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1. INTRODUCAO GERAL



Fluxo de nutrientes de animais para plantas

Compartimentos ecoldgicos podem interagir entre si através do fluxo de
nutrientes e energia (Anderson & Polis, 1999; Romero et al., 2010). Poucos estudos
sobre a influéncia de animais no fluxo de nutrientes para as plantas tém sido realizados,
enquanto os processos envolvidos na transferéncia de nutrientes de produtores primarios
a niveis troficos mais elevados sdo muito bem conhecidos (Anderson & Polis, 1999;
Romero et al., 2010). No entanto, uma mudanga na abordagem dos estudos recentes tem
enfatizado os efeitos gerados pelos animais na transformagao, translocacao e ciclagem
de elementos essenciais como o nitrogénio, carbono e fosforo (Purtauf & Scheu, 2005),
como tem sido levantada a importincia dos animais como fontes diretas, via dejetos que
sao absorvidos pelas plantas, ou indiretas, via deposicdo de restos de presas (carcagas),

de recursos para organismos vegetais.

A variabilidade espacial e temporal da disponibilidade de recursos pode afetar
processos ecoldgicos em niveis que vao desde os individuos até a estrutura e dindmica
de comunidades (Anderson et al., 2008; Yang et al., 2008 ). Eventos caracterizados pela
baixa frequéncia (raridade), grande magnitude (intensidade) e de curta duracdo
(brevidade) denominados pulsos de recursos, levam a um aumento da disponibilidade
de recursos em determinados sistemas (Yang ef al., 2008; Yang et al., 2010). Embora,
pensava-se que estes episodios fossem incomuns, atualmente sua importancia tem sido
enfatizada e sua ocorréncia demonstrada em diversos sistemas naturais, como por
exemplo, pulsos de chuvas geradas pelo El Nifio, surtos de insetos, serapilheiras geradas

por furacdes em florestas tropicais e afloramentos marinhos (Yang et al., 2010).

O fluxo de nutrientes dos animais para as plantas pode ocorrer em grande escala,

no qual os animais modificam a disponibilidade de recursos no solo, afetando as
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comunidades terrestres, a riqueza de espécies e a biomassa das plantas (Wait et al.,
2005). Em estudos de comunidade, como o das ilhas desérticas no Golfo da California,
foi comprovado que ao ocorrerem pulsos de chuva, o guano (i.e., fezes) de aves
maritimas, associado a entrada de nutrientes via macroalgas, animais maritimos mortos,
sdo mobilizados para as plantas (Anderson & Polis, 1999; Anderson et al., 2008). Tanto
cactos, quanto plantas anuais e arbustivas exibiram maior taxa de crescimento e
produtividade, variando de 1,6 a 2,4 vezes a concentra¢do de nitrogénio e fésforo em
ilhas habitadas pelas aves em comparacdo com as que ndo eram habitadas (Anderson &
Polis, 1999). Em outro estudo, foi verificado que lobos no Isle Royale National Park
(EUA) modulam a heterogeneidade de nutrientes e de microrganismos presentes no
solo, influenciando a biodiversidade e produtividade de plantas por meio de predacao de
alces (Bump et al., 2009). Estes hotspots de nutrientes sdo gerados pela deposicao de
carcagas dos alces pelos lobos que afetam diretamente os processos biogeoquimicos
tanto abaixo quanto acima do solo (Bump et al., 2009). Foi evidenciada também a
existéncia de pulsos de recursos gerados por individuos de Ochotona princeps
(Lagomorpha) e sua influéncia sobre a comunidade de plantas que habitam as
proximidades de seu abrigo (Aho ef al., 1998). Analises de nitrogénio de tecidos das
plantas demonstraram que a biomassa vegetal armazenada por estes organismos como
deposito de alimento para a estagdo fria, e suas fezes, sdo fontes de nutrientes para as

plantas (Aho et al., 1998).

Em escalas menores, a entrada de nutrientes em plantas via animais pode resultar
de uma adaptacdo dos organismos vegetais a variagdes nutricionais do meio, isto €,
como o ambiente ¢ caracterizado por uma distribuicdo aleatoria de nutrientes e,
frequentemente, sua quantidade ¢ inferior a necessidade dos organismos (Chapin, 1980),

muitas espécies de plantas desenvolveram taticas alternativas para aquisi¢do e/ou
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conservacdo de recursos limitantes, como o nitrogénio e fosforo (Butler & Ellison,
2007). De fato, enquanto algumas espécies de plantas evoluiram adaptacdes similares
para o comportamento carnivoro, outras espécies se associaram a animais em interagdes

mutualisticas digestivas.

e Carnivoria e protocarnivoria

Plantas carnivoras tém atraido atengdo de ecologos e botanicos evolutivos desde
Darwin, o primeiro a fornecer evidéncias detalhadas para carnivoria em varios géneros
de plantas (Ellison & Gotelli, 2001; Ellison et al., 2003). Desde entdo, foram
identificadas aproximadamente 600 espécies de plantas carnivoras entre
monocotiledoneas e dicotiledoneas com adaptagdes similares (Ellison & Gotelli, 2001).
Dados moleculares e morfologicos suportam essa origem multipla e polifilética de
plantas carnivoras (Albert et al., 1992; Adamec, 1997; Ellison & Gotelli, 2001). Estas
plantas geralmente sdo encontradas em areas abertas, com alta incidéncia de luz solar e
com grande umidade em pelo menos uma estagdo do ano (Givnish ef al., 1984; Benzing,
2000; Ellison & Gotelli, 2001). Supde-se que o processo adaptativo para a carnivoria
tenha se desenvolvido em resposta a necessidade de sobrevivéncia em habitats com
solos pobres em nutrientes (Butler & Ellison, 2007), principalmente de nitratos e
fosfatos. Assim, de acordo com o modelo de custo/beneficio para a evolugdo da
carnivoria, o investimento para adaptacdes ao habito carnivoro foi compensado por

vantagens energéticas potenciais (Givnish et al., 1984).

O desempenho fotossintético das plantas carnivoras torna-se menor quando as
folhas realizam fotossintese e capturam presas, apresentando, frequentemente, taxas

fotossintéticas maximas baixas em torno de 50% menores comparadas a outras plantas
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(Méndez & Karlsson, 1999; Ellison & Gotelli, 2001; Lambers et al., 2008). E a
absor¢do de nutrientes adicionais pelas plantas através da carnivoria pode levar a
maiores taxas de crescimento (Pate & Dixon, 1978; Dixon et al., 1980; Aldenius et al.,
1983; Givnish et al., 1984; Schulze et al., 1991), resultando em alocacdo de biomassa
para orgdos fotossintéticos (e.g. filodios das plantas carnivoras) , além de serem
alocados para a reproducdo, aumentando o nivel de nutrientes das sementes ou da sua

producao (Givnish et al., 1984; Farsnworth & Ellison, 2008).

Segundo a definicdo de Givnish et al (1984), uma planta s6 pode ser tratada
como carnivora se absorver nutrientes depositados sobre a superficie foliar e possuir
adaptacdes morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais de atragdo ativa, captura e/ou
digestdo de presas. S@o encontrados, neste grupo, alguns representantes da familia
Droseraceae, caracterizados pela presenga de um padrao de coloragdo atrativo e por
produzirem tricomas glandulares cobertos por fluido viscoso que aprisionam artroépodes,
sendo que algumas espécies possuem mecanismos ativos de captura, e digerem insetos
em sua superficie (Darwin, 1875). Especializacdes dentro deste grupo também sdo
encontradas como, por exemplo, em plantas que possuem uma digestdo de materiais em
um reservatorio central mediada por bactérias. Dentre elas estd a bromélia Brocchinia
reducta que atrai insetos pela capacidade de refletir raios ultravioletas em fun¢do de sua
superficie cerosa e por emitir no tanque um cheiro doce semelhante ao liberado pela
planta carnivora Heliamphora heterodoxa, além de exibir tricomas capazes de absorver
aminodacidos (Givnish et al., 1984). Outras plantas que possuem digestdo por bactérias
sdo denominadas carnivoras por apresentarem glandulas nectariferas dispostas
externamente as flores, como em Byblia sp., Heliamphora sp. e Sarracenia sp. (Jolivet

& Vasconcellos-Neto, 1993).



No entanto, esta definicdo de Givnish exclui espécies que possuem somente
alguns destes atributos (Darnowski et al., 2006) ou que possuem adaptacdes que
funcionem para atracdo, captura ou digestdo de presas mas que ndo os desenvolveram
primariamente para o habito carnivoro (Givnish et al, 1984), sendo consideradas
protocarnivoras. Spomer (1999) sugeriu que da mesma maneira em que foi evidenciado
o hébito de protocarnivoria em Geranium viscosissimum e Potentilla arguta, resultante
da capacidade de digestdo de presas justapostas a sua superficie, inimeras espécies que
também se caracterizam pela presenca de glandulas adesivas (i.e., tricomas) podem se
adequar neste grupo. Adicionalmente, a bromeliacea epifitica Catopsis berteroniana foi
inserida em protocarnivoria, uma vez que, apresenta folhas cobertas por uma superficie
cerosa que reflete raios ultravioleta e aprisiona insetos nos compartimentos formados
entre as folhas que se enchem de &4gua (Frank & O’Meara, 1984; Jolivet &

Vasconcellos-Neto, 1993).

Uma modificagdo do modelo de custo/beneficio de Givnish et al. (1984) foi
sugerida por Karlsson et al. (1991). Em seus experimentos, estes pesquisadores
demonstraram que a captura de presas nao afetou de forma distinta a sobrevivéncia e o
crescimento dos espécimes de Pinguicula alpina, P. vulgaris, P. villosa e Drosera
rotundifolia em habitats ricos e pobres em nutrientes. Dessa forma, supde-se que a
pouca ocorréncia de plantas carnivoras em habitats ricos em nutrientes esteja
relacionada a uma diminuicdo em sua taxa de crescimento mediada pela competi¢dao
com outras espécies de plantas (Aldenius et al., 1983; Karlsson ef al., 1991; Millett et
al., 2003; Adlassnig, 2005). No entanto, outros trabalhos demonstram que algumas
espécies perdem suas adaptacdes ao habito carnivoro quando estdo em ambientes com
alta quantidade de suprimento de nutrientes. Por exemplo, Sarracenia purpurea possui

uma aparente plasticidade de seus orgaos para carnivoria, talvez por ser um predador
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pouco eficiente (e.g., 10% de seus nutrientes sdo derivados de insetos) (Ellison &
Gotelli, 2001). Com a adicdo direta de nutrientes, ha uma alteragdo na morfologia de
suas folhas, chegando a auséncia de folhas em formato de funil (i.e., aquelas
especializadas a carnivoria) (Ellison & Gotelli, 2002). Além disso, outros trabalhos
evidenciam a mortalidade de individuos quando expostos a um excesso de minerais

(Adamec, 1997).

e Mutualismo digestivo entre animais e plantas

Mutualismos interespecificos sdo associagdes que resultam em beneficios para
ambos os parceiros (Begon ef al., 2007). Supde-se que tanto mutualismos facultativos
quanto obrigatdrios sdo originados de interagcdes antagonistas e comensais (Pellmyr et
al., 1996). Sao interacdes muito difundidas que desempenham um papel fundamental
em todos os ecossistemas (Bronstein, 1994; Doebeli & Knowlton, 1998; Morais-Filho
& Romero, 2010). A maioria dos trabalhos que relatam mutualismos entre animais e
plantas envolve a dispersdo de sementes, a polinizagdo e o comportamento defensivo
(i.e, parceiros, como formigas, defendem as plantas hospedeiras de agdo herbivora),
embora existam também mutualismos digestivos que resultem em provimento de
nutrientes de predadores para as plantas hospedeiras. Nestes sistemas, quase todas as
interacdes envolvem o fornecimento de nutrientes de um mutualista para o parceiro
(Boucher, 1985). A dispersdao de sementes por animais tende a ser menos especializada
em comparagdo aos sistemas planta-polinizador (Ricklefs, 2003). Aves, por exemplo,
tendem a se alimentar de diversos tipos de frutos disponiveis no ambiente em que
forrageia, enquanto polinizadores como a mariposa-da-yucca (Prodoxidae) mantém uma

relagcdo estreita com a hospedeira Yucca (Agavaceae) ao poliniza-la obrigatoriamente,
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em troca de alimento para suas larvas que se nutrem das sementes da hospedeira
(Ricklefs, 2003). Mutualismos defensivos sdo encontrados em associacdes entre
formigas e plantas e entre acaros e plantas, cujas plantas hospedeiras disponibilizam
domaceas (i.e., estruturas especializadas encontradas nas folhas, troncos e galhos
utilizadas para nidificacdo das formigas) e alimento (e.g., corpuisculos miillerianos,
néctar extrafloral) em troca de defesa contra herbivoria (Janzen, 1966; Del Val & Dirzo,
2003; Nishi & Romero, 2008). Estas interacdes mirmecofiticas podem também se
estabelecer em uma relacdo nutricional (Romero & Benson, 2004), cujos parceiros
fornecem nutrientes para as plantas hospedeiras. Diversos trabalhos baseados em
métodos isotopicos tém confirmado que formigas contribuem para a nutri¢do de suas
hospedeiras ao se estabelecerem nas doméceas, como em Maieta sp. (Solano & Dejean,
2004), Dischidia major (Treseder et al., 1995), Piper sp. (Fischer et al., 2003) e

Schomburgkia tibicinis (Rico-Gray et al., 1989).

A definicdo de mutualismo digestivo foi primeiramente sugerida por Anderson
& Midgley (2003) como uma ampliagdo da definicdo de carnivoria de Givnish et al.
(1984). Segundo os autores, plantas carnivoras nao necessitam de 6rgdos convencionais
atrativos e digestivos se mantiver um mutualismo persistente com um predador espécie-
especifico (Anderson & Midgley, 2003). Ao estudarem a interagdo entre a planta
protocarnivora Roridula gorgonias (Roridulaceae) e o hemiptera Pameridae roridula,
verificaram a capacidade da planta em absorver nutrientes derivados da secre¢do liquida
e das excretas solidas eliminados pelo hemiptera, que sobrepde os tricomas glandulares
presentes na planta e se alimentam dos artrépodes aprisionados (Ellis & Midgley, 1996;

Anderson & Midgley, 2003).



Enquanto existem poucos trabalhos que relatam a interacdo entre aranhas e
plantas, outros estudos averiguando o héabito predador de aranhas e a sua influéncia
sobre cadeias troficas sdo abundantes. Aranhas sdo organismos muito diversos no
ambiente terrestre e ocupam todos os tipos de hébitat (Foelix, 1996). Existem cerca de
41.000 espécies descritas distribuidas em todos habitats terrestres (Platnick, 2010).
Como sdo estritamente predadoras, afetam diretamente a dindmica de populacdes de
presas, em sua maioria insetos e, consequentemente, a estrutura das comunidades as
quais pertencem. A maioria das espécies vive em determinados ambientes limitados por
fatores abidticos como temperatura, umidade, vento e intensidade luminosa, e por
fatores bidticos como tipo de vegetacdo, suprimento alimentar e interacdes
interespecificas (por ex., competidores). Plantas podem beneficiar aranhas diretamente,
fornecendo podlen e néctar como alimento (Jackson et al., 2001), ou indiretamente ao
proporcionar substrato para constru¢do de teias e/ou locais de forrageamento. As
aranhas podem melhorar o fitness das plantas, podendo proporcionar resultados
positivos ao evitar ataques de herbivoros nas hospedeiras, podem simplesmente nao

afeta-las ou afetd-las negativamente (Romero, 2005).

Existem dois tipos de mutualismos descritos no sistema aranha-planta, o
mutualismo defensivo e o mutualismo digestivo (Romero et al., 2006; Romero et al.,
2008). As associacdes mutualisticas defensivas envolvem a remocdo de fitéfagos
potencialmente prejudiciais as hospedeiras, como observado por Romero &
Vasconcellos-Neto (2003) ao estudarem esta relacao em aranhas Thomisidae habitantes
de Trichogoniopsis adenantha. Neste sistema, artropodes que se fixam nos tricomas da
planta se tornam presas das aranhas, enquanto esta aumenta o fitness reprodutivo da
planta ao remover fitéfagos. J4 o mutualismo digestivo envolve o provimento de

nutrientes pelos predadores a planta hospedeira. Estes predadores melhoram o fitness da
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planta a0 removerem herbivoros e defecarem na superficie foliar, em troca, a planta
fornece abrigo (Romero et al., 2006). Trabalhos recentes, desenvolvidos com espécies
da familia Bromeliaceae, comprovam a contribuicdo nutricional de invertebrados e
vertebrados que as utilizam como abrigo e local de forrageamento (Benzing, 2000).
Romero et al. (2006) observaram que individuos da aranha Psecas chapoda habitam as
rosetas de Bromelia balansae e contribuem para sua nutricdo e crescimento, com o
fornecimento indireto de nutrientes gerados pela captura e digestdo de presas. Além
disso, foi demonstrada que esta interagdo ¢ espacialmente condicional, ou seja, a
contribui¢do de nitrogénio das aranhas para as folhas das plantas varia com a densidade
destes predadores (Romero et al., 2008). A aranha Psecas chapoda foi encontrada em
abundancia em bromélias de 4reas abertas (i.e., “grassland”), enquanto em areas
fechadas (i.e., areas de floresta), foi raramente encontrada, provavelmente devido a
menor disponibilidade de abrigo gerada pela mudanga estrutural da planta hospedeira ao
acumular folhas caidas das arvores e pela menor quantidade de presas (Romero et al.,
2008). Em outro estudo, foi verificada a contribui¢do de 27,7% do nitrogénio total de
Vriesea bituminosa originada das fezes do anuro arboricola Scinax hayii e de 49,6% de
térmites usadas para simular insetos que caem no fitotelmata (i.e, microecossistema

formado por por¢do de 4gua acumulada) da planta (Romero et al., 2010).

O sistema de estudo

A planta Paepalanthus bromelioides Silvestri (Eriocaulaceae) ¢ encontrada nos
campos rupestres de Minas Gerais e Bahia (Fig. 1), e em “tepuis” ao sul da Venezuela
(Giulietti & Hensold, 1990; Giulietti et al., 1995). Caracterizada por possuir uma

arquitetura foliar em roseta e fitotelmata, estas plantas constituem um microclima mais
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estavel e ameno comparado ao ambiente circundante, podendo abrigar espécies de
vertebrados e invertebrados que as utilizam como abrigo e local de forrageamento (Fig.
2). Apesar de possuir algumas caracteristicas ao hébito carnivoro como as folhas
cobertas de cera que refletem a radiagao UV (protegdo contra luminosidade excessiva),
tanque central com liquido 4cido lubrificante e tricomas na base de suas folhas com
possiveis fungdes de atrair, capturar, digerir, e absorver nutrientes, respectivamente, sao
consideradas protocarnivoras (Jolivet & Vasconcellos-Neto, 1993). No entanto, P.
bromelioides pode estar associada a mutualistas digestivos potenciais que habitam a
roseta e que vivem associados ao solo onde a planta se estabelece. Dentre os predadores
mais comuns encontrados em sua roseta pode-se destacar: a aranha Alpaida
quadrilorata (Araneidae) que captura insetos que visitam as inflorescéncias e constroi
sua teia acima da roseta; a aranha Latrodectus geometricus (Theridiidae) que
geralmente captura artrépodes que buscam abrigo ou cagam proéximo ao tanque;
representantes de Anyphaenidae que cacam presas ativamente sem construir teias e
individuos de Thomisidae que esperam imoveis as presas que chegam as inflorescéncias
(Figueira & Vasconcellos-Neto, 1991). Além disso, as plantas crescem sobre termiteiros
formados pela erosdo da por¢do ndo abrangida pela protecdo da roseta e o acimulo de
sedimentos respingados pela chuva ou trazidos pelo vento, que se acumulam abaixo da
roseta e nas paredes do termiteiro (Figueira & Vasconcellos-Neto, 1991). A ciclagem de
nutrientes proporcionada pelas térmites pode disponibilizar minerais que podem ser

absorvidos pelas raizes da planta.

Objetivos e hipoteses
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A ocorréncia de espécies animais predadores que se estabelecem na roseta da P.
bromelioides ao procurarem abrigo e alimento e de cupins que desenvolvem seus
termiteiros sob a planta, pode sugerir a existéncia de associagdes mutualistas
especificas, e, mais especificamente, de mutualismos digestivos (Fig. 6). Assim, com o
desenvolvimento deste trabalho, espera-se que estes parceiros possam contribuir com a
nutricdo da planta hospedeira, funcionando como pools nutricionais. Cada possivel
fonte de nitrogénio no sistema através da roseta foi testada com a adi¢do de materiais
enriquecidos com isotopo de "°N. Fezes de L. geometricus representaram as fezes das
aranhas que naturalmente ocorrem na planta; carcacas de Tenebrio representaram os
restos das presas alimentadas pelas aranhas; e larvas de Tenebrio simularam insetos que
ocasionalmente caem no fitotelmata da planta (Fig. 3). E para verificar o fluxo do solo
para a planta via cupins, foram adicionados tiras de papeldo enriquecido com "N como
fonte de alimento no termiteiro (Fig. 4). Além disso, o papel das bactérias na ciclagem

dos materiais frequentemente depositados no fitotelmata, fezes e carcagas, foi analisada

(Fig. 5).

Portanto, este trabalho teve como objetivo geral testar a existéncia de
contribui¢do nutricional de cada grupo que mantém uma associacdo com a
Paepalanthus bromelioides por meio da quantificagdo do nitrogénio absorvido pelas
plantas. Constitui-se de um capitulo que aborda as associagcdes mutualisticas digestivas
entre a aranha Latrodectus geometricus, cupins € a planta protocarnivora Paepalanthus
bromelioides. Além da coleta de dados para anlise de abundéancia natural de "N, a
realizagdo de experimentos de campo utilizando tragador isotdpico ¢ fundamental, pois
estas plantas apresentam idade média de 15-20 anos e varios fatores, como a quantidade
de matéria orgadnica que entra no sistema, via insetos, predadores, térmites, e alteracdes

e . .o . . . 1
climaticas locais influenciam no enriquecimento por °N.
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Especificamente, esta dissertacdo respondeu as seguintes questdes: (i) quanto de
nitrogénio dos dejetos de predadores residentes (carcagas de presas e fezes de aranhas
Latrodectus geometricus que se alimentaram de Tenebrio enriquecido) e de insetos que
eventualmente sdo atraidos para as rosetas (larvas enriquecidas de Tenebrio) ¢€
absorvido pelas folhas das plantas? (ii) bactérias aceleram a ciclagem e disponibilizagdo
de nutrientes derivados de predadores (fezes, carcagas) para as plantas? (iii) quanto de
nitrogénio ¢ absorvido pelas plantas por meio de suas raizes, a partir de reciclagem de

nutrientes por cupins?
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Fig. 1. Campo rupestre (A); Mancha de individuos de Paepalanthus bromelioides (B);
Vegetacdo caracteristica herbacea e arbustiva (C); Individuo de Paepalanthus

bromelioides com marcacdo para experimento/tratamento (D).
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Fig. 2. Paepalanthus bromelioides em estagio vegetativo (A); Associacdo de predadores:
Alpaida quadrilorata (B) e Latrodectus geometricus (C); Utilizacdo do fitotelmata como

abrigo: espécie de Orthoptera (D) e espécie de Hylidae (E); Fitotelmata repleto de detrito (F).
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Fig. 3. Latrodectus geometricus em seu habitat (A); Larvas de Tenebrio em substrato de
racdo e farinha de mandioca enriquecido em "N (B); Espécime de Latrodectus geometricus
mantido em laboratério (C); Fezes de Latrodectus geometricus (D); Carcaca de Tenebrio

(E).
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Fig. 4. Termiteiro (A); Papeldo inserido no termiteiro (B); Cupins se alimentando do

papelao (C).
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Fig. 5. Testes de duas colonias de bactérias coletadas dos fitotelmatas de Paepalanthus
bromelioides. Averiguagdo de atividade proteolitica: degradam proteina (A) e (B);
Averiguagdo de degradacdo de guanina: ndo degrada (C) e degrada (D); Meio

antibiograma: sdo inibidas com antibioticos (E) e (F).
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Fig. 6. Direcdo dos possiveis fluxos de nutrientes de animais para Paepalanthus
bromelioides. Diversos predadores que habitam as rosetas se alimentam de presas e
eliminam seus restos, representados pelas carcagas de Tenebrio, no tanque central.
Além disso, suas fezes, simuladas nos experimentos com fezes de Latrodectus
geometricus, também sdao depositados no fitotelmata. Insetos que eventualmente caem
no tanque sdo representados por larvas de Tenebrio. Estes materiais podem ser
degradados por bactérias que disponibilizam os nutrientes em formas absorviveis pelas
plantas. Fluxo de nitrogénio do solo para as plantas foi testado com a adicao de papelao,
fonte de alimento para cupins. Fontes utilizadas nos experimentos sdo enriquecidas em

5N.
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2. CAPITULO 1

Mutualismo digestivo entre aranhas, cupins e a planta protocarnivora

Paepalanthus bromelioides (Eriocaulaceae)
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RESUMO

A espécie de planta protocarnivora Paepalanthus bromelioides (Eriocaulaceae)
assemelha-se a uma bromélia por possuir arquitetura em roseta ¢ acumular dgua da
chuva (e.g., fitotelmata). Enquanto suas rosetas sdo frequentemente habitadas por
predadores (e.g., aranhas), suas raizes sdo envoltas por cupinzeiros construidos sob a
planta. Portanto, estas plantas podem derivar nutrientes tanto de processos de
reciclagem de nutrientes por cupins, como de atividades de predadores nas rosetas
(fezes e carcagas de presas), e até mesmo de insetos que eventualmente caem no
fitotelmata. Bactérias habitantes destes fitotelmatas podem acelerar a ciclagem de
nutrientes derivados dos predadores. Para testar estas predigdes, desenvolvemos varios
experimentos em campo utilizando métodos isotopicos de '’N. Analises de abundancia
natural de '°N mostram que a assinatura isotopica da P. bromelioides é semelhante a de
plantas carnivoras e superior a das demais plantas ndo carnivoras da area de estudo,
sugerindo a utilizacdo de presas como fonte de nutrientes. Modelos lineares de mistura
mostraram que insetos que eventualmente caem na roseta, carcagas de insetos
(Tenebrio) e fezes de aranhas (Latrodectus geometricus) enriquecidos isotopicamente
contribuiram com 8,6 £ 1,1% (EP), 7,5 = 0,6% e 19 + 3,1% para a nutricdo de P.
bromelioides, respectivamente. Embora plantas sobre cupinzeiros tenham valores
isotopicos superiores as plantas sem associagdo com cupins, ndo detectamos fluxo de
nitrogénio de cupins para plantas a partir de decomposi¢do de papeldo enriquecido.
Bactérias ndo afetaram a ciclagem de nutrientes e absor¢ao de nitrogénio proveniente de
carcagas de presas e fezes das aranhas. Estes resultados sugerem que P. bromelioides
obtém nitrogénio tanto a partir de predadores associados como de cupins, porém, a
velocidade da ciclagem de nitrogénio parece ser maior via predadores do que via cupins.

Esse ¢ o primeiro estudo a particionar efeitos de multiplos mutualistas em interagdes
29



envolvendo mutualismos digestivos e, a partir da manutencdo destas associagdes que
funcionam como O6rgdos digestivos, sugerir que P. bromelioides possui todos os

atributos para ser considerada como carnivora.

Palavras chave: Interagdo animal-planta, plantas protocarnivoras, Paepalanthus
bromelioides, Latrodectus geometricus, Isoptera, isotopo estavel BN, fluxo de

nitrogénio.
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INTRODUCAO

O advento de estudos de relagdes entre energia e nutrientes tem permitido
identificar os processos que estdo relacionados aos padrdes de distribuicao e abundancia
das espécies e da dinamica populacional nos ecossistemas em que estdo inseridos
(Wakefield et al., 2005). Os nutrientes sao distribuidos de maneira aleatoria no
ambiente e, frequentemente, a quantidade encontrada ¢ inferior a necessidade dos
organismos (Chapin, 1980). Além disso, estes nutrientes podem estar disponiveis sob
formas nas quais as plantas ndo conseguem absorver diretamente (e.g., nitrogénio
organico). Embora trabalhos recentes tenham comprovado a capacidade de absor¢do de
aminodacidos em alguns grupos de plantas como bromelicolas (Endres & Mercier, 2002)
e carnivoras (Karagatzides et al., 2009), muitas espécies conseguiram sobrepor esta
limitacdo ao sustentarem associagdes com micorrizas, organismos capazes de
mineralizar o nitrogénio organico e disponibilizarem-no na forma inorganica para as

plantas (Karagatzides et al., 2009).

Essa variag¢do na quantidade de nitrogénio disponivel tem efeito primario na taxa
de crescimento das plantas (Berendse & Aerts, 1987; Karagatzides et al., 2009), e
muitas espécies minimizaram os efeitos de variagdes nutricionais do meio ao investir
em estratégias alternativas para obten¢do e conservagdo de recursos (Butler & Ellison,
2007). De fato, varias espécies de plantas evoluiram adaptagdes similares para o
comportamento carnivoro. Esta forma de aquisicio de nutrientes alternativa a
fotossintese esta presente em aproximadamente 600 espécies de plantas entre
monocotiledoneas e dicotiledoneas (Ellison & Gotelli, 2001). Sugere-se que a
carnivoria tenha se desenvolvido em resposta a necessidade de sobrevivéncia em

determinadas condi¢des ambientais estritas como, habitats ensolarados, imidos pelo
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menos em uma estagdo do ano e com solos pobres em nutrientes, principalmente de
nitratos e fosfatos, cujos beneficios para o investimento do habito carnivoro excedem
seus custos (Givnish et al., 1984; Ellison & Gotelli, 2002; Butler & Ellison, 2007;
Lambers et al., 2008). O suplemento nutricional promovido pela adicdo de presas reduz
o estresse fotossintético e os nutrientes absorvidos podem ser alocados para a
reproducdo, o que resulta em um aumento do nivel de nutrientes das sementes ou da sua
producdo (Givnish et al., 1984; Farsnworth & Ellison, 2008). Estdo inclusas na
definicao de carnivoria as espécies de plantas capazes de absorver nutrientes de animais
justapostos em sua superficie e que possuem adaptagdes morfologicas, fisioldgicas e
comportamentais de atracdo, adesdo/captura e/ou digestdo de presas (Givnish et al.,
1984). Por exemplo, embora Brocchinia reducta (Bromeliaceae) possua digestdo
indireta mediada por comunidade microbiana presente no fitotelmata, apresenta
adaptagdes especificas para atracdo de presas, sendo, portanto classificada como

carnivora (Givnish et al., 1984).

Recentemente, Anderson & Midgley (2003) sugeriram uma ampliacdo da
defini¢do de carnivoria, propondo que plantas carnivoras ndo necessitam de orgaos
convencionais atrativos e digestivos se a planta mantiver um mutualismo persistente
com um predador espécie-especifico. Nesta relagdo animal-planta, denominado
mutualismo digestivo, plantas capturam ou atraem a presa e também fornecem sitios de
forrageamento para predadores associados, que melhoram o fitness da planta ao remover
os herbivoros e disponibilizar nutrientes por meio de suas fezes, que sdo mais
facilmente absorvidos pela superficie da planta (Ellis & Midgley, 1996; Romero ef al.,
2006). Dentro desta nova definicdo, a planta Roridula gorgonias que mantém um
mutualismo digestivo com o hemiptero Pameridae roridula pode ser julgada como

carnivora, baseado nos seus mecanismos de adesdo de presas por meio de tricomas e
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pela quantidade absorvida de nutrientes derivados das presas (Anderson & Midgley,

2003).

Muitas espécies de plantas que também sdo encontradas em habitats iluminados
e pobres em nutrientes, mas que nao possuem todos os atributos para a carnivoria,
(Darnowski et al., 2006) ou que possuem adaptagdes que funcionem para atragao,
captura ou digestdo de presas mas que ndo os desenvolveram primariamente para o
habito carnivoro, denominam-se protocarnivoras (Givnish et al., 1984). Sao sugeridas
que inumeras espécies que possuem glandulas adesivas (i.e., tricomas), como Geranium
viscosissimum ¢ Potentilla arguta capazes de digerir e absorver nutrientes na sua
superficie se adequam neste grupo (Spomer, 1999). Em bromelidceas cuja digestdo ¢
mediada por bactérias presentes no tanque central, a protocarnivoria ¢ observada na
espécie de planta epifitica Catopsis berteroniana (Frank & O’'Meara, 1984; Jolivet &

Vasconcellos-Neto, 1993).

Paepalanthus bromelioides Silvestri (Eriocaulaceae) vive em habitats bem
iluminados e pobres em nutrientes e matéria organica, mantidos por violenta erosao
gerada pelas enxurradas de verdo e, frequentemente, recebem um incremento nutritivo
depois de queimadas naturais e/ou antropicas (Rizzini, 1997). Possui vdrias
caracteristicas ao hdbito carnivoro, como as folhas cobertas de cera que refletem a
radiacdo UV, tanque central com liquido 4cido lubrificante e tricomas na base de suas
folhas com possiveis fungdes de atrair, capturar, digerir, e absorver nutrientes. Porém
sdao consideradas protocarnivoras porque, aparentemente, dependem de bactérias para
digerir e mineralizar os nutrientes depositados na roseta (Jolivet & Vasconcellos-Neto,
1993; Figueira et al., 1994) e ndo apresentam adaptagdes caracteristicas que indiquem

investimento energético para o desenvolvimento da carnivoria (Givnish et al., 1984).
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No entanto, P. bromelioides pode estar associada a mutualistas digestivos potenciais
que habitam a roseta e que vivem associados ao solo onde a planta se estabelece. Entre
os organismos encontrados na roseta estdo assembleias de predadores, como formigas,
escorpides e especialmente aranhas que buscam alimento € um microclima mais estavel
e ameno proporcionado por sua estrutura (Figueira & Vasconcellos-Neto, 1991). Além
disso, P. bromelioides tipicamente cresce sobre cupinzeiros cilindricos de até 30 cm de
altura, construidos por cupins pertencentes aos géneros Velocitermes, Spinitermes,
Nasutitermes e Armitermes (Figueira & Vasconcellos-Neto, 1991). Como estes cupins
atuam na reciclagem de nutrientes por meio de trituragdo, decomposi¢do, humificagdo e
mineralizacdo de recursos celuldsicos (Lima & Costa-Leonardo, 2007), podem também
disponibilizar nutrientes para P. bromelioides através de suas raizes. Portanto, estas
plantas podem se adequar na defini¢do de carnivoria proposta por Anderson & Midgley
(2003) se captarem nutrientes dos processos que envolvem interacdes com mutualistas,
através da reciclagem de nutrientes por cupins e atividades de predadores nas rosetas
(fezes e carcacas de presas), e até mesmo insetos que eventualmente caem no
fitotelmata atraidos por reflexdes UV, e mediadas por bactérias habitantes destes
fitotelmata que podem acelerar a ciclagem de nutrientes derivados dos predadores. Para
testar estas predi¢cdes, desenvolvemos varios experimentos em campo utilizando
métodos isotopicos de "N (Fig. 1). As principais questdes foram: (i) quanto de
nitrogénio dos dejetos de predadores residentes (carcacas de presas e fezes de aranhas
Latrodectus geometricus que se alimentaram de Tenebrio enriquecido) e de insetos que
eventualmente sdo atraidos para as rosetas (larvas enriquecidas de Tenebrio) ¢é
absorvido pelas folhas das plantas? (ii) bactérias aceleram a ciclagem e disponibilizagdo

de nutrientes derivados de predadores (fezes, carcagas) para as plantas? (iii) quanto de
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nitrogénio ¢ absorvido pelas plantas por meio de suas raizes, a partir de reciclagem de

nutrientes por cupins?

MATERIAL E METODOS
Area de estudo e organismos

Este estudo foi realizado na Area de Protecdo Ambiental (APA) Morro da
Pedreira, cidade de Santana do Riacho, Minas Gerais Brasil. A APA esta localizada em
regido montanhosa (elevacao superior a 1000 m), caracterizada por campos rochosos de
grande altitude (Complexo do Espinhaco) formados por rochas quartziticas. Estas areas
sdo compostas de vegetacdo herbacea e arbustiva, que cresce sobre rochas e solos
pobres em nutrientes e matéria organica, com baixa capacidade de retencdo de agua
(Giulietti ef al., 1987; Giulietti & Pirani, 1988). Os campos rupestres sdo divididos em
complexos vegetacionais ao formar conjuntos de ambientes contrastantes que ocorrem
em mosaicos — campos gramindides, charcos, afloramentos rochosos e capdes de mata.
Nesta regido ha uma predominancia de espécies vegetais pertencentes as familias
Poaceae (130 spp.), Asteraceae (119 espécies), Fabaceae (107 spp.), Melastomataceae
(90 spp.), Eriocaulaceae (84 spp.), Orchidaceae (80 spp.), Velloziaceae (58 spp.),
Xyridaceae (47 spp.), Rubiaceae (47 spp.), Myrtaceae (45 spp.), Bromeliaceae (36 spp.),

Cyperaceae (32 spp.) (ICMBio, 2009).

. , . 1 ~ . ..

Uma vez que os valores isotopicos de '°N sdo em torno de 3%o mais positivos a

cada nivel trofico (Martinelli et al., 2009), espécies de plantas que utilizam insetos
.. . . 1

como fonte adicional de nutrientes, podem apresentar valores maiores de 8'°N em suas

folhas. No presente sistema, Paepalanthus bromelioides abriga diversas espécies de
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vertebrados (Hylidae, observacdo pessoal) e invertebrados, como aranhas que predam os
insetos que visitam suas rosetas. Comumente, sdo encontradas aranhas da espécie
Latrodectus geometricus (Theridiidae), que geralmente captura artropodes que buscam
abrigo ou cagam proximo ao tanque, a Alpaida quadrilorata (Araneidae), que captura
principalmente insetos que visitam as inflorescéncias e constroi sua teia acima da roseta
e a aranha Arachosia proseni (Anyphanidae) que captura ativamente suas presas sem
construir teias (Figueira & Vasconcellos-Neto, 1991). A manutenc¢do destas associa¢des
pode ser benéfica para a planta, pois a atividade dos predadores sobre a roseta se torna
uma fonte potencial de nutrientes. Além disso, as plantas estdo associadas a térmites que
podem disponibilizar nutrientes resultantes da ciclagem de materiais celulosicos. Os
termiteiros sdo formados pela erosdo da por¢do ndo abrangida pela protecdo da roseta e
o actimulo de sedimentos respingados pela chuva ou trazidos pelo vento que se
acumulam abaixo da roseta e nas paredes do termiteiro (Figueira & Vasconcellos-Neto,

1991).

Abundéncia natural de °N

A coleta de dados de abundancia natural de °N foi realizada em duas areas, na
Fazenda do proprietario Geraldo Wilson Fernandes (19°17°40°°S; 43°53°47°°0O) e no

Parque Nacional Serra do Cip6 (19°20°36°°S; 43°44°14°°0).

Para verificar se P. bromelioides absorve nutrientes originados de atividades de
predadores (i.e., fezes, carcagas das presas) que habitam suas rosetas, coletamos duas
folhas novas expandidas de dez individuos de P. bromelioides. Adicionalmente,
coletamos folhas novas e expandidas de algumas espécies de plantas referéncia

encontradas em maior abundancia na mesma area para comporem o perfil da vegetagao.
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Como existe variacio na distribui¢do do nitrogénio do solo, os valores de 8'°N das
plantas referéncia também podem variar dependendo da profundidade das suas raizes;
portanto usamos mais de uma planta de referéncia para reduzir possiveis erros dos
valores de 8'°N (Schulze ef al., 1991). Processos envolvidos na associa¢do micorriza-
planta podem gerar diferengas nas assinaturas isotopicas das plantas (Hobbie et al.,
2000), assim, uma vez que P. bromelioides mantém estas associa¢des, somente plantas
referéncia com micorrizas foram utilizadas. As plantas que atenderam a estes requisitos
foram: Lychnophora sp. nov. (Asteraceae) (n = 5 plantas), Barbacenia sp. (Velosiaceae)
(n =10) e Hyptis sp. (Lamiaceae) (n= 10). Além disso, coletamos folhas de duas plantas
carnivoras Drosera montana (n = 10 plantas) e D. aff. villosa (n = 5) para analises

comparativas.

Para verificar se P. bromelioides se beneficia nutricionalmente com a associagao
com cupinzeiros, coletamos duas folhas novas das rosetas de P. bromelioides associadas
(n = 9) e ndo associadas com cupinzeiros (n = 10). Além disso, foram coletados trés

térmites de cinco cupinzeiros.

A abundéncia natural de "°N de insetos coletados (12 cigarrinhas, 39 formigas,
1 1dipteras, 6 hemipteros, 12 gafanhotos, 1 borboleta, 3 vespas e 3 besouros) com rede
sweep na vegetagdo proximos as rosetas de P. bromelioides também foi quantificada.
Nove amostras de fezes dos predadores Alpaida quadrilorata (Araneidae), Arachosia
proseni (Anyphaenidae) e Latrodectus geometricus (Therididae) foram coletadas. Cada
amostra fecal consistiu de fezes de 3-5 individuos de A. quadrilorata, A. proseni e L.
geometricus diluidas em dagua destilada (150ul). Estas aranhas foram mantidas em
frascos de vidro (7 cm de didmetro e 10 cm de altura) individualizados por cinco dias.

Em adi¢do, coletamos 20 corptsculos de fezes de 10 individuos de uma espécie de
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gafanhoto comumente encontrada nas rosetas da P. bromelioides, que foram
homogeneizados e diluidos em &agua destilada (150ul). Quatro aranhas (duas A.
quadrilorata, uma A. proseni ¢ uma L. geometricus) também foram enviadas para

determinagao isotopica.

Experimentos de enriquecimento com BN
I. Fluxo de nitrogénio de predadores e presas para plantas

A contribuicdo de nitrogénio de predadores para a planta foi testada
experimentalmente na Fazenda do proprietdrio Roberto Baruqui (19°17°37,80°’S;
43°35°45,91°0) em uma 4rea de aproximadamente 10 ha. Foram adicionados nos
tanques da planta P. bromelioides, amostras de fezes de Latrodectus geometricus,
carcagas de Tenebrio molitor e fragmentos de larvas de 7. molitor que representaram,
respectivamente, as fezes das aranhas associadas as rosetas, os restos das presas
eliminados pelas aranhas (i.e., carcacas) e insetos que buscam abrigo na roseta e
eventualmente caem no fitotelmata. As larvas de 7. molitor foram mantidas em
laboratorio em substrato constituido de racdo para ratos Labina-Purina® e farinha de
mandioca aspergida com solu¢do de sulfato de amonio enriquecido [(""NH4),SO04, 10 %
de excesso de atomos, da Cambridge Isotope Laboratories, MA], na propor¢ao 100
Zracio/20 mLgopea0. Este material foi colocado em estufa de desidratagdo por 24 h a 60°C
para secagem e posteriormente foi homogeneizado por 30 min com auxilio de uma

espatula.

Para obtencdo das fezes das aranhas, 70 fémeas de L. geometricus coletadas no

Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas (UNESP, Sdo José do Rio Preto, SP) e

38



no Centro Universitario de Rio Preto (UNIRP, Sao José do Rio Preto, SP) foram
mantidas em frascos de vidro de aproximadamente 7 cm de didmetro e 10 cm de altura.
Cada aranha foi alimentada com uma larva de T. molitor enriquecida com "N a cada
dois dias, tempo suficiente para captura e ingestdo das larvas (dado obtido em
bioensaios prévios desenvolvidos em laboratdrio). As duas primeiras amostras coletadas
de cada aranha foram descartadas para evitar o efeito da alimentac¢do prévia nas analises
isotopicas, ou seja, para que o "N das fezes coletadas resultasse somente da
alimentacdo fornecida (larvas enriquecidas). Em intervalos de dois dias, as fezes
enriquecidas foram coletadas com micropipeta e diluidas em agua destilada (150uL) e
mantidas em congelador até o periodo de aplicagdo no campo. Adicionalmente, as
carcagas das larvas e as larvas inteiras também foram mantidas congeladas até a

aplicagao.

Em campo, 40 individuos de P. bromelioides de tamanhos semelhantes (i.e.,
diametro da planta, diametro da roseta ¢ altura) foram sorteados e receberam os
seguintes tratamentos: (1) fezes de L. geometricus (n = 10 plantas); (2) carcagas de T.
molitor (n = 10 plantas); (3) larvas de 7. molitor (n = 10 plantas); e (4) plantas controle
(i.e., inalteradas e sem adicdo de material enriquecido) (n=10 plantas). Cada planta
estava a uma distancia de no minimo 3 m uma da outra. As aplicagdes ocorreram a cada
dois dias e em cada aplicagdo, as plantas do primeiro tratamento receberam trés
amostras de fezes (1 mg cada), as plantas do segundo tratamento receberam uma
amostra de carcaca de 7. molitor (3 mg) e as plantas do terceiro tratamento receberam
uma larva de T. molitor (3 mg). No total, realizamos 30 aplicagdes de amostras. Este
experimento foi realizado em dois periodos: foi iniciado em 11 de dezembro de 2009 e
interrompido ap6s cinco aplicagdes e as aplicagdes das amostras recomegaram em 16 de

janeiro de 2010 a 5 de marco de 2010. Este intervalo de tempo de aplicacdo ndo
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prejudicou os resultados das analises isotopicas de "N, uma vez que as amostras
adicionadas ao fitotelmata continuaram a se degradar e a serem absorvidas pelas
plantas. No final do experimento, trés folhas jovens (i.e., folhas do primeiro, segundo e
terceiro n6 do interior da roseta) de cada planta foram coletadas. Estas folhas, fezes,

carcacas e larvas de 7. molitor foram analisadas isotopicamente.

I1. Papel das bacterias para fluxo de nitrogénio

Para verificar se nos tanques de P. bromelioides existem bactérias proteoliticas
que podem contribuir para mineralizacdo dos compostos de origem animal (e.g.,
guanina, quitina), inicialmente coletamos em campo amostras do tanque central de
quinze individuos de P. bromelioides selecionados aleatoriamente. Com auxilio de uma
pinca de indculo e uma fonte de calor para evitar contaminacdo na coleta de um
fitotelmata a outro, fizemos plaqueamentos nas placas de Petri (quinze placas referentes
as quinze amostras) compostas de meio agar. Em laboratério, fizemos plaqueamentos
para isolamento de coldnia: (1) meio de proteina (leite desnatado), (2) meio de guanina,
(3) meio antibiograma (Cloranfenicol) e (4) meio antibiograma (Tetraciclina). Foram
realizados testes com dois antibidticos para analisar se havia diferenca na efetividade da
inibicdo das culturas bacterianas. Estes testes foram desenvolvidos no laboratorio de

Engenharia de Alimentos da UNESP, departamento de Microbiologia.

O experimento para testar se as bactérias aceleram a ciclagem de nitrogénio
favorecendo sua absorcdo pela planta foi realizado na Fazenda do proprietario Roberto
Baruqui (19°17°37,80°°S; 43°35°45,91°°0). Em campo, em uma area de
aproximadamente 10 ha, 40 individuos de P. bromelioides de tamanhos semelhantes

(i.e., diametro da planta, didmetro da roseta e altura) foram sorteados, numerados e
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receberam os seguintes tratamentos: (1) fezes de L. geometricus ¢ 10 ml de agua
destilada (n = 10 plantas); (2) fezes de L. geometricus ¢ 10 ml de solugdo de antibidtico
(Tetraciclina a 2mg/mlggua destilada) (0 = 10 plantas); (3) carcagas de Tenebrio e 10 ml de
agua destilada (n = 10 plantas); e (4) carcagas de Tenebrio e 10 ml de solugdo de
antibiotico (Tetraciclina a 2mg/mlsgua destilada) (1=10 plantas). Cada planta estava a uma
distancia de no minimo 3 m de outra. Nenhuma literatura foi encontrada a respeito do
uso experimental de antibidtico em plantas que formam tanque, por isso a metodologia
utilizada ndo foi baseada em testes anteriores. Este antibidtico ¢ um dos mais
importantes para o controle de patologias vegetais (Agrios, 2005) e a adi¢do deste
antibidtico ndo acarretou efeitos aparentes na fisiologia das plantas que resultassem em
mudanga de coloragdo das folhas ou a morte dos individuos. Em cada aplicagao, as
plantas do primeiro e segundo tratamentos receberam trés amostras de fezes (1mg cada)
e as plantas do terceiro e quarto tratamentos receberam uma amostra de carcaga de
Tenebrio (3mg). No total, realizamos 25 aplicagdes de amostras. Este experimento foi
realizado no periodo de 16 de janeiro de 2010 a 5 de margo de 2010. No final do
experimento, trés folhas jovens (i.e, folhas do primeiro, segundo e terceiro n6 do
interior da roseta) de cada planta foram coletadas. Estas folhas foram analisadas

isotopicamente.

I11. Fluxo de nitrogénio do solo para as plantas

Este experimento foi realizado na Fazenda Serra do Cipdé (19°17°17,81°°S;
43°35°26,49°°0) em uma area de aproximadamente 10 ha. Para quantificar o nitrogénio
absorvido pelas raizes de P. bromelioides foram utilizadas tiras de papeldao que

simularam a deposi¢do de material vegetal no solo. O papeldao foi cortado em 100
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retangulos de 50 cm? de 2 g ou 2,5 g (dependendo da densidade do papeldo). Ele foi
realizado em dois periodos: para o primeiro periodo, 20 individuos de P. bromelioides
de tamanhos semelhantes (i.e., didmetro da planta, didmetro da roseta, altura da planta e
altura dos cupinzeiros) foram sorteados e receberam os seguintes tratamentos: (1) oito
pedacos de papeldo enriquecidos (n=10); e (2) oito pedacos de papeldo nao enriquecidos
(n=10). Cada planta estava a uma distancia de no minimo 8 m da outra. O papeldo foi
adicionado aos cupinzeiros em 11 de dezembro de 2009, quando foram colocados
quatro pedacos de papeldo de 2,5 g cada e em 02 de marco de 2010, quando os

cupinzeiros receberam quatro pedacos de 2,0 g cada.

O papeldo foi enriquecido com "N pela sua imersio durante 5 segundos em
solucdo de sulfato de amonio [(15NH4)ZSO4, 10 % de excesso de atomos, da Cambridge
Isotope Laboratories, MA] com 5 guifato de aménio/ 1 Liguadesilada. O papeldo ndo
enriquecido foi imerso por 5 segundos em agua destilada. As tiras do papeldo
enriquecido continham uma média de 5,26 + 0,34 (EP) pg de nitrogénio. No final do
experimento, trés folhas jovens (i.e, folhas do primeiro, segundo e terceiro n6 do
interior da roseta) de cada planta foram coletadas. Térmites coletados em cinco plantas
de cada tratamento, fragmentos de papeldo enriquecidos e nao enriquecidos, e as folhas

das plantas foram analisados isotopicamente.

Para o segundo periodo, foi adicionado um tratamento. Em campo, em uma area
de 10 ha, 30 individuos de P. bromelioides de tamanhos semelhantes (i.e., diametro da
planta, didmetro da roseta, altura da planta e altura dos cupinzeiros) foram sorteados e
receberam os seguintes tratamentos: (1) solucao de inseticida e oito pedacos de papelao
enriquecidos (n=10); (2) oito pedacos de papelao enriquecidos (n=10); e (3) oito

pedacos de papeldao ndo enriquecidos (n=10). Cada planta estava a uma distancia de no
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minimo 8 m da outra. Para os cupinzeiros do primeiro tratamento foram aspergidos
19,75 mL de solucdo de mesmo inseticida Termitox a uma concentracdo de 10
MLinseticida/Lagua destilada  Utilizado no controle de cupins e formigas de plantacdes € no
controle de pragas em sementes (Aquino et al., 2007; Link, D & Link, FM, 2008;
ANVISA). Este O papelao foi adicionado aos cupinzeiros em 17 de janeiro de 2010,
quando foram colocados quatro pedacos de papeldo de 2,5 g cada e em 02 de margo de

2010, quando os cupinzeiros receberam quatro pedagos de 2,0 g cada.

Os procedimentos da preparagdo das tiras de papeldao durante o experimento ¢ a
coleta das amostras de folhas, cupins e papeldo para determinacdo isotopica foram

iguais ao do primeiro periodo.

Analises isotopicas

As folhas coletadas para as andlises isotopicas foram lavadas em 4gua corrente
por trés minutos e escovadas para retirar pequenas particulas aderidas as folhas. Para a
manuten¢do de suas caracteristicas fisico-quimicas durante o transporte do campo até o
laboratodrio, as folhas foram congeladas em freezer a -18°C e transportadas em isopor
com garrafas plasticas contendo 4gua congelada. Em laboratorio, as folhas
permaneceram em estufa a 60°C por 24h e foram moidas em moinho micro facas
(Marconi, Piracicaba, Brasil). Amostras do papeldo enriquecidas e ndo enriquecidas
foram secos e moidos pelos mesmos procedimentos. As amostras de fezes foram
mantidas em centrifuga (13.000 rpm) por 30 min para a formacdo do corpo de fundo
(i.e., fezes concentradas), secas em estufa a 50°C por 20 min e moidas manualmente.
Aranhas e insetos foram secos utilizando o mesmo método das folhas e moidos

manualmente.
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A existéncia de isotopo raro mais pesado do nitrogénio, "N, possibilita a
producdo de compostos marcados ou enriquecidos com estes is6topos, caracterizados por
apresentarem abundancias isotopicas acima da abundancia natural (0,37%). Por isso,
estes compostos podem ser usados como tragadores isotdpicos (Maximo et al. 2005).
Para obtencdo dos valores de porcentagem de atomos de "N e de & "N [= ((°N: "N
amostral N N padrio) — 1) X 1000 (%o vs. At-ar)], as amostras foram enviadas para o
Laboratorio de Isotopos Estaveis na Universidade da Califérnia em Davis
[(espectrometro de massas analisador elementar 20-20, PDZ FEuropa, Sandbach,
England) posterior combustdo das amostras a N, em 1000°C por um analisador
elementar on-line (PDZ Europa ANCA-GSL)]. O célculo da porcentagem de nitrogénio
(%N) encontrada nas plantas originado das diferentes fontes de nutrientes adicionados,
representados pelas fezes de L. geometricus, carcacas de Tenebrio e de larvas de
Tenebrio foi baseado nas equagdes do modelo linear de mistura de duas fontes (e.g., solo
e fezes/carcagas/larvas) com um tnico elemento (8'°N) (Phillips & Gregg, 2001). Foram
adicionadas nestes calculos as taxas de fracionamento (i.e., processo de particdo de
isotopos leves e pesados entre um substrato, fonte, e o produto) que o nitrogénio pode
sofrer durante os processos metabolicos das plantas e assimilagdo. Segundo Phillips &

Gregg (2001), a contribui¢do de uma fonte (fa) pode ser expressado como:

_dM-3, —A8"N
8A _SB

fA

Onde, f4 € a proporcao da contribuicdo de fezes de L. geometricus, cupins, carcacas
de Tenebrio ou larvas de Tenebrio (%), Om € a razdo isotopica das plantas que receberam
as fezes, cupins, carcagas ou larvas, 05 e Op sdo as razodes isotopicas das fontes de

nutrientes e A8'"°N ¢é a diferenca do valor de 5'°N entre a planta e as fontes. Os valores de
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AS"N usados foram +3,3 + 0,26%0 (média e erro padrio) para as plantas que receberam
fezes e +1,4 = 0,2%o para as plantas que receberam cupins, carcagas ¢ larvas (McCutchan

et al.,2003).

O caélculo para determinar a fracdo de nitrogénio da planta (% N) proveniente do
papeldo enriquecido em N foi baseado no APE (% atomica de °N em excesso), de

acordo com a seguinte equagao:

%N

'papeldoenriquecido

APE,
papeldoenriquecido = {APE Ph J.x 1 OO

na qual APEPb (APEPb = APPb - APcontrole) c APEpapeléo enriquecido(APEpapelﬁo enriquecido —
AP apetio enriquecido — APcontrole) 530 a média de porcentagem de dtomos de >N em excesso
para as folhas das eriocauldceas que receberam papeldo enriquecido em "N, e para o & °N
do papeldo enriquecido, respectivamente. AP é a média da porcentagem de 4tomos de "N

€m CXCESSO para cada amostra.

Analises estatisticas

Os dados referentes a abundancia natural de °N (5'°N) de P. bromelioides, D.
aff villosa, D. montana, Hyptis sp., Barbacenia sp., € Lychnophora sp. foram
comparados usando ANOVA de fator unico para as duas areas juntas. As espécies
foram comparadas entre si usando testes a posteriori de Fisher LSD. Para os
experimentos de enriquecimento com >N foi utilizada ANOVA de fator unico para
comparar os tratamentos e teste a posteriori de Fischer LSD. Os valores de contribuigado

de nitrogénio das amostras adicionadas no fitotelmata, fezes, carcagas e larvas, foram
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comparadas estatisticamente utilizando o ANOVA de fator unico com teste a posteriore

de Tukey.

RESULTADOS

Nossos resultados de abundancia natural de '°N demostraram que as folhas das
plantas Paepalanthus bromelioides apresentaram assinatura isotdpica similar ao de
Drosera montana, embora tenha sido menor que o da outra planta carnivora encontrada
na mesma area Drosera aff villosa e maior que das plantas referéncia ndo carnivoras
Barbacenia sp., Lychnophora sp. e Hyptis sp. (Fig. 2, P < 0,001; comparagdes a
posteriori por Fisher LSD, P. bromelioides vs. D. montana P = 0,126; D. montana vs.
D. aff villosa P = 0,082; D. aff villosa vs. Hyptis sp. P < 0,001; Hyptis sp. vs.
Lychnophora sp. P = 0,155; Lychnophora sp. vs. Barbacenia sp. P = 0,299). Rosetas de
P. bromelioides que receberam fezes de aranhas, carcagas de presas e larvas de
Tenebrio tiveram valores isotopicos superiores as rosetas controle (F3 34 = 33.30; P <
0,001; Fig. 3A, LSD a posteriori, fezes vs. controle P < 0,001; carcagas vs. controle P =
0,001; larvas vs. controle P = 0,003). As folhas de P. bromelioides do tratamento com
fezes tiveram assinatura isotopica maior que dos tratamentos que receberam carcagas e
larvas (Fig. 3A, ANOVA/LSD, fezes vs. carcacas P < 0,001; fezes vs. larvas P <0,001),
mas entre os tratamentos envolvendo material derivado de Tenebrio nao diferiram
estatisticamente (ANOVA/LSD, P = 0,67, Fig. 3A). As fezes enriquecidas tiveram um
valor de 8'°N de 99,1+ 4,9 %o (+ EP), as carcagas tiveram um valor médio de 92,6 +
4,0%0 e as larvas de 68,8 + 3,3 %o. Entre os materiais depositados no fitotelmata de P.
bromelioides, estimamos, segundo o modelo linear misto de duas fontes, que as fezes

contribuiram com 19,0 + 3,1% do nitrogénio total da planta, enquanto as carcagas e
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larvas contribuiram respectivamente com 7,5 = 0,6% e 8,6 = 1,1% (Fig. 3B). Os valores
de contribui¢do de fezes foram maiores que os de carcagas e larvas (Fig. 3B,
ANOVA/Tukey, fezes vs. carcagas P < 0,05; fezes vs. larvas P < 0,05), enquanto os
valores de contribuicdo de carcacas e o de larvas ndo diferiram estatisticamente (Fig.

3B, ANOVA/Tukey, carcagas vs. larvas P > 0,05).

Bactérias coletadas nos fitotelmatas das P. bromelioides liberam enzimas
proteoliticas, e, especificamente, sdo capazes de degradar guanina. Das quinze culturas
de bactérias, duas nao cresceram em meio de proteina, € cinco ndo cresceram em meio
de guanina. Além disso, os dois tipos de antibidticos, Cloranfenicol e Tetraciclina,
inibiram similarmente as cultutras bacterianas (i.e., todas as culturas de bactérias
tiveram seu crescimento inibido pelos antibidticos). Ao comparar os tratamentos com
mesma fonte de nitrogénio (i.e., fezes e carcacas) na auséncia e presenca de bactérias, ¢
possivel verificar que ndo houve diferenca significativa entre eles (Fig. 4,
ANOVA/LSD, fezes vs. fezes + antibidtico = 0,077; carcacas vs. carcagas + antibiotico

=0,294).

Rosetas de P. bromelioides associadas a cupinzeiros tiveram valores em
abundancia natural de 8'°N superiores aos das rosetas sem associagdo com cupins (Fig.
5A, Teste T: F;, 17=9.11; P < 0,007). No entanto, no experimento realizado em campo,
0 8"°N das folhas de P. bromelioides que receberam tiras de papeldo enriquecidas na
auséncia de cupins (adicdo de inseticida) ndo diferiu estatisticamente das plantas que
também receberam as tiras de papeldo enriquecidas e que estavam associadas ao
cupinzeiro (Fig. 5B, ANOVA, F; .1 = 4.25; P <0,05), e as plantas destes tratamentos
possuiram uma assinatura isotdpica maior que as plantas controle (papelao nao

enriquecido) (Fig. 5B, ANOVA/LSD, papeldo enriquecido/sem cupim vs. controle =
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0,042; papelao enriquecido/com cupim vs. controle = 0,011). No outro experimento,
plantas associadas a cupins e que receberam as tiras de papeldo enriquecidas, também
apresentaram valor isotopico maior que as plantas associadas a cupins e que receberam
tiras de papeldo ndo enriquecidas (Fig. 5C, ANOVA: F;;3=6.77, P = 0,017). Além
disso, ndo houve diferenca significativa entre as assinaturas isotopicas dos térmites
coletados nos cupinzeiros com papeldo enriquecido comparado aos térmites do
tratamento com papeldo ndo enriquecido (4,5%o e 2,52%o, respectivamente; Teste T: F g

=1.08, P =0,327) e o papeldo apresentou média de 14359,6 + 603,30%o de & "°N.

Calculos de modelo linear misto de duas fontes ndo foram realizados com os

A . 15 . . , .
dados de abundancia natural de N devido a fatores como a quantidade de matéria
organica que entra no sistema via insetos, predadores, térmites, e alteragdes climaticas

. . . . . 1
locais que podem influenciar no enriquecimento por "°N.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostram claramente a existéncia de um fluxo
nutricional de predadores e insetos que habitam e/ou visitam as rosetas de P.
bromelioides em busca de abrigo e alimento. Entretanto, ao contrario de nossas
expectativas iniciais, a presenca de bactérias ndo afetou a absor¢do de nitrogénio pelas
plantas. Adicionalmente, apesar das analises de abundéncia natural de "°N sugerirem um
fornecimento nutricional via cupins as plantas, os resultados dos nossos experimentos

de campo realizados nao confirmam essa hipotese.

Enquanto fezes de Latrodectus geometricus contribuiram com 19% do

nitrogénio presente nas folhas de P. bromelioides, carcacas e larvas de Tenebrio
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contribuiram com 7,5% e 8,6%, respectivamente. Estes resultados corroboram nossa
hipotese de que predadores como L. geometricus e A. quadrilorata fornecem grande
quantidade de minerais nutrientes gerados durante seu ciclo de vida. Porém, a
contribui¢do de nutrientes deve ser maior, uma vez que outros materiais eliminados por
estes organismos como ootecas e exuvias podem se acumular na roseta e serem
degradados. Similar a estes resultados, Romero et al. (2006) demonstraram que as fezes
da aranha Pseca chapoda que habita as rosetas da bromélia terrestre Bromelia balansae
contribuiram com 15% do nitrogénio das folhas da planta, enquanto as carcagas de suas
presas (drosofilas) responderam com 3% do nitrogénio total. Em adig¢do, estudos
posteriores em outros sistemas envolvendo interagdes especificas entre aranhas e
bromélias ja documentadas (Romero & Vasconcellos-Neto, 2004; Romero, 2005),
poderiam também identificar o estabelecimento de relagdes nutricionais entre os

parceiros, ou seja, as aranhas poderiam prover nitrogénio para a planta.

As diferencas demonstradas nas contribui¢des do nitrogénio total da P.
bromelioides entre fezes e carcagas (19% e 7,5%) possivelmente resultaram das
diferengas em suas composigdes. As aranhas eliminam em suas excretas, compostos
nitrogenados simples, como hipoxantina, dcido Urico, adenina e, principalmente guanina
(Foelix, 1996) que podem ser diretamente absorvidos pelos tricomas (Romero et al.,
2006) e podem resultar em uma maior porcentagem de contribuicdo para planta. Por
outro lado, carcacas e larvas de Tenebrio sdo constituidas de materiais mais complexos,
como quitina (Brusca & Brusca, 2007), que devem primeiramente ser degradados a

compostos simples para poderem ser absorvidos pelas plantas.

A ocorréncia de bactérias proteoliticas em P. bromelioides, especificamente que

degradam guanina, foi comprovada em experimento desenvolvido em laboratério. No
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entanto, nossos resultados demonstraram que na presenca destes micro-organismos nao
houve maior efetividade na absor¢do de nitrogénio derivado das fezes e carcacas
adicionadas. De maneira similar a plantas carnivoras em que sdo encontradas diversas
espécies de inquilinos (i.e., organismos heterotréficos) habitando o fitotelmata (Jaffe et
al., 1992; Cochran-Stafira & Ende, 1998), P. bromelioides também poderia conter
outros organismos agindo na ciclagem de nutrientes, i.e., carcagas e insetos, como
larvas de Culicidae (Diptera) e Scirtidae (Coleoptera) (Mendonga, AL, observacdo
pessoal). Embora Butler et al. (2008) demonstraram em Sarracenia purpurea que a
existéncia de uma cadeia trofica (organismos detritivoros) ndo tenha favorecido a
absor¢cdo de nutrientes pelas plantas, alguns estudos sugerem que a existéncia de
bactérias e fungos em espécies de Nepenthes e Sarracenia tem importancia na ciclagem
de nutrientes ao secretarem enzimas, no entanto, nenhum estudo especificou sua exata
funcdo nem quantificou sua possivel contribuicdo para as plantas (Adlassnig et al.,

2010).

Nossos resultados de abundancia natural de "N sugerem a ocorréncia de um
fluxo de nutrientes do solo, via cupins, para a planta. No entanto, os experimentos de
campo demonstram que na presenca de cupins ndo houve diferenga na absorcdo de
nitrogénio pela planta em relagdo aos individuos nao associados a cupinzeiros. Embora
tenhamos detectado uma diferenca significativa entre os valores de 3'°N das folhas de
P. bromelioides que receberam papeldo enriquecido e os tratamentos que receberam
papeldo ndo enriquecido, estes valores de enriquecimento foram muito abaixo dos
valores correspondentes aos materiais introduzidos. Como estas plantas se desenvolvem
juntamente com os termiteiros e apresentam idade média de 15-20 anos, € possivel que
ndo tenhamos detectado o fluxo de nitrogénio do solo, via cupins, as plantas, devido ao

curto periodo de tempo do experimento (84 dias no primeiro periodo e 47 dias no
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segundo periodo). Sabe-se que a composicdo granulométrica e a quantidade de
nutrientes retida em termiteiros sdo maiores quando estdo associados a P. bromelioides
(Figueira & Vasconcellos-Neto, 1991; Figueira, Vasconcellos-Neto e Romero, dados
nao publicados), mas provavelmente a velocidade de absor¢ao pelas raizes de nutrientes
provenientes do termiteiro (e.g., cupins mortos, dejetos, restos de alimento) e da
ciclagem promovida pelos cupins seja mais lenta em relacdo a ciclagem ocorrida no

tanque central.

Embora tenha sido verificado que a atividade dos predadores ¢ uma fonte
adicional de nutrientes para as plantas (26,5%, fezes + carcacas), nossos resultados
contrastaram com os valores de contribuicdo de insetos encontrados em Roridula
gorgonias (70%) (Anderson & Midgley, 2003), e em plantas carnivoras que acumulam
agua, Darlingtonia californica e Nepenthes mirabilis, respectivamente, 76% e 61%
(Schulze et al., 1997). Apesar disso, a contribui¢do foi semelhante a Bromelia balansae
que por ser terrestre € ndo formar tanque, provavelmente utiliza como fonte principal de
nutrientes o solo, e a das plantas carnivoras Cephalotus follicularis (26%) que absorve
nitrogénio pelas raizes mesmo com os 6rgdos para carnivoria ja desenvolvidos (Schulze
et al., 1997), e Sarracenia purpurea (10%) que absorve nitrogénio tanto em sua forma
inorganica quanto orgénica (rota alternativa) por meio de deposigao atmosférica (Ellison
& Gotelli, 2001; Karagatzides et al., 2009). Apesar de ndo termos captado esse fluxo
nos experimentos, P. bromelioides provavelmente absorve nutrientes derivados do solo,
além de poder assimilar nutrientes dissolvidos no fitotelmata via deposi¢do atmosférica.
Portanto, ao avaliar suas caracteristicas para o habito carnivoro, i.e., capacidade de
absorver nutrientes de animais mortos (i.e., tricomas) e possuir adaptagdes para atragao
(i.e., reflexdo UV) e captura (i.e., cera sobre folhas e tanque constituido de liquido

viscoso) de insetos e a digestdo de presas mediada por mutualistas digestivos, P.
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bromelioides pode ser considerada uma planta carnivora sensu Anderson & Midgley

(2003).

A sobrevivéncia de P. bromelioides em um habitat com condi¢gdes ambientais
peculiares possivelmente foi favorecida por meio das relagdes bidticas entre diferentes
grupos animais. Predadores associados (e.g., aranhas) as plantas sao beneficiados pela
disposi¢do foliar que atrai diversos artropodes que buscam temperaturas mais amenas e
mais umidade. Nutrientes em forma de carcagas, restos das presas, rejeitos dos animais
que caem no interior das rosetas acumulam-se e sdao degradados (Figueira e
Vasconcellos-Neto, 1991). Bactérias que habitam o fitotelmata podem ser importantes
nesse processo de mineralizacdo dos nutrientes depositados disponibilizando-os em
compostos que podem ser absorvidos pelas plantas. Embora nao tenhamos analisado a
existéncia de outros inquilinos, possivelmente bactérias sejam importantes também na
manuten¢do de uma cadeia trofica, ao disponibilizarem minerais absorviveis por estes
organismos, ou ao se tornarem fontes de alimento para eles (Adlassnig ef al., 2010).
Cupins associados reduzem a quantidade de material combustivel da roseta e misturam
ao solo seus excrementos ricos em nutrientes que podem ser aproveitados pelas plantas.
Além disso, o cupinzeiro desempenha um importante papel na diminui¢do dos danos
gerados pelo fogo, funcionando como isolante térmico e sua estrutura coesa diminui as

perdas de nutrientes por lixiviacao (Figueira e Vasconcellos-Neto, 1991).

Como P. bromelioides ¢ encontrada em regides com baixa concentracdo de
nutrientes (Giulietti et al., 1987; Giulietti & Pirani, 1988), a manutencdo de
mutualismos com predadores como estratégia alternativa para obtengdo de minerais
limitantes, diminuiria efeitos de variagdes ambientais no meio. De fato, em nossos

experimentos de campo, verificamos que aranhas associadas a rosetas provém
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nitrogénio para a planta (e.g., rejeitos, carcacas). Ainda que estes materiais sejam
degradados por bactérias, os nutrientes ndo sdo disponibilizados em maior quantidade
para as plantas na sua presenca, provavelmente outros organismos que podem habitar o
fitotelmata desempenham esse papel. Além disso, apesar das P. bromelioides estarem
sobre termiteiros, a contribui¢do de cupins ndo foi detectada, possivelmente a
velocidade de ciclagem de nutrientes ¢ menor no solo que no fitotelmata. Embora
muitos estudos tenham comprovado a capacidade de plantas hospedeiras absorverem
nutrientes derivados de atividades de predadores (Treseder et al., 1995; Anderson &
Midgley, 2003; Solano & Dejean, 2004; Romero et al., 2006), este € o primeiro estudo a
verificar e quantificar o fornecimento de nutrientes em um sistema envolvendo
multiplos parceiros em mutualismos digestivos. Associagdes estas que, juntamente com

a capacidade de atracdo, captura e absor¢do de nutrientes, preenchem as condigdes

necessarias para P. bromelioides ser considerada uma planta carnivora.
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Legendas das figuras

Fig. 1. Direcdo dos possiveis fluxos de nutrientes de animais para Paepalanthus
bromelioides. Diversos predadores que habitam as rosetas se alimentam de presas e
eliminam seus restos, representados pelas carcacas de Tenebrio, no tanque central.
Além disso, suas fezes, simuladas nos experimentos com fezes de Latrodectus
geometricus, também sdo depositados no fitotelmata. Insetos que eventualmente caem
no tanque sdo representados por larvas de Tenebrio. Estes materiais podem ser
degradados por bactérias que disponibilizariam os nutrientes em formas absorviveis
pelas plantas. Fluxo de nitrogénio do solo para as plantas foi testado com a adi¢do de
papeldao, fonte de alimento para cupins. Fontes utilizadas nos experimentos sao

. . 15
enriquecidas em “N.

Fig. 2. Abundancia natural de BN de Paepalanthus bromelioides, Drosera montana,
Drosera aff villosa, Hyptis sp., Lychnophora sp., Barbacenia sp., fezes de aranha, fezes
de gafanhoto, aranhas e insetos. Barras indicam o erro padrdo e letras indicam o teste a

posteriori Fisher LSD (a < 0,05).

Fig. 3. (A) 8N de folhas de Paepalanthus bromelioides que receberam fezes de

Latrodectus geometricus, carcacas de Tenebrio, larvas de Temebrio enriquecidos e
controle (i.e., sem adicdo de material enriquecido). Barras indicam o erro padrio e

letras indicam o teste a posteriori Fisher LSD (a < 0,05). (B) Porcentagem de nitrogénio
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de P. bromelioides derivado de fezes de Latrodectus geometricus, carcacas e larvas de
Tenebrio. Barras indicam o erro padrdo e letras indicam o teste a posteriore Tukey (a <

0,05).

Fig. 4. 8'°N de folhas de Paepalanthus bromelioides que receberam fezes de
Latrodectus geometricus, fezes de Latrodectus geometricus e antibidtico, carcagas de
Tenebrio e carcacas de Tenebrio mais antibiotico. Material adicionado enriquecido em
'>N. Barras indicam o erro padrio e letras indicam o teste a posteriori Fisher LSD (o <

0,05).

Fig. 5. (A) Abundancia natural de >N de Paepalanthus bromelioides associados a
cupinzeiros, nao associados a cupinzeiros e cupins. Barras indicam o erro padrao. (B)
8'° N de folhas de Paepalanthus bromelioides que receberam inseticida e papeldo
enriquecido, papeldo enriquecido e papeldo ndo enriquecido. (C) 8'° N de folhas de
Paepalanthus bromelioides que receberam papeldo enriquecido e papeldo ndo
enriquecido. Barras indicam o erro padrdo e letras indicam o teste a posteriori Fisher

LSD (o < 0,05).
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3. SINTESE

67



Neste trabalho realizamos analises de abunddncia natural de "N e
desenvolvemos experimentos de campo para testar e quantificar as contribui¢des
nutricionais de diferentes fontes para a Paepalanthus bromelioides. Além disso,
testamos, em experimento de campo, a existéncia de bactérias proteoliticas e sua
efetividade na ciclagem de nutrientes depositados no fitotelmata, refletida na assinatura
isotopica das folhas da P. bromelioides. Pudemos corroborar a hipdtese de contribui¢ao
nutricional derivada de predadores, restos de presas e insetos que ocasionalmente
visitam a planta e caem no tanque central. Embora demonstremos a presenga de
bactérias proteoliticas, sua presenca nao beneficiou a absor¢do de nitrogénio pelas
plantas. Adicionalmente, ndo confirmamos nossa hipotese de que os cupins contribuem
para a nutrigdo das plantas. Esse ¢ o primeiro estudo a demonstrar a existéncia de

mutualismo digestivo envolvendo multiplos mutualistas.
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