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RESUMO

Neutralidade, complementaridade nos fenotipos das espécies e restricdes filogenéticas sao
alguns dos principais determinantes da estrutura das redes de interagcdes entre espécies.
Embora diversos padroes estruturais das redes tenham sido descritos, a importancia relativa
dos mecanismos que os geram permanece em discussdo. Neste estudo, investigamos a
importincia relativa da abundancia (neutralidade) e da complementaridade fenoldgica e
morfolédgica (interagdes permitidas ou proibidas) na estrutura¢do de uma rede de interagdes
planta-beija-flor na Floresta Atlantica (SE Brasil). Encontramos que fenologia e morfologia
juntas compdem o modelo que melhor prediz a frequéncia de interacdes entre pares de
espécies, entretanto os modelos ndo foram capazes de predizer acuradamente a maioria das
métricas agregadoras de redes (aninhamento, conectincia, equitabilidade e assimetria na
forca de interacdo). Em contraste com os estudos prévios, nossos resultados mostram que a
importancia das interagdes proibidas pode sobrepujar a importancia da abundancia na
determinag¢do de quais interagdes ocorrem na comunidade. Os estudos prévios podem ter
subestimado a importancia das interagdes proibidas em detrimento das abundéancias
relativas (neutralidade) devido a insuficiéncia amostral. Adicionalmente, discutimos que as
métricas de redes, ainda que sejam uteis para descrever padrdes de interagdes em
comunidades, podem ser pouco informativas sobre os mecanismos geradores da estrutura

das redes de interagoes.



ABSTRACT

Neutrality and complementarity in the phenotypes of species as well as phylogenetic
constraints are the main determinants of the structure of interaction networks. Although
several structural patterns of the networks have been described, the relative importance of
the mechanisms that generate them remains under discussion. In this study, we investigated
the relative importance of abundance (neutrality) and phenological and morphological
complementarity (forbidden links) in the structure of a plant-hummingbird network in the
Atlantic Forest (SE Brazil). We found that the combination of phenological and
morphological matches of interacting species represents the best model that predicts the
frequency of interactions between pairs of species. Nevertheless, models were not able to
accurately predict most of the network metrics - nestedness, connectance, interaction
evenness and interaction asymmetry. In contrast to previous studies, our results highlight
the importance of forbidden links that may overcome the importance of relative abundances
(neutrality) in the structure of the interactions at the community level. Previous studies
could have underestimated the importance of complementarity in the species phenotypes
due to insufficient sampling effort, while neutrality was likely overestimated. Finally,
although network metrics have been useful for describing network structures, we argue that
these metrics can tell us little about the mechanisms that generate the structure of

networks.
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Epigrafe

“Throw up a handful of feathers, and all must fall to the ground according to definite laws, but
how simple is this problem compared to the action and reaction of the innumerable plants and animals

(...)” (Darwin 1859)



INTRODUCAO

“«“

t is interesting to contemplate an entangled bank, clothed with many plants of
many kinds, with birds singing on the bushes, with various insects flitting about,
and with worms crawling through the damp earth, and to reflect that these
elaborately constructed forms, so different from each other, and dependent on
each other in so complex a manner, have all been produced by laws acting

around us.” (Darwin 1859).

Esta passagem escrita por Charles Darwin no ultimo paragrafo de 4 origem das espécies possui
dois pontos destacdveis. Primeiro, as espécies coexistem e interagem entre si de forma complexa
constituindo um “entangled bank”. Segundo, tanto o fendtipo (“constructed forms”) das espécies
quanto as interagdes entre elas sdo geradas por determinados processos (“produced by laws acting
around us”). Apesar das interagdes entre as espécies que compde uma comunidade terem atraido a
atencdo de ecdlogos ha bastante tempo, estudar e compreender sua organizacao diante da elevada
complexidade tem sido reconhecidamente desafiador (Waser et al. 1996).

Entretanto, em decorréncia dos recentes avangos no estudo de redes de interacdes ecoldgicas, a
descri¢do e compreensdo da organizacdo das interagdes entre espécies no nivel de comunidades tem
sido crescente (Memmot 1999, Bascompte 2009). Entre as vantagens proporcionadas pela abordagem
de redes estd a capacidade de descrever e quantificar as interagdes entre espécies e suas relagdes de
interdependéncia na escala de comunidade (Bascompte 2009). Por esta razdo, a compreensdo das
comunidades ecoldgicas tem avancado expressivamente nas ultimas décadas (Vazquez et al. 2009a,
Bascompte 2009).

Dentre os avancos obtidos estd a descricdo de diversos padrdes recorrentes na estrutura das
interacdes planta-polinizador. Entre esses padrdes estd a distribuicdo desigual de interacdes entre as
espécies (distribuicdo do grau), na qual muitas espécies interagem com poucos parceiros enquanto
poucas espécies interagem com muitos parceiros (Jordano et al. 1987, Vazquez e Aizen 2003). As redes
mutualisticas também tendem a apresentar estrutura aninhada, na qual especialistas interagem com
generalistas e estes interagem com outros generalistas e também com especialistas (Bascompte et al.
20006). Outra tendéncia recorrente € a assimétria na forga de interagdes, na qual uma espécie A depende

fortemente de B, mas por outro lado B depende fracamente de A (Bascompte et al. 2006).



A ocorréncia destes padroes tem sido atribuida a processos ndo mutuamente exclusivos, os quais
podem incluir interagdes aleatorias entre individuos (neutralidade) e desacoplamentos na morfologia,
fenologia e distribui¢do espacial das espécies (interagdes proibidas), além da influencia de restrigdes
filogenéticas e viés de amostragem (Jordano et al. 2006; Burns 2006; Rezende et al. 2007b; Santamaria
e Rodriguez-Gironés 2007; Stang et al. 2007; Bliithgen et al. 2008, Vazquez et al. 2007, 2009a, 2009b).
Recentemente um debate intenso tem se desenvolvido considerando a importancia relativa da
neutralidade vs. interacdes proibidas na estruturagdo das redes de interagdes. A neutralidade se baseia
no postulado de que as espécies sdo ecologicamente equivalentes de forma que os individuos interagem
aleatoriamente em uma comunidade, sendo que as espécies mais abundantes interagem com mais
parceiros e com frequéncias mais altas do que as espécies raras (Dupont et al. 2003, Ollerton et al.
2003, Krishna et al. 2008, Vazquez et al. 2007, 2009b, Cagnolo et al. 2011). Por outro lado, as
interagdes proibidas se baseiam no postulado de que as interagdes sdo definidas pelos acoplamentos ou
desacoplamentos na morfologia, fenologia, distribui¢do espacial e na influéncia de restrigdes
filogenéticas sobre a modificacdo destes atributos nas espécies (Jordano et al. 2003, Rezende et al.
2007, Santamaria e Rodriguez-Gironés 2007, Stang et al. 2007, Vazquez et al. 2009a, 2009b, Olesen et
al. 2011).

Atualmente ¢ reconhecido que a abundancia das espécies exerce papel importante na estrutura
das redes de interacdes, predizendo expressivamente os padrdes estruturais de redes mutualisticas
planta-polinizador (Véazquez et al. 2009b, Ibanez 2012), redes de facilitacdo planta-planta (Verdu e
Valiente-Banuet 2011) e redes antagonisticas planta-herbivoro e hospedeiro-parasitdide (Cagnolo et al.
2011). Estes estudos indicam que processos neutros — interagdes aleatdrias determinadas apenas pelas
abundancias das espécies e independes das diferengas nos seus atributos fenotipicos — tém importancia
fundamental na estruturacdo de diferentes tipos de redes de interagdes mutualisticas ou antagonistas.
Entretanto, a estrutura das redes também pode ser mais acuradamente explicada quando junto a
abundancia sdo considerados fatores como acoplamento fenoldgico (Vazquez et al. 2009b, Cagnolo et
al. 2011), acoplamento morfologico (Ibanez 2012) e restricdes filogenéticas das espécies (Verdu e
Valiente-Banuet 2011). Neste caso, os processos ecologicos e evolutivos que impde restrigdes
fenotipicas (interacdes proibidas) apresentam importadncia, ainda que menos expressiva, nesta
estruturacdo. Entretanto, parte desta importancia atribuida a neutralidade pode estar sendo
superestimada devido a limitagdes de amostragem, implicando que aquelas interacdes mais raras talvez
sejam registradas somente mediante elevado esfor¢o amostral (Olesen et al. 2011). Outra limitagdo na

interpretacdo destes padrdes ¢ que visitantes florais que ndo sdo de fato mutualistas (e.g. ladrdes de
9



polen e néctar) sdo frequentemente incluidos dentro das redes consideradas “planta-polinizador”
(Genini et al. 2010). Neste contexto, em virtude da escassez de estudos com amostragem mais completa
e redes planta-polinizador “verdadeiras”, os processos que geram estes padrdes estruturais nas redes
mutualisticas permanecem pouco explorados e, portanto, pouco compreendidos para que sejam
descritos padroes generalizaveis sobre os fatores que geram a estrutura das redes ecoldgicas.

No que diz respeito as interacdes entre beija-flores e plantas, estudos prévios apontam que a
competicdo (i.e. entre os animais pelo néctar floral e entre as plantas pelos vetores de podlen) e a
interagdo mutualistica de polinizacdo sdo processos ecologicos e evolutivos fundamentais na
organizagdo das comunidades. Ambos os processos influenciam os fendtipos das espécies (e.g.
morfologia e fenologia) impondo restricdes que determinam em parte quais espécies podem interagir na
comunidade (Snow & Snow 1972, Wolf et al. 1976, Kodric-Brown et al. 1984, Brown & Bowers 1985,
Graham et al. 2012, Eklof et al. 2013). Por outro lado, a despeito do papel reconhecidamente
importante da abundancia das espécies (neutralidade) na estruturagdo das intera¢des, sua importancia
relativa em redes de interagdes envolvendo plantas e beija-flores permanece desconhecida.

Neste estudo utilizamos dados de uma rede de interacdes entre beija-flores e plantas na Floresta
Atlantica do sudeste do Brasil, para responder as seguintes questdes: (1) Qual ¢ a importancia relativa
da abundancia e do desacoplamento morfologico e fenoldgico das espécies na predi¢ao das frequéncias
de interacdo entre os pares de espécies na rede? (2) Estes atributos das espécies (abundancia,
morfologia e fenologia) sdo capazes de predizer a conectividade e a organizacdo topoldgica das
interacdes na rede? Devido a reconhecida importancia dos fenodtipos de beija-flores e plantas para a
estrutura de suas comunidades (e.g. Brown et al. 1984, Brown & Bowers 1985), espera-se que neste
tipo de sistema planta-polinizador a frequéncia das interacdes e as principais métricas de redes sejam
determinadas pelos acoplamentos na morfologia e fenologia das espécies e ndo predominantemente
pelas abundancias das espécies, como reportado previamente para outras redes planta-polinizador

(Vazquez et al. 2009b, Cagnolo et al. 2011).

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo e coleta de dados
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O estudo foi conduzido no Nucleo Santa Virginia (NSV), localizado no Parque Estadual da Serra
do Mar (23°17' a 23°24' S e 45°03' a 45° 11' W), Sao Paulo, Brasil (Figura 1). O NSV abrange 5000
hectares de Floresta Ombrofila Densa Montana (sensu Veloso et al. 1991) e apresenta relevo com
declividade acentuada (24° a 37°) entre 850 a 1100 m de altitude. O clima regional ¢ tropical temperado
sem estacao seca (Setzer 1966), com precipitacdo média anual superior a 2000 mm e sempre superior a
60 mm por més. A coleta de dados foi realizada entre setembro de 2011 e agosto de 2012. Foram
percorridas 12000 metros de trilhas (conhecidas localmente como Pirapitinga, Poco do Pito e Ipiranga)
e estradas abrangendo floresta primaria (ca 26%), floresta secundaria (ca 54%) e areas de bordas que

incluiram beiras de rios e estradas (ca 20%).

Floracgao e abundéncia das plantas polinizadas por beija-flores

As espécies ornitofilas (sensu Faegri & van der Pijl 1979) e nao-ornitofilas potencialmente
polinizadas por beija-flores tiveram a floracao e a quantidade de flores em antese registradas. O numero
de flores destas plantas foi quantificado mensalmente ao longo das trilhas considerando todos os
individuos até 2,5 m de ambos os lados. Individuos presentes nos estratos mais altos da floresta foram
considerados apenas quando suas flores foram visiveis a partir solo. Espécies que produziram centenas
de flores por individuos (e.g. Erythrina speciosa) tiveram quantificado o nimero médio de flores por
inflorescéncia, o qual foi posteriormente extrapolado para o numero de inflorescéncias total para obter
o nimero estimado de flores para um dado individuo. Dessa forma, foi possivel estimar a abundancia
de flores de cada espécie como o nimero total de flores durante as amostragens ao longo do periodo de
floracdo. Para a validagdo do nimero de flores produzido por cada espécie como uma medida da
abundancia da espécie nos baseamos na verificagdo da forte relagdo linear e positiva entre o numero de

flores e de individuos de plantas na 4rea (S1 em material suplementar).

Fenologia e abundancias dos beija-flores

Para a determinagdo da fenologia dos beija-flores foi considerada a presenga de uma dada espécie
em qualquer ocasido durante os percursos das trilhas e durante as observagdes das plantas. A
abundancia foi definida com base na frequéncia de ocorréncia das espécies nos 60 dias de coleta de
dados distribuidos ao longo do ano de estudo (cerca de cinco dias por més). Para validacdo desta
medida como um descritor adequado da abundancia, quantificamos os contatos visuais ou auditivos

com cada espécie de beija-flor ao longo de dez transeccdes fixas (100 metros cada). Estas transec¢des
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abrangeram florestas primarias (ca 47%), secundarias (ca 32%) e areas mais abertas como bordas de
rios (ca 21%). Cada transeccao foi percorrida mensalmente durante 10 minutos no inicio da manha e o
sentido e a ordem de amostragem foi mantida ao longo do estudo. As contagens foram iniciadas no
maximo até trés horas ap6s o nascer do sol e ocorreram somente durante periodos sem chuva. O
esforco amostral totalizou 20 horas de contagens. Esta forma de amostragem ¢ uma das mais indicadas
para a estimativa de abundancia de espécies de aves (Bibby et al. 2000). Com esta medida adicional foi
verificada a existéncia de uma relacdo linear positiva entre a frequéncia de ocorréncia das espécies e
suas abundancias estimadas por contagens, sugerindo que a frequéncia de ocorréncia representa uma

medida adequada da abundancia das espécies (S2 em material suplementar).

Morfologia das flores

O comprimento efetivo da corola (sensu Wolf et al. 1976) e a abertura e curvatura do tubo floral
foram medidos para todas as espécies. Foram coletadas entre trés e 20 flores para cada espécie,
retiradas de individuos diferentes sempre que possivel. Para a quantificagdao da curvatura do tubo floral,
foi tragada uma linha reta entre a base e a ponta do tubo da corola. Foi considerada como valor de
curvatura a distancia entre o ponto médio desta linha e a corola. Para as analises, foi utilizado apenas o
comprimento como descritor da morfologia das flores, uma vez que a curvatura das corolas e a abertura

das flores foram similares entre as espécies.

Morfologia do aparelho bucal dos beija-flores

O comprimento e a curvatura do bico dos beija-flores foram medidos em espécimes depositados
nas colecdes ornitologicas do Museu de Zoologia da USP e do Museu de Zoologia da Unicamp. A
medida da curvatura dos bicos foi tomada de forma andloga aquela da corola das flores. Como os beija-
flores podem projetar a lingua para fora do bico para beber néctar (Paton & Collins 1989), a medida do
comprimento do bico sem levar em conta a extensdo da lingua pode ser uma medida inadequada da
acessibilidade da ave ao néctar. Entretanto, nenhum estudo realmente quantificou este parametro,
apenas ¢ mencionado na literatura que alguns beija-flores podem visitar flores cujas corolas apresentam
até o dobro do tamanho do bico (Hainsworth 1973; Hainsworth & Wolf 1976, Wolf et al. 1976;
Montgomerie 1984). Em virtude da indisponibilidade de medidas precisas sobre a extensao da lingua,
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contornamos o problema acrescentando ao valor de comprimento do bico, um valor correspondente a
um ter¢o do comprimento do bico, como estimativa do comprimento da lingua. Esta medida foi
considerada adequada porque mantém a propor¢do na qual os bicos mais longos possuem linguas

proporcionalmente mais longas (Paton & Collins 1989).

Interacgdes entre plantas e beija-flores

A rede de interagdes entre plantas e beija-flores foi construida baseando-se em observacdes de
visitas legitimas as flores (beija-flores que contataram estruturas reprodutivas das flores). Para cada
espécie em floracdo foram feitas entre 12 e 31 horas de observagdes. As observacdes foram feitas
usando binodculo portatil (Bushnell 8x40) ou filmadoras portateis (Sony Handycam HD®) e totalizaram
881 horas. Foram observados pelo menos dois individuos de cada espécie de planta, para os quais
identificamos os beija-flores visitantes e quantificamos a frequéncia de visitagdo. As observacdes com
o uso de filmadoras foram restritas aquelas plantas que produzem flores em pequena quantidade ou

agregadas espacialmente, dessa forma reduziu-se o risco de subestimar as interagoes.

Analise dos dados

Estimando a suficiéncia amostral

A suficiéncia amostral foi avaliada através de uma adaptacao de rarefacido baseada em individuos
(individual-based rarefaction) proposta por Gotelli & Colwell (2001). Nesta analise, foram
considerados como substitutos para “espécies” e “total de individuos de cada uma das espécies”,
respectivamente, as “interagdes observadas entre todos os pares de espécies” e o “total de observagdes
para cada uma destas interagdes (frequéncia)”. A curva de rarefagdo do niimero de intera¢des (analogo
a “riqueza de espécies” de Gotelli & Colwell, 2001) observadas na comunidade foi estimada através de

1000 reamostragens sobre os dados observados.

Comparando matrizes através de modelos nulos
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Praticamente toda a andlise que foi aplicada seguiu o arcabouco conceitual e metodologico
elaborado e aplicado por Vazquez et al. (2009b). A seguir, ¢ apresentado o passo a passo da andlise
proposta por estes autores e sao enfatizadas as modificagdes.

Para avaliar se a frequéncia de interagdo entre pares de espécies pode ser predita pela abundancia,
morfologia e fenologia das espécies, a matriz de interacdes observada foi comparada com matrizes
geradas com base em diferentes matrizes de probabilidade de interagdo. Esta comparagdo foi realizada
através da abordagem de modelos nulos. Os modelos nulos foram representados por matrizes
probabilisticas construidas com base nos dados observados de abundancias, morfologias e fenologias
das espécies ou combinagdes entre estas variaveis. Adicionalmente construimos uma matriz de

probabilidades que considera que todas as interagdes tém probabilidades iguais de ocorrer.

Construindo as matrizes

Matriz observada (O). - As interagdes planta-polinizador na comunidade foram arranjadas em
uma matriz quantitativa de interacdes observadas, na qual as espécies de plantas foram dispostas nas
linhas e os beija-flores nas colunas. Cada célula desta matriz indica uma interacao entre uma planta e
um polinizador. Quando a intera¢do ocorreu a célula foi preenchida com o niimero total de interagdes
quantificadas (aij > 0) e quando ndo houve interacao foi preenchida com o valor zero (aij = 0).

Matriz de probabilidade baseada nas abundancias (A): A abundancia de cada espécie de planta
foi multiplicada pela abundancia de cada espécie de beija-flor produzindo-se assim uma matriz que
representa o produto das abundancias de plantas e polinizadores. Os valores desta matriz foram
normalizados através da divisdo do valor de cada célula pelo valor de soma da matriz inteira resultando
na matriz de probabilidade A, na qual cada célula assume um determinado valor de probabilidade que
varia entre 0 e 1 (a soma da matriz totaliza 1). Esta matriz pode ser considerada um “modelo neutro” ou
um “modelo nulo baseado em abundancias” (Gotelli & McGill 2006). Isto ocorre porque ao
desconsiderar as diferengas fenotipicas das espécies (e.g. fenologia e morfologia) este modelo ignora as
diferengas em seus nichos e desta forma considera as espécies ecologicamente equivalentes.

Matriz de probabilidade baseada na sobreposigdo fenologica (F): Uma matriz fenologica para as
plantas (Fp) foi produzida, na qual a presenca de floracdo de cada espécie foi assinalada com o valor 1
para cada més em que floresceu ou valor 0 para os meses em que nao floresceu. Uma matriz fenologica
idéntica foi elaborada para os beija-flores (Fa). A matriz de sobreposicao fenoldgica foi obtida através

da multiplicagcdo de Fp por Fa, obtendo-se uma matriz na qual a probabilidade de interagdo entre uma
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planta com um determinado polinizador foi dada pelo nimero de meses em que houve co-ocorréncia
temporal entre estas espécies, enquanto valores 0 indicam a ndo co-ocorréncia temporal (interagdes
proibidas). Da mesma forma que para a matriz A, os valores desta matriz também foram normalizados
através da divisdo do valor de cada célula pelo valor da soma da matriz inteira resultando na matriz de
probabilidade F.

Matriz de probabilidade baseada no acoplamento morfolégico (M): Uma matriz de acoplamento
morfoldgico foi elaborada, na qual a interacdo entre planta e polinizador poderia ocorrer apenas quando
o comprimento do aparelho bucal do polinizador (bico considerando a proje¢ao da lingua) fosse igual
ou maior do que o comprimento da corola da flor. Nesta matriz as interagcdes permitidas foram
assinaladas com o valor 1 e as interagdes proibidas com o valor 0. Esta matriz foi normalizada da
mesma forma que as matrizes A e F, resultando na matriz de probabilidade M.

A partir das matrizes A, F e M foram obtidas matrizes de probabilidade de todas as combinagdes
possiveis entre elas: AF, AM, FM e AFM. Estas matrizes combinadas foram geradas através da
multiplicagdo das matrizes A, F ou M e depois foram normalizadas da mesma forma descrita
anteriormente, dividindo-se o valor de cada célula pela soma da matriz.

Adicionalmente, outra matriz nula foi elaborada (Nulo) na qual todas as espécies de plantas e
polinizadores tinham a mesma probabilidade de interacdo. Dessa forma, oito matrizes de

probabilidades foram obtidas.

Comparagado da capacidade das matrizes de probabilidade predizer as interagoes observadas —
Para avaliar se a abundancia, acoplamento fenoldgico e acoplamento morfoldgico das espécies sdo
capazes de predizer a estrutura da rede de interagdes, foi utilizada a abordagem de Maéaxima
Verossimilhanca. A matriz observada foi comparada com cada uma das matrizes probabilisticas. A
ideia central desta andlise ¢ que, se uma matriz probabilistica ¢ capaz de predizer a matriz observada,
entdo aquelas células que tém probabilidade mais alta em uma matriz probabilistica (A, F, M, AF, AM,
FM, AFM, Nulo) também deveriam apresentar um maior nimero de interagdes registradas na matriz
observada (O). Usamos o Critério de Informacao de Akaike (AIC) para avaliar a capacidade de cada
modelo (matriz probabilistica) predizer a matriz observada O. Subsequentemente, os modelos foram
comparados através do AAIC para selecdo do melhor modelo. O AAIC ¢ o valor de AIC de cada
modelo menos o AIC do melhor modelo, que por definicdo tem valor zero. Assim como Vazquez et al.
(2009b), foi assumido que a probabilidade de interacdo entre uma planta e um polinizador possui uma

distribuicdo multinomial. A verossimilhanca foi calculada usando a fun¢do dmultinom no pacote stats
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do software R (R Development Core Team 2012). O numero de parametros utilizado para ponderar os
modelos pelas suas complexidades foi definido como o nimero de espécies de cada matriz de
probabilidades incluida em um determinado modelo. Dessa forma, os modelos A, F, M e Nulo que
foram produzidos por uma unica matriz de probabilidades com nove polinizadores e 47 plantas (56
espécies) foram penalizados com um parametro de valor 56. De forma semelhante, os modelos AF,
AM e FM que incluiram duas matrizes cada uma com 56 espécies, foram ponderados com pardmetro
de valor 112 (56 espécies em cada matriz). Finalmente, o0 modelo AFM teve parametro de valor 168,
pois utilizou trés matrizes cada uma com 56 espécies. A decis@o de utilizar valores de parametros mais
altos do que estudos prévios visou evitar uma penalizagdo demasiadamente baixa para os modelos mais
complexos. Assim, essa decisdo provavelmente foi mais conservadora do que usar como parametros o
nimero de matrizes como fizeram Véazquez et al. (2009b). Entretanto, a fim de comparar nossos
resultados com aqueles obtidos por estes autores, repetimos a analise usando o ntimero de matrizes
como parametros. Todavia, a sequéncia dos modelos que mais se assemelham aos dados observados
nao mudou em decorréncia da mudanga no valor dos parametros e, por isso, mantivemos apenas os
primeiros resultados (S3 no material suplementar).

Andlise das estatisticas agregadas de redes — Similarmente a Vazquez et al. (2009b), testamos a
capacidade de cada um dos oito modelos acima predizer quatro das principais estatisticas agregadas de
redes de interagdes: aninhamento, conectancia, equitabilidade das interacdes (interaction evenness) e
assimetria das interagdes (calculado separadamente para polinizadores e plantas). O aninhamento em
redes mutualisticas ¢ um padrao topologico gerado pela tendéncia de espécies especializadas
interagirem com parceiros generalistas enquanto as espécies generalistas interagem tanto com parceiros
generalistas quanto especialistas (Bascompte et al. 2003). Esta métrica geralmente ¢ expressa por um
indice que varia de 0 (nenhum aninhamento) at¢ 100 (aninhamento perfeito). Neste estudo, foi
calculado o aninhamento através do WNODF (Almeida-Neto e Ulrich 2011) que consiste em uma
modificacdo da métrica NODF (Almeida-Neto et al. 2008) para matrizes quantitativas e apresenta
diversas vantagens em relagdo as demais métricas (Almeida-Neto et al. 2008). O WNODF esta
implementado no pacote bipartite (Dormann et al. 2008) do software estatistico R (R Development
Core Team 2012) como uma func¢do chamada weighted NODF. A conectancia ¢ definida como a
propor¢ao das interagdes realizadas dentre o total possivel (Jordano 1987) e varia de 0 a 1. A
equitabilidade de interacées foi calculada (fungdo intereven no bipartite) através do indice de
Shannon da forma proposta por Tylianakis et al. (2007). Valores baixos de equitabilidade ocorrem

quando ha elevada discrepancia no nimero de interacdes entre os pares de espécies. A assimetria de
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interacoes (funcao intasymm no bipartite) para uma espécie i foi definida como Ai = X dij/ki, na qual k
¢ o grau da espécie i (ou seja, o numero de espécies com as quais i interage) e dij ¢ uma medida da
simetria da for¢a de interagcdo entre um par de espécies i € j (Vazquez et al. 2007). Como em estudos
prévios, a frequéncia de interacdo (interaction frequency) foi utilizada como medida substituta para a
intensidade (strength) da interagao (Vazquez et al. 2005, 2007, 2009; Bascompte et al. 2006).

Usando o Software R (fungdo mgen) foram produzidas 1000 redes aleatorizadas com base nas
distintas matrizes de probabilidades (A, F, M, AF, AM, FM, AFM, Nulo). O algoritmo de
aleatorizagdo gera matrizes de mesmo tamanho da matriz observada e distribui o numero total de
interagdes (1231 interagdes, neste estudo) entre as células da matriz de acordo com as probabilidades
de cada interagdo. Para estas redes aleatorizadas, foram recalculadas as quatro métricas (estatisticas
agregadas de redes). Comparamos o valor obtido para cada métrica aleatorizada com o seu respectivo
valor observado. Dessa forma, as métricas cujos valores aleatorizados sobrepuseram-se com o valor
observado correspondente foram consideradas como sendo preditas por uma dada matriz probabilistica

(intervalo de 95% de confianca, calculado pela funcao confint no bipartite).

RESULTADOS

Abundéancia, fenologia e morfologia de flores e beija-flores

Encontramos um total de 47 espécies de plantas polinizadas (visitadas legitimamente) por beija-
flores na area de estudo. Dentre as 12 familias botanicas, as mais representativas foram Bromeliaceae
(20 espécies) e Gesneriaceae (sete espécies) e as demais tiveram quatro ou menos espécies. O periodo
de floragdo foi curto para a maior parte das espécies de plantas (Figura 2). Apenas nove espécies (19%)
floresceram durante trés meses ou mais e somente Fuchsia regia apresentou flores o ano todo. Em geral
a abundancia de flores foi baixa e relativamente similar para a maioria das espécies: 82% das espécies
produziram menos de 150 flores no total e apenas quatro espécies produziram mais que mil flores cada
(Figura 3). As corolas das flores foram geralmente tubulares e o comprimento variou de 0,3 cm em
Spirotheca rivieri a 5,1 cm em Mannetia chrysoderma (Figura 4).

Dentre as nove espécies de beija-flores registradas, Phaethornis eurynome, Thalurania glaucopis
e Chytolaema rubricauda foram as mais abundantes (Figura 5) e estiveram presentes regularmente

durante todo o ano (Figura 6). As demais espécies foram raras, tendo sido registradas pontualmente. O
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comprimento do aparelho bucal dos beija-flores (considerando o bico e a projecdo da lingua) variou de

1,6 cm em Lophornis chalybeus a 4,5 cm em P. eurynome (Figura 4).

Rede de interacoes planta—beija-flor

Nove espécies de beija-flores visitaram 47 espécies de plantas, totalizando 1231 visitas
observadas e 86 interagdes entre diferentes pares de espécies (Figura 7). A analise de rarefacao indica
que a amostragem foi suficiente para registrar a maioria das interagdes (Figura 8). A rede de interagdes
apresentou aninhamento observado nao significativo (WNODF = 22,18; 95% confianca do modelo
Nulo entre 16,30 - 25,88; Figura 10B); a conectancia foi de 0,20 (20% das interagdes possiveis foram
observadas); a equitabilidade de interagdes foi de 0,83; e a assimetria na for¢a de interagdo média de

plantas foi -0,17 e a de polinizadores foi -0,68.

Fatores estruturadores da rede e sua capacidade de predizer métricas de rede

O modelo que combinou o acoplamento morfoldgico e fenologico (que representa as interacoes
proibidas ou permitidas entre plantas e polinizadores) foi o melhor preditor para a frequéncia das
interagdes observadas na comunidade (Figura 9). De acordo com o esperado, os modelos que
predisseram mais adequadamente a estrutura da rede de interagcdes ndo incluiram as abundancias das
espécies (que representa a neutralidade).

De uma forma geral a abundancia, a fenologia e a morfologia ndo foram capazes de predizer
acuradamente o aninhamento, a conectancia, a equitabilidade e as assimetrias na forga de interagdo. As
excecdes foram a assimetria da forca de interacdo para os polinizadores, que pdde ser predita pelo
modelo completo que inclui abundancia, fenologia e morfologia; e o aninhamento, que foi predito pelo
modelo que inclui probabilidades iguais para todas as interagdes (Figura 10). Embora os modelos nao
tenham sido acurados na predicdo da maioria das métricas, nota-se que os modelos que incluem
abundancia (ou a abundancia sozinha) produziram valores esperados mais proximos ao observado para

métricas como conectancia e equitabilidade (Figura 10).
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DISCUSSAO

O papel da neutralidade: por que a abundancia foi pouco importante?

Ao contrario do crescente consenso de que a abundancia das espécies (neutralidade) ¢ um fator
determinante na estrutura das redes de interagdes, esse estudo demonstra, com base em dados
empiricos, que os desacoplamentos fenologicos e morfologicos sdo mais importantes do que a
abundancia como preditores das interagdes entre beija-flores e plantas. Uma possivel explica¢do para a
diferenca encontrada neste estudo ¢ que as abundancias das espécies ndo foram demasiadamente
discrepantes, pelo menos entre as trés espécies de beija-flores mais abundantes na comunidade e entre a
maioria das espécies raras de plantas. Dessa forma, o modelo baseado em abundancia acabou gerando
probabilidades de interagdes relativamente semelhantes entre os polinizadores e as plantas. Associado a
isso, algumas das espécies mais abundantes entre as plantas foram pouco visitadas pelos beija-flores.
Por exemplo, Psychotria eriocarpa, que ¢ uma espécie nao-ornitéfila com flores pequenas que
produzem pouco recurso por flor, e Nidularium innocentii, que possui flores com corolas longas que
limita a interacdo ao beija-flor de bico longo Phaethornis eurynome que, por sua vez, forrageia em
rotas (comportamento de trapliner) e geralmente visita flores com baixa frequéncia. Por outro lado,
espécies pouco abundantes como Quesnelia sp. sdo muito visitadas, possivelmente devido a continua e
abundante producao de néctar nas flores ao longo do dia (observagdo pessoal). Dessa forma, a
abundancia parece ndo ser suficiente para predizer a frequéncia com que uma dada planta seré visitada
sem que sejam considerados seus atributos fenotipicos e detalhes sobre as sua histéria natural (e.g.
produgdo de néctar).

Outra explicacao plausivel para o baixo poder preditivo da abundancia, deriva da suficiéncia
amostral deste estudo em relacdo aos estudos prévios. Embora alguns autores reconhecam a potencial
influéncia da subamostragem das interagdes sobre as estrutura e as métricas que descrevem as redes de
interagdes (Vazquez et al. 2009a, 2009b, Cagnolo et al. 2011, Ollerton e Cranmer 2002), apenas
recentemente estudos visando compreender as limitagdes impostas pela amostragem tem sido
realizados (Bosch et al. 2009, Chacoff et al. 2012, Gibson et al. 2011, Rivera-Hutinel et al. 2012).
Segundo Chacoff et al. (2012), apesar do exaustivo esfor¢o de amostragem da rede planta-polinizador
em um ecossistema desértico na Argentina, apenas 55% das interagdes esperadas foram registradas. Os
resultados destes autores sugerem que muitas das interagdes que sdo possiveis (interagdes nao-

proibidas) na comunidade devem estar ocorrendo, mas ndo foram registradas devido a subamostragem.
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Este problema provavelmente ¢ difundido entre a maioria das redes de interagdes planta-polinizador
(Chacoff et al. 2012). Como consequéncia, estudos prévios que encontraram elevada importancia da
neutralidade em relagdo as interacdes proibidas — como em Vazquez et al. (2009b), que apresenta
amostragem insuficiente e, portanto, no qual uma elevada propor¢do das interacdes permitidas nao
foram registradas (Chacoff et al. 2012) — podem ter gerado uma falsa redugdo do poder preditivo das
interagdes proibidas em detrimento da neutralidade na explicagdo das interacdes na comunidade. Dessa
forma, ndo se pode descartar que o baixo esfor¢co amostral pode estar superestimando o efeito da
neutralidade e desemaranhar a importancia destes efeitos ¢ um desafio para estudos futuros. Para evitar
o risco deste potencial viés de uma forma imediata, enfatizamos aqui a sugestdo de Rivera-Hutinel et
al. (2012) de que estudos com redes de interagdes devem reportar uma estimativa de suficiéncia da
amostragem.

Outra possibilidade que ndo pode ser descartada ¢ que o achado deste estudo represente uma
particularidade do sistema planta—beija-flor. Os estudos prévios com redes planta-polinizador estiveram
centrados em sistemas plantas-insetos (Vazquez et al. 2009b, Ibanez 2012) e nesse tipo de sistema ha
geralmente cerca de quatro vezes mais polinizadores do que plantas (Vazquez et al. 2009a). No sistema
planta—beija-flor este padrao se inverte, havendo mais plantas que polinizadores (veja também Snow &
Snow 1972, Buzato et al. 2000, Dziedziok et al. 2003, entre outros). Dessa forma, este estudo implica
que a neutralidade ndo ¢ um fator estruturador crucial na rede planta—beija-flor estudada, mas mais
estudos sdo necessarios para investigar o quao geral ¢ este fato para outros sistemas planta-polinizador
ou outros tipos de redes mutualisticas e antagonisticas em diferentes ecossistemas do mundo.

Finalmente, ressaltamos que estes resultados ndo implicam necessariamente que a abundancia
(neutralidade) ndo tenha importancia na interagdo entre as espécies neste sistema de estudo. Entretanto,
a sua importancia (se existir) € sobrepujada pela importancia do desacoplamento fenologico e
morfologico das espécies na determinacdo das interagdes que ocorrem na comunidade, fato que ndo
havia sido reportado previamente.

Adicionalmente, ha que se considerar que o modelo nulo baseado nas abundancias ndo trata
exclusivamente de processos neutros (neutralidade) como assumido por estudos prévios (Krishna et al.
2008, Vazquez et al. 2009b, Cagnolo et al. 2011), mas trata destes e de outros processos (ecoldgicos,
evolutivos) que atuam na determinagao da abundancia das espécies. A abundancia ndo ¢ propriamente
um atributo de uma espécie, mas uma propriedade emergente no nivel populacional que pode ser
determinado por diferentes mecanismos, incluindo processos neutros e outros processos (i.e. ecologicos

e evolutivos) que influenciam os fenotipos das espécies (e.g. morfologia e fenologia) gerando as
20



diferencas em seus nichos e indiretamente determinando suas abundancias (Eklof et al. 2013). Dessa
forma, quando consideramos que os individuos interagem aleatoriamente e, portanto, espécies
abundantes interagem mais frequentemente (definido como “neutralidade” em Krishna et al. 2008,
Vazquez et al. 2009b, Cagnolo et al. 2011) ndo estamos descartando a possivel influéncia dos fenotipos
das espécies sobre as suas abundancias e por isso ndo deveriamos tratar a abundancia como um
parametro que reflete estritamente “neutralidade”.

Neste contexto, o modelo nulo baseado em abundancias, o qual ¢ usado neste e em outros
estudo (Krishna et al. 2008, Vazquez et al. 2009b, Cagnolo et al. 2011), ndo trata da neutralidade como
um processo gerador dos padrdes na comunidade. Ao invés disto, este modelo ¢ mais adequadamente
visto como um modelo estatistico “neutral” gerador de padrdes, mas que ndo especifica 0 mecanismo

que gera o padrdo (Gotelli & McGill 2006).

O papel das interacées proibidas: por que fenologia e morfologia foram importantes?

Diferentemente de estudos prévios (Vazquez et al. 2009b, Verdu & Valiente-Banuet 2011), o
acoplamento morfolégico e fenologico na rede de beija-flores e plantas aqui estudada s3o relativamente
mais importantes do que as suas abundadncias na estruturagdo das interagdes na comunidade.
Provavelmente isto se deve ao fato de que na comunidade estudada as plantas tiveram florag¢des curtas
e, por outro lado, a maioria dos beija-flores ocorreu apenas pontualmente no tempo. Este padrdo
implica que espécies que poderiam potencialmente interagir por apresentar acoplamento morfolédgico,
ndo interagem em razao do desacoplamento em suas fenologias. Por exemplo, espécies de beija-flores
com bico curto (e.g. Leucochloris albicollis) ndo interagiram com plantas com flores de corola curta
(e.g. Quesnelia sp.) porque suas fenologias estiveram desacopladas.

Alternativamente, espécies que co-ocorreram no tempo nao puderam interagir em decorréncia do
desacoplamento morfologico. Este foi o caso de diversas espécies de corola longa como, por exemplo,
Vriesea simplex, V. incurvata, Geissomeria sp., Nidularium longiflorum, entre outras, cuja floragdo
sobrepdem com a presen¢a de beija-flores de bico curto como Clytolaema rubricauda e Thalurania
glaucopis. Apesar destas espécies co-ocorrerem temporalmente, o aparato bucal destes beija-flores ¢é
mais curto do que o necessario para acessar os recursos destas plantas e a interagao € proibida.

Estes resultados estdo de acordo com aqueles de estudos prévios que reportam o papel da
morfologia e da fenologia das espécies na organizagdo de comunidades planta—beija-flor (Snow &
Snow 1972, Stiles 1975, Wolf et al. 1976, Kodric-Brown et al. 1984, Brown & Bowers 1985). Além
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disso, este estudo acrescenta que, para este sistema planta-polinizador, a importancia dos processos
ecoldgicos e evolutivos que produzem o desacoplamento nas fenologias e morfologias (por exemplo,
competicao entre beija-flores por néctar ou entre plantas por polinizador) sobrepuja a importancia de

suas abundancias relativas (neutralidade) na determinagao da estrutura das interagdes na comunidade.

A imprevisibilidade das métricas descritoras da estrutura de redes e suas implicacoes

Embora os desacoplamentos fenoldgico e morfoldogico tenham predito mais acuradamente a
frequéncia com que as interagdes ocorreram, todos os modelos que incluiram este aspecto foram
incapazes de predizer a maioria das métricas de redes. Além disso, os modelos capazes de gerar valores
semelhantes aos observados para as métricas incluiram quase sempre a abundancia.

Isto gera uma clara contradi¢do na interpretacdo dos mecanismos associados a predi¢do da
frequéncia de interacdes e das métricas da rede. No primeiro caso, ¢ evidenciado que as restrigdes
impostas pelos desacoplamentos sdo decisivas para predizer a frequéncia das interagdes. Esta pode ser
considerada uma medida bastante realista da estrutura da rede, uma vez que descreve individualmente
as interagdes que ocorrem reportando suas frequéncias além de servir de base para o célculo da maioria
das métricas. No segundo caso, as métricas - que sdo estatisticas agregadas da rede e representam uma
tentativa de agregar diferentes atributos das interag¢des, incluindo suas frequéncias — sugerem que o
papel da neutralidade ¢ mais importante do que os desacoplamentos para descrever a rede.

Esta contradi¢do sugere que as métricas de redes, ainda que sejam TUteis para comparagdes dos
padrdes encontrados em diferentes redes, podem ser pouco uteis para inferir os mecanismos que geram
estes padroes. Dessa forma, parece desaconselhavel o uso destas métricas quando o interesse ¢
investigar os mecanismos estruturadores das redes de interagdes na comunidade. Entretanto, esta
sugestdo ndo invalida o uso de outras métricas de redes na busca por seus mecanismos geradores (e.g.

Dalsgaard et al. 2011), mas ressalta que as métricas devem ser escolhidas cautelosamente.

CONCLUSAO

O presente estudo indica que o desacoplamento na fenologia e na morfologia das espécies atua
restringindo as possibilidades de interagdes e que as interacdes entre beija-flores e plantas ndo ocorrem

ao acaso na comunidade. Assim, ressalta-se a importancia das interagdes proibidas e evidencia-se que
22



as abundancias das espécies (“neutralidade”) podem apresentar papel secundario na geragdo dos
padrdes em redes planta-polinizador. Adicionalmente, esse estudo chama a atencdo de que algumas das
principais métricas de redes de interagdes podem ser pouco informativas sobre os mecanismos que
geram os padroes estruturais da rede. O papel relativo da abundancia e do acoplamento fenotipico pode
variar de acordo com o sistema estudado e provavelmente ¢ influenciado pelo esfor¢co amostral. Nesse
sentido, estudos com esfor¢co amostral intensivo e conjuntos de dados mais detalhados incluindo os
atributos fenotipicos das espécies e considerando os diferentes tipos de redes ecologicas podem

permitir generaliza¢des dos achados aqui apresentados.
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FIGURAS

Figura 1. Localizacdo da area de estudo no Nucleo Santa Virginia (asterisco), Parque Estadual

da Serra do Mar, SE Brasil.
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Figura 2. Fenologia da floragao das plantas polinizadas por beija-flores na Floresta Atlantica do
Nucleo Santa Virginia, Parque Estadual da Serra do Mar, SE Brasil. Retangulos pretos indicam

presenga de flores e areas brancas indicam auséncia.
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Figura 3. Quantidade de flores produzidas (escala logaritmica) ao longo da floracao e utilizada
como medida indicativa da abundancia de flores das 47 espécies de plantas polinizadas por beija-flores
entre setembro de 2011 e agosto de 2012 no Nucleo Santa Virginia, Parque Estadual da Serra do Mar,
SE Brasil. Abreviagdes indicam as letras iniciais dos nomes das espécies de acordo com a Figura 7.
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Comprimento corola e

Figura 4. Comprimento da corola das flores polinizadas por beija-flores (barras pretas) e do
aparelho bucal dos beija-flores (diamantes cinzas) que interagiram entre setembro de 2011 e agosto de
2012 na Floresta Atlantica do Nucleo Santa Virginia, Parque Estadual da Serra do Mar, SE Brasil.

Abreviagdes indicam as letras iniciais dos nomes das espécies de acordo com a Figura 7.
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Figura 5. Frequéncia de ocorréncia das nove espécies de beija-flores (total de 60 dias) entre
setembro de 2011 e agosto de 2012 no Nucleo Santa Virginia, Parque Estadual da Serra do Mar, SE

Brasil. Abreviagdes indicam as letras iniciais dos nomes das espécies de acordo com a Figura 7.
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Figura 6. Fenologia das espécies de beija-flores na Floresta Atlantica do Nucleo Santa Virginia,
Parque Estadual da Serra do Mar, SE Brasil. Retangulos pretos indicam presenga da espécie, enquanto

areas brancas representam meses nos quais a espécie nao foi registrada.
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Figura 7. Rede quantitativa de interacdes mutualisticas entre beija-flores (esquerda) e plantas
(direita) no Nucleo Santa Virginia, Parque Estadual da Serra do Mar, SE Brasil. Interacdes sao

representadas pelas linhas cinza e as espessuras indicam a frequéncia das interagdes.
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Figura 8. Curva de rarefacdo representando o registro de novas interacdes planta-polinizador em
relagdo ao nimero de visitas registradas no Nucleo Santa Virginia, Parque Estadual da Serra do Mar,
SE Brasil. Note que a curva tende a atingir uma assintota indicando a suficiéncia da amostragem em

descrever as interagdes que ocorrem na comunidade.
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Figura 9. Valores de ajuste (AIC diferencial = AAIC) das matrizes probabilisticas envolvendo
abundancia (A), fenologia (F) e morfologia (M) das espécies e suas combinagdes em relagdo ao melhor
modelo (FM); Nulo ¢ o modelo no qual todas as espécies tém a mesma probabilidade de interagir no
Nucleo Santa Virginia, Parque Estadual da Serra do Mar, SE Brasil. Barras mais curtas indicam maior

semelhanga do modelo em relagdo ao modelo FM, que foi o que melhor se ajustou aos dados.
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Figura 10. Ajuste dos modelos probabilisticos (circulos = valor médio; barra = intervalo de
confianga de 95%) as cinco métricas de redes de interagdes observada. Os oito modelos envolvem
abundancia (A), fenologia (F) e morfologia (M) das espécies e suas combinagdes e tiveram as métricas
recalculadas (sobre 1000 matrizes geradas aleatoriamente) a rede observada (cujo valor ¢ indicado pela
barra vertical dentro da caixa); Nulo ¢ o modelo que assume auséncia de qualquer processo
determinador das interacdes, ou seja, no qual todas as espécies t€ém a mesma probabilidade de interagir
no Nucleo Santa Virginia, Parque Estadual da Serra do Mar, SE Brasil. Os modelos capazes de predizer

o valor observado devem sobrepor o valor observado.
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Figura 11. A - Phaethornis eurynome, espécie de bico longo visitando a flor de Erythrina
speciosa. B — Thalurania glaucopis, espécie de bico curto visitando a flor tubular curta de Vriesea cf.
philippocoburgii. C — Flor tubular longa de Nidularium cf. longiflorum que foi polinizada unicamente
por Phaethornis eurynome. D — Fuchsia regia possui flor tubular curta e foi visitada por beija-flores
tanto de bico longo quanto curto no Nucleo Santa Virginia, Parque Estadual da Serra do Mar, SE

Brasil. Fotos A, C e D: J. Vizentin-Bugoni; B: Carlos E. P. Nunes.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

S1. Correlagao entre o nimero de individuos em floragdo e o numero de flores produzidas (note a
escala logaritmica) no Nucleo Santa Virginia, Parque Estadual da Serra do Mar, SE Brasil. Calculado

através do coeficiente de correlagdo de Pearson (dados normalizados com Log).
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S2. Correlacao entre a frequéncia de ocorréncia € o numero médio de contatos por quildometro
com beija-flores no Nucleo Santa Virginia, Parque Estadual da Serra do Mar, SE Brasil. Calculado

através do coeficiente de correlagdo de Pearson com dado ndo normalizados.
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S3. Valores de ajuste (AIC diferencial = AAIC) das matrizes probabilisticas (modelos) em
relacdo ao melhor modelo (FM). Barras representam os valores de AAIC calculados usando como
parametros o nimero de matrizes (barras negras) de acordo com a proposta de Vazquez et al. (2009b)
ou o numero de espécies (barras cinzas) que compdem cada modelo. Os modelos probabilisticos
envolvem abundancia (A), fenologia (F) e morfologia (M) das espécies e suas combinagdes; Nulo ¢ o
modelo no qual todas as espécies t€ém a mesma probabilidade de interagir no Nucleo Santa Virginia,
Parque Estadual da Serra do Mar, SE Brasil. Barras mais curtas indicam maior semelhan¢a do modelo
em relacdo ao melhor modelo FM. Note que os resultados variam pouco em relagdo ao tipo de

parametro usado.
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