ANOVA de medidas
repetidas, seguindo por comparagdes a posteriori pelo teste de Tukey HSD. Para verificar as
diferengas entre os grupos folhas pos-tratamento na area foliar, esclerofilia, C+R, C:R e AF
do experimento de herbivoria simulada e sombreamento e de todas as variaveis de resposta
vegetativa e AF no experimento de herbivoria simulada, competi¢do edafica e fertilizagdo,
nods utilizamos uma ANOV A fatorial seguido por pos-teste de Tukey. Tanto a quantidade de
folhas nos dois experimentos, area foliar no segundo experimento e a soma e razdo da
biomassa do caule e raiz (C+R e C:R) foram transformadas em logaritmo (Log) para
satisfazer as premissas dos testes. Todas as analises foram realizadas nos soffwares Statistica

7 e Systat 13.

3. Resultados

3.1. Antes dos tratamentos

As medidas das variaveis coletadas (AF, comprimento do caule, quantidade de folhas
e medidas de clorofila) antes dos tratamentos ndo apresentaram nenhuma diferenga
significativa entre os individuos dos grupos nos dois experimentos (p > 0,05; ANOVA

fatorial), o que permitiu a continuidade das analises (Tabela 1 e 2).
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3.2. Apos os tratamentos

3.2.1. Experimento 1- Herbivoria simulada e sombreamento

Resposta vegetativa

As 32 plantas que receberam o tratamento de herbivoria simulada possuiram 1,83 +
0,14 % (herbivoria e sol: 1,92 £ 0,26 %; herbivoria e sombra: 1,76 + 0,14 %) da area foliar
removida ao final do experimento. Essa quantidade representou, em area, danos médios de
55,34 £ 2,61 mm? (herbivoria e sol: 54,207 + 4,423 mm?; herbivoria e sombra: 56,471 +
2,915 mm?) no limbo foliar. Essa propor¢do de danos ndo foi suficiente para causar diferengas
estatisticas nos grupos, temporalmente e nem interagiu com as condi¢des de sombreamento
nas medidas de resposta vegetativa (p > 0,4, em todos os casos) acompanhadas ao longo do
estudo (Tabela 3; Fig. 2). Apesar disso, as plantas sob sombreamento apresentaram maiores
valores em taxa de crescimento do comprimento caulinar comparado com o grupo de sol,
mantendo esse incremento o longo do tempo (Tukey: p <0,05) (Fig 2a.2). A quantidade de
folhas presentes na condi¢do de sol diminuiu bruscamente até o final do experimento,
enquanto nas plantas sob o tratamento de sombreamento, o nimero de folhas ficou
praticamente inalterado da segunda até a quarta semana (p = 0,05) (Fig. 2b.2). Ja a condi¢do
de sombreamento ndo foi suficiente para causar diferengas entre os grupos e interacdo desses
com a clorofila, porém ao longo do tempo, essa foi mantida quase inalterada da primeira até
a quarta semana na sombra, enquanto que no grupo de sol, houve um decréscimo proximo a
30 % em relag@o a primeira semana (Fig. 2¢.2).

Ao final do experimento, a esclerofilia ndo apresentou diferencas entre sol-sombra

(Fi60=1,24; p > 0,27), tratamentos de herbivoria (F16 = 0,014; p > 0,9) e nem interagao
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entre os mesmos (Fi60=0,001; p > 0,96);, 0 mesmo ocorreu para a area foliar (p > 0,05, para
todos os casos) (Tabela 4). As plantas sob luz solar apresentaram maior biomassa seca de
C+R (Fi.60=164,47; p <0,001), ndo apresentando diferencga nos tratamentos de herbivoria e
nem interagdo entre esses para ambas variaveis (p > 0,483) (Tabela 4). Somado com isso, a
razdo da biomassa seca entre caule e raiz (C:R) indicou maior investimento em estruturas
ac¢reas do que em raiz na condi¢do de sombra (Fis = 73,605; p < 0,001), ndo havendo
diferenca desse sob herbivoria ou interagdo com a condi¢@o entre os dois fatores (p > 0,7)
(Tabela 4).

Por fim, as folhas pos-tratamento presentes na condigdo de sombreamento
apresentaram menor esclerofilia (Fi60 = 53,40; p < 0,001) (Fig. 3a) e mais clorofila (Fi,60=
10,712; p < 0,001) (Fig. 3b) comparado com as que recebiam luz solar diretamente, ndo
demonstrando diferengas entre os tratamentos de herbivoria e nem interagdo entre os dois
tratamentos (p > 0,1 em todos os casos) (Fig. 3). Ja a area foliar ndo diferiu em nenhum dos

tratamentos (p > 0,3, para todos os fatores) (Fig. 3¢).

Assimetria Flutuante

As folhas acompanhadas durante o experimento ndo apresentaram nenhuma alteracio
significativa entre os tratamentos ao longo do tempo (p > 0,4 em todos os casos) (Tabela 3;
Fig 2d). Ja as folhas pos-tratamento apresentaram maiores niveis de AF sob condi¢do de
sombreamento (F160=4,93; p =0,03) (Fig 3d), indicando um aumento de estresse comparado

ao grupo controle.

3.2.2. Experimento 2- Herbivoria simulada, competi¢do eddfica e fertilizacdo
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Resposta vegetativa

O tratamento de herbivoria simulada influenciou negativamente o comprimento
caulinar (F1,152= 5,39; p = 0,022), a quantidade de folhas (F1,152= 16,16; p < 0,001), a area
foliar (F1,152=4,20; p = 0,042), a biomassa de C+R (F1.152=12,57; p = 0,001) e a razdo entre
CR (Fi152=5,9; p = 0,016), enquanto clorofila e esclerofilia ndo se diferiram com o
tratamento controle (p > 0,16) (Fig. 4). J& a competi¢do influenciou negativamente a
quantidade de folhas produzidas (F1,152 = 22,35; p <0,001), a area foliar (F1,152=12,48; p <
0,001), a clorofila (F1,152=5,4; p = 0,021) e a biomassa total (C+R) (F1,152=35,54; p <0,001)
(Fig. 4). A esclerofilia ndo apresentou diferenga entre nenhum dos tratamentos de competigo
e nem interagdo entre esses (p > 0,06 em todos os casos) (Tabela 5; Fig. 4c). Em contradigdo
aos outros tratamentos, a fertiliza¢do influenciou positivamente todas as variaveis vegetativas
avaliadas de T. diversifolia (p < 0,001, em todos os casos), em excecdo a esclerofilia foliar,
que ndo variou entre os tratamentos (F1,152=0,76; p > 0,3) (Tabela 5; Fig. 4).

Quando avaliamos separadamente as intera¢des entre fatores, houve diferenca
significativa da Fertilizacdo x Herbivoria para os niveis de clorofila, o que diminuiu os
impactos negativos dessa variavel na presenga de herbivoria simulada em fertilizagdo
(Tukey: p <0,01) (Tabela 5; Fig. 5d). De maneira semelhante, a area foliar das plantas sob
competi¢do na presenga de fertilizante (Competi¢do x Fertilizagdo) apresentaram maior area
comparada com aquelas sem fertilizagdo (Tabela 5, Fig. Se). A biomassa de C+R
apresentaram interacdo de Fertilizacdo x Competi¢do, onde a fertilizagdo aumentou a
biomassa nos dois niveis de competi¢do, porém com incrementos maiores sem a presencga de
competi¢do (Tukey: p < 0,05, para todos) (Tabela 5; Fig. 5f). Também encontramos

interagdes entre os trés tratamentos para a C+R, onde a presenca de fertilizante aumentou a
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massa total seca independente da presenga dos dois fatores, porém em menor intensidade

quando estes estavam presentes (Tukey: p < 0,05 para presenga de fertilizante) (Fig. 5f).

Assimetria Flutuante

Somente o tratamento de fertilizagdo influenciou estatisticamente nos niveis de AF,
aumentando essa em quase 75 % em relagdo ao grupo controle, enquanto nos outros
tratamentos ndo houve diferenca (Tabela 5; Fig. Sh). A AF apresentou interagdo entre
Fertilizagdo x Herbivoria onde, na auséncia de herbivoria simulada, as plantas com
fertilizacdo apresentaram elevada AF, ja na presenga da duas, houve um decréscimo dessa
variavel (Tukey: p < 0,001) (Fig. 5g). Isso também ocorreu na intera¢do de Fertiliza¢do x
Competicdo e em Fertilizagdo x Competi¢cdo x Herbivoria, porém os resultados ndo foram

significativos (p= 0,06; p= 0,07, respectivamente) (Fig. Sh).

4. Discussao

Nossos resultados indicam que a espécie invasora 7. diversifolia é fortemente
influenciada pelas condigdes de herbivoria, competicdo edafica intraespecifica,
sombreamento e fertilizagdo. A herbivoria, quando causada de forma mais intensa e a
competi¢do no solo geram baixo desempenho vegetativo na biomassa total, quantidade de
folhas, area foliar e clorofila das folhas, porém esta ultima variavel foi menor somente no
tratamento de competicio edafica. Da mesma forma, sombreamento causou baixa biomassa
total nas plantas, mas as mesmas apresentaram rapida capacidade de varia¢do fenotipica nas
folhas e caule nessa condig@o. Ja a condi¢do de fertilizag@o causou grande aumento em todas

as variaveis vegetativas verificadas nesse trabalho. Somado a isso, a associag@o da herbivoria
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com sombreamento (experimento 1) e herbivoria e competi¢do edafica (experimento 2) ndo
causaram alteracdes nas respostas vegetativas de 7. diversifolia, em excecdo a presenca de
fertilizacdo, que diminuiu os impactos negativos da herbivoria e competi¢do (experimento

2). Somente a fertilizagdo e sombreamento causaram aumentos na AF.

Respostas vegetativas

Baixo nivel de luz solar € um fator limitante para diversas espécies vegetais, incluindo
invasoras pioneiras (Rogers e Siemann 2002; Richards et al. 2006; Martin et al. 2009).
Individuos jovens de Tithonia diversifolia apresentaram menor acumulo de biomassa aérea
e radicular, o que demonstra intolerancia a sombra neste estado ontogenético. Somado a isso,
nossos resultados também mostraram grande capacidade de variagdo fenotipica nas estruturas
caulinares (comprimento e quantidade de folhas) em um curto periodo de tempo (quatro
semanas), 0 que € uma caracteristica comum em espécies invasoras pioneiras (Richards ez al.
2006). O aumento na taxa de crescimento e investimento na biomassa do caule (C:R) mostra
que ha uma grande alocag@o de recursos para aumentar a capacidade competitiva por luz e
consequentemente maior absor¢do quando essa se apresenta limitada no ambiente
(Valladares ef al. 2007). Nas plantas expostas ao sol, os maiores valores de C:R mostram que
essas investiram mais biomassa em Orgdos radiculares para captagdo de agua no solo
(Callaway et al. 2003), possivelmente devido a adaptacdo dessa espécie para ambientes
aridos (Ayeni 1997; Moughalu 2008).

As variag¢des fenotipicas a baixa intensidade de luz solar também ocorrem em nivel
foliar. Nessas condi¢gdes, ha maior investimento na propor¢do de concentragdo de aparatos
fotossintéticos nas folhas para captar maior quantidade de luz solar, menor alocagdo em

massa foliar (esclerofilia) e aumento da area foliar (Valladares et al. 2007; Niinemets 2010),
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enquanto no sol ocorre o contrario para o aumento da resisténcia foliar sob essa condigdo
(Poorter et al. 2009). Isso explica altos niveis de clorofila e baixa esclerofilia nas folhas pos-
tratmento das plantas sob sombra. Apesar das folhas que sofreram manipulag@o ndo terem se
diferenciado em esclerofilia com o grupo de sol, a clorofila desse ultimo grupo sofreu rapido
declinio ao longo do tempo, indicando uma baixa longevidade foliar. Esse fato pode ser
causado pela rapida translocag@o de nitrogénio de folhas maduras para as mais jovens que
ocorre em plantas sob luz solar que apresentam rapido desenvolvimento, e consequentemente
rapido ciclo de vida das folhas (Hikosaka 2005). A esclerofilia nestas mesmas folhas que
foram acompanhadas ao longo dos tratamentos ndo diferiu entre os grupos. Como todas as
plantas estavam inicialmente sob luz solar ambiente antes dos tratamentos, as variagdes de
fenotipo da formagdo das estruturas anatdmicas das folhas podem ndo ter acompanhado a
rapida mudanga da condi¢do de sol para sombra (cerca de 4 semanas). Da mesma forma, a
area foliar de todas as folhas analisadas ndo diferiu entre os grupos. Isso pode indicar que 7.
diversifolia investe em outros mecanismos de variagdo fenotipica foliar (p. ex., conservacio
de clorofila) e ndo em aumento de area foliar (James e Bell 2000; Hikosaka 2005).

Plantas invasoras possuem alta capacidade competitiva por recursos edaficos,
podendo afetar negativamente até individuos da mesma populag¢do (Ramula e Buckley 2010).
Isso foi demonstrado neste trabalho, onde 7. diversifolia sob tratamento de competi¢do por
recursos do solo apresentou menor biomassa total, quantidade de folhas, area foliar, clorofila
e comprimento caulinar. Uma das caracteristicas mais marcantes do sucesso de invasdo de
plantas exoticas € o rapido desenvolvimento do sistema radicular, captando assim os recursos
edaficos disponiveis no solo (Sakai et al. 2001; Richards et al. 2006). 7. diversifolia também
apresenta essa caracteristica, pois em ambientes naturais e plantagdes, essa espécie € capaz

de consumir rapidamente os recursos edaficos diminuindo o estabelecimento de outras
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plantas (Ayeni 1997). Quando isso ocorre, essa invasora comec¢a a investir mais em
reproducdo, apresentando ciclo anual ou gerando clones, sendo substituida rapidamente por
uma nova geracao (Moughalu e Chuba 2005; Moughalu 2008), assim como ocorre em outras
espécies invasoras agressivas (Sakai et al. 2001).

A quantidade de danos causados nas folhas de 7. diversifolia ndo gerou nenhuma
diferenga em relag@o aos valores de clorofila e esclerofilia com o grupo controle em ambos
experimentos, porém altos niveis de herbivoria (experimento 2) causaram impactos negativos
na biomassa (C+R; C:R), numero de folhas, area foliar e comprimento do caule. No entanto,
¢ importante ressaltar que os altos niveis de herbivoria artificiais realizados neste segundo
experimento ndo sdo comumente encontrados em plantas em ambientes tropicais (~8%)
(Kozlov et al. 2015). A auséncia de defesa quimica gerada por alteragdes na clorofila pode
indicar que outros mecanismos de defesa (por exemplo, tricomas) podem ser adotadas por
essa espécie, assim como em outras Asteraceae que ndo possuem a via de sintese de defesas
carbonadas que envolvem a sintese de nitrogénio, como taninos (Almeida-Cortez et al. 2004;
Ambrosio et al. 2008; Rasman e Agrawal 2009; Ahern e Whitney 2014). Da mesma forma,
alguns juvenis podem ndo apresentar a esclerofilia como caracteristica de defesa fisica contra
a herbivoria, pois a curta longevidade foliar pode ndo ser vantajosa para o investimento em
enrijecimento e depdsito compostos estruturais na folha como forma de defesa antiherbivoria
(Coley 1983; Hanley et al. 2007).

A associagdo da herbivoria com baixa disponibilidade de recursos causados pela
competi¢do (sombreamento e competi¢do no solo) ndo influenciaram em nenhuma das
respostas de variagdo fenotipica e de performance de 7. diversifolia. No experimento de
herbivoria simulada e sombreamento, os danos de herbivoria demonstraram que esta espécie

possui tolerancia a essa em nivel foliar, ao ponto da herbivoria ndo influenciar diretamente e
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indiretamente nos mecanismos de variagdo fenotipica de folhas na condi¢do de sombra (Wise
& Abrahamson 2007). A auséncia de alteracdo em defesas antiherbivoria na condigdo de
competi¢do edafica juntamente com a herbivoria possivelmente ocorreu pelas variaveis
analisadas aqui neste trabalho (clorofila e esclerofilia) ndo serem tipos de defesas
antiherbivoria presente nessa espécie (Hanley et al. 2007; Ambrosio et al. 2008). Por fim, a
auséncia do aumento dos impactos negativos da associa¢do da herbivoria com sombreamento
e da herbivoria com competicdo edafica em 7. diversifolia, pode indicar que essa espécie
possui tolerancia a associa¢do de mais de um fator negativo por esses ndo terem sido tdo
intensos ao ponto impacta-la severamente (Wise & Abrahamson 2007; Pardo et al 2016).

A fertilizagdo ¢ um fator que pode impulsionar o desempenho de varias plantas
invasoras (Blackshaw e Brandt 2008; Sun et al. 2010). Nossos resultados indicam a
importancia da manipulagdo da quantidade de recursos para 7. diversifolia, pois essa
apresentou aumentos em todas as medidas de performance dessa espécie apos a adigdo de
fertilizante. A razdo disso pode ser por jovens de espécies invasoras, que possuem ciclo
rapido, serem capazes de absorver grandes quantidades de recursos do solo (principalmente
nitrogénio), rapidamente investindo esses para crescimento vegetativo (Rejmanek et al. 2005,
Pysek et al. 2008). Essa explicagdo também pode ser o motivo do tratamento de fertilizago
suprimir os impactos negativos da herbivoria e competicdo para as variaveis de clorofila, area
foliar e biomassa total. Essa caracteristica ¢ de grande importancia para a capacidade de
invasibilidade em algumas espécies invasoras, pois além de suprimir a aptiddo de outras
espécies, o ciclo reprodutivo pode ser alcangado de forma mais rapida e intensa (Claridge e

Franklin 2002; Blackshaw e Brandt 2008).

Assimetria flutuante
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Os grupos de alta e baixa intensidade de luz solar ndo foram capazes de causar
altera¢des nos niveis de AF nas folhas acompanhadas durante o experimento de herbivoria e
sombreamento. No entanto, as folhas pos-tratamento surgiram com AF maior sob a condi¢do
de sombreamento. Nossos resultados corroboram a hipdtese proposta por outros autores,
onde plantas pioneiras apresentam maiores niveis de AF sob sombreamento devido ao menor
desempenho sob essa condi¢do (Puerta-Pifiheiro et al. 2008; Alves-Silva 2012; Silva et al.
2016). Essa condi¢do so foi notada nas folhas pos-tratamento, o que pode indicar que a prévia
absor¢do da luz solar nas folhas pode amenizar a instabilidade no desenvolvimento dessas.
Mas esta ¢ uma hipotese que deve ser testada futuramente, ja que ainda ndo existem estudos
experimentais que acompanharam essa relagao.

A relagdo entre herbivoria e AF ja foi extensivamente estudada na literatura
(Cornelissen e Stiling 2005; Alves-Silva e Del-claro 2016; Fernandes et al. 2016), porém
ainda existem muitos resultados inconclusivos sobre este tema (Berteaux et al. 2007; Telhado
et al. 2010; Silva et al. 2016). Neste trabalho, a herbivoria também nao foi capaz de induzir
aumento de AF nos dois experimentos. Venancio et al. (2016) (ver Capitulo 1) concluiram
que pequenos danos de herbivoria foram capazes de gerar ID ao longo da expansao foliar em
T. diversifolia. No entanto, os danos realizados no experimento de herbivoria simulada e
sombreamento deste trabalho foram quase 100% (média de 1,8 %) menores do que causados
por Venancio et al. (2016) (média de 3,5 %, Capitulo 1). Isso pode indicar que a hipotese do
estresse induzido pela herbivoria (Alves-Silva e Del-Claro 2016) causa aumentos na
instabilidade de desenvolvimento (ID) de folhas atacadas ainda quando jovens, porém ¢
necessaria uma quantidade minima dessa ag¢do para que ocorra estresse nas plantas e assim
haja aumentos na AF dessas folhas. Da mesma forma, esses danos ndo foram suficientes para

induzir maior AF nas folhas pos-tratamento em ambos experimentos. Esses resultados podem
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indicar que essa espécie conseguiu suportar os niveis de danos causados nestes experimentos
de forma a ndo causar aumento de AF refletidas nas folhas, assim como apresentado para
outras espécies (Berteaux et al. 2007, Costa et al. 2013; Silva et al. 2016).

Competicdo subterranea entre plantas ¢ uma das interagdes menos estudadas em
relacdo a seus efeitos na assimetria flutuante, com resultados ainda mistos na literatura
(Rettig et al. 1997; Alados et al. 1998). Nossos resultados ndo apresentaram evidéncias que
competi¢do aumente a AF em juvenis de 7. diversifolia. Essa espécie pode ndo apresentar
estresse sob competicdo de modo a causar instabilidade no desenvolvimento no periodo de
tempo conduzido neste experimento. 7. diversifolia quase sempre ¢ encontrada em
populagdes bastante densas e em competigdo inter- e intra-especifica intensa que ndo geram
impactos negativos na reprodugdo dessa espécie (Moughalu 2008).

A ID ¢ gerada quando fatores do ambiente estressantes para o organismo geram
pequenos erros em estruturas bilaterais ao longo do desenvolvimento do mesmo, aumentando
esses erros a medida que ha o acimulo de mais que um fator ambiental estressante (Palmer
1994). Neste trabalho, a associag@o da herbivoria com sombreamento ou competigdo edafica
ndo causaram aumentos da AF. Isso foi devido a somente um desses fatores (sombreamento
para as folhas pos-tratamento) terem sido suficientes para causar esses erros ao longo do
desenvolvimento de 7. diversifolia, portanto ndo intensificando a AF na influéncia de dois
fatores.

A presenga de fertilizante causou grande diferenca de AF nas folhas de 7. diversifolia
em relacdo ao grupo controle. Condigdes ambientais que aceleram exageradamente o
desenvolvimento de organismos sdo capazes de causar grandes desvios nas medidas de
estruturas bilaterais (Martel et al 1999; Alves-Silva e Del-Claro 2013). Isso pode ser

explicado pelo fato que fatores que induzem um rapido crescimento podem também gerar
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maiores oportunidades para o desenvolvimento de erros ao longo do desenvolvimento
(Mgller 1995; Martel et al. 1999). Essa relagdo também pdde ser percebida na interagcdo da
fertilizacdo quando na presenca da herbivoria e competi¢do. Esses dois fatores fizeram com
que as plantas apresentassem prejuizos em sua aptiddo e com isso, podem ter

contrabalanceado o efeito de rapido desenvolvimento causado pela fertilizagao.

5. Conclusio

Neste trabalho, vimos que herbivoria simulada ndo foi capaz de induzir respostas
antiherbivoria (esclerofilia e alteragdes na clorofila) em folhas de T7ithonia diversifolia.
Porém altos niveis herbivoria podem impactar negativamente a aptiddo de juvenis dessa
espécie invasora, mas nao a ponto de aumentar a AF das mesmas. Da mesma forma, baixas
intensidades de luz solar diminuem a aptiddo e geram aumento de AF em jovens de 7.
diversifolia, porém esses apresentam respostas de varia¢do fenotipica bastante rapida para os
individuos sobreviverem nesse tipo de condigdo. Ja a competi¢do intraespecifica por recursos
edaficos também impactou negativamente as plantas, no entanto, assim como a herbivoria,
ndo gerou aumento de AF. Por fim, fertilizacdo foi um importante impulsionador para o
desempenho de jovens de 7. diversifolia, aumentando todos os pardmetros vegetativos
analisados neste estudo, incluindo a AF. Além disso, o tratamento de fertilizacdo conseguiu
diminuir os impactos negativos da herbivoria e competi¢ao edafica entre os individuos. Dessa
forma, este trabalho abre espago para que outros estudos possam avaliar como fatores
bidticos e abidticos impactam a performance de espécies invasoras, € com isso, haja melhor
compreensdo da previsibilidade de invasdo no ambiente, além da utilizagdo de meios para

controle populacional.
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7. Tabelas

Tabela 1 — Resultados indicando a auséncia de diferenca nos parametros medidos entre os
individuos de 7ithonia diversifolia antes da execucdo dos tratamentos de herbivoria simulada e
sombreamento presentes no experimento 1 na primeira semana de estudo. A sigla “n. s.” indica

ndo significativo.

Experimento 1 — Herbivoria simulada e sombreamento

Variavel Fonte de variacio GL QM F
Comprimento do caule (cm) Herbivoria 1 1,03 0,0243™*
Ambiente 1 19,69 0,0467™%
Herb X Amb 1 4,36 0,1034"*
Erro 60 42,16
Quantidade de folhas Herbivoria 1 0,06 0,001
Ambiente 1 0,06 0,027™%
Herb X Amb 1 0,06 0,007™*
Erro 60 2,15
Comprimento foliar (mm) Herbivoria 1 2,00 0,948"*
Ambiente 1 355,10 0,385™%
Herb X Amb 1 170,90 0,546
Erro 60 464,40
Largura foliar (mm) Herbivoria 1 118,80 0,491**
Ambiente 1 15,60 0,802™*%
Herb X Amb 1 81,30 0,568™*
Erro 60 247,40
Clorofila (SPAD) Herbivoria 1 0,01 0,047
Ambiente 1 11,04 0,052™*
Herb X Amb 1 2,94 0,052
Erro 60 40,83
AF (mm) Herbivoria 1 0,003 0,561™*
Ambiente 1 0,013 0,259
Herb X Amb 1 0,004 2,927
Erro 60
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Tabela 2 — Resultados indicando a semelhanga estatistica entre as variaveis vegetativas antes da
execugdo dos tratamentos de herbivoria simulada, fertilizacdo e competi¢do edafica na primeira

semana de estudo. A sigla “n. s.” indica ndo significativo.

Experimento 2 — Herbivoria simulada, competi¢iao edafica e fertilizacao

Variavel Fonte de variacio GL oM F
Comprimento do caule (cm) Herbivoria 1 0,651 1,90™*
Competicdo 1 0,002 0,01™*
Fertilizante 1 0,732 2,145
Herb X Comp 1 0,009 0,03™
Herb X Fert 1 0,031 0,90
Comp X Fert 1 1,194 2,49
Herb X Comp X Fert 1 1,194 0,06™*
Erro 152 0,342
Clorofila (SPAD) Herbivoria 1 12,4 1,06™*
Competicdo 1 0 0,00™*
Fertilizante 1 4,2 0,36
Herb X Comp 1 10,8 0,92"
Herb X Fert 1 9 0,775
Comp X Fert 1 1 0,09
Herb X Comp X Fert 1 23,5 2,00™%
Erro 152 11,7
Comprimento foliar (mm) Herbivoria 1 14,14 0,68™*
Competicdo 1 4,82 0,23™*
Fertilizante 1 0,24 0,01
Herb X Comp 1 7,98 0,38
Herb X Fert 1 46,49 2,23
Comp X Fert 1 1,10 0,05
Herb X Comp X Fert 1 6,38 0,31™*
Erro 152 20,88
Largura foliar (mm) Herbivoria 1 1,09 0,19™*
Competicdo 1 0,79 0,145
Fertilizante 1 0,21 0,04"
Herb X Comp 1 11,06 1,90
Herb X Fert 1 12,90 2,23
Comp X Fert 1 0,08 0,01
Herb X Comp X Fert 1 0,05 0,01™*
Erro 152 5,79
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Tabela 2 - Continuagdo

Variavel Fonte de variacao GL oM F
AF (mm) Herbivoria 1 0,001 1,000™*
Competicdo 1 0 0,040
Fertilizante 1 0 0,148™%
Herb X Comp 1 0,001 0,976™%
Herb X Fert 1 0 0,092™*
Comp X Fert 1 0 0,037
Herb X Comp X Fert 1 0 0,504™*

Erro 15 0,001
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Tabela 3- Coeficientes e analise de variancia das variaveis vegetativas (comprimento do caule,
quantidade de folhas e clorofila) e assimetria flutuante (AF) ao longo do tempo (quatro semanas) em
Tithonia diversifolia para os tratamentos de luz solar (Ambiente) e danos de herbivoria simulada

(Herbivoria). A quantidade de folhas foi transformada em logaritmo.

Variavel Fonte de variacao GL oM F |

Comprimento do caule (cm) Herbivoria 1 8,7 0,032 0,859
Ambiente 1 22397 8,196 0,006
Herb X Amb 1 6,9 0,025 0,874

Erro 60 2733
Tempo 3 2381,6 159,882 0,001
Tempo X Herb 3 3,2 0,214 0,887
Tempo X Amb 3 2128 14,284 0,001
Tempo X Herb X Amb 3 2,7 0,180 0,910

Erro 180 14,9
Quantidade de folhas Herbivoria 1 0 0,163 0,687
Ambiente 1 0,121 3,935 0,052
Herb X Amb 1 0,038 1,235 0,271

Erro 60 0,031
Tempo 3 0,381 85,021 0,001
Tempo X Herb 3 0 0,298 0,827
Tempo X Amb 3 0,021 4,692 0,004
Tempo X Herb X Amb 3 1,194 2,560 0,057

Erro 180 0,005
Clorofila (SPAD) Herbivoria 1 8,0 0,077 0,782
Ambiente 1 2535 2,449 0,123
Herb X Amb 1 58,1 0,561 0,457

Erro 60 103,5
Tempo 3 419,4 44,970 0,001
Tempo X Herb 3 1,4 0,153 0,928
Tempo X Amb 3 2572 27,585 0,001
Tempo X Herb X Amb 3 3,5 0,377 0,770

Erro 180 9,3

90



Tabela 3 - Continuagdo

Variavel Fonte de variacao GL QM F P

AF (mm) Herbivoria 1 0 0,087 0,769
Ambiente 1 0 0,098 0,755
Herb X Amb 1 0,048 2,999 0,089

Erro 60 0,016
Tempo 3 0 1,049 0,372
Tempo X Herb 3 0 1,276 0,284
Tempo X Amb 3 0 1,118 0,343
Tempo X Herb X Amb 3 0 0,062 0,980

Erro 180 0
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Tabela 4- Resultados das variaveis vegetativas de Tithonia diversifolia coletados na ultima

semana do experimento 1 para os tratamentos de herbivoria simulada (Herbivoria) e

sombreamento (Ambiente) indicando menor biomassa total (C+R) para a condi¢ao de sombra

e menor valor da razdo entre biomassa do caule e raiz (C:R) para a condig¢do de sol. A

biomassa seca de C+R e C:R foram transformadas em logaritmo. Os valores de P em negrito

indicam diferenga estatistica entre os tratamentos.

Variavel Fonte de variacio GL QM F P
Area foliar (mm?) Herbivoria 1 54.882.1 0,023 0,880
Ambiente 1 2.653.743.0 1,117 0,295
Herb X Amb 1 587.586,6 0,247 0,621
Erro 60 2.376.179,5
Esclerofilia (g mm?) Herbivoria 1 0 0,014 0,904
Ambiente 1 0 1,239 0,270
Herb X Amb 1 0 0,002 0,967
Erro 60 0
C+R (g) Herbivoria 1 0 0,001 0,996
Ambiente 1 1,007 164,470 0,001
Herb X Amb 1 0,003 0,498 0,483
Erro 60 0,006
CR Herbivoria 1 0,007 0,165 0,686
Ambiente 1 3,216 73,605 0,001
Herb X Amb 1 0,006 0,145 0,705
Erro 60 0,044
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Tabela 5- Efeitos dos tratamentos de herbivoria simulada, fertilizagdo e competi¢do edafica sobre
o comprimento do caule, quantidade de folhas, area foliar, clorofila, assimetria flutuante (AF, mm),
esclerofilia, C+R e C:R de Tithonia diversifolia. A quantidade de folhas, a area foliar, C+R e C:R

foram transformadas em logaritmo. Os valores de P em negrito destacam diferencga estatistica.

Variavel Fonte de variacao GL oM F |
Comprimento do caule (cm) Herbivoria 1 406,0 5,390 0,022
Competicdo 1 33,1 0,439 0,508
Fertilizante 1 32636 43,327 0,001
Herb X Comp 1 2,2 0,029 0,865
Herb X Fert 1 116,3 1,544 0,216
Comp X Fert 1 69,1 0,918 0,340
Herb X Comp X Fert 1 2,5 0,033 0,856

5

Erro 152 75,3

Quantidade de folhas Herbivoria 1 0,134 16,16 0,001
Competicdo 1 0,185 2235 0,001
Fertilizante 1 0,609 73,70 0,001
Herb X Comp 1 0 0,11 0,745
Herb X Fert 1 0,017 1,99 0,160
Comp X Fert 1 0,003 0,37 0,542
Herb X Comp X Fert 1 0,014 1,68 0,197
Erro 152 0,008
Area foliar (mm?) Herbivoria 1 0,131 4,20 0,042
Competicdo 1 0,390 12,48 0,001
Fertilizante 1 5,805 185,78 0,001
Herb X Comp 1 0 0,03 0,866
Herb X Fert 1 0,003 0,08 0,772
Comp X Fert 1 0,167 536 0,219
Herb X Comp X Fert 1 0,035 1,12 0,292
Erro 152 0,031
Clorofila (SPAD) Herbivoria 1 25,4 1,91 0,168
Competicdo 1 72,3 545 0,021
Fertilizante 1 3.386,2 25500 0,001
Herb X Comp 1 36,8 2,77 0,098
Herb X Fert 1 64,5 486 0,029
Comp X Fert 1 20,2 1,52 0,219
Herb X Comp X Fert 1 9,6 0,73 0,395
Erro 152 13,3
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Tabela 5 - Continuagdo

Variavel Fonte de variacio GL oM F P
AF (mm) Herbivoria 1 0 0,02 0,903
Competicdo 1 0 1,69 0,196
Fertilizante 1 0,026 10,36 0,002
Herb X Comp 1 0 0,08 0,780
Herb X Fert 1 0,029 11,46 0,001
Comp X Fert 1 0,008 3,44 0,066
Herb X Comp X Fert 1 0,009 3,61 0,059
Erro 15
Esclerofilia (g mm?) Herbivoria 1 0 0,019 0,890
Competicdo 1 0 0,016 0,900
Fertilizante 1 0 0,147 0,702
Herb X Comp 1 0 0,725 0,396
Herb X Fert 1 0 2,291 0,132
Comp X Fert 1 0 0,145 0,704
Herb X Comp X Fert 1 0 3,712 0,056
Erro 15 0
C+R (g) Herbivoria 1 0,303 12,565 0,001
Competicdo 1 0,867 35,940 0,001
Fertilizante 1 4,509 186,969 0,001
Herb X Comp 1 0,039 1,627 0,204
Herb X Fert 1 0,007 0,292 0,589
Comp X Fert 1 0,145 6,010 0,015
Herb X Comp X Fert 1 0,111 4,613 0,033
Erro 15 0,024
CR Herbivoria 1 0,074 5,946 0,016
Competicdo 1 0,001 0,036 0,849
Fertilizante 1 1,504 120,378 0,001
Herb X Comp 1 0 0,015 0,902
Herb X Fert 1 0 0,382 0,537
Comp X Fert 1 0 0,591 0,443
Herb X Comp X Fert 1 0 0,149 0,700
Erro 15 0,012
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8. Figuras

Legendas de figuras

Fig. 1- Folha de 7ithonia diversifolia indicando a posi¢do dos danos de herbivoria simulada
causados no primeiro experimento e a forma que as medidas de assimetria flutuante foram
realizadas no centro do limbo foliar nos dois experimentos. Legenda: Ld — Lado direito e Le

— Lado esquerdo.

Fig. 2- Média e erro padrdo da ANOVA de medidas repetidas (GLM) para os resultados de
(A) comprimento do caule, (B) quantidade de folhas, (C) clorofila e (D) assimetria flutuante
(AF) em Tithonia diversifolia. Os gréaficos foram separados em tratamentos de herbivoria
simulada (herbivoria e intacta) e de luz solar (sombra e sol). O tratamento de herbivoria ¢
representado pela letra seguida pelo numero “1” e de luz solar por “2”. As letras que se
diferem no grafico representam diferenca estatistica entre os grupos ao longo das semanas

de estudo (Tukey: p <0,05). A quantidade de folhas foi transformada em logaritmo.

Fig. 3- RelagBes de (a) esclerofilia, (b) clorofila, (¢) area foliar e (d) assimetria flutuante
(AF) pos-tratamento de Tithonia diversifolia sob auséncia (Intacta) e presenga (Herbivoria)
de danos de herbivoria simulada, e condi¢des de luz solar ambiente (Sol) e sombreamento

(Sombra). Os valores estdo representados como média e erro padrio.

Fig. 4- Variaveis vegetativas de AF (assimetria flutuabte) de Tithonia diversifolia analisadas
sob as condi¢des de herbivoria simulada (intacta ou dano), competi¢cdo edafica (isolada ou
competi¢do) e fertilizacdo (sem ou com). Area foliar, quantidade de folhas, C+R e C:R estio
na forma de logaritmo. Os dados estdo representados como média e erro padréo.
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Conclusao Geral

No primeiro capitulo, verificamos como a herbivoria pode influenciar nos niveis de
AF e nitrogénio das folhas da planta invasora 7. diversifolia. Os danos de herbivoria
aumentaram a AF de folhas que sofreram o tratamento, porém a quantidade de nitrogénio
ndo se diferiu entre o grupo controle e herbivoria. Esses resultados corroboram a hipétese do
estresse induzido pela herbivoria, que prediz que danos de herbivoria simulada sdo capazes
de aumentar a AF de folhas. Isso € um importante passo para os estudos de AF, ja que poucos
estudos avaliaram esta hipdtese e a mesma continua muito controversa na literatura.

Para o segundo capitulo, n6s demos um passo a frente do primeiro, onde associamos
herbivoria simulada com sombreamento, em um experimento; € em outro, a associacdo de
herbivoria simulada, competi¢do edafica e fertilizacdo. Neste capitulo verificamos como
esses fatores isolados e unidos podem influenciar na performance, variagdo fenotipica e AF
de T. diversifolia. Nossos resultados indicaram que sombreamento, competi¢do edafica e
elevadas injurias de herbivoria simulada (danos realizados no segundo experimento)
diminuem a performance vegetativa dessa espécie. Porém, esta invasora ndo apresentou
variagdo fenotipica perante a herbivoria; a mesma ocorreu somente para a condigdo de
sombreamento, onde houve investimento em estruturas caulinares e folhas para aumentar a
captagdo de luz. Também refutamos nossa hipotese de que a herbivoria associada com a
competi¢do ou sombreamento diminuiria a performance e também influenciaria na
capacidade de varia¢do fenotipica de 7. diversifolia. Ao contrario das outras condigdes
verificadas, a fertilizagdo aumentou a performance vegetativa dessa espécie, além de

diminuir os impactos negativos da herbivoria e competicdo por recursos do solo. Por fim,
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somente sombreamento e fertilizacdo foram capazes de aumentar os niveis de AF, dessa
forma refutando a nossa hipdtese de que a herbivoria e competigdo edafica e a associagdo de
mais de dois fatores ambientais estressantes também aumentariam a instabilidade no
desenvolvimento (indicado pela AF). Estes resultados indicam como 7. diversifolia, pode ser
prejudicada ou favorecida por fatores presentes no ambiente, influenciando, dessa forma, no
modo que ela estabelecer em determinado habitat. Além disso, nossos resultados reforcam a
hipotese que fertilizagdo e sombreamento aumentam a AF de folhas, encorajando mais
estudos dentro desses dois temas ainda pouco explorados na literatura de instabilidade no
desenvolvimento. Também abrimos mais oportunidades para estudos que explorem mais o
quanto € preciso em relagcdo a herbivoria e competi¢do edafica para que haja aumentos nos
niveis de AF em espécies que possuem grande tolerancia a esses fatores, como por exemplo,
plantas invasoras.

Em suma, este trabalho pode ajudar outros estudos que verifiquem como fatores
ambientais e a interacdo desses podem influenciar na aptiddo, e consequentemente na
capacidade de invasdo de 7. diversifolia e outras plantas invasoras. Da mesma forma, este
estudo reforca a ideia do uso da AF como biomonitor de organismos, mais especificamente
de espécies invasoras, além de encorajar que outros estudos testem a relagcdo deste indicador

de estresse com condi¢des do ambiente em espécies invasoras.
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