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RESUMO

ALMEIDA, L.C. Efeito de comunidades epifilicas em processos ecoldgicos: uma avaliacao
de folhas a ecossistemas. 2022. 97 f. Tese. (Doutorado em Ecologia e Evolucdo) - Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2022.

Uma das questdes fundamentais da Ecologia consiste no questionamento da relacéo
entre organismos ndo parasitos com o seu hospedeiro e o funcionamento do ecossistema. Os
organismos que se estabelecem em superficies foliares de plantas em florestas tropicais
chamam atencdo desde o século XIX. A filosfera (i.e. tecido foliar) é habitat para bactérias,
cianobactérias, fungos, liquens e briofitas. O entendimento sobre a fungdo ecoldgica das
epifilas no funcionamento do hospedeiro e processos ecossistémicos permanece escasso. No
presente trabalho, buscamos preencher algumas lacunas do conhecimento sobre a interacdo
filosfera hospedeiro. No capitulo 1, revisamos o conhecimento produzido sobre a interagdo da
filosfera hospedeiro nos ultimos 75 anos. Como sdo diversas as denominacdes utilizadas para
referir-se a filosfera, contemplamos os diversos termos utilizados com uma reviséo
sistematica da literatura. A partir do nosso protocolo de busca, encontramos 3.557 artigos e
apenas 25 foram elegiveis para a revisdo. ldentificamos caracteristicas mensuradas nos artigos
relacionados a fotossintese, recurso, defesa, hidraulica e processos ecossistémicos. De modo
geral, com base nas caracteristicas apresentadas nos estudos descrevemos o papel ecoldgico
das epifilas. Detectamos que os estudos negligenciaram a diversidade de organismos na
filosfera e, em geral, foram conduzidos na América Central. No segundo capitulo,
investigamos se a susceptibilidade de plantas a cobertura por epifilas na floresta Amazonica,
pode ser modulada por caracteristicas das plantas hospedeiras, assim como os efeitos para o
incremento de biomassa e fixacdo bioldgica de nitrogénio. Apesar da premissa de que as
caracteristicas da planta hospedeira relacionadas a capacidade de repelir 4gua podem
influenciar a suscetibilidade das folhas a colonizacdo, estas ndo foram variaveis influentes
para a cobertura da filosfera. Em geral, nossos resultados sugerem que caracteristicas foliares
ligadas ao escoamento de agua podem ndo influenciar o estabelecimento de organismos na
filosfera. As plantas hospedeiras apresentaram maior cobertura da filosfera quando possuem
menos de sete metros de altura. Portanto, sugerimos que as caracteristicas microclimaticas
podem ter a maior influéncia no estabelecimento de comunidades epifilicas.

Palavras-chave: Epifila. Filosfera. Epifita. Planta hospedeira. Fixagdo bioldgica de nitrogénio.

Caracteristica funcional.



ABSTRACT

ALMEIDA, L.C. Effect of epiphyllous communities on ecological processes: a leaf to
ecosystem assessment. 2022. 97 f. Tese. (Doutorado em Ecologia e Evolugéo) - Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2022.

The relationship between non-parasitic organisms with their host and the functioning
of the ecosystems is one of the fundamental questions of Ecology. Organisms that establish
on leaf surfaces of plants in tropical forests have attracted attention since the 19th century.
The phyllosphere (i.e., leaf tissue) is a habitat for bacteria, cyanobacteria, fungi, lichens, and
bryophytes. The understanding of the ecological role of epiphyllous in host functioning and
ecosystem processes remains scarce. In the present study, we investigated some gaps in
knowledge about the phyllosphere host interaction. We review studies published over the last
75 years on the phyllosphere host interaction in Chapter 1. We contemplate the different terms
used to refer to the phyllosphere in a systematic review of the literature. In our search
protocol, we found 3.557 articles, and only 25 were eligible for revision. We identified traits
measured in articles related to photosynthesis, resource, defense, hydraulics, and ecosystem
processes. In general, based on the characteristics presented in the studies, we describe the
ecological role of epiphyllous. We found that studies neglected the diversity of organisms in
the phyllosphere and were generally conducted in Central America. In the second chapter, we
investigated whether the susceptibility of plants to cover by epiphyllous and biological
nitrogen fixation in the Amazon rainforest can be modulated by traits of the host plants.
Despite the premise that the traits of the host plant related to the ability to repel water can
influence the susceptibility of leaves to colonization, they were not influential variables for
the coverage of the phyllosphere. In general, our results suggest that foliar traits linked to
water runoff may not influence the establishment of organisms in the phyllosphere. Host
plants less than seven meters in height showed the most coverage of the phyllosphere.
Therefore, we suggest that microclimatic characteristics may be the most important for
establishing epiphyllous communities.

Keywords: Epiphyllous. Phyllosphere. Epiphyte. Host plant. Biological nitrogen fixation.
Functional trait.
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INTRODUGCAO GERAL

As superficies foliares como um suporte para organismos com habitos epifiticos
sdo registradas por boténicos em florestas tropicais desde o século XIX (Ward 1884).
No entanto, os estudos sobre 0s organismos associados a plantas vivas se concentraram
principalmente nas raizes (Last and Deighton 1965). Somente na década de 50, a folha
foi reconhecida como um micro-habitat para uma ampla gama de micro-organismos néo
parasitas como bacteérias e fungos.

Nos anos de 1955 — 1956, a terminologia filosfera foi proposta para referir-se a
superficie da folha como um habitat em analogia ao termo rizosfera (Figura 1, A) (Last
1955; Ruinen 1956). Ruinen (1956), ao investigar a relacdo entre diferentes organismos
com comportamento epifitico, observou a existéncia de um meio caracteristico
condicionado pela folha, onde as populagdes de fungos e bactérias aumentam
progressivamente com a idade das folhas. O termo filosfera ganhou novas defini¢es
nas ultimas décadas. Segundo Morris et al. (2002), a filosfera abrange as areas internas
e externas da folha (Figura 1, B). Para VVorholt (2012), a filosfera representa toda a parte
aérea de uma planta, abrigando diversos organismos que crescem na superficie,
denominadas epifitas e epifilas, assim como os endéfitos que vivem no interior de uma

planta (Figura 1, C).
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Figura 1 — Representacdo das diferentes definicdes do termo filosfera ao longo das

ultimas décadas.

() Superficie das folhas

@Toda a parte aérea da
planta

Superficie e interior
das folhas

Legenda: (A) O termo filosfera foi inicialmente definido como a superficie externa da folha por Last (1955) e Ruinen
(1956). (B) Morris et al. (2002) expandiram o conceito da filosfera para incluir as &reas internas e externas
da folha, englobando a endosfera. (C) Outra defini¢do proposta para filosfera é a inclusdo de toda a parte
aérea da planta (Vorholt 2012), abrangendo a dermosfera que corresponde a camada mais externa do tronco
de plantas lenhosas.

Fonte: A autora, 2022.

As folhas de plantas em ecossistemas tropicais sdo micro-habitats de
comunidades altamente diversas compostas por variadas combinacdes de bactérias,
cianobactérias, algas verdes, liquens, fungos e bridfitas (Ruinen 1961; Coley et al. 1993;
Coley and Kursar 1996). As bactérias sdo o grupo mais abundante na filosfera, com a
densidade de células bacterianas em apenas um cm? de area foliar sendo estimada em
10° — 10’ (Lindow and Brandl 2003). No nivel individual, uma arvore pode abrigar de
100 a 670 espécies bacterianas em suas folhas (Kembel et al. 2014; Lambais et al.
2014). Estima-se que para toda a regido da Mata Atlantica o nimero de espécies
bacterianas presentes na filosfera seja de 13 milhdes das quais 97% ainda ndo sdo
descritas (Lambais et al. 2014). Ja as estimativas para o numero de liquens por folha
variam de 40 a 81 (Lucking and Matzer 2001), enquanto para briofitas foram registradas
até 25 espécies por folha (Lucking 1997). Apesar de estarem presentes em menor
namero em comparacao as bactérias e liquens, as briofitas sdo responsaveis pela maior

parte da biomassa presente na filosfera (Bentley 1987).
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Analises conduzidas em estudos anteriores sugerem que o microclima, a
identidade da espécie hospedeira, as caracteristicas fisicas das folhas hospedeiras e
propriedades quimicas determinam a composicéo e a cobertura da filosfera (Coley et al.
1993; Bradley et al. 2003; Miller and Riederer 2005; Burd 2007; Sonnleitner et al.
2009; Lambais et al. 2014; Vacher et al. 2016). As folhas das plantas vasculares que
crescem em condi¢des tropicais Umidas oferecem um micro-habitat favorével ao
estabelecimento e desenvolvimento de organismos parasitas ou comensais (Pinokiyo et
al. 2006). A quantidade de &gua interceptada ¢ a duragdo de filmes d’agua nas
superficies foliares determinam as possibilidades para o desenvolvimento,
sobrevivéncia e composigdo da filosfera (Ruinen 1961). Portanto, as variagOes das
caracteristicas funcionais foliares associados a minimizacdo do molhamento foliar (e.g.
pontas de gotejamento, repeléncia hidrica foliar) sdo essenciais para a compreender a
suscetibilidade das plantas a cobertura da filosfera. No entanto, estudos anteriores ndo
confirmaram a associacgdo entre as caracteristicas das folhas e a cobertura da filosfera
(Coley et al. 1993, Monge-N4jera and Blanco 1995; Coley and Kursar 1996; Ivey and
De Silva, 2001; Lucking and Bernecker Lucking 2005).

A partir do desenvolvimento e avancgo das tecnologias genémicas e moleculares
0 interesse e conhecimento sobre a interagdo entre micro-organismo e planta hospedeira
expandiu-se rapidamente (Friesen et al. 2011). Entretanto, o conhecimento sobre as
funcGes dos micro-organismos da filosfera para a planta hospedeira em sistemas
naturais € escasso e a maior parte dos estudos foi conduzida em culturas agricolas e
sistemas de gramineas (Friesen et al. 2011; Vacher 2016; Thapa & Prasanna, 2018). O
conhecimento sobre as funcdes dos liquens e bridfitas presentes nas superficies foliares
é pouco conhecido, sabendo-se mais sobre a sua diversidade do que sobre as suas
interacdes com a planta hospedeira.

Uma vez que as espécies epifilas interagem com as plantas hospedeiras na
superficie foliar (Berrie and Eze 1975; Miller and Riederer 2005), seus efeitos podem
ser positivos e/ou negativos. Um dos principais efeitos de bridfitas, por exemplo, é a
reducdo da fotossintese em até 30% (Coley et al. 1993). Ja em estudo conduzido com
liquens, as folhas se aclimataram ao sombreamento e ndo houve diferenca na taxa
fotossintética entre folhas sem cobertura de liquens e folhas cobertas por liquens
indicando a multiplicidade de interacGes e respostas entre organismos da filosfera e as
folhas (Anthony et al. 2002). Dentre os efeitos positivos, estdo o aumento da defesa da

planta hospedeira contra herbivoros, em consequéncia da producdo de metabolitos
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secundarios toxicos (Mueller and Wolf-Mueller 1991) e a fixagdo assimbiotica de
nitrogénio (Bentley and Carpenter 1984; Bentley 1987; Freiberg 1998).

A filosfera, além de afetar a planta hospedeira, desenvolve papéis essenciais para
0S processos ecossistémicos. O aumento da interceptacdo de agua nas folhas das copas
das arvores, ocasionado pela presenca de briofitas epifilas, pode limitar a entrada de
agua no solo (Holder 2007; Rosado and Holder 2013). Maior retengdo hidrica também
pode levar a alteragdes no processo de decomposicdo, e espécies com caracteristicas
fisicas capazes de proporcionar condi¢des favoraveis, como maior umidade, facilitam a
decomposicéo das espécies que coocorrem no folhico (Wardle et al. 2003; Makkonen et
al. 2013; Almeida 2018).

As folhas, portanto, sdo a superficie de interacdo com as epifilas e suas
caracteristicas sdo determinantes nesta mediacdo. Caracteristicas funcionais sédo
importantes indicadoras de processos relacionados as respostas das espécies aos fatores
ambientais, montagem de comunidades e funcionamento de ecossistemas (Violle et al.
2007; Garnier et al. 2004; Rosado and De Mattos 2010; Rosado et al. 2013; Ackerly
2004; Diaz et al. 2004). Apesar disto, sdo poucos os estudos que descrevem o papel das
caracteristicas funcionais da planta hospedeira e a interacdo com 0s organismos da
filosfera e como a presenca destes organismos afeta a planta hospedeira (Monge-Najera
and Blanco 1995; Coley and Kursar 1996; Ivey and De Silva 2001, Lucking and
Bernecker Lucking 2005; Burd 2007). A importancia da avaliacdo conjunta de
caracteristicas das plantas e caracteristicas dos organismos constituintes da filosfera tém
sido apontadas (Rosado et al. 2018), ressaltando a importancia da avaliacdo da planta
como um holobionte, perspectiva que consiste na avaliacdo integral das funcbes e
interacbes entre o hospedeiro vegetal e seus micro-organismos associados
(Vandenkoornhuyse et al. 2015). Considerar uma planta livre de micro-organismos na
natureza é um artefato, ja que, segundo Partida-Martinez and Heil (2011) “A4 presenca
de micro-organismos dentro e sobre as plantas deve ser considerada a regra e ndo a
exce¢do.” Segundo Rosado et al. (2018), ha a necessidade de inclusdo dos
macroorganismos hospedados pela planta (i.e. liquens e briofitas), além dos micro-
organismos, sendo este tipo de abordagem um passo essencial para avangos na ecologia
funcional de plantas.

O presente estudo tem por objetivo preencher lacunas existentes quanto ao
entendimento de como as caracteristicas das plantas as tornam susceptiveis a cobertura

da filosfera, assim como caracterizar a funcdo das epifilas para o funcionamento da
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planta hospedeira e em processos ecossistémicos. Como os organismos da filosfera
podem ocorrer na area externa e interna das folhas, no presente trabalho utilizaremos a
definicéo de filosfera proposta por Morris et al. (2002).

A tese encontra-se estruturada em dois capitulos, em cada um, o problema sera
abordado em diferentes niveis de investigacéo.

O Capitulo 1 intitulado “Estado da Arte sobre Comunidades Epifilicas e seus
Efeitos sobre Funcionamento vegetal em diferentes escalas”, corresponde ao artigo de
revisao da tese. O objetivo do capitulo é avaliar o estado atual dos conhecimentos da
ecologia dos organismos epifilicos — contemplando a diversidade de termos — e seus
efeitos sobre o funcionamento foliar, individual e ecossistémico.

Os objetivos do capitulo 2, “Efeito de epifilas sobre crescimento vegetal e
fixacao biologica do nitrogénio”, sdo: (1) avaliar como caracteristicas morfofisiologicas
das folhas afetam a cobertura da superficie foliar por organismos epifilicos; (2) como a
presenca de epifilas influencia a fixacdo bioldgica de nitrogénio na filosfera e (3) se a
ocorréncia de cobertura nas folhas afeta a alocacdo de biomassa acima do solo entre

estacdes secas e chuvosas na Amazonia.
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1 ESTADO DA ARTE SOBRE COMUNIDADES EPIFILICAS E SEUS EFEITOS
SOBRE FUNCIONAMENTO VEGETAL EM DIFERENTES ESCALAS

Resumo

E cada vez mais reconhecido que os organismos presentes na filosfera afetam a
fisiologia do hospedeiro e processos ecossistémicos. Desde a proposicdo do termo
filosfera, na década de 50, pesquisadores utilizaram diversos termos para denominar as
comunidades que habitam as folhas, como: filoplano, filosfera, epifitas e epifilas. Ao
longo das Ultimas décadas, diferentes definicGes para filosfera foram propostas e
incluem outros compartimentos da planta hospedeira além das folhas. A diversidade de
termos e defini¢Bes impede uma sintese do conhecimento, sobre a interacdo entre os
organismos da filosfera na biologia da planta hospedeira e nos processos ecossistémicos
em ambientes naturais. Aqui, realizamos uma revisdo sistematica e fornecemos uma
visdo geral da nossa compreensdo atual da interacdo entre epifila e planta hospedeira.
Descrevemos o papel ecolégico das epifilas demonstrado em alguns estudos, incluindo
a protecdo contra herbivoros, saide da planta hospedeira e fixacdo assimbidtica de
nitrogénio. Detectamos que os estudos negligenciaram a diversidade de organismos na
filosfera e foram geograficamente restritos. Compreender a interacdo entre organismos
ndo parasitas com o seu hospedeiro e o funcionamento do ecossistema é fundamental
para prever respostas em larga escala as mudancas climaticas. Os avangos
metodoldgicos também abrem novas linhas de investigacdo de amplo interesse para 0s
ecélogos, incluindo adaptacdo a ambientes varidveis, manutencdo dos processos
ecossistémicos e conservacao do holobionte.

Palavras-chave: Filosfera. Epifila. Enddfitos. Epifita. Holobionte. Caracteristica

Funcional.
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1.1 Introducéo

H& mais de meio século, Last (1955) denominou a folha como habitat em
analogia ao termo rizosfera, na conclusdo do artigo “Seasonal incidence of
Sporobolomyces on cereal leaves”. Em paralelo, Ruinen (1956) observou a existéncia
de um ambiente caracteristico condicionado pela folha e utilizou o termo filosfera com
0 mesmo sentido de Last (1955). Apds alguns anos, o termo filoplano foi proposto em
referéncia a superficie foliar (Last and Price 1969).

Proximo ao cinquentendrio do termo filosfera, Morris (2002) expandiu o
conceito para incluir as areas internas e externas da folha: “The phyllosphere is the
microenvironment extending from the leaf surface outward to the outer edge of the
boundary layer surrounding the leaf and inward into the leaf tissues.” Uma ampla
gama de organismos habita a superficie das folhas como algas, liquens e briofitas. No
caso de fungos e bactérias, além de ocupar a superficie, estes também estdo presentes no
interior dos tecidos foliares (Ruinen 1961; Coley et al. 1993; Morris 2002). Diversos
termos sdo utilizados para nomear os habitantes da filosfera, sendo a palavra epifila
comumente utilizada para referir-se as briofitas e liquens que ocorrem nas superficies
foliares (Berrie and Eze 1974; Coley et al. 1993). Para 0s micro-organismos o termo
epifita € o mais utilizado (Morris et al. 1996) e os organismos que vivem no interior dos
tecidos foliares sdo designados endéfitos (Arnold and Herre 2003).

E incomum na natureza uma planta livre de micro-organismos, com todas as
plantas em condicBGes naturais, possuindo seu interior e superficie colonizados por
diversos micro-organismos em alguma etapa do seu ciclo de vida (Partida-Martinez and
Heil 2011). Isso se deve ao fato da agua das chuvas ser interceptada pelas folhas,
proporcionando um micro-habitat favoravel ao estabelecimento e desenvolvimento de
comunidades na filosfera (Ruinen 1961; Bentley 1987; Pinokiyo et al. 2006). As plantas
em florestas tropicais abrigam uma alta diversidade de organismos e é comum que as
plantas tenham a superficie colonizada por briéfitas e liquens (Figura 1). A cobertura da
filosfera aumenta ao longo da vida util de uma folha (Ruinen 1961), sendo possivel
visualizar liquens em folhas com 2 a 3 meses de idade (Hartamnn 1993 apud Freiberg
1998). Em aproximadamente dois anos de idade as folhas podem ter 30% da sua
superficie coberta ou uma cobertura completa (Coley and Kursar 1993). Apesar das

bactérias e fungos ndo serem visiveis, estdo sempre presentes e pode-se supor que
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muitos micro-organismos estdo em associacao as epifilas bridfitas, ja que a filosfera é
considerada um ambiente oligotréfico (Hirano and Upper 2000) e a presenca das
briofitas proporciona um ambiente imido e rico em nutrientes (Bentley and Carpenter
1984; Furkranz 2008).

Figura 1 — Diferentes superficies foliares cobertas por briofitas e liquens.

Legenda: A barra preta representa a escala de 5¢cm para as fotografias. A) Folha de Amphyrrox longifolia coletada na
Floresta Nacional do Tapajos, Para. B) Folha de Manilkara elata coletada na Floresta Nacional do Tapajos,
Para. C) Folha de espécie nao identificada coletada na Floresta Nacional da Tijuca, Rio de Janeiro.

Fonte: A autora, 2022.

A interacédo entre a planta hospedeira e as epifilas foi demonstrada em diversos
estudos, portanto, a folha ndo é apenas um suporte para estes organismos. Alguns dos

efeitos dos organismos presentes na filosfera incluem: o biocontrole de patégenos, o
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aumento da resisténcia do hospedeiro a estresse abiotico e bidtico, a producdo de
hormonios promotores de crescimento (Lindow and Brandl 2003; Vacher et al. 2016;
Arora et al. 2018), o aumento do desempenho da planta hospedeira contra herbivoros
(Mueller and Wolf-Mueller 1991) e fixacdo de nitrogénio (Freiberg 1994). No entanto,
as pesquisas desenvolvidas ao longo das ultimas décadas, foram restritas a elucidagédo
dos processos de colonizagdo foliar e interagdo entre bactérias e a planta hospedeira
(e.g. Lindow and Brandl 2003; Vacher et al 2016; Arora et al. 2018). Apesar dos varios
estudos conduzidos sobre comunidades bacterianas da filosfera, a maior parte foi
desenvolvida em agrossistemas e sabemos pouco sobre os impactos da ocorréncia de
bactérias na filosfera de plantas em ambientes naturais.

O crescente interesse pela interacdo entre micro-organismos e plantas, resultou
na publicacdo de estudos teéricos que enfatizaram a importancia da abordagem da
planta como holobionte (Partida-Martinez and Heil 2011; Rosado et al. 2018; Carthey et
al. 2020). Nessa perspectiva, os diferentes organismos que habitam as plantas
influenciam o fendtipo, a funcdo e as interagcdes intraespecificas entre as plantas
hospedeiras (Rosado et al. 2018). Para aumentar o entendimento sobre os efeitos dos
organismos da filosfera ¢ essencial compreender como os “multiplos fendtipos
estendidos”, que sdo derivados da interacdo entre os organismos da filosfera, impactam
o funcionamento da planta hospedeira (Rosado et al. 2018).

As diversas definicbes e terminologias presentes na literatura (i.e filosfera,
filoplano, epifita, epifila, endé6fito e biofilme) sdo uma das principais razGes para a
fragmentacdo do conhecimento sobre a interacdo entre filosfera e planta hospedeira.
Pode-se esperar que a variedade de termos, ocasione um viés em buscas na literatura e
por consequéncia limite uma sintese do conhecimento sobre o efeito destes organismos
para o funcionamento das plantas hospedeiras e a contribuicdo para 0S processos
ecossistémicos. Aqui, conduzimos uma revisdo sistematica da literatura sobre
caracteristicas das plantas no contexto da interacdo planta-filosfera, com abrangéncia da
diversidade de terminologias utilizadas, e fornecemos uma visdo geral da compreenséo
atual do efeito da filosfera no funcionamento da folha, do individuo e do ecossistema
em ambientes naturais. Compreender como 0s organismos presentes na filosfera afetam
a planta hospedeira € vital para prever respostas das plantas hospedeiras as mudancas
climaticas e para conservacao de populacfes e comunidades (Carthey et al. 2020; Zhu et
al. 2022).
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1.2 Material e Métodos

1.2.1 Processo de coleta de dados

Realizamos a pesquisa bibliogréfica em todas as bases de dados da Web of
Science (WoS) e Scopus em julho de 2021. A pesquisa foi limitada ao periodo de 1945
a julho de 2021. Utilizamos combinag¢des de termos relevantes, como (epiphyt* OR
epiphyll* OR phyllosphere* OR phylloplane* OR foliicolous OR endophyt*) AND
(lichen* OR bryophyt* OR bacteria* OR liverwort* OR fung*) AND ("functional
trait*" OR ecophysiology OR "leaf characteristic*" OR "leaf feature*" OR "leaf
function” OR "leaf trait*" OR "host plant*" OR "host leaves" OR "host plant leaves"
OR "plant functioning” OR "ecosystem process*" OR "ecosystem functioning") NOT
(marin* OR "marine ecosystem" OR benthic* OR seaweed® OR "aquatic system*" OR
stream® OR river* OR headwater® OR orchid* OR bromelia* OR rice* OR sugarcane
OR genotype* OR "medicinal secondary metabolites") NOT TITULO: (rhizo* OR
mycorrhiza* OR "root* nodul*" OR root*). Para completar nosso conjunto de dados,
realizamos busca bibliogréfica complementar no Google Académico com a combinacgao
de palavras-chave phyllosphere* OR/AND epiphyll*. Todos os registros foram
importados para o organizador bibliogradfico EndNote e os registros duplicados
removidos.

Para a primeira etapa de triagem, importamos um arquivo contendo 0s registros,
ou seja, metadados contendo o texto dos titulos e resumos para o software ASReview
(van de Schoot et al. 2021). Posteriormente, selecionamos artigos relevantes e nao
relevantes para treinar o modelo de classificacdo do software. O modelo foi treinado
para prever a relevancia de cada estudo registrado. A partir do modelo, os titulos e
resumos foram ordenados do mais para 0 menos provavel de serem relevantes. A partir
da leitura do titulo e resumo classificamos os registros como relevantes ou irrelevantes.
Na segunda etapa da triagem, examinamos o texto completo dos estudos classificados
como relevantes na primeira etapa (o numero de artigos em cada fase é relatado no
fluxograma, Figura 1). Para identificar estudos relevantes ndo encontrados nas bases de
dados, pesquisamos artigos que foram citados em artigos elegiveis (forward search) e
artigos que citaram artigos elegiveis (backward search).

Os estudos deveriam atender aos seguintes critérios para serem incluidos na

revisdo sistematica: (1) plantas hospedeiras em condi¢cdes naturais e/ou plantas
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hospedeiras silvestres; (2) avaliagdo dos organismos ocorrentes no compartimento
foliar; (3) experimentos realizados em campo ou em ambientes controlados (i.e.
laboratério, cdmara de crescimento ou casa de vegetacdo); (4) quando realizadas
comparagOes o desenho do experimento incluiu grupo controle sem cobertura foliar por
epifilas e grupo com cobertura foliar.

A taxonomia das plantas hospedeiras foi verificada usando o The Plant List e
adicionalmente o Servico de Resolugcdo de Nomes Taxondmicos v4.0 (Boyle et al.
2013). As relacOes filogenéticas das espécies hospedeiras em nosso conjunto de dados
final foram construidas usando o pacote R V.PhyloMaker (Jin and Qian 2019). As
caracteristicas mensuradas na planta hospedeira foram separadas em oito categorias que
incluem diferentes aspectos do funcionamento da planta (Tabela 1) (Kattge et al. 2011,
Pérez-Harguindeguy et al. 2013; Griffin-Nolan et al. 2018) e foram abordadas a partir

da perspectiva dos eixos de estratégias das plantas (Rosado et al. 2018).
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Tabela 1. Definicbes das categorias utilizadas para classificar as caracteristicas

mensuradas nos estudos incluidos na revisdo sistematica. As definicdes

foram modificadas a partir das apresentadas por Pérez-Harguindeguy et al.

(2013) e Griffin-Nolan et al. (2018).

Categoria Definigéo

Exemplos

Caracteristicas da planta inteira,
como altura da planta ou forma
de vida; forma de crescimento e
taxa de crescimento relativo.

Planta inteira

Caracteristicas morfoldgicas das
folhas associadas a aspectos da
funcéo foliar.

Morfoldgico
foliar

Caracteristicas relacionadas ao
Bioguimico uso e concentragdo de nutrientes
nas plantas.

Caracteristicas relacionadas a
Fotossintético  captura de luz, trocas gasosas e
assimilacéo de carbono.

Caracteristicas relacionadas ao
Hidraulico status hidrico, transporte de agua
e armazenamento de agua.
Caracteristicas associadas a
Fenoldgico padrBes fenoldgicos e padrdes
demogréficos foliares.

Subterraneo Caracteristicas da raiz.

Caracteristicas relacionadas a

Ecossistémico AV
processos ecossistémicos.

Taxa de crescimento relativo,
volume de caule acima do solo.

Conteldo de agua foliar, massa de
folha por unidade de &rea, area
foliar danificada por patdgenos ou
herbivoros.

Concentracdo de proteinas foliares,
perfil metabdlico, conteddo de
nitrogénio.

Radiacao fotossinteticamente ativa,
contetdo de clorofila.

Perda de &gua foliar,
permeabilidade cuticular a agua.

Retencao de folhas.

Biomassa radicular.

Fixacdo bioldgica de nitrogénio.

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 1 — Fluxograma de selecdo dos artigos para a revisao sistematica adaptado do

modelo de diagrama de fluxo PRISMA 2020 para revisdes sistematicas.

Identificacdao de estudos por meio de banco de dados

[ 1dentificagio |

Registros identificados de:
Web of Science (n = 2249)
Scopus (n = 1228)
Google Académico (n= 80)

Artigos duplicados removidos
em EndNote antes da primeira
etapa de triagem
(n=1368)

Triagem

Y

Primeira etapa de triagem de
artigos em ASReview a partir
de titulos e resumos
(n =2189)

Artigos excluidos
(n=2138)

Y

Artigos completos avaliados
para elegibilidade
(n=51)

Inclusao

Artigos excluidos:

* Nao relacionados ao objetivo
da revisao (n = 19);

« Artigos de revisao (n = 1);

* Metanalise (n = 1);

* Espécie hospedeira de cultivo
agricola (n = 5).

Artigos incluidos na revisao
(n=25)

Fonte: A autora (2022).
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1.3 Resultados e Discussdo

A partir dos critérios previamente estabelecidos, nosso conjunto de dados final
incluiu 25 artigos reportados em 16 periddicos revisados por pares (para obter mais
detalhes, consulte a Tabela S1) do total de 3557 registrados no processo de coleta de
dados (Figura 1). No total, 58 espécies de plantas hospedeiras de 32 familias foram
investigadas quanto a sua interacdo com as epifilas (Figura 2). Entre as espécies

estudadas, Theobroma cacao foi a espécie hospedeira com mais avaliacGes.

Figura 2 — Arvore filogenética das espécies de plantas hospedeiras.

Bolbitis acrostichoides
Abies balsamea

r Larix decidua

L Larix laricina

Picea glauca
Picea rubens
Picea omorika
Picea abies

Pinus strobus
—E Pinus resinosa
Pinus sylvestris

Thuja occidentalis
Desmopsis panamensis
Cercestis afzelii
Dieffenbachia concinna
Carludovica drudei
Cyelanthus bipartitus

Calamus australis
_E Chamaedorea tepejilote
Welfia regia
N Marantochloa monophylla
Costus laevis
————————————— Bromelia balansae

Bromus laevipes
Ammophila breviligulata
Lolium arundinaceum

Festuca subverticillata
Panicum virgatum

Syzygium jambos

T Lindsayomyrtus racemoides

Tetragastris panamensis
Acer rubrum
Acer saccharum
Acer platanoides
Theobroma cacao
Tilia cordata

1 Quratea sp.
4E Idertia morsonii
Gomphia flava
Quercus rubra
Quercus robur
Betula alleghaniensis
Betula papyrifera
| Anisophyllea laurina
Myriocarpa longipes
Sorocea affinis
Prunus laurocerasus
Photinia prunifolia

Albizia zygia
j—————————————————— Heisteria concinna
Grias cauliflora
Strychnos afzelii

Pentagonia wendlandii
Alseis blackiana

Elxora nimbana
| —— Cordia alliodora

Spathacanthus hoffmannii
Hedera helix

Fonte: A autora, 2022.
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Nossa andlise incluiu estudos realizados em 9 paises, entre 0s quais 0 Panama foi
0 pais lider com 8 artigos de pesquisa originais publicados (32%), seguido pela Costa
Rica e os Estados Unidos com 5 artigos de pesquisa originais publicados cada (20%)
(Figura 3). A maioria dos estudos conduzidos no Panama (75%) foi realizada no mesmo
local, a Ilha Barro Colorado, além de investigarem a interacdo entre a mesma espécie

hospedeira Theobroma cacao e a espécie de fungo endofitico Colletotrichum tropicale.

Figura 3 — Localizagdo dos estudos incluidos na revisdo sistematica (n = 25). Pontos de

diferentes cores representam a avaliacdo de diferentes organismos da filosfera.

Bactéria Briofita/Cianobactéria Cianobactéria Liquen

Briofita Briofita/Liquen Fungo

Fonte: A autora, 2022.

As espécies presentes na filosfera foram bastante diversificadas e 84% dos
estudos avaliaram a interacdo da planta hospedeira com apenas um organismo. Nas
ultimas cinco décadas, os estudos avaliaram a interagdo das plantas hospedeiras com
residentes fungicos (44%), bacterianos (20%), bri6fitas (16%), briofitas e liquens (8%),

briéfitas  associadas a  cianobactérias  (4%) e  cianobactérias  (4%).
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1.3.1 Negligenciando a co-ocorréncia dos organismos da filosfera: avaliacbes quase

sempre par a par

Apesar de varias espécies coexistirem na filosfera, em geral, no nosso conjunto
de dados os estudos foram conduzidos com um Unico taxon ocorrente na filosfera.
Durante o crescimento até a senescéncia da folha, ocorrem mudancas na populacéo da
filosfera. As rapidas mudancas nas condi¢bes ambientais e baixa disponibilidade de
recursos caracterizam a filosfera como um ambiente hostil (YYang et al. 2001; Lindow
and Brandl 2003). Na fase inicial do desenvolvimento das comunidades na filosfera, as
bactérias oligotroficas presentes na superficie foliar alteram propriedades quimicas e
fisicas da cuticula (Ruinen 1961). A partir da liberacdo de surfactantes, que aumentam a
molhabilidade foliar e a permeabilidade da cuticula a agua (Bunster et al. 1989;
Schreiber et al. 2005), ha uma maior exsudacdo de nutrientes provenientes da folha do
hospedeiro. Os nutrientes provenientes do exsudato da folha fornecem um substrato
adequado para outras epifilas com maiores exigéncias nutricionais (Ruinen 1961).

Briofitas epifilas sdo capazes de absorver dgua e capturar nutrientes da agua da
chuva, além de uma alta capacidade de retencdo de nitrogénio (Wanek and Portl 2005).
Também sdo responsaveis por lixiviar quantidades consideraveis de compostos
organicos na superficie foliar (Coxson et al. 1992; Wanek and Poértl 2005). As
caracteristicas presentes nas bridfitas epifilas favorecem a ocorréncia de micro-
organismos, como bactérias, nas proprias bridfitas (Furkranz 2008). Em estudo recente
desenvolvido na Amaz6nia, a comunidade bacteriana das folhas foi positivamente
relacionada com uma maior cobertura foliar por liquens e briéfitas (Moreira, 2019).
Portanto, as populacGes de organismos residentes na filosfera podem estar associadas e
serem influenciadas pela prépria composicdo da filosfera.

Alguns liquens possuem capacidade de reter agua trés vezes mais baixa em
comparacao a briofitas (Pipker et al. 2006). Ainda podem produzir e secretar compostos
hidrofobicos na superficie foliar (Lakatos et al. 2006; Honegger 2007). Ou seja, em uma
mesma folha, organismos de um mesmo "grupo”, como os liquens, podem desempenhar
efeitos divergentes em consequéncia da heterogeneidade das caracteristicas de resposta
(Rosado and Almeida 2020).

Apesar das possibilidades de interacdo entre os organismos na filosfera, as

investigacOes sobre os efeitos no hospedeiro sdo realizadas com avaliages par a par.
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Avalia-se um grupo de organismos (e.g. bridfita, bactéria, fungo) e seu efeito sobre o
hospedeiro vascular. Embora este tipo de abordagem seja importante, ndo é capaz de
capturar os efeitos ndo aditivos das multiplas interacdes entre os organismos da filosfera
e as folhas. Neste sentido, o resultado final dos efeitos da filosfera sobre a planta ndo
podem ser acessados por avaliagdes par a par, uma vez que as folhas sdo comunidades
cujo funcionamento depende das caracteristicas, cobertura e composi¢do das espécies da
filosfera (Mezaka et al. 2022)

Dos estudos incluidos em nossa revisdo, apenas dois avaliaram mais de um
grupo de organismos da filosfera em conjunto. Cianobactérias e briofitas, foram
avaliados em relacdo a fixagdo bioldgica de nitrogénio (Bentley and Carpenter 1984),
enquanto liquens e hepéticas foram avaliados quanto a influéncia nas taxas de
herbivoria (Mueller and Wolf Mueller 1991). Outros estudos avaliaram mais de um
organismo, entretanto, a avaliacdo ocorreu de maneira independente. Foram avaliadas
folhas com fungos e outras folhas ou ainda outros fragmentos com bactérias (Gargallo-
Garriga 2016). A avaliacdo dos efeitos dos liquens e bridfitas também ocorreu de
maneira isolada (Coley et al. 1993, Zhou et al. 2014).

Devemos considerar que 0s organismos que compBem a filosfera néo
apresentam as mesmas caracteristicas de efeito no hospedeiro. Os organismos podem se
influenciar diretamente, por exemplo, por meio de estratégias de captacdo e troca de
recursos. Neste sentido, sugerimos que os estudos que busquem avaliar como a filosfera
afeta o funcionamento da planta sejam feitos com o entendimento de que a folha é um
ecossistema. Portanto, estudos manipulativos que possam avaliar o efeito da
biodiversidade da filosfera sobre o funcionamento do ecossistema foliar € uma etapa
fundamental na ecologia funcional de plantas. Além disso, uso de experimentos

manipulativos com microcosmos pode trazer avangos na ecologia de ecossistemas.
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1.3.2 Quais caracteristicas sdo medidas e como elas se associam as estratégias

ecologicas?

As caracteristicas funcionais das plantas sdo importantes descritores das
interacdes da planta com seu ambiente. Estratégias de uso de recursos das espécies
podem ser definidas a partir da combinacao de caracteristicas funcionais das plantas que
maximizem padrdes de alocacdo de recursos (Smith and Huston 1989). As espécies
dentro de uma estratégia tém caracteristicas semelhantes que as levam a exibir uma
ecologia similar em relacdo aos padrdes particulares de uso de recursos (Lavorel et al.
1997; Westoby et al. 2002; Wright et al. 2007).

Em nosso conjunto final de dados, identificamos um total de 29 caracteristicas.
Observamos que as publicacdes tém-se centrado em investigacOes sobre a planta inteira
(30%), que engloba caracteristicas relacionadas ao crescimento das plantas. Outras
abordagens, foram direcionadas a interacdo da filosfera com caracteristicas relacionadas
a fotossintese (26%). A morfologia das folhas foi investigada principalmente em
interacdes com herbivoros e patdgenos, correspondendo a 18% dos artigos incluidos na
presente revisdo. Por outro lado, poucos estudos avaliaram as caracteristicas hidraulicas
(6%), caracteristicas relacionadas a processos ecossistémicos (4%) e caracteristicas da
raiz (2%) (Figura 3).

Nas proximas secdes, discutiremos brevemente sobre os efeitos da filosfera em
cada um destes processos. Apesar da relevancia dos estudos e dos resultados apontados,
ressaltamos como a escassez de trabalhos sobre o tema impede uma generalizagdo
robusta sobre o papel da filosfera para cada um dos processos discutidos ao longo da

nossa revisao.
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Figura 3 — Porcentagem das categorias de caracteristicas mensuradas para avaliar o efeito da filosfera no hospedeiro, alguns estudos avaliaram
caracteristicas correspondentes a mais de uma categoria (A). Representamos a proporcdo (barras empilhadas) das relagoes
estatisticamente significativas (p <0,05), bem como a direcdo das relacGes (negativo, positivo) e as relagdes ndo significativas (p>0,05)

classificadas como neutras (B).
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1.3.3 Fotossintese

Um dos efeitos mais citados em publicacdes ao abordar as consequéncias da
presenca de epifilas em superficies foliares, é a reducdo da interceptacdo de luz e
consequente reducdo da capacidade fotossintética da folha hospedeira (Coley et al.
1993). Entretanto, em nossa revisao encontramos apenas dois estudos que mensuraram
caracteristicas relacionadas a interceptacdo de luz por epifilas e capacidade
fotossintética.

Folhas de plantas cobertas por bri¢fitas foram avaliadas quanto a interceptacao
de luz e radiacdo fotossinteticamente ativa. A cobertura epifilica de aproximadamente
45% reduziu a interceptacdo de luz em 55% — 85% em folhas com 2 anos de idade. A
partir dos resultados obtidos, estima-se que a fotossintese tenha uma reducédo minima de
20% (Coley et al. 1993). Outros estudos, também sugerem que o sombreamento pode
reduzir a fotossintese das folhas do hospedeiro em 20 — 30% (Sand-Jensen 1977;
Roskoski 1981). Apesar do sombreamento resultante da presenca de epifilas ndo foram
identificadas reducdes significativas nas taxas fotossintéticas da planta hospedeira.
Foram observados mecanismos de aclimatagdo ao sombreamento na planta hospedeira,
semelhantes aos mecanismos apresentados por plantas tolerantes a sombra (Anthony et
al. 2002). Uma das formas de compensacdo ao sombreamento foi o aumento no
conteudo de clorofila nas folhas cobertas por liquens e ndo houve diferenca significativa
no ganho liquido de COa.

Estas observagdes sdo consistentes com a relacdo positiva encontrada entre a
cobertura da superficie foliar por liquens e aumento no conteido de clorofila (Zhou et
al. 2014). Em contrapartida, a presenca da bridfita Radula flaccida ndo alterou o
contelido de clorofila em folhas com cobertura ou sem (Eze and Berrie 1977). A
principal desvantagem atribuida a colonizacdo da superficie foliar (i.e. reducdo
fotossintética) € uma estimativa e foi mensurada de forma direta por apenas um estudo.
As evidéncias publicadas ndo sdo suficientes para generalizar que bridfitas, liquens e
outras epifilas reduzem taxas fotossintéticas da planta hospedeira.

Como consequéncia da reducdo fotossintética, é sugerido que a presenca de
epifilas afete negativamente o incremento de biomassa da planta hospedeira (Toomey et
al. 2009; Huete et al.2006). A partir dos resultados de experimentos que avaliaram

caracteristicas da planta inteira, como a taxa de crescimento relativo e biomassa acima
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do solo, foram observadas interacfes positivas entre a presenca de epifilas bactérias ou
fungos e crescimento da planta hospedeira (Laforest-Lapointe et al. 2017, Giauque et al.
2019). E provavel que as diferentes espécies presentes na filosfera atuem conferindo

beneficios para a planta hospedeira.

1.3.4 Caracteristicas Morfolégicas Foliares das Plantas Hospedeiras

1.3.4.1 Recurso

Caracteristicas das plantas, incluindo caracteristicas relacionadas a morfologia,
possibilitam o entendimento das estratégias das plantas para adquirir recursos. Duas
caracteristicas morfologicas relacionadas ao eixo de estratégia de recursos, massa de
folha por unidade de &area e contetdo de agua foliar, foram avaliadas em folhas cobertas
por liquens e folhas cobertas por bridfitas (Zhou et al. 2014).

A massa de folha por unidade de area (MFA) representa o custo de construcéo
da folha em termos de carbono (Witkowski and Lamont 1991). Valores altos de MFA
sdo associados a uma maior alocacdo em biomassa estrutural e menor em tecido
fotossintético, o que pode aumentar o tempo de retorno do carbono que foi investido na
construcdo foliar (Wright et al. 2002). Espécies com altos valores de MFA tém
mostrado uma maior longevidade foliar em diversos ambientes, consequéncia das folhas
mais resistentes a danos fisicos e herbivoros (Chabot and Hicks 1982, Reich et al. 1999;
Wright et al. 2002; 2004). Neste estudo, as folhas com cobertura total de liquens
exibiram MFA menor. Em comparacdo com folhas cobertas por liquens, as folhas
cobertas por briofitas apresentaram valores menores de MFA. Estas relacdes s6 foram
encontradas quando a cobertura da superficie foliar atingiu no minimo 50% (Zhou et al.
2014).

No contexto da interagdo da filosfera — recurso — fotossintese, uma
combinacdo de caracteristicas pode resultar em respostas semelhantes. As folhas com >
50% de cobertura, baixos valores de MFA e maior conteudo de clorofila podem ter a
mesma capacidade fotossintética que as folhas com < 50% de cobertura, valores de

MFA mais altos e menor contetdo de clorofila. Esta combinagdo possibilita a



35

manutencdo da capacidade de capturar luz mesmo com a superficie foliar sombreada

por organismos da filosfera.

1.3.4.2 Defesa

As interacdes entre plantas e herbivoros desempenham um papel fundamental na
biodiversidade e no funcionamento de ecossistemas (Endara and Coley, 2011). A perda
de biomassa foliar é o principal efeito da herbivoria e, com a reducdo da éarea
fotossintética, hd& um aumento da mortalidade e diminui¢do do sucesso reprodutivo da
planta (Coley 1985, Scheidel 2001). Defesas quimicas e mecanicas foram aprimoradas
pelas plantas, em consequéncia da pressao seletiva exercida por herbivoros (Coley and
Barone 1996). Um dos beneficios da relacéo entre filosfera e planta hospedeira, consiste
na protecdo da folha contra herbivoros. Ao alterar a palatabilidade das folhas, os
organismos da filosfera podem representar uma defesa fisica. Além disso, também
atuam na defesa quimica ao produzir metabolitos secundarios toxicos para os herbivoros
(Mueller and Wolf Mueller 1991).

A formiga cortadeira Atta cephalotes foi exposta a folhas cobertas por hepaticas,
folhas cobertas por liquens e folhas com a cobertura epifilica removida. O herbivoro
escolheu seletivamente amostras com a cobertura removida. Este resultado demonstra
que a cobertura da folha por liquens e hepéticas reduz os danos causados por formigas
cortadeiras (Mueller and Wolf Mueller 1991). Em experimento semelhante ao realizado
por Mueller & Wolf Mueller (1991), a preferéncia da formiga Atta colombica foi
quantificada. Formigas foram expostas a tecidos foliares com alta densidade de fungos e
a tecidos foliares com baixa densidade de fungos. O tecido foliar com alta densidade de
fungos foi cortado 2,5 vezes menos, quando comparado aos tecidos com baixa
densidade de fungos (Bittleston et al. 2010). Danos mecanicos, como 0s provenientes da
herbivoria, induzem a produgdo do horménio jasmonato. A presenga do jasmonato pode
modificar o ambiente enfrentado por bactérias na filosfera, em diferentes individuos da
mesma espécie vegetal (Humprey et al. 2014). Portanto, os herbivoros e 0s organismos
da filosfera produzem efeitos um no outro.

Em compensacdo a diminuicdo da herbivoria, a cobertura da superficie foliar

aumenta a susceptibilidade a patdgenos. Algumas espécies de liquens ndo estdo restritas
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ao ambiente supra cuticular e crescem entre a cuticula e a epiderme (Santesson 1952).
Folhas com densa cobertura de briofitas tém &reas necrdticas que se espalham abaixo
das col6nias (Berrie and Eze 1975). Danos foliares causados por briofitas e liquens
possibilitam o acesso de patdgenos ao interior do tecido foliar (Jones and Dangl 2006).
A alteracdo da molhabilidade da superficie foliar € outro mecanismo que favorece o
estabelecimento de patdgenos. Superficies que permanecem Umidas por mais horas, séo
mais propensas a infeccdo por patdgenos (Arnold and Engelbrecht 2007; Rosado and
Almeida 2020).

Plantulas expostas a serapilheira de adultos saudaveis e sua filosfera associada,
tiveram o seu microbioma enriquecido com o fungo Colletotrichum tropicale, que
aumenta a resisténcia a patdgenos e exibiram menor dano patogénico (Christian et al.
2017). Portanto, a filosfera atua na regulacéo das vias defensivas da planta hospedeira.
No contexto da planta como holobionte, o papel da filosfera sobre a defesa vegetal € um
dos topicos mais complexos a serem investigados. O efeito da filosfera na saude da
planta hospedeira depende da complexa interacdo entre as caracteristicas de cada
organismo da filosfera, com efeitos positivos ou negativos. Além das vias de regulacédo

metabolica da planta hospedeira e também da interacdo com os herbivoros.

1.3.4.3 Hidraulico

O contato direto das epifilas com a cuticula as torna potencialmente capazes de
influenciar as relagdes hidricas da planta hospedeira. Bridfitas, liquens, bactérias e
fungos presentes na superficie foliar interferem positiva ou negativamente nas
propriedades de molhabilidade da folha. Folhas cobertas por briéfitas retém uma maior
quantidade de agua, permanecendo Umidas por um periodo maior de tempo em
comparacdo a folhas sem cobertura (Berrie and Eze 1975). Portanto, a presenca de
bridfitas nas folhas pode aumentar a molhabilidade foliar e favorecer processos como
reidratacdo e absorcédo de agua foliar.

Em geral, as investigacOes sobre a interferéncia da filosfera nas propriedades de
molhabilidade das folhas estdo restritas a bactérias, ou ainda a experimentos realizados
em superficies artificiais (Bunster et al. 1989; Knoll and Schreiber 1998, 2000).
Schreiber et al. (2005) isolaram a cuticula da espécie Hedera helix para investigar o

efeito da presenca de bactérias na permeabilidade cuticular da agua. As bactérias foram
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capazes de alterar propriedades fisico-quimicas das superficies foliares, aumentaram a
molhabilidade e a permeabilidade cuticular a agua em 50%. Alteracbes na
permeabilidade da superficie foliar interferem na difuséo de agua, solutos e nas taxas de
transpiracdo cuticular (Kerstiens 1996; Fernandez et al. 2017).

Em estudos recentes, a absorcdo de agua pelas folhas foi observada como uma
fonte alternativa de recurso hidrico. Portanto, 0 mecanismo de absor¢cdo via foliar
aumenta a chance de sobrevivéncia vegetal em situacOes de seca (Burgess and Dawson
2004; Oliveira et al. 2005; Eller et al. 2013). Apesar do processo de absorcdo foliar de
agua receber mais atencdo, ressaltamos que a filosfera € uma importante mediadora
neste processo que ainda ndo é bem compreendido (Rosado et al. 2018; Rosado and
Almeida 2020). Por exemplo, hifas de fungos entram nos estomatos e podem atuar
como condutores de agua e promover a absorcdo via folha. Além disso, outros
organismos da filosfera podem afetar a abertura dos estdmatos, uma importante via de
entrada de agua (Burgess and Dawson 2004; Rosado et al. 2018; Rosado and Almeida
2020). No entanto, faltam estudos que mecam a contribuicdo de fungos, bridfitas e
liquens sobre a absorcdo foliar de 4gua.

A absorcao de agua via folha tem progressiva relevancia para o entendimento
sobre a mortalidade de plantas a variacdo na disponibilidade hidrica (Schreel and
Steppe, K. 2020). O fluxo de agua nas plantas ndo se da apenas no continuo solo-planta-
atmosfera, mas também no continuo atmosfera-planta-solo (Boanares et al. 2020).
Portanto, é crucial que os organismos que atuam na interface entre dois destes
compartimentos  (atmosfera-planta) sejam incluidos nos modelos e estudos

experimentais.

1.3.5 Ecossistémico

O conhecimento sobre o papel da filosfera em processos ecossistémicos em
ambientes naturais é escasso. A partir das informac6es que apresentamos, pode-se supor
que a filosfera atua mediando alguns processos ecossistémicos. Por exemplo, ao repelir
ou reter agua no folhico, pode ocorrer alteracdo do microclima, favorecendo a
decomposicdo (Almeida 2018). A taxa de decomposicdo € influenciada por
caracteristicas do espectro econémico foliar (Santiago 2007), que podem ser

influenciadas pela filosfera ao interferir na capacidade de o hospedeiro obter recursos.



38

Ou ainda, afetar a comunidade decompositora por intermédio dos metabolitos
secundarios e alteracdo da palatabilidade (Coq et al. 2010).

Apesar dos indicios da mediacdo da filosfera nos processos ecossistémicos,
apenas a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) foi investigada. A FBN ocorre
predominantemente nas folhas e é principalmente mediada por micro-organismos
associados as briofitas que ocorrem na filosfera (Vitouser et al. 2002; Wanek and Portl
2005). O efeito da cobertura da filosfera para a FBN é positivo, uma vez que, 0s
principais fixadores de nitrogénio sdo as cianobactérias de vida livre, bactérias e
cianobactérias em associacdes simbidticas, bactérias heterotroficas e liquens (Vitouser
al. 2002) e varios destes se estabelecem nas superficies foliares.

Freiberg (1998) investigou quais fatores microcliméticos influenciam a fixagéo
de nitrogénio na filosfera e qual seria mais importante em uma floresta tropical pré-
montana na Costa Rica. As folhas com maior cobertura de cianobactérias exibiram as
maiores taxas de FBN. Além disso, a idade das folhas foi positivamente relacionada ao
aumento da cobertura e ao aumento da FBN. Da mesma forma, a presenca das bridfitas
nas folhas influenciou positivamente a FBN por intermédio do retardamento da secagem
da superficie foliar. Portanto, briofitas manttm um ambiente adequado para as
atividades dos fixadores de nitrogénio. Do mesmo modo, outros estudos associaram
maiores taxas de FBN as plantas que exibiram maior cobertura por bri6fitas (Wanek and
Portl 2005, Firnkranz et al. 2008).

Dada a importancia da fixacdo bioldgica de nitrogénio para 0s ecossistemas e da
interacdo dos micro-organismos fixadores do nitrogénio com outros componentes da
filosfera, fica a pergunta: como se dara o ciclo de nitrogénio nas florestas tropicais em
um cenario de mudancas climéaticas? Recentemente, He et al. (2018), revisaram diversos
estudos que demonstraram declinios consideraveis nas taxas de crescimento de briofitas
em arvores tropicais resultantes de apenas um aumento sutil na temperatura do ar. O
declinio da diversidade e das populacGes de bridfitas, incluindo as que vivem sobre as
folhas, acabard por levar a uma alteracdo na estrutura e funcdo dos ecossistemas (He et
al. 2018).
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1.3.6 E as caracteristicas da filosfera?

As caracteristicas das plantas foram usadas para avaliar a interacdo filosfera —
planta em todos os estudos incluidos nesta revisao. Mas, em geral, as caracteristicas dos
organismos presentes nas folhas das plantas ndo foram consideradas. Na avaliacdo
conduzida por Anthony et al. (2002) a interceptacdo de luz variou de acordo com a
morfologia e coloracdo do talo do liquen. Por exemplo, Arthonia trilocularis possui o
talo fino que permitiu a passagem de 70% de luz para a folha hospedeira. Ja os liquens
gue possuem pigmentos escuros podem interceptar maiores quantidades de luz.

Divergéncias encontradas entre os resultados que avaliaram um mesmo efeito no
hospedeiro vegetal podem ter relagdo com o tipo de abordagem focada nos organismos
da filosfera (e. g. liquens e briodfitas). Esta pode ndo ser a melhor forma de abordagem,
uma vez gque desconsidera os conceitos de caracteristicas funcionais de resposta e efeito.
Além disso, ndo podemos esperar que todas as espécies de um grupo apresentem 0s
mesmos efeitos, uma vez que podem possuir diferentes caracteristicas de resposta. Por
ultimo, ndo podemos desconsiderar a coocorréncia dos organismos na filosfera, ja que o
efeito que se dard no organismo hospedeiro pode corresponder ao conjunto dos
organismos presentes na filosfera da sua abundancia proporcional.

N&o necessariamente a filosfera ndo exerce efeitos sobre seus hospedeiros em
condigdes naturais. E provavel que a falta de deteccio do efeito esteja sob influéncia de
como as avaliagbes sdo conduzidas de forma fragmentada. Neste sentido, um aspecto
fundamental a ser incorporado nas avaliacdes do efeito da filosfera sobre o hospedeiro e
processos ecoldgicos, sdo as caracteristicas de efeito dos organismos que compdem a
filosfera. Ou seja, o papel funcional das espécies em afetar outros organismos e niveis
troficos (Rosado et al. 2016). Dada a ampla riqueza de espécies da filosfera em regides
tropicais e sua dependéncia por agua, pode-se esperar uma reducdo destes organismos,
como consequéncia da intensificacdo dos eventos de seca. Neste sentido, reducdes na
cobertura da filosfera e perda de alguns destes organismos podem afetar diretamente as
respostas das plantas hospedeiras em regides tropicais a partir da mudanga do fenétipo
estendido, ou seja, do holobionte. Isto pode levar a alteragbes na estrutura da

comunidade, hierarquias competitivas e mecanismos de coexisténcia nas comunidades.
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1.4 Consideracoes finais

E necessario identificar caracteristicas apropriadas que reflitam de maneira
adequada o efeito da filosfera no hospedeiro vegetal. Os relacionamentos fracos ou nédo
identificados nos estudos apresentados (Figura 3, B) podem ser atribuidos a uma selecdo
inadequada de caracteristicas, a selecdo apenas de caracteristicas do hospedeiro e a
diversas composicoes da filosfera e respectivas variacbes de caracteristicas da
comunidade.

As relacgdes fisiologicas entre filosfera e hospedeiro foram objeto de algumas
observagdes e especulagdes, mas sdo poucos os relatos de trabalhos experimentais. Os
estudos da presente revisdo utilizaram caracteristicas funcionais mais abstratas, por
exemplo, massa de folha por unidade de area. Uma abordagem que investigue as
“caracteristicas mecanicistas” com claras fungdes fisiologicas (Brodribb, 2017), pode
representar um importante avanco para o0 entendimento da interacdo filosfera —
hospedeiro.

A filosfera pode ter uma importante influéncia no funcionamento hidraulico do
hospedeiro. Entretanto, relatamos apenas dois estudos que abordaram este topico. De
fato, o entendimento do funcionamento hidraulico das plantas torna-se ainda mais
importante no contexto de mudancas climaticas.

Abordar a interacéo filosfera — hospedeiro nédo é trivial e possui um alto grau de
complexidade associado a diversidade dos organismos que podem compor a filosfera.
Entretanto, é necessario reconhecer a relevancia destes organismos nos mais diferentes

niveis de investigacdo e ambientes.



41

REFERENCIAS

Anthony PA, Holtum JAM, Jackes BR. 2002. Shade acclimation of rainforest leaves to

colonization by lichens. Functional Ecology, 16(6):808-816.

Arnold AE, Engelbrecht BM. 2007. Fungal endophytes nearly double minimum leaf
conductance in seedlings of a neotropical tree species. Journal of Tropical Ecology.

23(3):369-372.

Arnold AE, Herre EA. 2003. Canopy cover and leaf age affect colonization by tropical
fungal endophytes: ecological pattern and process in Theobroma cacao (Malvaceae).

Mycologia. 95(3):388-398.

Arora NK, Khare E, Mishra J. 2018. Multifaceted interactions between endophytes and

plant: developments and prospects. Frontiers in microbiology. 9: 2732.

Bell-Dereske L, Takacs-Vesbach C, Kivlin SN, Emery SM, Rudgers JA. 2017. Leaf
endophytic fungus interacts with precipitation to alter belowground microbial

communities in primary successional dunes. FEMS microbiology ecology. 93(6).

Bentley BL, Carpenter EJ. 1984. Direct transfer of newly-fixed nitrogen from free-

living epiphyllous microorganisms to their host plant. Oecologia, 63(1):52-56.

Berrie GK, Eze JMO. 1975. The relationship between an epiphyllous liverwort and host

leaves. Annals of Botany. 39(4):955-963.



42

Bittleston LS, Brockmann F, Wcislo W, Van Bael SA. 2010. Endophytic fungi reduce

leaf-cutting ant damage to seedlings. Biology Letters. 7(1):30-32.

Boanares D, Oliveira RS, Isaias RMS, Franca MGC, Pefiuelas J. 2020. The neglected
reverse water pathway: Atmosphere-plant-soil continuum. Trends Plant Sci.
25(11):1073-1075. doi:10.1016/j.tplants.2020.07.012.

http://dx.doi.org/10.1016/j.tplants.2020.07.012.

Boyle B, Hopkins N, Lu Z, Garay Jar, Mozzherin D, Rees T, ... & Lowry S. 2013. The
taxonomic name resolution service: an online tool for automated standardization of

plant names. BMC bioinformatics. 14(1):16.

Brodribb, T. J. 2017. Progressing from ‘functional’to mechanistic traits. New

Phytologist. 215(1):9-11.

Bunster L, Fokkema NJ, Schippers B. 1989. Effect of surface-active Pseudomonas spp.

on leaf wettability. Appl. Environ. Microbiol.55(6):1340-1345.

Burd M. 2007. Adaptive function of drip tips: a test of the epiphyll hypothesis in
Psychotria marginata and Faramea occidentalis (Rubiaceae). Journal of Tropical

Ecology. 23(4):449-455.

Burgess SSO, Dawson TE. 2004 The contribution of fog to the water relations of
Sequoia sempervirens (D. Don): foliar uptake and prevention of dehydration. Plant, Cell

& Environment. 27(8):1023-1034



43

Carthey AJR, Blumstein DT, Gallagher RV, Tetu SG, Gillings MR. 2020. Conserving
the holobiont. Funct Ecol. 34(4):764-776. do0i:10.1111/1365-2435.13504.
http://dx.doi.org/10.1111/1365-2435.13504.

Chabot BF, Hicks DJ. 1982. The ecology of leaf life spans. Annual review of ecology

and systematics. 13(1):229-2509.

Yang CH, Crowley DE, Borneman J, Keen NT. 2001. Microbial phyllosphere
populations are more complex than previously realized. Proc Natl Acad Sci U S A.
98(7):3889-3894. d0i:10.1073/pnas.051633898.
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.051633898.

Christian N, Herre EA, Mejia LC, Clay K. 2017. Exposure to the leaf litter microbiome
of healthy adults protects seedlings from pathogen damage. Proceedings of the Royal

Society B: Biological Sciences. 284(1858):20170641.

Coley PD, Kursar TA, Machado JL. 1993. Colonization of tropical rain forest leaves by

epiphylls: effects of site and host plant leaf lifetime. Ecology. 74(2):619-623.

Coley, P. D. & Barone, J. A. 1996. Herbivory and plant defenses in tropical forests.

Annu. Rev. Ecol. Syst, 27:305-335, doi.org/10.1146/annurev.ecolsys.27.1.305

Coley, P.D., Bryant, J.P. & Chapin, F.S. 1985. Resource Availability and Plant

Antiherbivore Defense. Science, 230:895-899.

Coq S, JM Souquet, E Meudec, V Cheynier, S Hattenschwiler. 2010. Interspecific
variation in leaf litter tannins drives decomposition in a tropical rain forest of French

Guiana. Ecology. 91:2080-2091.



44

Coxson D, Mc Intyre D, Vogel J. 1992. Pulse release of sugars and polyols from canopy
bryophytes in tropical montane rain forest (Guadeloupe, French West Indies).

Bioptropica. 24: 121-133.

Cusack DF, Silver W, McDowell WH. 2009. Biological nitrogen fixation in two
tropical forests: ecosystem-level patterns and effects of nitrogen fertilization.

Ecosystems. 12(8):1299-1315.

Eller CB, Lima AL, Oliveira RS. 2013. Foliar uptake of fog water and transport
belowground alleviates drought effects in the cloud forest tree species, Drimys

brasiliensis (Winteraceae). New Phytologist. 199(1):151-162.

Estrada C, Wcislo WT, Van Bael SA. 2013. Symbiotic fungi alter plant chemistry that

discourages leaf-cutting ants. New Phytologist, 198(1):241-251.

Eze JMO, Berrie GK. 1977. Further investigations into the physiological relationship

between an epiphyllous liverwort and its host leaves. Annals of Botany. 41(2):351-358.

Fernandez V, Bahamonde HA, Javier Peguero-Pina J, Gil-Pelegrin E, Sancho-Knapik D
et al. 2017. Physico-chemical properties of plant cuticles and their functional and

ecological significance. Journal of Experimental Botany. 68(19):5293-5306.

Freiberg E. 1998. Microclimatic parameters influencing nitrogen fixation in the

phyllosphere in a Costa Rican premontane rain forest. Oecologia. 117(1-2):9-18.

Freiberg, E. 1999. Influence of microclimate on the occurrence of cyanobacteria in the

phyllosphere in a premontane rain forest of Costa Rica. Plant Biology. 1(2):244-252.



45

Friesen M, Porter SS, Stark SC, von Wettberg EJ, Sachs JL, Martinez- Romero E. 2011.
Microbially Mediated Plant Functional Traits. Annual Review of Ecology, Evolution,

and Systematics 42:23-46. DOI: 10.1146/annurev-ecolsys-102710-145039

Furnkranz M, Wanek W, Richter A, Abell G, Rasche F, Sessitsch A. 2008. Nitrogen
fixation by phyllosphere bacteria associated with higher plants and their colonizing
epiphytes of a tropical lowland rainforest of Costa Rica. The ISME journal. 2(5):561-

570.

Gargallo-Garriga A, Sardans J, Pérez-Trujillo M, Guenther A, Llusia J, Rico L., ... &
Pefiuelas J. 2016. Shifts in plant foliar and floral metabolomes in response to the

suppression of the associated microbiota. BMC plant biology. 16(1):78.

Goncalves AZ, Hoffmann FL, Mercier H, Mazzafera P, Romero GQ. 2014.
Phyllosphere bacteria improve animal contribution to plant nutrition. Biotropica.

46(2):170-174.

Griffin EA, Traw MB, Morin PJ, Pruitt JN, Wright SJ, Carson WP. 2016. Foliar
bacteria and soil fertility mediate seedling performance: a new and cryptic dimension of

niche differentiation. Ecology. 97(11):2998-3008.

Griffin EA, Wright SJ, Morin PJ, Carson WP. 2017. Pervasive interactions between
foliar microbes and soil nutrients mediate leaf production and herbivore damage in a

tropical forest. New Phytologist. 216(1):99-112.



46

Griffin-Nolan RJ, Bushey JA, Carroll CJ, Challis A, Chieppa J, Garbowski, M et al.
2018. Trait selection and community weighting are key to understanding ecosystem

responses to changing precipitation regimes. Functional Ecology. 32(7):1746-1756.

He X, He KS, Hyvonen J. 2016. Will bryophytes survive in a warming world?.

Perspectives in Plant Ecology, Evolution and Systematics. 19:49-60.

Hirano SS, Upper CD. 2000. Bacteria in the leaf ecosystem with emphasis on
Pseudomonas syringae-a pathogen, ice nucleus, and epiphyte. Microbiol Mol Biol Rev.
64(3):624-653. doi:10.1128/MMBR.64.3.624-653.2000.
http://dx.doi.org/10.1128/MMBR.64.3.624-653.2000.

Honegger R. 2006. Water relations in lichens. In: Gadd GM, Watkinson SC, Dyer P,

editors. Fungi in the environment. Cambridge. Cambridge University Press. p. 185-200.

Humphrey PT, Nguyen TT, Villalobos MM, Whiteman NK. 2014. Diversity and
abundance of phyllosphere bacteria are linked to insect herbivory. Molecular Ecology.

23(6):1497-1515.

Ivey CT, DeSilva N. 2001. A test of the function of drip tips. Biotropica. 33(1):188-191.

Jin Y, Qian H. 2022. V.PhyloMaker2: An updated and enlarged R package that can
generate very large phylogenies for vascular plants. Plant Divers. 44(4):335-339.

d0i:10.1016/j.pld.2022.05.005. http://dx.doi.org/10.1016/j.pld.2022.05.005.

Jones JD, Dangl JL. 2006. The plant immune system. Nature. 444(7117):323-329.

Jones K. 1970. Nitrogen fixation in the phyllosphere of the Douglas fir, Pseudotsuga

douglasii. Annals of Botany. 34(1):239-244.



47

Kattge J, Diaz S, Lavorel S, Prentice IC, Leadley P, Bonisch G et al. 2011. TRY-a

global database of plant traits. Global change biology. 17(9):2905-2935.

Kembel SW, O’Connor TK, Arnold HK, Hubbell SP, Wright SJ, Green JL. 2014.
Relationships between phyllosphere bacterial communities and plant functional traits in
a neotropical forest. Proceedings of the National Academy of Sciences. 111(38):13715-

13720.

Kerstiens G. 1996. Cuticular water permeability and its physiological significance.

Journal of Experimental Botany. 47(12):1813-1832.

Kerstiens G. 1996. Cuticular water permeability and its physiological significance.

Journal of Experimental Botany. 47(12):1813-1832.

Knoll D, Schreiber L. 1998. Influence of epiphytic micro-organisms on leaf wettability:
wetting of the upper leaf surface of Juglans regia and of model surfaces in relation to

colonization by micro-organisms. The New Phytologist. 140(2):271-282.

Knoll D, Schreiber L. 2000. Plant-microbe interactions: wetting of ivy (Hedera helix
L.) leaf surfaces in relation to colonization by epiphytic microorganisms. Microbial

ecology. 40(1): 33-42.

Laforest-Lapointe I, Paquette A, Messier C, Kembel SW. 2017. Leaf bacterial diversity
mediates plant diversity and ecosystem function relationships. Nature. 546:145-147.

doi:10.1038/nature22399

Lakatos M, Rascher U, Blidel B. 2006. Functional characteristics of corticolous lichens

in the understory of a tropical lowland rain forest. New phytologist. 172(4):679-695.



48

Last Ft, Price D. 1969. Yeasts associated with living plants and their environs. The

yeasts. 1:183-218.

Last Ft. 1955. Seasonal incidence of Sporobolomyces on cereal leaves.Transactions of

the British Mycological Society. 38(3):221-239.

Lavorel S, Mcintyre S, Landsberg J, Forbes TDA. 1997. Plant functional classifications:
from general groups to specific groups based on response to disturbance. Trends in

Ecology & Evolution. 12(12):474-478.

Li Y, Wu X, Chen T, Wang W, Liu G, Zhang W, ... & Zhang G. 2018. Plant phenotypic
traits eventually shape its microbiota: a common garden test. Frontiers in microbiology.

9: 2479.

Lindow SE, Brandl MT. 2003. Microbiology of the phyllosphere. Appl. Environ.

Microbiol. 69(4):1875-1883.

Licking R, Bernecker-Licking A. 2005. Drip-tips do not impair the development of
epiphyllous rain-forest lichen communities. Journal of Tropical Ecology. 21(2):171-

177.

Lucking R, Matzer M. 2001. High foliicolous lichen alpha-diversity on individual
leaves in Costa Rica and Amazonian Ecuador. Biodiversity & Conservation.

10(12):2139-2152.

Licking, A. 1997. Diversity and distribution of epiphyllous bryophytes in a tropical

rainforest in Costa Rica. Abstracta Botanica. 79-87.



49

Massart S, Martinez-Medina M, Jijakli MH. 2015. Biological control in the microbiome

era: challenges and opportunities. Biological control. 89:98-108.

Mezaka A, Salazar Allen N, Mendieta-Leiva G, Bader MY. 2022. Life on a leaf: The
development of spatial structure in epiphyll communities. J Ecol. 110(3):619-630.

d0i:10.1111/1365-2745.13824. http://dx.doi.org/10.1111/1365-2745.13824.

Monge-N4jera J, Blanco MA. 1995. The influence of leaf characteristics on epiphyllic

cover: a test of hypotheses with artificial leaves. Tropical Bryology. 11, 5-9.

Moreira JCF. 2019. Microbiomes of the Amazon forest: bacterial diversity and
community structure in the phyllosphere, litter and soil (Tese Doutorado, Universidade

de S&o Paulo).

Morris CE, Kinkel LL, Lindow SE, Hecht-Poinar EI, Elliott VJ. 2002. Fifty years of
phyllosphere microbiology: significant contributions to research in related fields. 365—

375. Phyllosphere microbiology. APS Publishing, St. Paul, MN.

Morris, C. E. (2001). Phyllosphere. e LS.

Mueller UG, Wolf-Mueller B. 1991. Epiphyll deterrence to the leafcutter ant Atta

cephalotes. Oecologia. 86(1):36-39.

Oliveira RS, Dawson TE, Burgess Ss0.2005. Evidence for direct water absorption by
the shoot of the desiccation-tolerant plant Vellozia flavicans in the savannas of central

Brazil. Journal of Tropical Ecology.21(5):585-588.



50

Partida-Martinez, L. P. P., & Heil, M. (2011). The microbe-free plant: fact or artifact?.

Frontiers in plant science, 2, 100.

Perez-Harguindeguy N, Diaz S, Garnier E, Lavorel S, Poorter H, Jaureguiberry P et al.
2016. Corrigendum to: new handbook for standardised measurement of plant functional

traits worldwide. Australian Journal of botany. 64(8):715-716.

Perry DA, R Oren, SC Hart. 2008. Forest Ecosystems. The Johns Hopkins University

Press, London

Pinokiyo A, Singh KP, Singh JS. 2006. Leaf-colonizing lichens: their diversity, ecology

and future prospects. Current science. 90(4):509-518.

Proctor MCF. 1990. The physiological basis of bryophyte production. Botanical Journal

of the Linnean Society. 104(1-3):61-77.

Pypker TG, Unsworth MH, Bond BJ. 2006. The role of epiphytes in rainfall interception
by forests in the Pacific Northwest. I. Laboratory measurements of water storage.

Canadian Journal of Forest Research. 36(4):809-818.

Reich PB, Ellsworth DS., Walters MB., Vose JM, Gresham C, Volin JC, Bowman WD.
1999. Generality of leaf trait relationships: a test across six biomes. Ecology.

80(6):1955-1969.

Rosado, B. H., Almeida, L. C., Alves, L. F., Lambais, M. R., & Oliveira, R. S. 2018.
The importance of phyllosphere on plant functional ecology: a phyllo trait manifesto.

New Phytologist. 219(4):1145-1149.



o1

Roskoski JP. 1981. Epiphyll dynamics of a tropical understory. Oikos. 252-256.

Ruinen J. 1956. Occurrence of the Beijerinckia species in the phyllosphere. Nature.

177(4501):220-221.

Ruinen, J. 1961. The phyllosphere: I. An ecologically neglected milieu. Plant and soil.

81-109.

Sand-Jensen KAJ. 1977. Effect of epiphytes on eelgrass photosynthesis. Aquatic

Botany. 3:55-63.

Santesson R. 1952. Foliicolous lichens a revision of the taxonomy of the obligately

foliicolous lichenised fungi. Symb. Bot. Ups.12:1-590.

Santiago LS. 2007. Extending the leaf economics spectrum to decomposition: evidence

from a tropical forest. Ecology. 88:1126-1131.

Scheidel U. & Bruelheide H. 2001. Altitudinal differences in herbivory on montane

Compositae species. Oecologia, 129: 75-86, doi.org/10.1007/s004420100695.

Schreel JDM, Steppe K. 2020. Foliar water uptake in trees: Negligible or necessary?
Trends Plant Sci. 25(6):590-603. doi:10.1016/j.tplants.2020.01.003.

http://dx.doi.org/10.1016/j.tplants.2020.01.003.

Schreiber L, Krimm U, Knoll D, Sayed M, Auling G, Kroppenstedt RM. 2005. Plant—
microbe interactions: identification of epiphytic bacteria and their ability to alter leaf

surface permeability. New Phytologist. 166(2):589-594.



52

Vacher C, Hampe A, Porte AJ, Sauer U, Compant S, Morris CE. 2016. The
phyllosphere: microbial jungle at the plant—climate interface. Annual review of ecology,

evolution, and systematics. 47:1-24.

van de Schoot R, de Bruin J, Schram R, Zahedi P, de Boer J, Weijdema F, Kramer B,
Huijts M, Hoogerwerf M, Ferdinands G, et al. 2021. An open source machine learning
framework for efficient and transparent systematic reviews. Nat Mach Intell. 3(2):125-
133.

Violle, C., Navas, M.-L., Vile, D., Kazakou, E., Fortunel, C., Hummel, I., & Garnier, E.

2007. Let the concept of trait be functional! Oikos. 116(5):882—-892.

Vitousek PM, Cassman KEN, Cleveland C, Crews T, Field CB, Grimm NB. et al. 2002.
Towards an ecological understanding of biological nitrogen fixation. In The nitrogen

cycle at regional to global scales (pp. 1-45). Springer, Dordrecht.

Wanek W, Poértl K. 2005. Phyllosphere nitrogen relations: reciprocal transfer of
nitrogen between epiphyllous liverworts and host plants in the understorey of a lowland

tropical wet forest in Costa Rica. New phytologist. 166(2):577-588.

Wanek W, Portl K. 2005. Phyllosphere nitrogen relations: reciprocal transfer of
nitrogen between epiphyllous liverworts and host plants in the understorey of a lowland

tropical wet forest in Costa Rica. New phytologist. 166(2):577-588.

Ward, H. M. 1884. VII. On the Structure, Development, and Life-history of a Tropical
Epiphyllous Lichen (Strigula complanata, Fée, fide, Rev. JM Crombie). Transactions of

the Linnean Society of London. 2nd Series. Botany. 2(6):87-119.



53

Westoby M, Falster DS, Moles AT, Vesk PA, Wright 1J. 2002. Plant ecological
strategies: some leading dimensions of variation between species. Annual review of

ecology and systematics. 33(1):125-159.

Witkowski ETF, Lamont BB. 1991. Leaf specific mass confounds leaf density and

thickness. Oecologia, 88(4):486-493.

Wright 1J, Ackerly DD, Bongers F, Harms KE, Ibarra-Manriquez G, Martinez-Ramos
M. et al. 2007. Relationships among ecologically important dimensions of plant trait

variation in seven neotropical forests. Annals of Botany, 99(5):1003-1015.

Wright 1J, Reich PB, Westoby M, Ackerly DD, Baruch Z, Bongers F et al. 2004. The

worldwide leaf economics spectrum. Nature. 428(6985):821-827.

Wright 1J; Westoby M; Reich PB. 2002. Convergence towards higher leaf mass per area
in dry and nutrient-poor habitats has different consequences for leaf life span. Journal of

ecology. 90(3):534-543.

Zhou L, Liu F, Yang W, Liu H, Shao H, Wang Z, An S. 2014. Differential effects of
lichens versus liverworts epiphylls on host leaf traits in the tropical Montane rainforest,

Hainan Island, China. The Scientific World Journal. 2014.

Zhu Y-G, Xiong C, Wei Z, Chen Q-L, Ma B, Zhou S-Y-D, Tan J, Zhang L-M, Cui H-L,
Duan G-L. 2022. Impacts of global change on the phyllosphere microbiome. New
Phytol. 234(6):1977-1986. d0i:10.1111/nph.17928.

http://dx.doi.org/10.1111/nph.17928.



MATERIAL SUPLEMENTAR

54

Tabela S1. Artigos incluidos na revisdo sistematica com informacgdes sobre autoria,

titulo do artigo, area do estudo e categoria na qual a varidvel resposta foi classificada.

Alguns estudos avaliaram mais de uma variavel resposta e foram incluidos em mais de

uma categoria. (continua)

Referéncia Titulo do artigo Area do estudo Categoria
Berrie and Relationship between an epiphyllous liverwort Serra Leoa Hidraulico
Eze 1975 and host leaves

Further investigations into the physiological

Eze gnd relationship between an Epiphyllous Liverwort Serra Leoa
Berrie 1977 .
and its host leaves
Direct transfer of newly-fixed nitrogen from
Bentley and - . . ; . .
free-living epiphyllous microorganisms to their Costa Rica
Carpenter 1984
host plant
Mdeller and :
Wol-Miieller Epiphyll deterrence to the leafcutter ant Atta Costa Rica
1991 cephalotes

Colonization of tropical rain-forest leaves by

Coley et al. 1993epiphylls - effects of site and host plant leaf Panama

lifetime

Microclimatic parameters influencing nitrogen

Freiberg 1998 fixation in the phyllosphere in a Costa Rican Costa Rica

Antony etal.  Shade acclimation of rainforest leaves to

premontane rainforest

2002 colonization by lichens Australia
Phyllosphere nitrogen relations: reciprocal

Wanek and transfer of nitrogen between epiphyllous Costa Rica

Portl 2005 liverworts and host plants in the understory of a

Schreiber et al.

2005

lowland tropical wet forest in Costa Rica

Plant-microbe interactions: identification of
epiphytic bacteria and their ability to alter leaf ~ Alemanha
surface permeability

Fotossintético

Bioquimico

Morfoldgico
foliar

Fotossintético

Ecossistémico

Fotossintético

Bioquimico

Hidraulico

Fonte: A autora, 2022.
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Tabela 1. Artigos incluidos na reviséo sistematica com informacdes sobre autoria, titulo do

artigo, area do estudo e categoria na qual a varidvel resposta foi classificada.

Alguns estudos avaliaram mais de uma variavel resposta e foram incluidos em

mais de uma categoria. (continuacao)

Referéncia Titulo do artigo Area do estudo Categoria
Arnold Fungal endophytes nearly double minimum leaf
et al. 2007 conductance in seedlings of a neotropical Panama Hidraalico
' tree species
Eiirnkranz Nitrogen fixation by phyllosphere bacteria associated
et al. 2008 with higher plants and their colonizing epiphytes of a Costa Rica Bioquimico
' tropical lowland rainforest of Costa Rica
Afkhami and Endophyte-mediated resistance to herbivores
Rodaers 2009 depends on herbivore identity in the wild grass Estados Unidos Morfoldgico foliar
g festuca subverticillata
Bittleston N Endo_phytlc fungi reduce leaf-cutting ant damage to Panama Morfoldgico foliar
etal. 2010 seedlings
Zhou Differential Effects of Lichens versus Liverworts Morfologico foliar
et al. 2014 Epiphylls on Host Leaf Traits in the Tropical Montane China
' Rainforest, Hainan Island, China o
Fotossintético
Gongalves Phyllosphere bacteria improve animal contribution to . P
o Brasil Bioquimico
etal. 2014 plant nutrition
Humprey Diversity and abundance of phyllosphere bacteria are . .
etal. 2014*  linked to insect herbivory. Estados Unidos ~ Planta inteira
Griffin Foliar bacteria and soil fertility mediate seedling
et al. 2016 performance: a new and cryptic dimension of niche ~ Panama Planta inteira
' differentiation
Christian Exposure to the leaf litter microbiome of healthy Panama Morfoléaico foliar
etal. 2017 adults protects seedlings from pathogen damage g
Griffin Pervasive interactions between foliar microbes and soil Morfoldgico foliar
ot al. 2017 nutrients mediate leaf production and herbivore Panamé

damage in a tropical forest

Fenologico

Fonte: A autora, 2022
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Tabela 1. Artigos incluidos na revisdo sistematica com informacdes sobre autoria, titulo

do artigo, area do estudo e categoria na qual a variavel resposta foi

classificada. Alguns estudos avaliaram mais de uma variével resposta e foram

incluidos em mais de uma categoria. (concluséo)

Referéncia Titulo do artigo Area do estudo Categoria
Bell-Dereske Plant-fung_a_l symb|_03|s affects litter _ Estados Unidos Subterraneo
etal. 2017 decomposition during primary succession

Laforest- Leaf bacterial diversity mediates plant

Lapointe et al.

2017

Christian et al.

2019

Giauque et al.
2019

Christian et al.

2020

diversity and ecosystem function
relationships

Foliar endophytic fungi alter patterns of
nitrogen uptake and distribution in
Theobroma cacao

Endophyte traits relevant to stress
tolerance, resource use and habitat of
origin predict effects on host plants

Host affinity of endophytic fungi and the
potential for reciprocal interactions
involving host secondary chemistry

Canada

Panama

Estados Unidos

Panama

Planta inteira
Bioguimico
Planta inteira

Subterraneo

Morfologico foliar

Planta inteira

Bioguimico

Fonte: A autora, 2022.
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2 EFEITO DE EPIFILAS SOBRE CRESCIMENTO VEGETAL E FIXACAO
BIOLOGICA DE NITROGENIO EM PLANTAS DA AMAZONIA

Resumo

A identidade da planta hospedeira e as caracteristicas morfoldgicas das folhas afetam
a incidéncia e composicdo das comunidades na filosfera. Em geral, condigcOes tropicais
Umidas favorecem o estabelecimento das epifilas nas superficies foliares. As folhas com
caracteristicas morfoldgicas que proporcionam uma drenagem de &gua podem ser menos
suscetiveis a incidéncia de epifilas. No entanto, ndo ha um reconhecimento de como as
caracteristicas foliares das plantas hospedeiras modulam a incidéncia de epifilas e
consequentemente seus efeitos positivos ou negativos para o hospedeiro. Enquanto um dos
potenciais efeitos positivos é a fixacdo biologica de nitrogénio, mediada por micro-
organismos associados a briofitas na filosfera, um efeito negativo é a potencial reducéo
fotossintética em funcdo da interceptacdo da energia luminosa. Investigamos se as
caracteristicas de espécies de plantas Amazonicas afetam a cobertura da filosfera e a fixacao
biol6gica de nitrogénio. Utilizamos o conjunto de dados composto por caracteristicas das
plantas e pardmetros abidticos, para avaliar o papel sobre a cobertura por epifilas nas
superficies foliares utilizando arvores de regressao reforcada (BRT). Para as taxas de fixacdo
assimbiotica de nitrogénio utilizamos o conjunto de dados composto por caracteristicas das
plantas, indice de cobertura por epifilas e pardmetros abidticos utilizando BRT.
Inesperadamente, as caracteristicas de molhabilidade foliar ndo foram variaveis influentes
para a cobertura da filosfera. As respostas parciais do modelo indicaram que a cobertura da
filosfera é maior quando as plantas possuem menos de sete metros de altura e massa de folha
por unidade de 4rea de até 120 g.m™. J4 para a fixacéo bioldgica de nitrogénio, as variaveis
mais influentes foram a precipitacdo e a area foliar. Houve um decréscimo acentuado nas
taxas para precipitacdo acima de 110 mm e a maior taxa foi alcancada em valores de area
foliar com cerca de 35 cm2. Em geral, nossos resultados sugerem que caracteristicas foliares
ligadas ao escoamento de dgua podem ndo influenciar o estabelecimento de organismos na
filosfera e sugerimos que as caracteristicas microclimaticas podem ter a maior influéncia no
estabelecimento de comunidades epifilicas. Compreender os fatores que determinam a
cobertura da filosfera pode fornecer informacGes sobre os efeitos da filosfera na planta, na
comunidade e nos processos ecossistémicos.

Palavras-chave: Filosfera. Epifila. Fixacdo Biologica de Nitrogénio. Floresta Amazénica.
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2.1 Introducao

Em plantas de florestas tropicais € comum a ocorréncia de organismos epifilos,
incluindo bridfitas, liquens, fungos, algas e bactérias na filosfera (Last 1955; Ruinen 1961,
Coley et al. 1993). Fatores como a identidade do hospedeiro, propriedades quimicas das
folhas, radiagdo ultravioleta e umidade do ar afetam a colonizagdo, ocorréncia, abundancia e
diversidade dos organismos que compdem a filosfera (Coley et al. 1993; Zartmann 2003;
Miller and Riederer 2005; Sonnleitner et al. 2009; Lambais et al. 2014; Vacher et al. 2016).
Como as epifilas sdo dependentes do ambiente criado por plantas vasculares (Zhu e So 2001),
as caracteristicas da folha do hospedeiro e as condi¢des microcliméticas sdo consideradas 0s
principais fatores determinantes para o estabelecimento de epifilas (Coley et al. 1993;
Sonnleitner et al. 2009).

Em florestas tropicais, as chuvas frequentes proporcionam o acimulo de agua sobre as
folhas e favorecem um micro-habitat mais Umido na filosfera. Portanto, um ambiente
potencialmente ideal para o estabelecimento e desenvolvimento das comunidades de epifilas
(Coley and Kursar 1996; Ivey and De Silva 2001; Pinokiyo et al. 2006; Holder 2007; Burd
2007). Algumas caracteristicas morfoldgicas foliares sdo indicadas como capazes de reduzir
ou aumentar a retencdo de agua na superficie foliar. Neste sentido, caracteristicas da planta
hospedeira determinam condi¢Ges favoraveis ou ndo ao estabelecimento da comunidade
filosférica (Richards 1996; Coley and Kursar 1996; Ivey and De Silva 2001; Burd 2007). Por
exemplo, no sub-bosque das florestas tropicais Umidas € comum que as folhas tenham apices
foliares prolongados (i.e. drip-tips). Este tipo de morfologia foliar pode reduzir a retengéo de
agua (Malhado et al. 2012), consequentemente, o crescimento das epifilas na filosfera (Ivey
and De Silva 2001; Burd 2007).

A relacdo entre caracteristicas foliares de molhabilidade e a colonizacdo por epifilas
foi testada algumas vezes. No entanto, raramente com mais de uma espécie de planta
hospedeira ou com folhas naturais (Monge-Najera and Blanco 1995; Ivey and De Silva 2001,
Burd 2007). Apesar da hipétese de que drip-tips promovem a drenagem da agua ap0s a chuva
e por consequéncia, impedem o crescimento de fungos, liquens, briofitas e algas nas
superficies das folhas, até o momento, nenhum estudo detectou um efeito negativo das drip-
tips na cobertura da superficie foliar (Monge-Najera and Blanco 1995; Ivey and De Silva
2001; Lucking and Bernecker-Lucking 2005; Burd 2007). A repeléncia hidrica foliar (RHF) é

outra caracteristica descrita na literatura como capaz de reduzir a quantidade de &agua
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interceptada nas folhas (Rosado and Holder 2013). Em especifico, a RHF consiste na
capacidade da folha de repelir a 4gua proveniente de fontes externas, como chuva e neblina.
A RHF é resultante de diversas estruturas foliares como a cuticula, cera, rugosidade da
superficie foliar, cristais e dobras cuticulares (Neinhuis and Barthlott 1997). Entretanto, a
relacdo entre RHF e cobertura por epifilas ainda néo foi testada.

Dentre as possiveis consequéncias da presenca de epifilas nas superficies foliares para
a planta hospedeira, o efeito na taxa fotossintética € amplamente citado na literatura. Dois
estudos experimentais investigaram a relacdo entre a cobertura da superficie foliar por
epifilas e a taxa fotossintética. O trabalho classico de Coley et al. (1993), estima uma reducao
de 20% da taxa fotossintética em folhas cobertas por epifilas. Entretanto, as folhas cobertas
por liquens respondem a este sombreamento foliar com aumento no contetdo de clorofila nos
tecidos afetados (Anthony et al. 2002), o que pode aumentar a fotossintese. Neste sentido,
ainda ndo temos clareza se a possivel reducdo fotossintética ocasiona uma reducdo no
incremento de biomassa vegetal acima do solo. Também, é importante considerar de que
maneira outros efeitos, como a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), desempenhada pelas
epifilas pode contrabalancear a possivel reducdo fotossintética (Freiberg 1994; Wanek and
Portl 2005).

Mudangas em fatores ambientais como, luz solar direta e reducdo da umidade do ar,
podem afetar negativamente as epifilas que sdo sensiveis as mudancas climéticas (Zartman
2003; Alvarenga et al. 2009). Impactos negativos na estrutura do dossel das plantas
hospedeiras, como abertura de clareiras e aumento da luz solar direta no sub-bosque, podem
resultar em empobrecimento ou perda das comunidades de epifilas. Bridfitas epifilas
ocorrentes na Amazonia Central apresentam menor sobrevivéncia e redugdo no crescimento
durante a estacdo seca (Zartman et al. 2015). Sugere-se que muitos micro-organismos estao
associados a briofitas e outros organismos residentes da filosfera (Furnkranz et al. 2008) e,
portanto, os eventos de seca podem comprometer a estrutura das comunidades da filosfera.
Além disso, durante o EI-Nifio de 2015 — 2016, a regido amazonica passou por um periodo de
seca extrema e registrou uma elevada mortalidade de plantas (Berenguer et al. 2021), sendo
também registrada uma diminuicdo da alfa diversidade das comunidades de bactérias da
filosfera (Fornazier 2018), com provaveis consequéncias negativas para a estrutura
populacional de espécies epifilas da regido amazénica e possiveis mudancas no desempenho

de funcgdes ecoldgicas, como a fixacdo bioldgica de nitrogénio.



60

De modo geral, para fins de explicacdo da susceptibilidade das plantas a cobertura da
filosfera, os estudos conduzidos examinaram as relacfes existentes entre duas variaveis. Ou
seja, uma caracteristica do hospedeiro como varidvel preditora da cobertura epifilica. Ao
considerar a combinagdo de diferentes caracteristicas funcionais e suas intera¢fes, podemos
aumentar a acuracia na descricdo de diferentes mecanismos ecologicos (Piston et al. 2019),
como a relacdo entre a planta hospedeira e as comunidades de organismos que se estabelecem
em suas superficies foliares. Aqui, avaliamos o papel das caracteristicas funcionais das
plantas de sub-bosque e sub-dossel e parametros abidticos durante o EI-Nind, na cobertura da
superficie foliar por organismos epifilicos (ICE) e nas taxas de fixacdo assimbidtica de
nitrogénio (FBN). Para complementar nossa avaliacdo, exploramos o efeito da interacdo de
caracteristicas para o ICE e a FBN. Especificamente, testamos a hip6tese de que as
caracteristicas funcionais que aumentam o escoamento de agua reduzem a ocorréncia de
epifilas em superficies foliares. Utilizaremos um conjunto de caracteristicas de diferentes
espécies para identificar combinacGes que desempenham um papel na incidéncia da cobertura
por epifilas. Além disso, esperamos que a maior incidéncia de epifilas resulte em maiores
taxas de fixagdo bioldgica de nitrogénio. Em particular, esperamos que as espécies com maior
cobertura da superficie foliar apresentem uma maior taxa de fixacdo bioldgica de nitrogénio,
0 que pode se refletir em uma relacdo positiva entre a cobertura de epifilas e o incremento de

biomassa das plantas.

2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Area de estudo

O estudo foi conduzido na Floresta Nacional do Tapajés — Flona do Tapajos,
localizada proximo a cidade de Santarém, estado do Par, Brasil (54° 58°W e 2° 51' S, altitude
de 350 — 450 m) (Figura 1). A média anual de temperatura é de 28 °C (Brando et al. 2008) e a
umidade média é de 85% (Rice et al. 2004). A precipitacdo varia de 1700 a 3000 mm com
média anual de 2037 mm (1998 — 2013). Durante a estacdo seca (agosto a dezembro) a
precipitacdo média mensal é de 100 mm (Brando et al. 2008; Restrepo-Coupe et al. 2017).
Nos periodos de seca associados ao EI-Nifio (ENSO) de 2015 — 2016, a precipitacdo média
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mensal foi de apenas 64 mm (Restrepo-Coupe et al. 2016). Conduzimos trés amostragens
durante o periodo do ENSO em 2015 (julho) e 2016 (fevereiro e julho), um dos eventos de
seca, mais extremos registrados na regido Amazonica e 0s anos mais secos para a regido da
Flona do Tapajos desde 2001 (Jiménez-Mufioz et al. 2016; Leitold et al. 2018).

Figura 1 - Localizacéo da area de estudo.
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verde delimita a unidade FLONA Tapajos.
Fonte: A autora, 2022.
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2.2.2 Selecdo das espécies

Selecionamos nove espécies com base em suas abundancias relativas na area estudada
e posicdes do dossel ao longo do perfil vertical da floresta (sub-bosque e dossel). Coletamos
de 6 a 14 individuos por espécie, totalizando 90 arvores amostradas para cada periodo. As
arvores amostradas estavam localizadas dentro de uma parcela experimental permanente
preservada de 20 hectares, distribuidas ao longo de um transecto de 1.000 X 10 m localizado
a leste da torre Eddy Covariance (Pyle et al. 2008; Longo 2013) na Flona do Tapajos.
Amostramos individuos das espécies: Amphirrhox longifolia (n = 9-10), Aparisthmium
cordatum (n = 9-10), Chamaecrista scleroxylon (n = 8-10), Coussarea paniculata (n = 9-10),
Erisma uncinatum (n = 6), Manilkara elata (n = 12-14), Miconia lepidota (n = 9), Protium
apiculatum (n = 9-10) e Rinorea pubiflora (n = 10) (Tabela 1).
Tabela 1—Caracteristicas das espécies de arvores do sub-dossel e sub-bosque selecionadas

para este estudo na Floresta Nacional do Tapajés, estado do Pard, Brasil.

Densidade da

. . ) Altura Posicdo no Nivel
Familia Espécie madeira ]
(m) dossel sucessional?
(gcm-3)te
) ) o Sucessdo
Violaceae Amphirrhox longifolia 0.71 34 Sub-bosque ]
tardia
] Sucesséo
Violaceae ) ) 0.75 2-3 Sub-bosque ]
Rinorea pubiflora tardia
) Aparisthmium Sucessao
Euphorbiaceae 0.39 1-18 Sub-dossel o
cordatum inicial
Chamaecrista Sub-dossel Sucesséo
Fabaceae 09-1.01 825 .
scleroxylon tardia
] ] ] Sub-dossel Sucesséo
Vochysiaceae Erisma uncinatum 0.41-0.75 8 =50 o
inicial
] Sub-dossel Sucessdo
Sapotaceae Manilkara elata 0.79-1.04 3-55

tardia



o ] Sub-dossel

Melastomataceae Miconia lepidota 0.75 10-16
) ] Sub-dossel

Rubiaceae Coussarea paniculata 0.65 9—48
. ) Sub-dossel

Burseraceae Protium apiculatum 0.53-0.60 7-18

63

Sucessdo
tardia
Sucesséo
média

Sucessao
média

Legenda: *Densidade da madeira: The global wood density inventory:
http://datadryad.org/handle/10255/dryad.235.

2 Caracterizagdo do nivel sucessional com base na densidade da madeira de acordo com Chave et al. (2006)
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2.2.3 Caracteristicas da planta hospedeira

2.2.3.1 Medidas de caracteristicas morfoldgicas

Galhos com aproximadamente de 1 metro de comprimento foram cortados em campo
e acondicionados em sacos plasticos de 4 L e transportados para o laboratorio onde foram
hidratados por trés horas. Apos a hidratacao, trés folhas de cada individuo foram digitalizadas
(100 dpi) e medimos as seguintes caracteristicas: area foliar (AF; cm?2) e drip-tips (DT; cm m’
%), determinada pela razdo entre o comprimento da ponta da folha (cm) a partir da deformacéo
da forma eliptica e area foliar (cm?) utilizando o software de andlise de imagem ImageJ,
versdo 1.37 (National Institutes of Health, USA, http://www.rsd.info.nih.gov/ij/). As folhas
foram secas em estufa por pelo menos 48 horas a 70 °C e pesadas para calcular a massa de
folha por unidade de 4rea (MFA; g m™) que é a razdo da massa seca foliar pela 4rea foliar
(Witkowski and Lamont 1991). O contetddo de &gua foliar (LWC) foi calculado a partir da
férmula: LWC = 1- (DM / FM), onde DM corresponde a massa seca (g) e FM corresponde a

massa fresca (g).

2.2.3.2 Repeléncia hidrica foliar

A repeléncia da folha a agua foi medida em trés folhas de cada individuo a partir do
angulo de contato entre uma gota de &gua e a superficie da folha (Holder 2007; Rosado et al.
2010). A folha foi afixada com alfinetes em uma plataforma de isopor para aplanar a
superficie com a face adaxial voltada para cima e, com uma micropipeta adicionamos uma
gota de 10 pl de agua destilada na superficie foliar. Em seguida, fotografamos o perfil da
goticula de agua sobre a superficie foliar com camera digital (Kodak PixPro AZ501). A partir
da imagem, o angulo de contato da superficie da folha foi mensurado no software ImageJ. As
superficies das folhas foram classificadas como super-hidrofilicas (6 < 40°), altamente
molhaveis (40°< 0 < 90°), molhaveis (90°< 8 < 110°), ndo molhaveis (110°< 6 < 130°),
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altamente ndo molhavel (130°< 6 < 150°) e super-hidrofobicas (0 > 150°) (Aryal and Neuner
2010).

2.2.3.3 Indice de cobertura por epifilas

Avaliamos a cobertura das superficies foliares por epifilas, segundo a classificagcdo de
herbivoria proposta por Dirzo and Dominguez (1995). Para a estimativa consideramos apenas
organismos visiveis ao olho nu, ja que folhas visualmente sem cobertura podem conter
bactérias, hifas fangicas e outros micro-organismos em sua superficie. Classificamos as
folhas em seis classes conforme a porcentagem da area foliar coberta: (0) auséncia de
epifilas; (1) 1 a 6%; (2) 7 a 12%; (3) 13 a 25%; (4) 26 a 50%; (5) 51 a 100%. Apds a
classificacdo das folhas, calculamos a média das classes das trés folhas amostradas para cada

individuo e consideramos esta média como o indice de cobertura por epifilas.

2.2.3.4 Altura das plantas e crescimento diamétrico

Determinamos a altura das plantas (H; m) usando fitas métricas em plantas com
menos de dois metros de altura. As alturas das plantas com mais de dois metros foram
estimadas visualmente. A avaliacdo do incremento de biomassa lenhosa foi determinada a
partir do crescimento radial, medido por bandas dendrométricas de aco nos individuos
lenhosos nas parcelas. As medicdes do dendrémetro foram lidas em julho de 2015 e fevereiro
de 2016 e obtidas a mediana, média dos valores maximos e valores méaximos de incremento
da biomassa em milimetros de cada individuo das espécies: Chamaecrista scleroxylon,
Coussarea paniculata, Erisma uncinatum, Manilkara elata, Miconia lepidota e Protium

apiculatum.
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2.2.4 Fixacdo biologica de nitrogénio

Medimos a fixacdo de nitrogénio utilizando o ensaio de reducdo de acetileno (Hardy
et al. 1968). Cada amostra com 10 g de folhagem por individuo foi selada em frasco de vidro
transparente de 250 mL e, através de uma tampa equipada com um septo, injetamos acetileno
suficiente para criar uma concentracdo de 10% de espaco livre. As amostras foram incubadas
por 12 horas em condigdes florestais. Apds a incubacdo, os headspaces das amostras foram
misturados, injetados em frascos de vidro e devolvidos ao laboratorio para analise. A massa
seca da amostra e o teor de umidade foram determinados gravimetricamente ap0s secagem
em estufa por 48 horas a 70 °C. Em laboratdrio, medimos as concentracdes de etileno usando
um cromatografo a gas Shimadzu CG-2010 equipado com um detector de ionizacdo de
chama e uma coluna HP PLOT / Q (colunas Agilent J&W GC). As condi¢des de operacdo do
GC foram: temperatura do injetor a 250 °C, temperatura da coluna a 50 °C e temperatura do
FID a 250 °C, com N2 como gas de arraste. As amostras de cada espécie foram incubadas na
auséncia de acetileno e o valor médio do etileno de base foi subtraido de todos os valores da
amostra antes da analise. Taxas de reducdo de acetileno foram calculadas usando as
nanomoles unitarias (10 — 9 mol) de acetileno reduzido por grama de massa seca da amostra

por hora de incubacao.

2.2.5 Dados abi6ticos

Os dados climaticos de precipitacdo média mensal, umidade relativa média mensal e
média da temperatura do ar compensada, referentes aos trés periodos de coleta (julho de
2015, fevereiro e julho de 2016) foram obtidos a partir do Banco de Dados Meteoroldgicos
do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) da estacéo localizada em Belterra, estado do

Para, Brasil.
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2.2.6 Andlise de dados

Utilizamos as seguintes variaveis como potenciais preditores do indice de cobertura
por epifilas: area foliar (AF), massa de folha por unidade de area (MFA), repeléncia hidrica
foliar (RHF), contetido de agua foliar (CAF), altura (H), precipitacdo media (P), temperatura
média compensada (T) e umidade relativa (UR). Como potenciais preditoras da fixacdo
bioldgica de nitrogénio utilizamos as varidveis: indice de cobertura por epifilas (ICE), area
foliar (AF), massa de folha por unidade de area (MFA), repeléncia hidrica foliar (RHF),
conteudo de agua foliar (CAF), altura (H), precipitacdo média (P), temperatura média
compensada (T) e umidade relativa (UR).

A relacdo entre as varidveis respostas (ICE e FBN) e as variaveis preditoras foram
examinadas usando arvores de regressao reforcada (BRT). Especificamente, usamos o
procedimento descrito por Piston et al. (2019) para o ajuste de modelos de BRT. Arvores de
regressdo reforcada sdo um método de machine learning, que usa um algoritmo para aprender
a relacdo entre a variavel resposta e seus preditores e foi recentemente introduzido no campo
da ecologia (De’ath 2007; Elith et al. 2008; Piston et al. 2019).

O processo de parametrizacdo do modelo de BRT requer o ajuste e otimizacao
conjunta dos parametros learning rate (Ir), bag fraction (bf) e tree complexity (ntrees). O
parametro learning rate, denominado parametro de reducédo, diminui a contribuicdo de cada
arvore a medida que ela é adicionada ao modelo, ajudando a estimar uma verdadeira resposta
no modelo final. Bag fraction especifica a proporcdo de dados selecionados para modelar em
cada etapa, ou seja, um valor de bf = 0.5 significa que a cada iteracdo, 50% dos dados sé&o
retirados aleatoriamente, sem substituicdo do conjunto de dados completo. Tree complexity é
0 numero de arvores adicionadas a cada ciclo de aumento do algoritmo necessarias para a
previsdo ideal do modelo (Elith et al. 2008; Piston et al. 2019).

Usando o conjunto de oito variaveis preditoras para ICE e dez variaveis preditoras
para FBN, testamos diferentes combinagdes de Ir (0.005, 0.001 e 0.0005), bf (0.5 e 0.75) e
ntrees (25 e 50) para o0 processo de parametrizagdo do modelo BRT. O valor de tree
complexity foi fixado em 10, dado que valores maiores ndo melhoram a capacidade preditiva
do modelo (Piston et al. 2019). Selecionamos a combinacdo de parametros (ntrees, bag
fraction e learning rate) que atingiu o maior desvio explicado com o minimo de 1.000 arvores
obtidas (Elith et al. 2008; Pistén et al. 2019).
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Seguindo o procedimento proposto por Piston et al. (2019), apds selecdo dos
parametros 6timos, quantificamos as melhorias na capacidade preditiva do modelo de BRT a
medida que interagdes mais complexas foram adicionadas pela execucdo de modelos com
complexidade crescente da arvore (Piston et al. 2019). Produzimos modelos com valores de
tc entre 1 (onde ha apenas uma divisdo na arvore, e nenhuma interacao entre as caracteristicas
estudadas) e 15 (o que significa que as arvores possuem interacdes altamente complexas entre
as caracteristicas). Para fornecer intervalos de confianga de nossas previsdes de modelo,
simulamos 100 &rvores para cada modelo e valor tc. Estimamos a capacidade preditiva via R?
de cada um desses modelos, bem como a influéncia relativa de cada preditor em cada variavel
resposta. Posteriormente, os 100 valores de cada combinacgdo da variavel resposta e valor tc
foram calculados para ter uma estimativa da média e variabilidade de R* e a influéncia
relativa das variaveis (Piston et al. 2019). Por fim, para selecionar um valor de tc étimo,
ajustamos anélises de variancia com o R? como variavel resposta e valores de tc como
varidvel explicativa e realizamos um teste de Tukey. Selecionamos o menor valor de tc que
nédo diferiu significativamente dos demais valores, indicando que o desempenho do modelo
atingiu um platd (para obter detalhes sobre o procedimento consulte Appendix S2, Piston et
al. 2019).

A influéncia relativa de cada variavel foi calculada pela média de 100 simulacdes para
um valor 6timo da complexidade das arvores, e cada variavel é escalonada de forma que a
soma resulte em 100, com numeros mais altos indicando maior influéncia na varidvel
resposta (Soykan et al. 2014). Usamos os valores 6timos de tc e a fungdo gbm.interactions
para testar se as interacdes foram detectadas e modeladas e para relatar a intensidade da
interacdo de cada par de preditores (Elith et al. 2008; Piston et al. 2019). Para investigar
como as interagdes entre as caracteristicas preditoras afetam as varidveis respostas (ICE e
FBN) tracamos as interacGes de maior magnitude em pares (funcdo gbm.perspec 2).

Usamos regressao linear simples para testar as relacdes entre a fixacao bioldgica de
nitrogénio e o crescimento radial e entre o indice de cobertura de epifilas e o crescimento
radial maximo em julho de 2015 e em fevereiro de 2016. Nossos dados ndo mostraram desvio
significativo da normalidade dos residuos ou homocedasticidade. Todas as analises
estatisticas foram realizadas em R v4.0.4 usando os pacotes dismo (Hijmans et al. 2017),
multcomp (Hothorn et al. 2017) e gbm (Ridgeway 2015).
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2.3 Resultados

O modelo BRT explicou 46.7% da variacdo do indice de cobertura de epifilas. A
altura das plantas (H) e a massa de folha por unidade de area (MFA) contribuiram com
42.68% e 24.05% da variacdo explicada, respectivamente (Figura 1; A). O indice de
cobertura de epifilas (ICE) foi maior em plantas com menos de 7 m de altura. Houve uma
estabilizacdo do ICE para os valores de altura entre 7 e 14 m. Quando a altura foi superior a
14 m o ICE diminuiu acentuadamente até atingir um platd (Figura 1; B). O ICE manteve um
aumento com o aumento da MFA e alcangou um platd quando MFA apresentou valores de
cerca de 120 g.m™? (Figura 1; C). Esses resultados indicam que o indice de cobertura por
epifilas foi maior quando as plantas eram menores (abaixo de 7 m) e com maior massa de

folha por unidade de &rea.

Figura 1 — A influéncia relativa dos preditores foi calculada pela média de 100 simulagdes
para um valor 6timo de complexidade de arvore (tc=13) usando BRT. A cobertura de epifilas
na superficie foliar das plantas depende da interacdo entre altura, massa foliar por unidade de
area, area foliar e repeléncia hidrica foliar (A). Func@es ajustadas para as duas variaveis com
maior influéncia no modelo. A funcdo ajustada ao eixo y representa o efeito da variavel
preditora na variavel resposta indice de cobertura de epifilas: (B) altura, (C) massa de folha

por unidade de area.
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Usamos o valor otimo de tc=13 e a funcdo gbm.interactions para detectar as
interacdes de maior intensidade de cada par de preditores do modelo. As quatro interagdes em
pares de maior magnitude que afetaram o indice de cobertura de epifilas foram: (i) area foliar
(AF) e massa de folha por unidade de area (MFA); (ii) repeléncia hidrica foliar e massa de
folha por unidade de area, (iii) altura e massa de folha por unidade de area; (iv) altura e
repeléncia hidrica foliar (Figura 2). O grafico da interacdo entre MFA e AF revela que
valores mais altos de MFA combinados com areas foliares maiores resultaram em um maior
indice de cobertura de epifilas. No grafico, pode-se observar que ainda que as plantas
apresentem valores altos para MFA, quando combinados a areas foliares menores o indice de
cobertura de epifilas foi reduzido (Figura 2; a).

Na interagdo entre os preditores MFA e RHF, o indice de cobertura de epifilas é mais
alto para valores de MFA acima de 100 g.m?, independentemente do valor da RHF que
variou entre 30° (super-hidrofilica) e 80° (altamente molhavel) (Figura 3; b). A variacdo da
RHF também néo afetou a incidéncia de epifilas em plantas com menos de 10 m (Figura 2;
d). O ICE foi maior em plantas com até 10 m de altura e com valores de MFA entre 50 e 120
g.m?. Plantas com altura entre 10 m e 20 m apresentam maiores indices de cobertura
epifilica, quando os valores de MFA ultrapassam 100 g.m™. Ainda que MFA tenha altos

valores, plantas acima de 20 m ndo apresentaram alta cobertura epifilica (Figura 2; c).
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Figura 2 — Graficos em perspectiva para examinar visualmente como as interacGes entre pares
de caracteristicas afetaram a variavel resposta indice de cobertura de epifila. A
intensidade das interac6es bidirecionais entre os preditores do indice de cobertura
de epifilas € mostrada acima de cada grafico. Tons mais escuros representam
valores ajustados altos e tons mais claros representam valores ajustados mais
baixos. Significa que as areas com tons mais escuros correspondem as
combinac@es dos valores das caracteristicas que resultam em um maior indice de
cobertura de epifilas, enquanto os tons mais claros correspondem as combinacdes

dos valores das caracteristicas que resultam em um menor indice de cobertura de

epifilas.
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Em relacdo a taxa de fixacdo bioldgica de nitrogénio, a variagdo foi explicada em
51.82% pelo modelo BRT. Conforme mostrado na Figura 3A, a precipitacdo contribuiu com
27.14% da variacdo explicada pelo modelo e a area foliar com 17.78%. A FBN diminuiu
quando a precipitacdo foi maior que 80 mm, havendo um decréscimo acentuado em valores
acima de 110 mm na FBN (Figura 3; B). A taxa de FBN alcancou um pico para valores de
area foliar com cerca de 35 cmz?, enquanto para folhas com valores de AF maiores que 35 cm?
ocorreu uma diminuicdo (Figura 3; C). MFA e DT contribuiram com 15.63% e 15.10% da
variagdo explicada, respectivamente. Na Figura 3D observamos uma tendéncia de diminuicéo
da FBN a partir de valores de MFA de 50 g.m™. A taxa de FBN aumentou gradativamente
com o aumento das pontas de gotejamento e atingiu um platd para pontas maiores que 0.05
(cm m®) (Figura 3; E). Em geral, esses resultados indicam que a taxa de fixac&o assimbiética
de nitrogénio é maior em periodos mais secos e em plantas com menor area foliar, altura

menor que 14 m e em folhas com apices foliares prolongados (maior drip-tip).
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Figura 3 — A influéncia relativa dos preditores foi calculada pela média de 100 simulacbes
para um valor étimo de complexidade de arvore (tc=7) usando BRT. Taxas de
fixacdo bioldgica assimbidtica de nitrogénio na floresta amazonica dependem da
interacdo entre precipitacdo, area foliar, massa de folha por unidade de area, pontas
de gotejamento e temperatura (A). Funcdes ajustadas para as quatro variaveis com
maior influéncia no modelo. A fungdo ajustada ao eixo y representa o efeito da
varidvel selecionada na fixacdo bioldgica de nitrogénio: (B) precipitagdo, (C) area
foliar, (D) massa de folha por unidade de area, (E) drip-tips.
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Fonte: A autora, 2022.

Usamos o valor 6timo de tc = 7 e a fungdo gbm.interactions para detectar as
interagcOes de maior intensidade de cada par de preditores do modelo. As seis interagdes de
maior magnitude que afetaram a fixacéo biologica de nitrogénio foram: (i) massa de folha por

unidade de area e precipitacdo; (ii) drip-tips e precipitacdo; (iii) massa de folha por unidade
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de area e temperatura; (iv) area foliar e precipitacdo; (v) drip-tips e massa de folha por
unidade de area; (vi) drip-tips e indice de cobertura por epifilas (Figura 4). O gréfico da
interacdo entre MFA e precipitacdo mostrou maior FBN, para valores de MFA abaixo de 50
g.mem combinacdo com precipitacdo inferior a 90 mm (Figura 4; a). A FBN foi maior para
as folhas com drip-tips maiores que 0.05 (cm m™), independente da variagdo na precipitacéo
(Figura 4; b). No cenario de temperatura acima de 26.3 °C e valores de MFA acima de 50
g.m? a FBN foi mais alta. Por outro lado, mesmo com MFA acima de 50 g.m? a FBN
decresce quando a temperatura estd abaixo de 26.3 °C (Figura 4; c). Para precipitacdo abaixo
de 90 mm e menor area foliar as taxas de fixacdo biolégica de nitrogénio foram mais altas
(Figura 4; d). A FBN apresentou uma varia¢do crescente em conjunto com o aumento das
pontas de drenagem a partir de 0.02 (cm m®), atingindo maiores taxas quando os valores de

DT ultrapassam 0.06 (cm m), independente da variagdo no indice de cobertura epifilica.
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Figura 4 — Gréaficos em perspectiva para examinar visualmente como as interagdes entre pares de caracteristicas afetaram a variavel resposta
fixacdo bioldgica de nitrogénio. A intensidade das interacGes bidirecionais entre os preditores da fixacdo biologica de nitrogénio é
mostrada acima de cada grafico. Tons mais escuros representam valores ajustados altos e tons mais claros representam valores
ajustados mais baixos. Significa que as areas com tons mais escuros correspondem as combinagfes dos valores das caracteristicas
que resultam em taxas mais altas de fixacao bioldgica de nitrogénio, enquanto os tons mais claros correspondem as combinacdes dos

valores das caracteristicas que resultaram em taxas de fixacdo bioldgica de nitrogénio mais  baixo.
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Para prever a relacdo entre a fixacdo bioldgica de nitrogénio e o incremento de

biomassa utilizamos regressdes lineares simples. N&o observamos nenhuma relacéo

significativa entre a FBN e o incremento de biomassa (p > 0.05). Em contrapartida, houve

uma relacéo positiva entre o indice de cobertura de epifilas e o incremento de biomassa nas
plantas durante o periodo do ENSO em 2015 (julho) (R?2 = 0.8; p = 0.0097; Figura 5).

Figura 5 — Relacgdo entre o crescimento radial maximo médio (mm) e o indice de cobertura de

Crescimento maximo médio radial (mm)

Legenda: Cha.scl, Chamaecrista scleroxylon; Cou.pan, Coussarea paniculata;

0.81

0.4

epifilas em julho de 2015 (y = -2.1 + 1.2x; R2=0.8; p=0.0097).
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Man.ela, Manilkara elata; Mic.lep, Miconia lepidota; Pro.api, Protium apiculatum.

Fonte: A autora, 2022.
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2.4 Discussao

Caracteristicas da planta hospedeira relacionadas a capacidade de repelir agua, podem
influenciar a suscetibilidade das folhas a cobertura por epifilas (Holder 2007; Rosado and
Holder 2013), j& que a formacdo de um filme de agua na superficie foliar beneficia o
estabelecimento de organismos com habitos epifilicos (Holder 2007; Pinokiyo et al. 2006).
Embora algumas avalia¢des tenham sido conduzidas na literatura, a questéo foi avaliada com
folhas artificiais ou com poucas espécies de plantas (Monge-Néajera and Blanco 1995; Ivey
and De Silva 2001; Lucking and Bernecker Lucking 2005). Além disso, as avaliacbes nao
contemplaram mais de uma caracteristica da planta hospedeira. Através da andlise de um
conjunto de caracteristicas das plantas hospedeiras e fatores abi6ticos, identificamos que as
caracteristicas relacionadas a capacidade de reter ou repelir &gua, drip-tips e repeléncia hidrica
foliar, ndo foram variaveis preditoras importantes para prever a susceptibilidade de plantas a
cobertura da filosfera. Nossos resultados indicam que a altura das plantas, ou seja, a posi¢do
dos individuos no estrato vertical da floresta e a massa de folha por unidade de area, que pode
indicar uma maior durabilidade foliar sdo as caracteristicas da planta hospedeira que podem
ser Uteis para predicdo da susceptibilidade de plantas a cobertura por epifilas.

Apesar da nossa analise ndo indicar as caracteristicas de molhabilidade foliar como
determinantes na cobertura da filosfera na Amazénia, ndo significa, que a exposicdo a
molhabilidade per se, ndo seja capaz de afetar a cobertura da filosfera. As plantas no sub-
bosque em florestas tropicais estdo expostas a alta umidade e baixa luminosidade,
caracteristicas propicias para o desenvolvimento de bridfitas epifilas (Coley et al. 1996).
Também foi demonstrado que bri6fitas epifilas variam em funcdo de mudancas
microclimaticas (Sonnleitner et al. 2009), o que, neste sentido, demonstra que as plantas de
sub-bosque, independente das suas caracteristicas de repeléncia/retencdo hidrica foliar, sdo
mais suscetiveis a colonizacdo da filosfera.

A combinagdo de maior MFA com menor altura das plantas leva a uma maior
cobertura de epifilas nas espécies Amazonicas (Figura 2; c). Espécies de sub-bosque
apresentam folhas com uma vida Util longa associada a altos valores de MFA em comparacao
a espécies de habitats mais abertos (Valladares et al. 2000; Bongers and Popma 1990; Reich
et al. 2002). Uma vez que a MFA representa o custo de constru¢do da folha em carbono
(Witkowski and Lamont 1991; Wright et al. 2004), altos valores de MFA indicam maior

investimento das plantas em biomassa estrutural e menor em tecido fotossintético, o que
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resulta em maior resisténcia a danos fisicos e maior longevidade (Reich et al. 1999; Wright et
al. 2002, 2004). Estudos anteriores relatam um aumento na cobertura da filosfera ao longo do
tempo (Monge-N4jera 1989; Coley et al. 1993), sugerindo que folhas mais longevas estdo
expostas a propagulos de organismos epifilicos por periodos mais longos e, portanto, podem
apresentar maior cobertura da superficie foliar em fungdo do maior tempo de exposi¢do. Ou
seja, as superficies com maior cobertura, além de estarem expostas as condi¢cbes ambientais
propicias para o desenvolvimento de epifilas, também precisam durar tempo suficiente (i.e.
maior MFA e maior longevidade) para que a colonizacdo ocorra. Isto é reforcado pelo fato de
que mesmo plantas com menor altura, quando apresentam menores valores de MFA,
representam uma combinacdo funcional que impede uma maior cobertura epifilica, 0 que
provavelmente ocorre em funcdo da menor durabilidade dos tecidos foliares (Fig. 2c).

Nossas andlises indicaram que ndo ha uma influéncia forte da repeléncia hidrica,
quando combinada a MFA e altura, sobre a cobertura epifilica (Figura 2; b e Figura 2; c).
Plantas com menor estatura apresentaram maior cobertura epifilica independente do grau de
repeléncia hidrica foliar (Figura 2; d). Ja a combinacdo entre RHF e MFA, indicou maior
cobertura epifilica para plantas com maiores valores de MFA até valores de RHF em torno de
80°, quando as folhas séo caracterizadas como altamente molhaveis (Aryal and Neuner 2010).
Registramos uma repeléncia hidrica foliar baixa na Amazénia, com valores entre 40° e 90°,
compativeis com os registrados em outros ambientes quentes e Umidos (Goldsmith et al.
2017) e caracterizando as folhas como altamente molhaveis (Aryal and Neuner 2010). Sugere-
se, a partir dos resultados encontrados, uma falha na categorizacdo arbitraria da repeléncia
hidrica foliar em super hidrofilicas, altamente molhaveis, molhdveis, ndo molhaveis,
altamente ndo molhaveis hidrofdbicas e super-hidrofébicas (Aryal and Neuner 2010). Ainda
que plantas com RHF entre 40° e 90° sejam definidas como altamente molhaveis, a maior
cobertura epifilica se da na combinacdo entre MFA e valores de RHF abaixo de 80°. O que
reflete como, uma ténue diferenca na capacidade de repelir menos dgua combinada a uma
maior MFA, é suficiente para exercer efeito sobre a cobertura epifilica. Indicando a falta de
acuracia do uso de categorias para descrever processos ecohidrolégicos mesmo em pequenas
escalas.

Um dos beneficios descritos na literatura da presenca de epifilas para a planta
hospedeira consiste no fornecimento de nitrogénio. Os organismos fixadores de nitrogénio
associados as folhas, podem ser importantes para apoiar o crescimento da planta hospedeira.
Alguns estudos mostram que as taxas de FBN aumentam com a idade das folhas e com a

densidade da cobertura da filosfera (Freiberg 1998). Como a FBN é mediada por micro-
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organismos associados as briofitas epifilas, estudos anteriores relataram a importancia da
cobertura de epifilas na filosfera para a atividade dos organismos fixadores de nitrogénio
(Freiberg 1998; Wanek and Poértl 2005). Analisamos um conjunto de caracteristicas das
plantas hospedeiras, o indice de cobertura por epifilas e fatores abioticos, para detectar quais
fatores modulam as taxas de fixacdo biologica de nitrogénio em espécies de plantas
amazénicas. Identificamos em nosso modelo, que a cobertura por epifilas ndo foi um dos
preditores mais influentes para a FBN na Amazonia. Dessa forma, nossos resultados
contrastam, com evidéncias anteriores que sugerem as epifilas como relevantes para retardar a
secagem da superficie foliar, apds eventos de molhabilidade (Freiberg 1998; Wanek and Portl
2005; Furnkrénz 2008) e, portanto, influenciar positivamente as taxas de fixacéo bioldgica de
nitrogénio.

Identificamos que as taxas de fixacdo de nitrogénio decrescem gquando a precipitacdo é
maior que 90 mm. A &gua livre nas folhas é um fator importante para manter a atividade dos
organismos fixadores de nitrogénio, entretanto, chuvas intensas podem promover lixiviagao
dos organismos presentes na filosfera e afetar de forma negativa as taxas de FBN. Nossos
resultados corroboram com o observado na Amazonia no periodo de seca extrema ocasionada
pelo EI-Nifio. Durante o periodo de seca, as taxas de FBN aumentaram o que pode ser
explicado pelo favorecimento de organismos diazotroficos em condicbes de menor
disponibilidade de 4gua (Moreira et al. 2020). Neste contexto, destacamos o papel das drip-
tips no processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio. Uma vez que, independentemente do
nivel de precipitacdo, o maior potencial de escoamento de agua (i.e. maiores drip tips)
apresentou efeito positivo para as taxas de FBN. Ainda que Moreira et al. (2020) tenham
observado aumentos na FBN durante o El Nifio, nossos resultados indicam como as
caracteristicas intrinsecas das espécies associadas a drenagem de agua favorecem a FBN. Este
resultado combinado ao observado por Malhado et al. (2012), que detectaram maior
proporcdo de espécies com drip-tips em ambientes mais Umidos na Amazénia, nos permite
hipotetizar que areas na Amazonia que possuirem espécies com maiores drip-tips e forem
expostas a eventos mais severos de seca possuirdo maior FBN.

Um dos aspectos mais relevantes na investigacdo sobre o papel ecoldgico dos
organismos da filosfera corresponde a sua influéncia sobre as estratégias da planta hospedeira
(Rosado et al. 2018). A capacidade de um macro-organismo (e.g. planta hospedeira) passar
por filtros ambientais ndo depende apenas das suas proprias caracteristicas funcionais, mas
também das caracteristicas dos organismos da filosfera. Portanto, o conjunto da filosfera —

hospedeiro, que pode ser caracterizado como um holobionte deve ser contemplado do ponto
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de vista funcional e de performance (Rosado et al. 2018). Por exemplo, ainda que uma planta
possua caracteristicas que permitam uma maior fotossintese, epifilas briofitas podem reduzir
estas taxas em 20 a 30%, como consequéncia da reducdo da interceptacdo de luz (Coley and
Kursar 1996) e, por consequéncia, reduzir o incremento de biomassa e produtividade das
florestas tropicais (Huete et al. 2006). Por outro lado, dentre os efeitos positivos para o
hospedeiro ligados a FBN, Bentley and Carpenter (1984) demonstraram que as epifilas foram
responsaveis por fixar 10 a 25% do nitrogénio de palmeiras no sub-bosque de uma floresta
tropical na Costa Rica.

Nossa hipdtese, indicava que maiores taxas de FBN decorrentes da maior cobertura
por epifilas levariam ao aumento no crescimento vegetal. No entanto, descobrimos que a taxa
de FBN néo teve efeito direto sobre o incremento de biomassa. Apesar dos mecanismos por
trds deste resultado serem incertos, podemos propor algumas hipéteses. A estimativa da
cobertura de epifilas ndo contempla variagdes na composi¢do e abundancia dos organismos da
filosfera, ao longo do tempo e entre espécies arbdreas, de modo que espécies com 0 mesmo
ICE podem possuir uma composicdo da comunidade da filosfera que exerca efeitos distintos
sobre a planta. De modo complementar, a medida realizada de FBN trata apenas da fixacao
assimbidtica de nitrogénio, o que reflete um efeito independente da composicdo dos
potenciais organismos simbidticos presentes na filosfera. Assim como, observado por Moreira
et al. (2020) nas mesmas espécies amazonicas, a identidade da planta hospedeira exerceu um
efeito direto sobre as taxas de FBN, indicando que o efeito da filosfera sobre o crescimento
pode ser especifico. As briofitas epifilas absorvem nitrogénio mais rapidamente comparado as
folhas da planta hospedeira, logo o nitrogénio pode ndo estar disponivel para absorcdo das
folhas com alta cobertura de epifilas (Wanek et al. 2004). Além disso, a relagdo positiva entre
ICE e incremento de biomassa ndo precisa estar apenas vinculado a FBN. Outros processos
mediados pela filosfera podem favorecer o crescimento da planta hospedeira, dentre eles, a
absorcdo de &gua via foliar. Uma maior cobertura de epifilas na folha, se composta por
organismos epifilicos hidrofilicos, pode promover maior retencdo e consequente entrada de
agua pelas folhas (Rosado and Almeida 2020). Essa aquisicdo de &gua, ainda que ndo seja
capaz de reidratar toda a planta, pode permitir a manutencao das trocas gasosas e favorecer a
recuperacdo de embolia nos vasos foliares o que garantiria 0 ganho de carbono (Berry et al.
2019). Binks et al (2019) indicaram como o papel da absor¢éo de agua foliar é relevante para
0 ganho de carbono na Amazoénia, até mesmo absorcdo de 4gua do orvalho durante eventos de
seca como o periodo de El-Nifio contemplado no nosso estudo. Esse efeito pode ser ainda

mais amplo se considerarmos o papel da filosfera nessa mediacdo (Rosado and Almeida
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2020). O fato de o ICE ter explicado o incremento de biomassa na estagcdo seca pode indicar
essa possibilidade. Ainda que estas sejam hipoteses a serem testadas, o aspecto relevante que
apresentamos aqui € o papel maltiplo da filosfera afetando o incremento de biomassa e,

portanto, o funcionamento da floresta amazonica.
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2.5 Conclusao

No geral, nossos resultados demonstraram quais sdo as caracteristicas e fatores que
influenciam a cobertura da filosfera das arvores em uma floresta tropical. Caracteristicas
morfologicas das folhas que reduzem a molhabilidade da superficie foliar sdo comumente
indicadas como capazes de reduzir a incidéncia de organismos epifilicos. Contrariando as
expectativas, descobrimos que drip-tips e repeléncia hidrica foliar ndo exerceram influéncia
significativa na cobertura da filosfera. Além disso, a repeléncia a 4gua nas folhas em nosso
local de estudo foi baixa, 0 que pode ser insuficiente para influenciar o estabelecimento de
organismos epifilicos. Em nossos resultados, encontramos a altura como a variavel preditora
mais influente, o que sugere a importancia dos fatores microclimaticos para a incidéncia de
epifilas nas folhas.

Demonstramos que a fixacdo bioldgica de nitrogénio depende da interacdo entre: area
foliar, massa de folha por unidade de area, drip-tips e precipitacdo. Nossos resultados sugerem
gue o comprimento das drip-tips influencia positivamente a FBN, ou seja, hdo encontramos 0s
efeitos negativos esperados da diminuicdo da molhabilidade foliar para FBN. Por fim,
mostramos a relacdo positiva entre a cobertura de epifilas e o incremento de biomassa vegetal.
Entretanto, a relacdo encontrada ndo parece ser mediada pela FBN. A presenca de epifilas nas
folhas pode beneficiar a planta por outros mecanismos como a absorcdo de agua foliar
(Rosado and Almeida 2020), e proporcionar a planta uma fonte alternativa de recurso hidrico.
aumentando as chances de sobrevivéncia em situacdes de seca (Eller et al. 2013).

Elucidar os efeitos da presenca de epifilas nas folhas nos varios eixos de estratégias
das plantas e como estes organismos se relacionam com a fisiologia da planta (Rosado et al.
2018) sdo essenciais em um cendrio de mudancas em ecossistemas de florestas tropicais. Uma
melhor compreensdo dos efeitos para a planta como individuo, para o nivel da comunidade e
funcdes do ecossistema deve continuar a ser de grande interesse. Para entender os papéis da
filosfera para o hospedeiro, as abordagens utilizadas devem considerar a complexidade da

filosfera.
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Tabela S1 — Relacao das caracteristicas utilizadas para elaboracdo dos modelos BRT.

Acronimo Descrigado Unidade
Caracteristica da planta
hospedeira
Area foliar AF Area da lamina foliar fresca cm?
Conteiido de agua foliar CAF Teor de_agua na folha por unidade de
area foliar
N Prolongamento do apice foliar a
Drip-tips DT partir do desvio do formato eliptico om m-2
Altura H Altura da planta da base do solo até a
copa
indice de cobertura de epifilas ICE Cobert,u.ra da '?,m'”a fo[lar adaxial -
por epifilas bridfitas e liquens
Repeléncia hidrica foliar RHF Repe_lenqg da superficie foliar °
adaxial a agua
Massa de folha por unidade de Massa seca foliar por unidade de 2
, MFA , - g.m
area area fresca foliar
Caracteristicas abioticas
Precipitacdo P Precipitacdo média mensal mm
Umidade relativa UR Umidade relativa média mensal %
Método adotado pelo Inmet no qual a
Temperatura média temperatura média é calculada a
P T partir da média de trés leituras e °C

compensada

somada a temperatura maxima e

minima.

Fonte: A autora, 2022.
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Tabela S2 — Resultado da parametrizagdo do modelo BRT com o ajuste e otimizagéo
conjunta dos parametros learning rate (Ir), bag fraction (bf) e tree complexity (ntrees). Na
etapa de calibracdo do modelo para as variaveis respostas (ICE e FBN), testamos diferentes
combinacg6es de Ir (0.001 e 0.0005), bf (0.5 ou 0.75), step size (25 ou 50) e o valor de tc foi
fixo em 10. Selecionamos os pardmetros que obtiveram um minimo de 1.000 &rvores e o
maior desvio explicado (%) (Elith et al. 2008, Piston et al. 2019). Os parametros ideais

selecionados sdo mostrados em negrito.

., Ir bf step size Htrees E.D. (%)
Varidvel resposta
ntrees
0.001 0.5 25 3250 45.60204
0.001 0.75 25 2575 43.24432
. 0.001 0.5 50 3900 45.36236
Co'gsr'fjrge ” 0.001 0.75 50 2450 43.36609
epifilas 0.0005 0.5 25 6625 45.6429
0.0005 0.75 25 4900 46.7045
0.0005 0.5 50 7100 41.74236
0.0005 0.75 50 5650 44.01222
0.001 0.5 25 2875 49.72542
0.001 0.75 25 2425 51.34655
0.001 0.5 50 3250 50.37712
Fixacdo bioldgica 0.001 0.75 50 2600 50.98335
de nitrogénio 0.0005 0.5 25 5825 53.23295
0.0005 0.75 25 4550 48.99737
0.0005 0.5 50 6150 52.34604

0.0005 0.75 50 5300 52.29399
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Tabela S3 — As letras indicam o resultado do teste de Tukey, apds a execuc¢do de 100
modelos BRT para cada valor de tree complexity (tc) para as varidveis respostas (ICE e
FBN). Realizamos um modelo linear com R? como variavel resposta e tc como variavel

explicativa. Valores ideais de tc para cada uma das variaveis respostas sdo mostrados

em negrito.
Indice de cobertura de epifilas Fixagao bloJo_glca de
tc nitrogénio
(ICE) (FBN)
1 a a
2 b b
3 C C
4 d d
5 e e
6 f £
7 g g
8 h g
9 i g
10 j g
11 k g
12 I g
13 m g
14 m g
15 m g
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Tabela S4 — Intensidade da interacdo entre as variaveis preditoras para indice de cobertura de epifilas e fixag&o bioldgica de nitrogénio.

H CAF AF DT RHF MFA p T UR
H 0 0.7 2.08 0.28 20.13  30.61 0.39 0.07 0.14
o CAF 0 0 0.46 0.02 2.91 0.18 0.02 0.17 0.37
Indice AF 0 0 0 0.08 0.86 52.01 0.01 0.02 0.03
Cogeertu DT 0 0 0 0 0.06 0.32 0 0.01 0.01
ra de RHF 0 0 0 0 0 36.1 0.19 0.13 0.11
epifilas MFA 0 0 0 0 0 0 0.14 0.18 0.2
P 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T 0 0 0 0 0 0 0 0 0
UR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H CAF AF DT RHF MFA ICE P T UR
H 0 1.97 8.18 2.28 2.59 1.73 0.47 16.51 4.27 0
CAF 0 0 2.79 3.66 0.91 25.21 1.58 23.18 8.66 0.26
o AF 0 0 0 3.57 0.78 10.4 698 11357 5.78 0.22
Fixacao DT 0 0 0 0 078  107.23 67.33 42542  32.02 0.27
b'g'gg'c RHF 0 0 0 0 0 499 286 414 1807  2.09
nitrogén MFA 0 0 0 0 0 0 433  751.83 14206  3.52
io ICE 0 0 0 0 0 0 0 4.49 0.16 0.26
P 0 0 0 0 0 0 0 0 0.65 2.04
T 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.91
UR 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Legenda: AF, érea foliar; CAF, conteldo de &gua foliar; DT, drip-tips; H, altura; ICE, indice de cobertura de epifilas; MFA, massa de folha por unidade de area; P,
precipitacdo; RHF, repeléncia hidrica foliar; T, temperatura; UR, umidade relativa. A intensidade da interacdo entre os preditores é mostrada em negrito.
Fonte: A autora, 2022.
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Figura S5 — Funcdes ajustadas para as oito varidveis no modelo. A funcdo ajustada ao

eixo y representa o efeito da varidvel selecionada na variavel resposta indice de

cobertura de epifilas.
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Figura S6 — Funcdes ajustadas para as oito varidveis no modelo. A fungdo ajustada ao eixo y representa o efeito da varidvel selecionada na

variavel de resposta fixacdo bioldgica de nitrogénio.
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CONCLUSAO GERAL

Nesta tese, realizamos uma extensa revisdo sobre a interacdo entre os organismos da
filosfera na biologia da planta hospedeira e nos processos ecossistémicos em ambientes
naturais. Em nossa revisdo, evidenciamos que o papel ecoldgico das epifilas € tipicamente
investigado como uma interacdo binaria, contemplando um taxon de epifila e sua planta
hospedeira, e negligenciando em grande parte, a interacdo mdtua com 0s outros organismos
residentes na filosfera. Além disso, sugerimos que os relacionamentos fracos ou néo
identificados nos estudos apresentados podem ser atribuidos a uma sele¢do inadequada de
caracteristicas funcionais.

Conduzimos uma abordagem contemplando mdltiplas caracteristicas da planta
hospedeira e parametros ambientais para responder quais sdo as caracteristicas e fatores que
influenciam a cobertura de epifilas nas folhas de &rvores em uma floresta tropical. Nossa
hipdtese inicial era que caracteristicas morfologicas das folhas que reduzem a molhabilidade
da superficie foliar modulam a incidéncia de organismos epifilicos. No entanto, descobrimos
que drip-tips e repeléncia hidrica foliar ndo exerceram influéncia significativa na cobertura da
filosfera. Nossos resultados sugerem a altura como a varidvel preditora mais influente, o que
ressalta a importancia dos fatores microclimaticos para a incidéncia de epifilas nas folhas.

Demonstramos que a fixacdo bioldgica de nitrogénio depende da interacdo entre
caracteristicas da planta, tais como area foliar, massa de folha por unidade de éarea e drip-tips
e da precipitacdo. Também ndo encontramos influéncia da cobertura epifilica nas taxas de
FBN como inicialmente hipotetizado. Em contrapartida, nossos resultados sugerem que 0
comprimento de drip-tips influencia positivamente a FBN. Por ultimo, hipotetizamos uma
relacdo positiva entre as taxas de FBN e o incremento de biomassa mediado pela cobertura
por epifilas. Contudo, encontramos uma relagdo positiva entre a cobertura por epifilas e
incremento de biomassa, que ndo parece ser mediada pela FBN. Sugerimos que outros
mecanismos como, a absorcao de &gua foliar beneficiem o crescimento da planta hospedeira.

Nosso estudo sobre a interacdo planta — filosfera pode fornecer novos insights sobre
como as caracteristicas do hospedeiro afetam a suscetibilidade da planta a cobertura da
filosfera. Alem disso, nosso estudo demonstrou a necessidade da realizacdo de novas
investigacBes, incluindo estudos sobre a absor¢do de agua foliar e investigacGes que

contemplem a interacdo dos diferentes organismos da filosfera.



