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CAPITULO UNICO

Influéncia do Aquecimento nas InteracOes entre
Detritivoros e Decompositores Agquaticos e no

Funcionamento do Ecossistema Bromelicola

Tiago N. Bernabé & Gustavo Q. Romero



RESUMO

A temperatura interfere no metabolismo da maioria dos organismos, principalmente
ectotérmicos, e afeta consequentemente as taxas biologicas, consumo de alimento,
crescimento e tempo de desenvolvimento. Esta relacdo estreita da temperatura com
metabolismo € responsavel por afetar direta e indiretamente a maioria dos processos
ecossistémicos como, por exemplo, a decomposicdo, que € um processo chave no
funcionamento de ecossistemas aquaticos. Entretanto, os efeitos combinados da
temperatura e de macro- e micro-organismos na decomposicdo e reciclagem de
nutrientes ainda estdo pouco conhecidos. Neste trabalho procuramos entender se o
aumento da temperatura em 4°C em relacdo a média natural (previsao de aquecimento
global para 2100) afeta as relacbes entre macro- e micro-organismos, bem como sua
sobrevivéncia e seus efeitos para a ciclagem de nutrientes via decomposicao de detritos
em fitotelmatas de bromélias. Para entender o efeito do aquecimento no sistema
aquatico bromelicola focamos (i) na sobrevivéncia e emersdo de trés espécies de
detritivoros pertencentes a trés grupos funcionais distintos, (ii) nas comunidades de
bactérias e concentracdo de algas (representantes da base das cadeias alimentares
baseadas em detritos e plantas, respectivamente teias alimentares “brown” e “green”),
(iii) na interacdo entre macro- e micro-organismos e (v) funcionamento do ecossistema
(decomposicdo de detritos, producao primaria e matéria organica colorida dissolvida —
MOCD). Observamos efeito negativo do aquecimento sobre a sobrevivéncia dos
detritivoros Phylloicus bromeliarum (52,65%) e Polypedilum marcondesi (41,65%). Na
presenca de detritivoros a densidade de bacteriana aumentou em 75%, ao passo que 0
aquecimento reduziu sua densidade em 33%. A estrutura da comunidade bacteriana foi
alterada pela temperatura e pela presenca dos detritivoros. A concentracdo de algas esta
positivamente relacionada com a presenca dos detritivoros e bactérias. A decomposi¢do
e producdo de MOCD ndo foram afetadas pela temperatura, porém a atividade
bacteriana foi responsavel pela diminui¢do de 60% da matéria organica e 30% MOCD. .
A atividade bacteriana na decomposicdo é tdo eficiente quanto a atividade combinada

dos detritivoros e bactérias. O efeito negativo na sobrevivéncia e emersdo de alguns



detritivoros e na densidade de bactérias demonstra que o aquecimento previsto para
2100 pode ter ultrapassado a temperatura 6tima dos organismos, podendo refletir nas
modificagdes da composicdo da comunidade bacteriana. Em sistema contendo
detritivoros e bactérias, a atividade destes dois grupos facilitou a disponibilidade de
nutrientes favorecendo uma maior produtividade das algas. Nossos resultados indicam
que a temperatura € importante na determinacdo da comunidade bacteriana e que a
atividade desses micro-organismos sdo cruciais para o funcionamento do ecossistema

aquatico contribuindo para a manuten¢do das teias alimentares “brown” ¢ “green” .

Palavras-chave: temperatura, detritivoros, bactérias, decomposicdo, funcionamento
€cossistémico.



ABSTRACT

Temperature affects the metabolism of the majority of organisms, especially the
ectotherms and, consequently affects the biological rates, food consumption, growth and
development time of organisms. The relationship between temperature and metabolism
of organisms affect most of the ecosystem processes, such as decomposition, which is a
key functional mechanism in aquatic ecosystems. However, the relationship between
temperature and the effects of macro and microorganisms on decomposition is still less
understood. In this study, we sought to understand whether a 4°C temperature increase
(expected global warming for 2010) affects the relationship between macro and
microorganisms, as well as the survival and the consequent effects for the nutrient
cycling via detritus decomposition in bromeliad phytotelmata. In order to understand the
effects of warming in aquatic bromeliad ecosystem we investigated (i) the survival and
adult emergence of detritivore insects from three different functional groups, (ii) the
community structure of bacteria (component of the brown food web) and algal
concentration (component of the green food web), (iii) the interaction between macro
and microorganisms and (iv) the functioning of ecosystem (detritus decomposition,
primary production and colored dissolved organic matter - CDOM). We found a
negative effect of warming on the survivor of detritivore Phylloicus bromeliarum
(52,65%) and Polypedilum marcondes (41,65%). The density of bacteria increased
75% in the presence of detritivore, whereas the bacteria density reduced 33% in the
presence of detritivore and increase of temperature. The structure of bacteria community
was affected by the warming and presence of detritivore. Algae concentration was
positively related to the presence of detritivore and bacteria. Decomposition and CDOM
production were not affected by the warming; however, the bacterial activity reduced in
60% the organic matter and in 30% MOCD. The bacterial activity on decomposition
was as efficient as the combined activity of detritivore and bacteria. The negative effect
of warming on the survival of detritivore and adult emergence and, also on the density

of bacteria demonstrate that the predicted increase in temperature for 2100 can exceed



the optimum of the organism’s temperature, which can mediate changes in bacteria
community. We suggest that the presence of detritivore and bacteria increases the
availability of nutrients favouring algae productivity. Our results indicate that
temperature is important for bacteria community. Moreover, the activity of
microorganisms is crucial for the functioning of aquatic ecosystem (decomposition),

and also for the maintenance of green and brown food webs.

Keywords: temperature, detritivore, decomposition, bacteria, ecosystem functioning.



INTRODUCAO

Compreender as respostas bioldgicas diante dos impactos causados por
mudancas climaticas requer a identificacdo de como os parametros climéticos (e.g.
precipitacdo, temperatura, ventos e correntes oceanicas) afetam desde o crescimento dos
organismos até a estrutura de populacfes e comunidades (IPCC 2007; Staudinger et al.
2012). Por exemplo, as mudancas do clima podem causar alteragfes na distribuicdo
(Parmesan et al. 1999, Araljo & Luoto, 2007), abundéncia (Pounds et al. 2006, Hart &
Gotelli 2011), e fenologia (Crick et al. 1997) de organismos bem como modifica¢des
em estrutura de habitats (O’Connor et al. 2007) e dindmica de comunidades (Petchey et
al. 1999; Lensing & Wise 2006). As respostas bioldgicas as alteragdes no clima podem
ser idiossincraticas, baseadas em caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e
comportamentais dos organismos (Bellard et al. 2012; O’Connor et al. 2012), portanto
dependem das alteracbes climaticas. Tem sido demonstrado que algumas espécies
respondem positivamente as modificacdes do clima e se ajustam as mudancas, enquanto
outras espécies tém resposta negativa e declinam (Staudinger et al. 2012). Em geral, 0s
estudos tém demonstrado que a temperatura representa um dos principais causadores de
modificacdes direta e indireta no meio bidtico (Petchey et al. 1999; Daufresne et al.
2009; Hart & Gotelli 2011). As previsfes de mudancas neste parametro climatico para o
ano de 2100, no Brasil, indicam um aumento de 2 — 6 °C na temperatura média (IPCC
2007; Marengo 2007).

O aumento na temperatura acelera 0 metabolismo dos organismos e esta nova
demanda metabdlica pode ocasionar um maior consumo de recursos, além de acelerar o

desenvolvimento dos individuos, afetando desse modo sua associagdo com outros



organismos e com o meio (Brown et al. 2004; Barton 2010). De fato, como previsto na
teoria metabolica, a variacdo na taxa metabdlica (i.e., taxas de troca de energia e
matéria) € uma informacéo essencial para entender a dindmica dessas interacdes entre
organismos e entre 0s organismos e seus ambientes (Brown et al. 2004, Sibly et al.
2012). A maioria dos organismos aquaticos € ectotérmico, que possui taxas metabdlicas
determinadas principalmente pela temperatura e tamanho corporal (Woodward 2009,
Woodward 2011). Por exemplo, Fraus et al. (2002) observaram uma diminui¢do no
tempo de desenvolvimento e tamanho corporal em larvas de Chironomus
crassicaudatus (Chironomidae) quando submetidos a temperaturas elevadas. Assim
como as modificacdes do clima (e.g., aumento da temperatura) afetam a distribuicdo de
macro-organismos, estudos recentes demonstraram diversos efeitos nas comunidades de
micro-organismos (Flury & Gessner 2011, Dang et al. 2009). Em geral, micro-
organismos sdo dependentes da temperatura, pois a taxa metabolica responde rapida e
positivamente ao aumento da temperatura (Sibly et al. 2012). Por exemplo, tem sido
demonstrado que a temperatura afeta a densidade, biomassa e tamanho celular de
fungos e bactérias (Daufresne et al. 2009; Hoekman 2010; Flury & Gessner 2011).
Alguns estudos evidenciam que a taxa metabdlica e a estequiometria explicam,
conjuntamente, que a variacdo em caracteristicas abidticas (e.g., temperatura,
disponibilidade e demanda de nutrientes nitrogénio, fésforo, carbono) podem modificar
a composicao quimica dos organismos devido a mudangas na alocacdo dos nutrientes
nas células e desta forma causar efeitos em cadeia para todo um ecossistema (Sterner &

Elser 2002; Sardans et al. 2012; de Senerpont Domis et al. 2014).



Esta relacdo entre principios fisicos, quimicos e bioldgicos formam o pilar da
Teoria Metabolica da Ecologia e essas relacdes empiricas sdo utilizadas amplamente
para caracterizar padrfes e entender processos de diversas areas da ecologia (Sibly et al.
2012; Ott et al. 2012). Utilizar organismos ectotérmicos e com tamanho corporal
pequeno, desta forma, podem ser ferramentas interessantes e relevantes para o
entendimento de questdes e processos ecoldgicos envolvendo fatores bioticos e
abioticos (Woodward et al. 2011). Dossena et al. (2012) demonstraram que 0 aumento
de 4°C pode alterar profundamente o tamanho e estrutura de comunidades aquaticas,
modificando a biomassa de diferentes grupos troficos, além de perturbar a sucessao
fenoldgica da comunidades de macro-invertebrados. Estes efeitos passam a afetar
processos ecossistémicos como a decomposicdo e refletem desta forma no
funcionamento do ecossistema (FE). Recentemente, trabalhos como o de Dossena et al.
(2012) passaram a avaliar os efeitos do aquecimento nos padrdes de diversidade e
distribuicdo de macro- e micro-organismos, evidenciando que as alteracfes geradas
sobre estas propriedades ecossistémicas podem afetar processos que direcionam o FE
(Petchey et al. 1999; Hart & Gotelli 2011; Greig et al. 2012).

Para entender o FE é necessario conhecer 0s processos e propriedades que estdo
agindo nos ecossistemas. Propriedades sdo componentes de uma medida de estado do
ecossistema como riqueza de espécies, biomassa disponivel, resisténcia e resiliéncia
diante de perturbacdo (Hooper et al. 2005; Naeem 2009; Stachowicz et al. 2007).
Processos ecossistémicos englobam fluxos biogeoquimicos de energia e matéria dentro
e entre os ecossistemas, dentre 0s principais estdo, a producdo de biomassa,

decomposicdo, respiracdo, mineralizacédo e ciclagem de nutrientes (Naeem 2009; Hector



& Wilby 2009). Em ecossistemas aquaticos os processos de decomposicédo e ciclagem
de nutrientes s@o considerados medidas chaves para o FE (Woodward et al. 2011,
O’Gorman et al. 2012). As participagdes de macro- € micro-organismos nestes
processos sdo muito importantes em ecossistemas aquaticos, bem como as inter-relagoes
entre estes dois grupos (Gessner et al. 2010). Os micro-organismos (i.e. bactérias e
fungos) iniciam o processamento da (MO) realizando o condicionamento do detrito,
quebrando os compostos complexos (i.e. recalcitrantes) e disponibilizando o detrito em
condicdes labeis, facilitando o processamento pelos detritivoros (Webster et al. 1986;
Gessner et al. 1999). Os detritivoros passam a contribuir na fragmentacéo do particulado
grosso e disponibilizacdo do particulado fino no sistema, além de contribuir com a
dispersdo dos micro-organismos sobre os fragmentos (Cummins et al. 2005; Prather et
al. 2013). Por fim, a microbiota volta a agir no sistema, porém desta vez interagindo
com os produtores primarios, via facilitacdo e/ou competicao, pois a mineralizacdo da
matéria organica dissolvida disponibiliza nutrientes essenciais tanto para a microbiota
como para as algas (Daufresne & Loreau 2011). Esta atividade microbiana é capaz de
promover a conexdo entre a teia alimentar baseada em detritos “brown” e a teia baseada
em plantas “green” (Butler et al. 2008). Outros estudos também demonstram que
interacdes biodticas como predacdo, competicdo e facilitacdo podem atuar como
mecanismos controladores, responsaveis por modificar processos ecossistémicos direta
ou indiretamente, levando a alteracGes ou estabilidade do FE (Feminella & Resh 1991;
Cardinale et al. 2002; Daufresne et al. 2009; Starzomski et al. 2010). Porém, poucos
trabalhos avaliaram como estas relacdes podem ser afetadas por componentes abioticos

(e.g. aguecimento). Além disso, a maior parte dos estudos utilizou micro-organismos



como organismos modelo (Petchey et al. 1999; Dang et al. 2009; Flury & Gessner
2011), ao passo que até onde sabemos nenhum estudo abordou o efeito do aquecimento
sobre a interacdo entre macro- e micro-organismos e qual o papel relativo de ambos no
FE aquaticos.

Um dos grandes desafios para estudos em sistemas de dgua doce é trabalhar com
ferramentas capazes de detectar os impactos do aquecimento em sistemas naturais
complexos, com mdltiplas escalas e niveis de organiza¢do (Woodward 2010). A maioria
dos estudos abordando FE e aquecimento sdo conduzidos em microcosmos artificiais
em laboratério (Petchey et al. 1999; Petchey 2000; Dang et al. 2009), poucos sdo
realizados em sistemas naturais (Hogg et al. 1995; Barlocher et al. 2008). Portanto, para
avaliarmos o efeito da temperatura sobre macro- e micro-organismos, bem como sobre
as interacdes entre organismos e ecossistema, utilizamos microcosmos naturais em
bromélias. Nos tropicos, as bromélias abrigam um importante ecossistema aquatico
baseado em detritos, onde os detritos em forma de folhas geralmente sdo a principal
fonte de energia gque sustenta uma enorme gama de macro e micro-organismos (Benzing
200; Gonzalez et al. 2013; Dézerald et al. 2014). Srivastava et al. (2004) ressaltam que
microcosmos naturais sdo tdo versateis como os microcosmos artificiais, porém tdo
complexos e biologicamente realistas quanto os outros sistemas naturais. Microcosmos
naturais, portanto, mostram potencial para pesquisas sobre biodiversidade e
funcionamento do ecossistema.

Embora nenhum trabalho tenha utilizado bromélias para testar efeito de
aquecimento em ecossistemas aquaticos, trabalhos recentes utilizando bromélias como

modelo de microcosmo natural vém respondendo questdes ecoldgicas importantes sobre
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FE. Por exemplo, tamanho do habitat afeta producdo primaria e ocorréncia de
predadores (Srivastava et al. 2008; Marino et al. 2011), incidéncia de luz e entrada de
detritos determina diversidade de macroinvertebrados (Dézerald et al. 2014), algas
como complemento alimentar em uma “brown food web” (Brouard et al. 2011),
bactérias aumentam a absorcdo de nutrientes em bromélia e sdo afetadas pelo pH
(Goffredi et al. 2011; Goncalves et al. 2014). Portanto, decidimos utilizar esta
ferramenta em conjunto com 0s organismos ectotérmicos e de tamanho corporal
pequeno, para esclarecer questes envolvendo aquecimento e processos ecossistémicos
em um ecossistema aquatico. No presente trabalho, utilizamos larvas aquaticas de
artropodes detritivoros e micro-organismos (i.e. bactérias e algas), que vivem
associados aos fitotelmatas de bromélias, para testarmos o efeito do aquecimento de 4°C
em relacdo a media natural na: (1) sobrevivéncia e emersdo (i.e. individuo que
completou o desenvolvimento até a forma adulta) de detritivoros, (2) densidade e
composicao bacteriana e na (3) Decomposicdo. A teoria metabdlica destaca que o
aumento na temperatura promove um aumento exponencial nas reaces biogquimicas,
taxas metabolicas e demais atividades bioldgicas (Brown et al. 2004). Portanto,
esperamos que a aceleracdo do metabolismo nos detritivoros, bactérias e algas, aumente
a demanda por recursos, além de acelerar o tempo de desenvolvimento e crescimento
dos organismos, o que pode afetar a sobrevivéncia dos mesmos. A sensibilidade a
mudancas de temperatura dos organismos ectotérmicos e as possiveis interacfes de
facilitacdo entre macro- e micro-organismos no sistema bromelicola sugerem que o
processamento da matéria organica sera maior em temperatura aquecida, o que favorece

maior disponibilidade e aproveitamento de nutrientes por parte dos organismos
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envolvidos incluindo as bromelias (Fig.1). Nossas hipdteses sdo: (1) Detritivoros em
temperatura elevada tém maior sobrevivéncia e emersdo, (2) Aquecimento beneficia
bactérias e algas, (3) A atividade bacteriana na decomposicdo € mais importante do que
as atividades dos detritivoros, (4) A decomposicdo é maior em bromélias aquecidas.
Especificamente buscamos responder as seguintes perguntas: (i) A temperatura altera 0s
parametros fisico-quimicos (pH e MOCD) presentes na agua das bromélias? (ii) O
aquecimento aumenta a sobrevivéncia e emersdo de detritivoros? (iii) O aquecimento
modifica a composicdo e aumenta a densidade bacteriana, bem como aumenta a
concentracdo de algas nas bromélias? (iv) A atividade bacteriana no processamento da
matéria organica em bromélias € mais relevante do que os detritivoros? (v) O

aquecimento aumenta a decomposicao no fitotelmata das bromélias?

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e organismos

Realizamos este estudo em uma area de restinga fechada no Parque Estadual da
Ilha do Cardoso (PEIC), municipio de Cananéia, localizado no litoral sul do Estado de
Sdo Paulo (25°03°S, 48°05°W). O clima da regido ndo possui estacdo seca definida,
com precipitacdo média anual de 3.000 mm (Funari et al., 1987) e temperatura média
anual de 21°C (Moraes & Domingos, 1997). A restinga fechada caracteriza-se pela
presenca de dossel continuo e arvores com aproximadamente 9 m de altura, grande

quantidade de epifitas e estrato herbaceo composto predominantemente por bromélias e

12



orquideas (Bernardi et al., 2005). Utilizamos a bromélia Quesnelia arvensis Mez.
(Bromeliaceae) que é uma das espécies mais abundantes da restinga fechada. Esta
espécie abriga uma grande diversidade de artropodes aquaticos em seus fitotelmatas,
principalmente larvas de insetos de diversos grupos funcionais como detritivoros
fragmentadores (e.g., Tipulidae e Trichoptera), raspadores (Scirtidae), coletores (e.g.,
Chironomidae, Syrphidae, Psychodidae), e filtradores (e.g., Culicidae) (Romero &
Srivastava 2010). Além dos macroinvertebrados, sdo encontrados micro-organismos
como bactérias, fungos e algas (Romero & Srivastava 2010; Gonzélez et al. 2013; G. Q.
Romero e D. Srivastava, dados ndo publicados).

Antes da realizacdo do experimento coletamos artropodes, nos tanques das
bromélias, dos seguintes grupos funcionais: fragmentadores (espécie Phylloicus
bromeliarum, Trichoptera: n = 91), raspadores (Scirtes sp., Scirtidae: n = 406), e
coletores-catadores (Polypedilum marcondesi, Chironomidae: n = 448) (Cummins et al.
2005). Para manutencdo do experimento fizemos coletas adicionais de cada espécie. No
tratamento com detritivoros (veja abaixo) adicionamos 32 individuos de Po.
marcondesi, 29 <cirtes sp. € 7 Ph. bromeliarum em cada bromélia. O nimero de
individuos total de cada espécie utilizada no experimento foi estimado a partir de uma
formula de regressdo considerando como X o volume de &gua da bromélia e vy
abundancia de cada espécie de acordo com dados obtidos em um estudo na mesma area
(G. Q. Romero e D. Srivastava, dados ndo publicados). A estimativa do nimero de
individuos foi calculada a partir do volume médio de 500 ml

Utilizamos as algas como produtores primarios (i.e., base da teia alimentar

“green”, baseada em plantas) e bactérias como representantes da cadeia alimentar
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“brown”, baseadas em detritos, € responsaveis por iniciar o condicionamento da matéria
organica, degradando compostos complexos e dificeis de serem processados, alem de
participarem da mineralizacdo da matéria organica dissolvida (Gessner et al. 1999;
Haubrich et al. 2009; Butler et al. 2008).

Coletamos as bromélias na restinga fechada e lavamos minuciosamente cada
planta com jato de &gua durante 10 min para remover todos 0s organismos e detritos
presentes no fitotelmata. Em seguida, penduramos as bromélias com os tanques virados
para baixo durante dois dias, para remover possiveis organismos ndo retirados na
primeira lavagem. As raizes foram mantidas umedecidas com papel absorvente
embebido em agua para evitar dessecacdo das plantas (Apéndice 3a). Apos dois dias
todas as bromelias foram tratadas com 500 ml da solugdo de Ciprofloxacina (Cip) (5
pug/ml em agua deionizada), para homogeneizar a condicéo inicial da planta em relacéao
a presenca de bactérias (Apéndice 3). Dos 500 ml de solucdo, 100 ml foram borrifados
diretamente na planta (exceto as raizes) e 400 ml foram adicionados nos tanques. As
bromélias foram plantadas em vasos com solo coletados na mesma restinga em que
coletamos as plantas. Utilizamos cobertura de tecido organza com malha de 100 um de
didmetro para evitar entrada de detritos e de detritivoros. As bromélias foram mantidas
nos vasos por trés dias (Apéndice 3b). No quarto dia, retiramos as plantas dos vasos,
lavamos com &gua corrente, deixamos secar por um dia e replantamos em vasos. As
bromélias foram entdo organizadas em sete blocos de acordo com o volume de agua
retido, que variou entre 401 a 716 ml. O periodo de aclimatacdo das plantas nos vasos

foi de 10 dias.
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Ap0s a aclimatacdo, adicionamos nas bromélias 50% de &gua deionizada e 50%
de agua retirada dos tanques de outras bromélias da restinga fechada. Utilizamos agua
de bromélias da natureza para garantir uma colonizagao por micro-organismos e reduzir
0 impacto na populacdo natural de bromélias. A agua das bromelias foi previamente
filtrada com peneira geologica de 125 um de abertura para evitar a presenca de outras
larvas aquéticas e detrito grosso. O nivel da agua dos fitotelmatas de cada planta foi
vistoriado diariamente e, a cada cinco dias, adicionamos agua deionizada para

completar os tanques de todos os tratamentos.

Desenho experimental

Conduzimos o experimento na Casa Verde Hostel e Camping localizado no
municipio de Cananéia — SP (~7 km da area de estudo), o qual apresenta caracteristicas
similares as encontradas na Ilha do Cardoso. Neste experimento avaliamos o efeito do
aquecimento sobre (1) a sobrevivéncia e emersdo de macroinvertebrados e (2)
densidade e composi¢do de micro-organismos, (3) as interacbes entre 0S macro- e
micro-organismos, (4) o processamento da matéria organica (MO) nas base das cadeias
alimentares “brown” e “green”. Distribuimos aleatoriamente 42 bromélias em sete
blocos, cada bloco contendo bromélias com volumes variando de 400 a 716 ml. Para
cada bloco utilizamos um desenho em parcelas subdivididas, com temperatura como
principal parcela de tratamento (com dois niveis: aquecido e natural) e mais trés niveis
de tratamento (i.e. controle, bactérias, bactérias + detritivoros) como subparcelas dos

niveis de temperatura (Figs. 2 a, b). O experimento teve duracdo de 60 dias.

15



Definicao e controle dos valores de temperatura (parcela principal)

Para determinar os valores da temperatura do experimento registramos em
campo a temperatura da agua em 10 bromélias tanto no periodo da manhd quanto de
noite. Utilizamos 10 dataloggers durante quatro dias (Apéndices 4 a, b). Estabelecemos
os valores médios da temperatura para o nivel de temperatura natural nos periodos do
dia (25°C) e da noite (24°C). Para o nivel de temperatura aquecido acrescentamos 4°C
nos valores das médias maximas nos periodos do dia (27,5°C + 4°C = 31,5°C) e da
noite (26 °C + 4°C = 30°C) (Fig. 2a). O aumento de 4°C foi baseado nas previsoes para
2100 sugerida por Marengo et al. (2010). Mantivemos a temperatura noS microcosmos
com controladores (NOVUS - N1040), um para cada nivel, conectados a uma
termorresisténcia e a dois aquecedores (1W — 110V). Cada aquecedor foi inserido em
uma bromélia, submersos nos copos mais periféricos (Apéndice 5a). As
termorresisténcias foram acondicionadas no copo central, com rodizio entre as 21
bromélias de cada nivel de temperatura para diminuir possivel viés, uma vez que
utilizamos apenas uma termorresisténcia por nivel de temperatura. Esterilizamos as
termorresisténcias com alcool e agua deionizada quando o rodizio foi efetuado evitando
a contaminacdo entre tratamentos. Essa distribuicdo dos aquecedores e da
termorresisténcia nas axilas e no copo central foi escolhida a partir de estudo piloto que
demonstrou que o aquecimento da dgua foi mais homogéneo entre todos os fitotelmatas
(dados ndo demonstrados). Os aquecedores foram envoltos com pedacos de folhas de
bromélias para evitar o contato direto e diminuir danos as folhas das plantas do

experimento (Apéndice 5b). As folhas de protecdo foram substituidas a cada 15 dias.
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Definicao dos tratamentos das subpar celas

No tratamento controle ndo adicionamos os detritivoros e aplicamos o
antibiotico Cip (5 pg/ml) para remover as bactérias; o antibiotico foi aplicado a cada
cinco dias. No tratamento bactérias ndo adicionamos detritivoros e permitimos o
crescimento natural de colbnias de bactérias sem adicionar antibidtico. No tratamento
bactérias + detritivoros adicionamos os trés grupos funcionais de detritivoros
(fragmentadores, raspadores e coletores) e permitimos o crescimento natural de
bactérias. Um quarto tratamento sem bactérias e com detritivoros ndo foi possivel de ser
executado devido ao efeito negativo dos antibidticos nos artrépodes aquaticos (G. Q.
Romero e D. Srivastava, com. pess.), uma vez que micro-organismos fazem parte da
dieta e/ou participam da digestdo no intestino desses macro-invertebrados (Martin,
1981, Pinder, 1986, Cook et. al., 2013). Em todos os tratamentos ndo controlamos o
crescimento de algas e fungos. A cada cinco dias faziamos a reposi¢do do volume
perdido pela evaporacgdo, adicionando 50 % do volume de cada bromélia, totalizando 12

reposicdes durante os 60 dias de experimento.

Efeito no funcionamento do ecossistema

Avaliamos a perda de biomassa (i.e., biomassa final - biomassa inicial) da
matéria organica (MO) adicionando em cada bromélia 0,5 g de folhas de Eugenia
uniflora L. (Myrtaceae) enriquecidas com °N e 0,5 g de folhas ndo enriquecidas.
Adicionamos 0,59 de E. uniflora enriquecida, pois inicialmente fariamos a analise da
ciclagem de nutrientes, porém por atraso laboratorial ndo foi possivel realizar essa

analise. As folhas foram previamente coletadas e secadas em estufa por 48h a 60°C.
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Além disso, antes do inicio do experimento, as folhas ficaram imersas em &gua
deionizada por dois dias para lixiviar compostos complexos retidos nas folhas.
Distribuimos as folhas em toda a planta, desde copo central até o quarto copo. Ao final
do experimento retiramos as folhas de E. uniflora de cada bromélia, secamos em estufa
por 48 horas e a 60°C, e pesamos em balanca de precisdo (0,0001 g) para obter o valor
da biomassa final. A decomposicdo de MO foi calculada diminuindo a biomassa final
pela biomassa inicial das folhas.

Quantificamos a concentracédo de clorofila a para avaliar o efeito da temperatura
e dos tratamentos (detritivoros e bactérias) sobre a producdo primaria (representada pela
concentracdo de clorofila a). Amostramos 30 ml de &gua no inicio do experimento,
depois amostramos outros 30 ml de cada planta apoés 30 e 60 dias de experimento.
Antes de retirar a aliquota de 30 ml de agua, a agua acumulada no fitotelmata foi
misturada e coletada com uma pipeta de 30 ml. . A amostra de 30 ml foi decantada por
15 minutos em potes coletores estéreis de 80 ml e, em seguida, coletamos uma nova
aliquota de 6 ml de agua retirada especificamente do meio da coluna d’agua até a
superficie, para abranger os extratos vertical de ocorréncia das algas (G. Q. Romero e D.
S. Srivastava, dados ndo publicados). Utilizamos Fluorimetro e Turbidimetro AquaFluo
- Turner Designs modelo 8000-010 para quantificar a clorofila a. Os valores de
fluorescéncia emitidos pelo fluorimetro foram transformados para concentracéo
utilizando a formula de regressao: Clorofila a (ug/ml) = 0.204 x Fluorescéncia (Multon

et al. 2009).
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Variaveis fisico quimicas

Para avaliar o efeito do aquecimento e dos tratamentos sobre as varidveis
potencial hidrogeniénico (pH) e matéria orgénica colorida dissolvida (MOCD)
amostramos 30 ml da 4&gua inicial antes de ser adicionada nas bromélias do
experimento. Coletamos a mesma aliquota apds 30 e 60 dias de experimento. Assim
como na amostragem da agua para medir a quantidade de clorofila a, utilizamos pote
coletor estéril de 80 ml para mensurar os niveis de pH e MOCD (pHmetro portatil —
Instrutherm e Fluorimetro e Turbidimetro AquaFluo - Turner Designs modelo 8000-
010). Os niveis de pH foram aferidos imediatamente apds a coleta e as amostras de

MOCD realizadas ap6s 15 min de decantagéo.

Quantificacéo de micro-organismos

Comparamos a densidade e composicdo de bactérias entre temperaturas
aquecida e natural e entre tratamentos. As amostras para quantificar e identificar as
col6nias de bactérias foram obtidas a partir de 30 ml de agua de todas as bromélias
coletadas no inicio e apds 30 e 60 dias de experimento. Coletamos 9 ml de cada amostra
(previamente misturada e homogeneizada) e armazenamos em tubos estéreis de 15 ml
contendo 1 ml de solugdo de borax saturado. Congelamos todas as amostras
imediatamente ap6s a fixacdo. Ao fim do experimento, coletamos e congelamos
amostras dos sedimentos (particulado fino) e &gua para analise de composicao
bacteriana. Para as analises microbianas, utilizamos somente as amostras de 60 dias de
experimento, porque as amostras iniciais e as de 30 dias ndo ficaram prontas a tempo.

Para analise de densidade, as amostras foram descongeladas e levadas ao vortex por 1
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min para desprender as células bacterianas dos sedimentos. Em seguida, realizamos a
homogeneizacdo das amostras e montagem das laminas: 20 pL em triplicata (volume
total = 60 pL) e fixamos as amostras secando as laminas no bico de Bunsen. Em
ambiente escuro adicionamos a cada lamina 20 pL de solugdo de DAPI (4°6’-
diamidino-2-fenilindol) (Hobbie et al 1977; Courtois et al. 2001) e reservamos por 30
min em temperatura ambiente. Por fim, a observacdo e quantificacdo foram realizadas
com microscopia de fluorescéncia (Microscopio trinocular Zeiss AXIO IMAGER A2)
com jogo de filtro 49 para DAPI (Excitacdo 365 nm; Emissdo 445/50 nm), e camera
digital cientifica colorida Zeiss, Modelo "AXIOCAM MRC" e Software
"AXIOVISION 4.8" para aquisicdo e edicdo de imagens. Para quantificar a
presenca/auséncia de fungos utilizamos microscopio com lentes objetivas de 10x
(aumento total 100x) e a quantificacdo de bactérias foi realizada com objetiva de 40x
(aumento total de 400x). Uma vez que a concentracdo de bactérias no tratamento
bactérias e detritivoros foi muito alta, diluimos a amostra na proporcdo 1:10 para
melhorar a quantificacdo das bactérias

Para identificar a composicdo de bactérias extraimos o DNA total da
comunidade utilizando uma aliquota das amostras, incluindo agua e detritos e levamos
ao agitador vortex para homogeneizar as amostras. O DNA genémico foi extraido
utilizando o Kit de extracdo PowerSoil DNA Isolation Kit (Mobio) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para amplificacdo do gene RNA ribossomal 16S, realizamos
reacfes de PCR com DNA extraido das amostras, utilizando o par de primers 968f,
acoplado a um grampo com alto conteldo de GC (968f-GC) e 1401r (Heuer et al. 1997),

homologos a regides conservadas do gene RNAr 16S do Dominio Bactéria. Nas analises
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de DGGE os amplicons (produto de PCR) foram sujeitos a eletroforese em gel com
gradiente desnaturante no sistema Ingeny phor U-2 (Ingeny International BV®), onde 15
uL de cada amostra foram aplicados em gel de poliacrilamida 6% a uma voltagem de 50
V por 16 horas. O gradiente desnaturante (uréia e formamida) do gel utilizado para
separacdo dos fragmentos de DNA foi de 40% a 65%. Apos a eletroforese, o gel foi
corado com 10 pL de solucdo contendo 2,5 puL de SYBR Green | (Invitrogen®) em

tampdo TAE 1 X por 1 hora no escuro.

Emersao e sobrevivéncia de macro-organismos (detritivor os)

Avaliamos a sobrevivéncia e emersdo dos detritivoros monitorando diariamente
todas as bromélias pertencentes ao tratamento bactérias + detritivoros, as emersdes e
mortes foram contabilizadas durante os 60 dias de experimento. Semanalmente
faziamos a reposi¢do de organismos baseada no nimero de emersdes e mortes para
manter o ndmero de individuos total (i.e., 32 Po. marcondesi, 29 cirtes sp., 7 Ph.
bromeliarum). Para a reposicao as larvas foram previamente aclimatadas (~ 7 dias) em
potes com &gua natural de outras bromélias fora do experimento . No fim do
experimento medimos com proveta de 500 ml o volume de a agua acumulada nas
bromélias . Entdo, removemos todas as folhas e lavamos cada planta para a triagem por
procura visual dos artrépodes aquaticos visiveis a olho nu. A triagem foi realizada em

bandejas brancas e os insetos fixados em alcool 70%.
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Andlise estatistica

Para os dados de perda de biomassa da MO (i.e., decomposi¢éo) utilizamos uma
andlise de variancia (ANOVA) em parcelas subdivididas considerando blocos como
efeito aleatorio e as varidveis independentes niveis de temperatura (aquecida e natural) e
os tratamentos bactérias, bactérias + detritivoros e controle como efeitos fixo.
Avaliamos as respostas quanto a concentracdo de Clorofila a, MOCD e niveis de pH
através de uma ANOVA de medidas repetidas utilizando como varidveis dependentes a
Clorofila a, MOCD e pH e como variaveis independentes a temperatura e tratamentos, e
o tempo (zero 30 e 60 dias de experimento) como fator de repeticdo. Utilizamos
ANOVA de dois fatores para avaliar a porcentagem de sobrevivéncia e emersao dos
detritivoros, com blocos como efeito aleatdrio e variaveis independentes niveis de
temperatura e espécies de detritivoros como efeito fixo. Para a densidade bacteriana
também utilizamos ANOVA de dois fatores com blocos como efeito aleatorio e as
variaveis independentes niveis de temperatura e tratamentos como efeito fixo.
Analisamos a quantidade de fungos através de presenca e auséncia nas amostras de
aguas das bromélias, utilizando GLM binomial para avaliar a resposta dos fungos diante
dos niveis de temperatura e tratamentos. Utilizamos visualizacdo grafica para avaliar a
variancia e distribuicdo normal dos residuos. Para a andlise de medidas repetidas
utilizamos o pacote biology (Logan, 2008). Nés rodamos as andlises utilizando a
linguagem estatistica R (Core Team 2012).

Para testar se a diversidade beta (composicdo) de bactérias varia entre
tratamentos realizamos uma andlise de variancia permutacional multivariada

(PERMANOVA), utilizando a fungdo adonis do pacote vegan (Anderson 2006).
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Quando as diferencas foram detectadas, realizamos contraste para comparar as
diferencas na composicao de espécies entre os tratamentos e dentro de tratamentos entre
temperaturas diferentes. As analises foram realizadas utilizando a linguagem estatistica
R com o pacote vegan e funcdo betadisper (Anderson 2006). Utilizamos a analise de
coordenadas principais (PCoA) para visualizar as similaridades e dissimilaridades entre

0s tratamentos.

RESULTADOS

Efeito do aquecimento nos macro e micro-organiSmos

Demonstramos que no tratamento aquecido a sobrevivéncia de todos os
detritivoros foi 40,62% menor do que no tratamento com temperatura natural. Os grupos
funcionais dos fragmentadores (Ph. bromeliarum) e coletores (Po. marcondesi) foram
0s mais sensiveis ao aumento da temperatura (Fig. 5, Tabela 2), com diminui¢do de
52,65% e 41,56%, respectivamente. A espécie Po. marcondesi foi o Gnico grupo em que
a emersao foi afetada pela temperatura, com um decréscimo de 21,6% nas emersdes
(Fig. 6, Tabela 2). A temperatura diminuiu a densidade bacteriana apenas no tratamento
onde os detritivoros estavam presentes (Fig. 7, Tabela 2). Na presenca dos detritivoros a
densidade bacteriana foi 36% maior quando comparada ao tratamento que contém
somente micro-organismos. A comparacdo entre bactérias e fungos demonstram a forte
participacdo das bactérias nesse sistema (Apéndice 6) apos 60 dias de experimento.

Com base nos geis de DGGE, a estrutura da comunidade respondeu sensivelmente a
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temperatura e aos tratamentos, com modificacdo na composicdo de bactérias entre

temperaturas e entre os tratamentos (Fig. 8, Apéndice 7 e 8).

Efeito do aquecimento nas variévei s fisico-quimicas

A quantidade de matéria organica colorida dissolvida (MOCD) entre o0s
tratamentos bactérias e bactérias + detritivoros ndo diferem entre si, porém ambos tém
quantidade de MOCD 30% menor do que no tratamento sem a presenca das bactérias.
(Fig. 3a, Tabela 1). O pH do tratamento aquecido foi maior (mais bésico — 7,0) do que o

pH do tratamento com temperatura natural (pH levemente acido — 6,1; Fig. 4, Tabelal).

Efeito do aquecimento no funcionamento do ecossistema

A decomposicdo da matéria organica ndo diferiu entre tratamento aquecido e
com temperatura natural (Tabela 2). Embora o aquecimento ndo tenha isoladamente
afetado a decomposicdo da matéria organica, a interacdo entre os niveis de temperatura
e os tratamentos indicam efeito positivo sobre a decomposicéo (Tabela 2). Além disso, a
presenca de bactérias aumentou em 14,5% a perda de biomassa nos fitotelmatas de Q.
arvensis, independente da presenca de detritivoros (Fig. 9, Tabela 2). Ap6s 60 dias de
experimento a concentracdo de clorofila a aumentou no tratamento bactéria +
detritivoros no nivel de temperatura natural em comparacéo aos demais (Fig. 3b, Tabela

1).
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DISCUSSAO

O aumento da temperatura afetou negativamente a sobrevivéncia e emerséo de
macro-organismos e a densidade e composi¢cdo de micro-organismos. Porém, apesar de
ter um efeito claro sobre os macro- e micro-oganismos, o efeito do aquecimento na
decomposi¢do da matéria orgénica foi evidente somente quando combinado com grupos
de detritivoros e bactérias que vivem no fitotelmata. Além disso, nossos resultados
demonstraram que as bactérias tém papel fundamental para o funcionamento do
ecossistema aquatico bromelicola, uma vez que aumentaram em 60% a decomposi¢do
da matéria orgéanica, independente da presenca de detritivoros. Esses resultados
ressaltam que o0 aquecimento pode causar mudancas drasticas em comunidades de
pequenos corpos d’agua e, que bactérias podem ser o principal micro-consumidor de
MO no sistema bromelicola, ao contrario de outros sistemas aquaticos maiores que
geralmente tém como principal grupo de micro-consumidor os fungos (Hieber &

Gessner 2002, Gessner et al. 2010).

Efeito do aquecimento nos macro-organismos (detritivoros)

A diminuicdo de 41,56% na sobrevivéncia e 21,67% na emersdo de Po.
marcondesi sugere que 0 cendrio de aquecimento previsto para 2100 sera
potencialmente mais negativo para esta espécie. Apesar de pouca informacgdo na
literatura sobre a relacdo térmica dos organismos aquéticos utilizados neste
experimento, sugerimos que o aumento de 4°C ultrapasse o limite térmico de Po.
marcondesi, uma vez que houve diminui¢do de emersdes e da sobrevivéncia. Resultados

semelhantes foram encontrados para espécies do género Chironomus (Frous et al. 2002;
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Stevens 2003). Além do efeito negativo claro do aumento da temperatura, 0 aumento da
concentracdo de algas e bactérias, que fazem parte da dieta de Chironomidae (Armitage
et al. 1995), podem contribuir para a maior sobrevivéncia e emersdo desses organismos
em bromélias com temperatura natural. Os niveis de pH apresentados em bromélias
aquecidas (6,9) e naturais (6,3) sugerem que ndo haja influéncia direta desta variavel
fisico-quimica, uma vez que Po. marcondes pertence a tribo Chironomini, a qual as
espécies apresentam tolerancia alta a uma variacdo grande de pH (i.e., de 6,0 a 9,0)
(Pinder 1986) demonstrando que a diferenca apresentada entre os niveis de temperatura

ndo ultrapassa o limiar apresentado por Pinder.

Assim como no grupo funcional coletor (Po. marcondes), o aquecimento
diminuiu em aproximadamente 52% a sobrevivéncia de Ph. bromeliarum (Trichoptera).
O valor de temperatura esperado para os proximos 100 anos provavelmente ultrapassa o
valor térmico 6timo para esta espécie de fragmentador (Pritchard & Berté 1987). Além
disso, como o aquecimento tem efeito negativo na densidade de fungos e bactérias, que
sdo responsaveis pelo condicionamento das folhas, a diminui¢do da sobrevivéncia pode
estar relacionada com a reducdo no consumo e disponibilidade de matéria organica.
Todavia, 0 aquecimento ndo refletiu no nimero de emersdes desse grupo. Sugerimos
que o tempo de experimento pode ser um fator que explique a auséncia de emersdes em
Ph. bromeliarum, pois o tempo de desenvolvimento para algumas espécies desse grupo
é longo (aproximadamente 115 dias: Norwoodand & Stewart 2002) e, portanto, superior

aos 60 dias de duragdo do experimento.
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Também demonstramos que 0 aquecimento ndo afetou a sobrevivéncia e
emersdo de individuos Scirtes sp. (Scirtidae). Os individuos desse grupo tém um
comportamento peculiar em relacdo as outras espécies utilizadas no experimento, a
capacidade de se locomover entre diferentes fitotelmatadas da bromélia. Desse modo,
sugerimos que a mobilidade das larvas seja fundamental para que 0s organismos
encontrem condi¢ces mais amenas dentro de uma mesma planta. Além disso,
verificamos que as variacdes encontradas no pH, em funcdo do aquecimento, néo
afetaram a sobrevivéncia e emersdo dos Scirtidae. Paradise & Kuhn (1999)
demonstraram que em pocas com pH elevado (i.e., 7,0) a espécie Helodes pulchella
(Scirtidae) consome maior quantidade de MO e tem maior taxa de crescimento. Deste
modo, o pH elevado (6,9 no nivel aquecido) pode ter favorecido a sobrevivéncia dos

irtidae.

A maior sobrevivéncia dos detritivoros aliada a maior densidade bacteriana
apresentada no nivel de temperatura natural sugere a ocorréncia de facilitacdo por parte
das bactérias no tratamento bactéria + detritivoros uma vez que, a possivel atuacdo das
bactérias no condicionamento da matéria organica possa estar favorecendo os

detritivoros (Gessner et al. 1999).

Efeito do aquecimento nos micro-organismos

O aquecimento da agua acumulada no fitotelmata das bromélias no tratamento
com bactérias ndo afetou a densidade de bactérias, enquanto a composi¢do de bactérias
diferiu entre bromélias aquecidas e controle (Figs. 7, 8, Apéndice 7 e 8). Porém, no

tratamento bactérias + detritivoros a densidade de bactérias em temperatura aquecida foi
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33% menor e a composicdo diferiu entre os niveis de temperatura (Figs. 7, 8, Apéndice
7 e 8), 0 que sugere que a presenca de macro-organismos influenciam a resposta
microbiana ao aguecimento. Ao compararmos a méedia dos dois tratamentos, é possivel
observar que a presenca dos detritivoros promoveu um crescimento na ordem de 17 X
10° na densidade bacteriana. Este resultado indica que as bactérias aderidas ao corpo
dos invertebrados, a atividade de fragmentacdo exercida pelos mesmos e as fezes
liberadas nos tanques contribuem para o aumento na quantidade e diversidade de
bactérias (Wotton & Malmqvist 2001; Prather et al. 2013). Desse modo, é possivel que

haja uma facilitacdo por parte dos macro-organismos aquaticos.

Uma explicacdo alternativa para a variacdo na densidade e composicdo de
bactérias pode estar relacionada a variacbes nos niveis de clorofila a e MOCD
encontrados nos tratamentos. Bactérias sao geralmente melhores ou iguais competidoras
por nutrientes do que as algas. Além disso, tanto algas quanto bactérias séo limitadas
pela disponibilidade de carbono, nitrogénio e fésforo (Daufresne et al. 2008). Porém, no
tratamento bactérias + detritivoros a concentracdo de clorofila a diferiu entre os niveis

de temperaturas.

A média dos pHs apresentados, neutro (i.e 7,0 no tratamento aquecido) e
levemente &cido (6,1 no tratamento com temperatura natural), possivelmente afetam
pouco o crescimento e a estrutura da microbiota quando comparado com pHs acidos
encontrado em rios e em fitotelmatas de troncos e bromélias (Mulholland et al. 1987;

Paradise 2001; Goffredi et al 2011).
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Encontramos densidades muito baixas de bactérias no tratamento controle, tais
bactérias sdo possivelmente aquelas resistentes a agdo do antibidtico. Nossos resultados
demonstraram que o efeito da temperatura foi importante para estruturacdo da
comunidade bacteriana resistente ao antimicrobiano (Fig. 8, Apéndice 7 e 8). Além
disso, observamos maiores densidades de fungos no tratamento com densidade de
bactéria reduzida. Sugerimos que a maior quantidade de fungos manteve a producédo de
MOCD, uma vez que os fungos fazem parte do processo inicial de decomposicdo da
matéria organica. A producdo, por meio da atividade dos fungos, e o consequente
acimulo de MOCD no tratamento controle pode estar relacionado com as baixas
densidades de bactérias, uma vez que estes microorganismos Sao 0S principais

responsaveis por mineralizar a MOCD (Daufresne & Loreau 2011).

Efeito do aquecimento no funcionamento do ecossistema

Mostramos que o0 aquecimento afeta a sobrevivéncia e emersdo de macro-
organismos e a densidade e composicao de bactérias. Porém, ao contrario do esperado, 0
efeito do aquecimento na decomposicdo ndo esta diretamente relacionado com o
impacto sobre 0s macro- e micro-organismos. Apés 60 dias, a perda de biomassa da
matéria organica (detrito foliar) foi maior em tratamentos com bactérias do que no
tratamento sem bactérias. Alguns estudos tém demonstrado que a atividade bacteriana e
a de fungos possui um papel conjunto fundamental no condicionamento da matéria
organica, o que melhora a palatabilidade do detrito e contribui para o melhor
processamento por parte dos detritivoros (Webster 1986; Gessner et al. 2010; Gonzalez

et al 2013). Entretanto, a menor decomposi¢do em tratamentos sem bactérias ressalta a
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importancia desses organismos no funcionamento do ecossistema bromelicola, uma vez
que fungos sdo normalmente considerados os principais decompositores dos sistemas de

agua doce (Gessner et al. 1999; Pascoal & Cassio 2004; Graga et al. 2005).

Embora a variagdo na temperatura tenha afetado a densidade e composi¢édo
bacteriana, os padrfes de decomposicdo mantiveram-se semelhantes. Apesar das
diferencas na comunidade bacteriana, possivelmente o0 aguecimento promoveu uma
substituicdo por espécies com desempenho similar no processo de decomposicao. Os
padrdes similares no processamento da matéria organica entre os tratamentos com
presenca de bactérias sugere a ocorréncia de redundéancia funcional para estes
microorganismos. Yin e colaboradores (2000) demonstraram que a redundancia
funcional de bactérias presentes no solo mantém o funcionamento dos ecossistemas com
relacdo a produtividade. Neste contexto, acreditamos que a redundancia em bactérias
pode ser crucial para a manutencdo de processos ecossistémicos chave, como a

decomposicdo, frente as mudancas climaticas.

Temperatura e pH ndo apresentaram relagdo com a decomposi¢cdo nos
tratamentos bactérias e bactérias + detritivoros. No entanto, alguns estudos sugerem que
pHs mais elevados podem favorecer o consumo de matéria orgénica por micro-
organisms e invertebrados e assim aumentar a perda de biomassa da matéria organica

(Mulholland et al. 1987; Paradise & Kuhn 1999; Paradise 2001).

Outro fator importante que contribui para o funcionamento do ecossistema é a
MOCD produzida. Véarios organismos estdo diretamente envolvidos com a liberacdo de

MOCD dentre eles estdo as bactérias, fitoplancton e os detritivoros (Thomas 2003). A
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acao bacteriana passa entdo a ser responsavel por finalizar esse processo ecossistémico,
mineralizando a matéria organica dissolvida e disponibilizando o0s nutrientes
inorganicos (Naeem et al. 2000; Daufresne et al. 2008). Nossos resultados reforcam a
importancia das bactérias no controle da MOCD, pois com a remocao de bactérias a
quantidade de MOCD aumentou em 30%. Além disso, a mineralizacdo da MOCD

aumenta a disponibilidade de nutrientes inorganicos no ecossistema.

Além de controlar a quantidade de MOCD, as atividades bacterianas e dos
detritivoros influenciaram indireta e positivamente a concentracdo de algas,
possivelmente contribuindo para uma maior producdo de algas no tratamento bactérias
+ detritivoros. Estes nutrientes inorganicos disponibilizados na agua séo essenciais para
a proliferacdo das algas (Daufresne et al. 2008; Daufresne & Loreau 2001). Assim como
demonstrado no trabalho de Butler et al. (2008), sugerimos que a atividade das bactérias
presentes na teia alimentar “brown” contribua para a manutencdo das algas

representantes da teia alimentar “green”.

CONCLUSAO

Apesar de bromélias representarem um sistema pequeno, nossos resultados
demonstraram diversos padrdes chave para entender como fatores bioticos e abioticos
interagem para determinar o funcionamento de ecossistema aquatico. Mostramos que
temperatura € um fator fundamental na determinacdo da sobrevivéncia e emersdo de

detritivoros, além de influenciar a composicéo de bactérias. Ao contrério do esperado
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pela Teoria Metabolica, demonstramos que o aquecimento pode ter um efeito negativo
sobre 0s macro e micro-organismos. Destacamos as bactérias como principal agente no
processamento da matéria organica influenciando a producdo priméaria na cadeia
alimentar “green”. Trabalhos focando na ciclagem de nutrientes se fazem necessarios
para melhor compreenséo do efeito sobre as bromélias. Nossos resultados indicam que a
temperatura é importante na determinacdo da comunidade bacteriana e que a atividade
desses micro-organismos sdo cruciais para o funcionamento do ecossistema aquético

contribuindo para a manutencao das teias alimentares “brown” e “green” .
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TABELAS

Tabela 1. Anova de medidas repetidas examinando a variacdo na quantidade de MOCD (matéria

organica colorida dissolvida), Clorofila a e pH em relacdo aos valores totais e da interacdo entre

variaveis independentes, temperatura (aquecida e natural) e tratamento (controle, bactérias,

bactérias + detritivoros), e ao longo do tempo do experimento (30 e 60 dias). Valores significativos

(P <0,05) estdo destacados em negrito.

Variavel resposta df MS F P

MOCD
Temperatura (TE) 1 32442 3,91 0,077
Tratamento (TR) 2 1872973 225,77 <0,0001
Tempo (TP) 1 46126 5,56 0,051
TEXTR 2 48716 5,87 0,032
TEXTP 1 7486 0,90 0,222
TRXxTP 2 28874 3,48 0,081
TEXTRXTP 2 8960 1,08 0,263
Residuos 71 8296

Clorofila a
Temperatura (TE) 1 278263 5,95 0,021
Tratamento (TR) 2 287915 5,74 0,005
Tempo (TP) 1 228603 4,56 0,036
TEXTR 2 18364 0,36 0,694
TEXTP 1 24627 0,49 0,485
TRXxTP 2 148373 2,96 0,058
TEXTRXTP 2 2929 0,06 0,943
Residuos 71 50123

pH
Temperatura (TE) 1 14,17 87,84 <0,0001
Tratamento (TR) 2 0,247 1,53 0,223
Tempo (TP) 1 3,086 19,13 <0,0001
TEXTR 2 0,097 0,604 0,549
TEXTP 1 0,241 1,494 0,226
TRXxTP 2 0,087 0,537 0,587
TEXTRXTP 2 0,007 0,042 0,959
Residuos 71 0,161
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Tabela 2. Anova de dois fatores aleatorizada em blocos (Densidade de bactérias, Perda de biomassa,
Emersdo e Sobrevivéncia) resumindo valores totais e da interacdo entre variaveis independentes,
temperatura (aquecida e natural) e tratamento (controle, bactérias, bactérias + detritivoros). Valores

significativos (P < 0,05) estdo destacados em negrito.

Variavel resposta df MS F P

Densidade de bactérias
Temperatura (TE) 1 88,5 4,87 0,034
Tratamento (TR) 2 1640,1 90,24 <0,0001
TEXTR 2 1979 10,88 0,0002
Residuos 34 18,2

Perda de biomassa
Temperatura (TE) 1 0,004 1,10 0,301
Tratamento (TR) 2 0,113 29,35 <0,0001
TEXTR 2 0,012 3,24 0,051
Residuos 34 0,004

Emersdo
Temperatura 1 17111 49,4 <0,0001
Espécies 2 506,8 14,63 <0,0001
Residuos 37 34,6

Sobrevivéncia
Temperatura 1 23095 100,31 <0,0001
Espécies 3 1947 8,46 <0,0001
Residuos 50 230
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Tabela 3. Resultados da Analise de Variancia Multivariada (PERMANOVA) comparando a

diferenca na composicdo de espécies de bactérias entre temperatura (aquecida e natural),

tratamento (controle, bactérias, bactérias + detritivoros) e na interacdo entre temperatura e

tratamento. Contrastes foram utilizados para comparar as diferencas na composicao de

espeécies entre os tratamentos e dentro de tratamentos entre temperaturas diferentes. Valores

significativos (P < 0,05) estdo destacados em negrito.

Variavel resposta df MS F P R’
Composicéo de
bactérias
Temperatura (TE) 1 26704 451 <0,0001 0,07
Tratamento (TR) 2 17336 2,93 <0,0001 0,09
TEx TR 2 43154 7,28 <0,0001 0,24
Residuos 36 5924 0,99
Contrastes
Bactéria vs. Controle 1 18337 3,09 0.007 005
Bactéria vs. Bactéria+Detritivoro 1 16334 276 0.009 004
Bactéria vs. Temperatura 1 41809 706 0001 011
Bactéria+Detritivoro vs. Temperatura 1  2742,8 463 0.001 0,07
Controle vs. Temperatura 1 43775 739 0001 012
Residuos 36 5924 0,59 0,59
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LEGENDA DAS FIGURAS

Fig. 1. Predicdo do efeito do aquecimento sobre macro- e micro-organismos e
funcionamento do ecossistema bromelicola. As setas pretas indicam a diregcdo do efeito
positivo (+), que podem ser direto (solida) e indireto (tracejada). A seta cinza
unidirecional indica a ocorréncia de facilitacdo entre bactérias e algas, ao mineralizar a
matéria organica dissolvida e disponibilizar nutrientes para converter em producao
primaria. A seta cinza bidirecional indica a facilitacdo que ocorre entre bactérias e
detritivoros, através do condicionamento da matéria organica por parte das bactérias e
da disponibilidade de recursos por parte dos detritivoros. As setas vermelhas indicam a
relevancia dos organismos no processo de decomposicao, a grossura das setas indica a

magnitude dos efeitos positivos (+).

Fig. 2. A) Esquema ilustrando o desenho experimental com as 42 bromélias formando
sete blocos de parcelas subdivididas. Temperatura como parcela principal de tratamento,
dividida em dois niveis de temperatura, natural (25°C dia/ 24°C noite) e aquecida
(31.5°C dia/ 30°C noite). Em seguida cada nivel de temperatura foi subdividido em
parcelas contendo trés niveis de tratamento: i) Bactérias, ii) Bactérias + Detritivoros, iii)
Controle. B) Experimento em andamento, com as trés fileiras de tratamentos do lado
esquerdo formando o nivel natural e as trés fileiras de tratamentos do lado direito
formando o nivel aquecido. Perpendicularmente temos a distribuicdo dos sete blocos

composto pelos trés tratamentos de cada nivel de temperatura.

Fig. 3. Resultados das variaveis fisico-quimicas: matéria organica colorida dissolvida

(MOCD) e Clorofila a, presentes na agua das bromélias dos tratamentos: i) Bactérias, ii)
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Bacterias + Detritivoros e iii) Controle, em temperatura natural (25°C dia/ 24°C noite) e

aquecida (31.5°C dia/ 30°C noite), apos 30 e 60 dias de experimento.

Fig. 4. Niveis de pH encontrado nos fitotelmatas da Quesnelia arvensis para 0s
tratamentos: i) Bactérias, ii) Bactérias + Detritivoros e iii) Controle, em temperatura
natural (25°C dia/ 24°C noite) e aquecida (31.5°C dia/ 30°C noite), apos 30 e 60 dias de

experimento.

Fig. 5. Porcentagem de sobrevivéncia dos organismos detritivoros pertencentes aos
grupos funcionais fragmentadores (i.e Ph. bromeliarum), raspador (i.e Scirtes sp.) e
coletor-catador (i.e Po. marcondesi) adicionados no tratamento Bactérias + Detritivoros,
em temperatura natural (25°C dia/ 24°C noite) e aquecida (31.5°C dia/ 30°C noite). O
item Detritivoros ilustra a resposta de todos os trés grupos funcionais juntos. As barras

de erro representam média e desvio padrdo.

Fig. 6. Porcentagem de emersao (i.e larvas que se desenvolveram até emergirem como
adultas) dos organismos detritivoros pertencentes aos grupos funcionais raspador (i.e
Scirtes p.) e coletor-catador (i.e Po. marcondesi) adicionados no tratamento Bactérias
+ Detritivoros, em temperatura natural (25°C dia/ 24°C noite) e aquecida (31.5°C dia/
30°C noite). O item Detritivoros ilustra a resposta todos dois grupos funcionais juntos.

As barras de erro representam média e desvio padréo.

Fig. 7. Densidade bacteriana presentes nos fitotelmatas das bromélias dos tratamentos:
i) Bactérias, ii) Bactérias + Detritivoros e iii) Controle, em temperatura natural (25°C

dia/ 24°C noite) e aquecida (31.5°C dia/ 30°C noite).
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Fig. 8. PCoA de similaridade entre os perfis de bandas bacteriana das amostras de dgua
das bromélias dos tratamentos: i) Bactérias, ii) Bactérias + Detritivoros e iii) Controle,
em temperatura natural (25°C dia/ 24°C noite) e aquecida (31.5°C dia/ 30°C noite).

Dados obtidos a partir da técnica de DGGE.

Fig. 9. Perda de biomassa (i.e. decomposicdo) de folhas de Eugenia uniflora em trés
diferentes tratamentos: i) Bactérias, ii) Bactérias + Detritivoros, iii) Controle, em

temperatura natural (25°C dia/ 24°C noite) e aquecida (31.5°C dia/ 30°C noite).
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APENDICES
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APENDICE 1.

Escolha do antibi6tico

Para definirmos o antibidtico a ser utilizado, amostramos agua de 20 bromélias
distribuidas na restinga fechada. Coletamos, com auxilio de pipetas e baldes previamente
desinfetados com alcool a 70%, a agua de cada bromélia e apds homogeneizacéo,
recolhemos duas amostras de 15 ml em tubos estéreis. Os tubos foram armazenados em
ambiente refrigerado e encaminhado para o laboratério de engenharia de alimentos no
Departamento de Microbiologia da Universidade Estadual Paulista (UNESP). Em
laboratdrio as amostras foram homogeneizadas, diluidas, em duplicatas, até 10, fizemos o
plagueamento por profundidade em PCA e incubamos as amostras por 48 horas a 35 °C. As
colénias foram diferenciadas, a olho nu, segundo o tipo de morfologia de cada uma;
isolamos cinco coldnias e as submetemos ao teste de coloracdo de Gram segundo Martins et
al. (2001) (Apéndice la e b). Das cinco colbnias, trés representavam bactérias gram-

negativas e duas gram-positivas.

Apobs a identificacdo, quanto a coloracdo, submetemos as cinco col6nias ao teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos, utilizando o método disco de difusdo, recomendado
pela CLSI (2012). Preparamos os cincos indculos na escala 0.5 McFarland (Apéndice 1 b) e
semeamos em Agar Mueller-Hinton (MHA) totalizando seis placas (100 x 20 mm) estéreis
para cada inoculo. Para o teste de sensibilidade, utilizamos discos de difusdo de trés tipos
diferentes de antibioticos, dois gram-negativos (Tetraciclina e Ciprofloxacina) e um gram-
positivo (Amoxicilina) baseado nos trabalhos de Gongalves et al. (2014) e Nishi et al.

(2012).
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Produzimos, manualmente, os discos de 6 mm de didmetro devidamente
esterilizados. Testamos cada disco contendo a concentracdo padrdo de cada antibidtico,
estipulada pela CLSI (2012). Além destas concentracfes, simulamos a acdo conjunta dos
antibioticos gram-positivo e gram-negativo em trés concentracdes diferentes partindo da
concentragdo padrédo e aumentando 20 vezes a concentragdo (Apéndice 2 - Tabela 1).
Utilizamos discos industrializados de Ciprofloxacina e Tetraciclina como controle sobre a
eficacia dos discos produzidos manualmente. As amostras foram incubadas a 35 °C por 18-
24 horas. O antibiograma demonstrou que a Ciprofloxacina em sua menor concentracéo foi
mais eficiente que os demais antibidticos mesmo quando estes estavam atuando em
conjunto. N&o houve diferenca entre os alos de inibicdo formados para Ciprofloxacina em
concentragdes maiores (Apéndice 1 e) e, portanto foi definida a concentragéo de 5 pg/ml

como padréo a ser utilizado no experimento.

60



Apéndice 1. A) Placa de petri com diluigio 107 disposta sobre contador de coldnias. B) Col6nias
isoladas com inoculos na escala 0.5 McFarland & esquerda. C) Fotos de bactéria gram-
positiva, retirada em microscopio eletronico, ap6s teste de coloracdo. D) bactéria gram-negativa. E)
Resultado do antibiograma para a quarta coldnia isolada. A esquerda o disco de difus&o padrdo com
alo de inibicdo de 35 mm para o antibiotico Ciprofloxacina (Cip) e a direita os discos de difuséo

padrdo sem alo de inibigdo para Amoxicilina (Amo) e com alo de 13 mm para Tetraciclina (Tet).
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Apéndice 2 - Tabela 1: Susceptibilidade aos antimicrobianos Ciprofloxacina (Cip),
Tetraciclina (Tet) e Amoxicilina (Amo). Controle s&o os discos industrializados. Padréo séo
discos que seguem a concentracdo estipulada pela CLSI (2012). S — Sensivel; | —

Intermediario; R — Resistente.

Antibidticos [ pg/mL) Colédnia 1 Coldnia 2 Coldnia 3 Colénia 4 Coldnia 5
Cip { 5 pg/mlL) Controle 5 5 5 5 5
Tet (30 ug/mL) Controle 5 5 5 s s
Amo (30 pg/mL) Padrio 5 R 5 R 5
Tet (30 ug/mL) Padrio 5 R 5 I I
Cip { 5 pg/mlL) Padrdo 5 5 5 s s
Amao + Tet (30 pg/mL+30ug/mL) s I 5 I 5
Amo + Tet (50 pg/mL+50 pg/mL) 5 R 5 I s
Amo + Tet (70 pg/mL+70 pg/mlL) 5 R 5 | 5
Amo + Cip (30 pg/mL + Spg/mL) 5 5 5 3 3
Amo + Cip (50ug/mL+25pug/mL) 5 s s s s
Amo + Cip {70pg/mL+45pug,/mL) 5 5 5 5 5
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APENDICE 3

Efeito do antibitico sobre o crescimento da bromélia

Para avaliar se 0 antibiotico escolhido afeta o crescimento das bromélias, realizamos
um experimento piloto onde coletamos 12 bromélias, na restinga fechada, com volumes
médios de 390 ml e tamanhos semelhantes. Todas as plantas foram minuciosamente
lavadas com jato de dgua durante 10 min com o intuito de remover todos 0s organismos e
detritos presentes no fitotelmata. Apds a limpeza, mensuramos com auxilio de uma fita
métrica, o comprimento de uma folha do copo central e uma folha do terceiro copo, a partir
da base até a extremidade foliar, e contabilizamos o numero de folhas do copo central
incluindo as mais jovens no centro do tanque para avaliar o crescimento da bromélia. Em
seguida, penduramos as bromélias com os tanques virados para baixo por dois dias, visando
manter a bromélia seca e eliminar a possibilidade de permanéncia de algum artrépode
aquatico. As raizes foram mantidas umedecidas com papel absorvente embebido em &gua
para evitar dessecacdo das plantas (Apéndice 3a). Depois, plantamos as bromélias em vasos
com solo proveniente da restinga e dividimos, aleatoriamente, em dois tratamentos. O
tratamento controle (sem antibiético) e o tratamento com antibi6tico, ambos com seis
bromélias. Preenchemos cada bromélia com 390 ml de &gua deionizada e no tratamento
com antibiotico adicionamos 5 pg/ml de Ciprofloxacina. Em seguida, cobrimos as plantas
com mosquiteiros e deixamos por 60 dias no Camping, em baixo de uma tenda para evitar a
entrada de agua da chuva (Apéndice 3 b e ¢). Adicionamos 195 ml de agua deionizada nos
tanques das bromélias, a cada cinco dias, com o intuito de repor a agua perdida por
evaporacdo. A agua adicionada no tratamento com antibiético continha o antimicrobiano

diluido para manter a concentracdo constante. Apds 60 dias, o comprimento das folhas ndo
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diferiu entre o tratamento com e sem antibidtico (t= 0.616; p= 0.552), entre todas as
réplicas somente uma folha nova foi produzida no tratamento com e sem antibiotico. Os
resultados desse bioensaio demonstraram que o antibidtico ndo afeta o desenvolvimento da

Q. arvensis.
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Apéndice 3. A) bromélias secando com as raizes enroladas em papel umedecido; B)

bromélia replantada com mosquiteiro protegendo contra colonizacdo; C) Foto do teste

piloto com as 12 bromélias para avaliar o efeito do antibi6tico na bromélia.
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Apéndice 4. A) Datalogger utilizado para medir a temperatura da dgua nos tanques das
bromélias. B) Os dataloggers foram colocados no tanque central da bromélia Quesnelia

arvensis durante o periodo de quatro dias, registrando as temperaturas de hora em hora.
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Apéndice 5. A) Distribuicdo dos dois aquecedores nos fitotelmatas do copo periférico. B)

Aquecedor envolto com pedacos de folhas da bromélia Q. arvensis.
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Apéndice 6. Frequéncia da quantidade de fungo nos tratamentos Controle, Bactérias e

Bactérias + Detritivoros.
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Apéndice 7. Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) demonstrando a
estrutura da comunidade bacteriana nas amostras de gua dos fitotelmatas de bromélias
submetidas ao aquecimento (A) e a temperatura natural (B). A descri¢do das amostras
correspondentes as canaletas esta detalhada ao lado das figuras.
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Apéndice 8. Dendograma de similaridade dos perfis de bandas das amostras de agua dos
fitotelmatas das bromélias dos niveis de temperatura aquecida e natural e dos trés niveis de
tratamento: i) Bactérias, ii) Bactérias + Detritivoros, iii) Controle.
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