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RESUMO

O presente estudo foi realizado em dois ambientes edafoclimaticamente
contrastantes de Mata Atlantica representados pela Floresta Ombrofila Densa
(FOD) e Mata de Restinga (REST) no Estado do Rio de Janeiro. Os principais
objetivos do estudo foram verificar se: (1) as porcentagens de herbivoria foliar
de pares congenéricos arbustivo-arboreos diferem entre duas formacdes
vegetacionais de Mata Atlantica edafoclimaticamente distintas (e.g. FOD e
REST); (2) a qualidade foliar como, maiores concentracdes de nutrientes e
menores concentragbes de defesas influenciam na herbivoria entre pares
congenéricos arbustivo-arbéreos, e (3) a comunidade de insetos herbivoros
influenciam os padrdes de herbivoria encontrados nos dois ambientes. O
estudo testou as seguintes hipoteses: a intensidade da herbivoria foliar das
espécies difere entre os ambientes, com as espécies da FOD apresentando
maiores porcentagens de herbivoria que as espécies da REST, em funcao da
melhor qualidade foliar (maiores concentracdes de nutrientes e menores
concentracbes de defesas) e também devido a formacdo de diferentes
microclimas na FOD permitirem a maior riqueza e abundancia de insetos
herbivoros. Os resultados encontrados revelaram que existe diferenca na
herbivoria foliar entre pares congenéricos da FOD e REST, com os géneros da
FOD apresentando maiores valores de herbivoria. A melhor qualidade foliar,
como maiores concentracbes de nutrientes e menores bioproducdo de
metabolitos especiais na FOD comparada com a REST parece contribuir para
0os menores valores de herbivoria nesta area corroborando a hipétese testada.
A maior rigueza, porém menor abundancia de potenciais herbivoros em pares
congenéricos na FOD do que na REST corroborou parcialmente a hipotese de
que a maior heterogeneidade ambiental na FOD permitiria uma maior riqgueza e
abundancia de insetos herbivoros. Assim, os resultados encontrados sugerem
que o ambiente e nao a filogenia parece explicar melhor a variacdo
interespecifica da herbivoria e da bioprodugdo de metabdlitos especiais em

plantas da Mata Atlantica.
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ABSTRACT

The present study was carried out in two contrasting Atlantic Forest
edaphoclimatic environments, represented by an Rainforest (RF) and a
Restinga Forest (REST) in the State of Rio de Janeiro. The main objectives of
the study were to verify if: (1) the foliar herbivory percentages of congeneric
shrub-arboreal pairs differ between two edaphoclimatically distinct vegetation
Atlantic Forest formations (e.g RF and REST); (2) if leaf quality, such as higher
nutrient concentrations and lower defense concentrations, influence herbivory
between congeneric shrub-tree pairs, and (3) if the community of herbivorous
insects influences the herbivory patterns found in both environments. The study
tested the following hypotheses: the intensity of foliar herbivory of the species
differs between environments, with RF species presenting higher percentage
herbivory rates than REST species, due to better leaf quality (higher nutrient
concentrations and lower defense concentrations) and also due to the formation
of different RF microclimates that allow for greater richness and abundance of
herbivorous insects. The results indicate that there is a difference in foliar
herbivory between RF and REST congeneric pairs, with RF genera showing
higher herbivory values. The higher foliar quality, such as higher nutrient
concentrations and lower bioproduction of special metabolites, in RF compared
to REST seem to contribute to the higher herbivory values in this area,
corroborating the tested hypothesis. The higher richness but lower abundance
of potential insect herbivores in congeneric RF pairs compared to REST
partially corroborated the hypothesis that greater RF environmental
heterogeneity would allow for greater species richness and abundance of
herbivorous insects. Thus, the results suggest that the environment, rather than
phylogeny, seems to better explain the interspecific herbivory variations and

bioproduction of special metabolites in Atlantic Rainforest plants.

XXi



CAPITULO . INTRODUCAO GERAL

1.1. Interagéo entre insetos herbivoros e plantas

Os insetos surgiram na Terra por volta de 430 milh6es de anos atras e
inicialmente se alimentavam de esporos e polens (Del-Claro, 2012). Hoje, cerca
de 50% das espécies de insetos descritas sao principalmente herbivoras (Silva-
Branddo & Freitas, 2012). Assim, plantas e insetos herbivoros passaram a
estabelecer interagcdes antagbnicas, podendo a herbivoria ser considerada
como predacdo, quando um animal se alimenta da planta toda, destroi
inflorescéncia ou sementes; ou como parasitismo, quando um animal remove
apenas uma parte da planta, sem leva-la a morte (Cornelissen & Fernandes,
2003; Del-Claro, 2012). Entretanto, em alguns casos o0 ataque por herbivoros
pode proporcionar beneficios para a planta, ao promover o crescimento,
producdo de folhas, floracdo, frutificacdo de determinadas espécies vegetais
(Nascimento & Hay, 1993, 1994; Cornelissen & Fernandes, 2003; Cozzolino et
al., 2015) e também ao torna-las mais resisténcia a predadores de sementes
(McArt et al., 2013).

Dentro deste contexto, a relacdo entre plantas e herbivoros é
considerada uma das interacdes entre espécies mais relevantes na natureza,
pelo fato dos herbivoros consumirem, em média, mais de 15% da biomassa
produzida anualmente de diferentes ecossistemas tropicais e temperados,
sendo o principal fornecedor de energia para as teias alimentares (Agrawal,
2011; Johnson, 2011). Tal fato sustenta a hipdtese de que a interacdo de
herbivoria imp6e uma forca seletiva importante, sendo um dos principais
fatores que afetam a ecologia e a evolucéo das plantas (Fine et al., 2004, 2006;
Agrawal et al., 2012). Esta ideia foi primeiramente desenvolvida por Ehrlich e
Raven (1964), os quais propuseram o modelo de “coevolugao”, utilizado para
explicar a diversidade de plantas terrestres e insetos herbivoros, por meio de
mecanismos de adaptacdes reciprocas. A coevolucdo pode ser definida como
evolucdo de uma caracteristica de uma determinada espécie como, por
exemplo, a capacidade de um inseto em metabolizar substancias toxicas para
beneficio préprio, em resposta a presenca de tais substancias no seu
hospedeiro (Gullan & Cranston, 2007; Aoyama & Labinas, 2012; Bruce, 2014).



Assim, ao longo do tempo evolutivo, a pressdao de herbivoria
proporcionou o desenvolvimento de varios mecanismos defensivos contra
diferentes estratégias de alimentacdo dos insetos (Coley & Barone, 1996;
Furstenberg-Hagg et al., 2013; Gong & Zhang, 2014; Campbell, 2015). As
principais estratégias desenvolvidas pelas plantas sdo constituidas por defesas
fisicas (e.g. dureza e tricomas), quimicas (e.g. alcaloides e taninos), bitticas
(e.g. associacdo com espécies protetoras e emissdo de compostos volateis que
atraem inimigos naturais dos herbivoros) (Coley & Barone, 1996; Del-Claro,
2012; Marquis, 2012; Oliveira et al., 2012) e fenoldgicas (e.g. producdo de
folhas quando os herbivoros sdo escassos; sincronismo foliar) (van Asch &
Visser, 2007; Lamarre et al., 2014). Em contrapartida, 0s insetos mais
especializados desenvolveram estratégias para superar as barreiras impostas
pelas plantas, como desintoxicacdo de substancias toxicas (Agrawal & Konno,
2009; Del-Claro, 2012; Trigo et al., 2012), adaptacdo as mudancas fenologicas
e/ou de desenvolvimento das plantas (Del-Claro, 2012; Lamarre et al., 2014) e
mudancas comportamentais para escaparem da acdo de predadores
mutualistas das plantas (Del-Claro, 2012; Oliveira et al., 2012).

Os herbivoros terrestres sdo diversos variando desde pequenos
invertebrados (como insetos e moluscos), a grandes vertebrados terrestres,
principalmente os ungulados (Huntly, 1991; Gong & Zhang, 2014). Embora os
grandes herbivoros sejam reconhecidos por influenciarem na biodiversidade de
pastagens (Gong & Zhang, 2014), os insetos herbivoros sdo os consumidores
mais importantes por serem responsaveis por mais de 90% da herbivoria foliar
em florestas neotropicais (Adams et al., 2009; Moctezuma et al., 2014).

Os insetos herbivoros podem ser classificados de acordo com a sua
preferéncia alimentar, sendo monoéfagos, aqueles que tém uma relacdo de
alimentacdo especifica com uma sé espécie ou género de planta; oligéfagos,
0S que sdo especializados em consumir apenas uma familia de planta; e
polifagos (também conhecidos como generalistas), aqueles que se alimentam
de varias familias de plantas, ndo tendo relacdo especifica com nenhuma
destas familias (Gullan & Cranston, 2007; Howe & Jander, 2008; Ali & Agrawal,
2012; Trigo et al., 2012).

Os insetos generalistas geralmente causam menos danos que O0S

especialistas, respondem a uma variedade de compostos quimicos diferentes

2



(Coley & Barone, 1996; Barone, 1998), devendo, portanto apresentar
mecanismos “gerais” para tolerar uma série de defesas das plantas (Ali &
Agrawal, 2012). Todavia, os insetos especialistas, além de provocarem mais
impacto na planta hospedeira (Coley & Barone, 1996; Barone, 1998), evoluiram
a capacidade de utilizar determinadas defesas para beneficio proprio (Coley &
Barone, 1996; Ali & Agrawal, 2012).

Em florestas tropicais a mastigacdo por insetos € responsavel por mais
de 90% da herbivoria foliar (Adams et al., 2009; Moctezuma et al., 2014),
seguido pelas minas com 4%, e por seguinte, as galhas e esqueletizacdo
(“skeletonization”), as quais representam juntas apenas 1,3% do dano por
herbivoria (Adams et al., 2009). Essa predominancia de danos provocados por
insetos mastigadores também tem sido observada em varios estudos de
fragmentos de Mata Atlantica de diferentes tamanhos (Leal et al., 2012; Souza
et al., 2013). Embora os insetos sugadores de seiva ocasionem danos menos
visiveis e mais dificies de quantificar, podem remover uma quantidade
substancial da biomassa vegetal como os mastigadores de folhas (Leigh,
1997). Muitas espécies de insetos sugares sao consideradas pragas agricolas
importantes, podendo causar retardo no desenvolvimento da planta,
transmissdo de viroses e introducdo de saliva téxica nos tecidos vegetais
(Gullan & Cranston, 2007).

1.2 Padrdes de herbivoria em florestas tropicais

Existem padrdes de herbivoria para florestas tropicais que ja sdo bem
estabelecidos na literatura, podendo ocorrer devido a diferencas em varios
fatores, como tipo florestal, estadio foliar, sazonalidade climatica, grupo
funcional da espécie, e também da disponibilidade de recursos (qualidade dos

solos principalmente).



1.2.1 Floresta tropical imida x floresta tropical sazonalmente seca

Variagdes nos padrdes de herbivoria ocorrem ao longo de um gradiente
de pluviosidade e também devido a variacbes na fenologia das plantas,
diferindo entre florestas tropicais Umidas (FTU) e florestas tropicais
sazonalmente secas (FTSS), visto que mudancas nas caracteristicas das
folhas e pluviosidade podem influenciar a alimentacéo e desenvolvimento dos
herbivoros, e por seguinte, nos niveis troficos superiores (Coley & Barone,
1996; Dirzo & Boege, 2008). Espécies de FTSS apresentam maiores valores
de herbivoria por ano (14%) comparativamente as espécies de crescimento
lento de FTU (11%) (Coley & Barone, 1996), havendo um padréo altamente
sazonal nos niveis de herbivoria (Coley & Barone, 1996; Basset et al., 2003).
Véarios estudos tém argumentado que a intensa pressdo de seletiva de
herbivoria em espécies sempre-verdes de FTU resultou na evolucdo de plantas
com maior resisténcia quimica a herbivoria foliar (Dirzo & Dominguez, 1995;
Coley & Barone, 1996; Dirzo & Boege, 2008), sugerindo que folhas de espécies
caducifélias sdo mais palataveis para os insetos herbivoros (Coley et al., 1985;
Coley, 1988; Coley & Barone, 1996, Marquis et al., 2002), refletindo em maiores
niveis de herbivoria em FTSS.

As plantas geralmente sdo mais atacadas na estacdo chuvosa quando
comparadas com a estacdo seca (Aide, 1992; Aide, 1993; Coley & Barone,
1996; Araujo, 2013; Silva & Neves, 2014). Esta maior taxa de herbivoria tem
sido associada ao aumento da producdo de folhas na estagcdo chuvosa,
proporcionando maior quantidade de recursos de melhor qualidade nutricional
para os insetos herbivoros (Nascimento & Proctor, 1994; Coley et al., 2006;
Kursar et al., 2006; Paul et al., 2012; Araujo, 2013). Ademais, o0 aumento da
umidade relativa do ar na esta¢do chuvosa proporciona também um ambiente
mais favoravel ao desenvolvimento e sobrevivéncia dos insetos herbivoros de
vida livre, visto que diminui a probabilidade de sofrerem dessecagao e
desidratacdo, principalmente em ambientes sazonais (Wolda, 1988; Aradjo,
2013).



1.2.2 Estadio foliar

Folhas novas de plantas de florestas tropicais geralmente apresentam
altas porcentagens de herbivoria quando comparadas com folhas maduras
(Coley, 1983; Coley et al., 2006; Kursar et al., 2006; Gherlenda et al., 2016),
com uma taxa de dano diaria de 5 a 25 vezes maior em folhas novas do que
em folhas maduras (Coley & Barone, 1996). A maior herbivoria em folhas
novas esta relacionada a maior qualidade foliar (Kursar & Coley, 2003; Kursar
et al., 2006; Varanda et al.,, 2008; Paul et al.,, 2012), sendo a taxa de
crescimento de lagartas criadas em laboratério cerca de 60% maior em folhas

novas (Kursar et al., 2006).

1.2.3 Grupos funcionais (pioneiras x tardias)

Estudos tém revelado que espécies pioneiras geralmente sdo mais
atacadas por herbivoros que espécies tardias (Coley et al., 1985; Coley, 1987;
Coley & Barone, 1996; Fine et al., 2006; Endara & Coley, 2011; Massad et al.,
2011), sendo a herbivoria seis vezes maior em folhas maduras nas espécies de
plantas pioneiras (Coley, 1983). Este padrdo de herbivoria ocorre porque o
custo e o beneficio do investimento em defesas anti-herbivoros dependem da
taxa intrinseca de crescimento das espécies de plantas (Coley, 1987; Coley &
Barone, 1996; Endara & Coley, 2011). Neste sentido, espécies de crescimento
rapido (pioneiras e secundarias iniciais), adaptadas para crescer em ambientes
com alta disponibilidade de recursos investem mais em crescimento que na
producdo de defesas, sendo, portanto, mais suceptiveis a herbivoria,
diferentemente das espécies de crescimento lento, que investem mais em
defesas em detrimento do crescimento, e sdo adaptadas a ambientes com
baixa disponibilidade de recursos (Coley et al.,, 1985; Coley, 1987; Coley &
Barone, 1996; Endara & Coley, 2011). A maior tolerancia a herbivoria de
plantas presentes em ambientes ricos em recursos tem sido associada a maior
capacidade de essas plantas reporem os tecidos perdidos por herbivoria do
gue aquelas adaptadas a crescerem em ambientes com menor disponibilidade
de recursos, pois a reposicdo de tecidos é altamente custosa para plantas
deste ambiente (Coley et al., 1985; Fine et al., 2004; Agrawal, 2006).



1.2.4 Herbivoria em solos argilosos e arenosos

Ao longo do tempo evolutivo, os herbivoros vém desempenhando um
papel significativo na pressao seletiva e na adaptacéo das plantas a ambientes
com diferentes condi¢cdes abidticas (Coley et al., 1985). Esta adaptagdo
evolutiva esta relacionada a disponibilidade de recursos no ambiente, afetando
os diferentes tipos e quantidades de defesas de plantas, tornando-as mais ou
menos vulneraveis frente a herbivoria (Bryant et al., 1983; Coley et al., 1985).

Um experimento de simulacdo da herbivoria realizado na Amazonia
Peruana, envolvendo transplantes de mudas de seis géneros com
caracteristicas filogeneticamente independentes, revelou que todas as plantas
transplantadas para floresta de solo arenoso (solo infértil) tinham mortalidade
significativamente maior do que aquelas transplantadas para floresta de solo
argiloso (solo fértil) quando ambas foram desfolhadas artificialmente (Fine et
al., 2006). No mesmo experimento de desfolhacéo foi verificado que espécies
especialistas de solos de areia branca sofreram maior mortalidade do que as
espécies especialistas de solos argilosos (Fine et al., 2006). Espécies de
plantas especialistas de solos argilosos crescem mais rapido do que as
espécies especialistas de solos arenosos nos dois tipos de solos (arenoso e
argiloso) na auséncia de herbivoros (Fine et al., 2004; Fine et al., 2006). No
habitat de areia branca, as espécies de plantas especialistas de areia branca
apresentaram maior taxa de crescimento do que as especialistas de solos
argilosos na presenca de herbivoros. Além disso, as espécies especialistas de
solos argilosos dominaram os ambientes de solos argilosos e o mesmo foi
verificado para as espécies especialistas de solos arenosos (Fine et al., 2004;
Fine et al., 2006). Estes resultados confirmam que espécies de plantas
especialistas de areia branca apresentam uma troca na alocacdo de recursos
para crescimento e defesas, onde congéneres especialistas de solos arenosos
investiram mais em defesas que seus respectivos congéneres especialistas de
solos argilosos (Fine et al., 2006), visto que para espécies de solos arenosos
seria dificil substituir tecido perdido por herbivoria (Coley et al., 1985; Coley,
1987). Embora o potencial de ataque de herbivoros tenha sido semelhante nos
dois habitats (solos argilosos e arenosos), o impacto da herbivoria sobre o

crescimento e sobrevivéncia das plantas foi muito mais forte na floresta de
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areia branca, indicando a existéncia de uma forte selecdo para defesas mais
eficazes neste tipo de solo (Fine et al., 2004; Fine et al., 2006; Fine & Mesones,
2011).

1.3 Metabdlitos especiais em plantas

Os compostos secundarios das plantas sdo conceituados por Gottlieb et
al. (1996) como metabdlitos especiais, dadas as caracteristicas conspicuas
destas substancias (e.g. polaridade, pequena massa molecular, ocorréncia
esporadica, potencial antioxidante) e ndo apenas por terem sido formados a
partir dos metabdlitos primarios. Até meados do século XX, imperou o conceito
de que estes compostos eram refugos desprovidos de significado. Hoje, sabe-
se gue os metabdlitos especiais resultam da especializagdo celular e suas
manifestacdes ao longo do desenvolvimento da planta se devem a expressao
diferencial dos genes (Gottlieb et al., 1996). Nos vegetais superiores, tais
metabdlitos estdo geralmente presentes em alta diversidade estrutural (Wink,
2003), provavelmente excedendo os 200.000 compostos distintos em
aproximadamente 350.000 espécies de angiospermas (Wink, 2008).

As funcdes que os metabdlitos especiais desempenham nos organismos
que os produzem ndo sao todas conhecidas e claras (Castro et al., 2004;
Carmona et al., 2011). No entanto, muitas funcfes destes compostos ja tém
sido esclarecidas, como por exemplo, o escaleno, um triterpeno que tem a
funcao vital na manutencao da integridade estrutural de membranas celulares e
participa da regulacdo da sua permeabilidade (Castro et al., 2004). De modo
geral, tais metabdlitos sdo utilizados também para manter o metabolismo
basico, na situacdo em que 0s seus substratos normais, pelo empobrecimento
de nutrientes, ndo possam mais ser explorados para o crescimento e
replicacdo normal das células. Podem ser produzidos também nas situacfes
em que a sintese de metabdlitos primarios seja inibida pelos produtos
excedentes (Gottlieb et al., 1996; Castro et al., 2004).

Do ponto de vista ecolégico, de modo geral, os compostos especiais de
plantas atuam afastando ou intoxicando os herbivoros (Gullan & Cranston,
2007; Trigo et al., 2012). Além disso, determinadas plantas emitem substancias

volateis, as quais atraem predadores de insetos e assim protegendo-as contra



as ameacas futuras. Essas substancias séo sinalizadas por meio de
reconhecimento de secrecfes orais do inseto e sinais de ferimento de células
vegetais. Paralelamente, os insetos mais especializados desenvolveram
estratégias para superar as barreiras de plantas, como a desintoxicacdo de
substancias téxicas (Agrawal & Konno, 2009; Trigo et al., 2012).

Algumas classes de metabdlitos especiais sdo consideradas importantes
no estudo de interagbes inseto-planta como os alcaloides, terpenoides,
compostos fendlicos e derivados de &acidos graxos (Trigo et al.,, 2012),
influenciando nos niveis de herbivoria dentro de espécies ou entre parentes
proximos (Agrawal & Weber, 2015). Estes compostos sdo constituidos
basicamente de carbono, hidrogénio e oxigénio, exceto os alcaloides que
apresentam também o nitrogénio em sua estrutura quimica. Os alcaloides de
modo geral sdo toxicos para o0s insetos e ndo tem nenhuma funcao primaria
para as plantas (Castro et al., 2004; Agrawal & Konno, 2009). Os terpenoides
também podem apresentar toxidez para 0s insetos e/ou cumprir outras
funcdes, tais como atrativo para polinizadores, além de desempenharem outros
papéis na producdo primaria (ex. carotenoides) (Agrawal & Konno, 2009). Os
fendis, além de funcionarem como compostos de defesas contra herbivoria
protegem a planta contra a radiagdo UV, dentre outras finalidades. Os
derivados de &cidos graxos sado responsaveis pela liberacdo de compostos
volateis e sdo importantes na ativacdo da expressdo génica de muitos
mecanismos de defesas, como o aumento dos terpenoides (Trigo et al., 2012).

Uma nova abordagem para o estudo de metabdlitos especiais tem sido a
metabolémica, ou seja, 0 estudo sistematico do metabolismo de organismos e
processos celulares que envolvem o conjunto de metabdlitos que sao
produzidos ou modificados em um organismo (Villas-Boéas & Gombert, 2006).
Alteracdo do nivel de apenas um metabdlito em uma célula proporciona
alteracdes no nivel de diversos outros metabdlitos que estdo ligados direta ou
indiretamente a este, funcionando como um sistema em cascata o que pode
acarretar uma resposta a qualquer alteracdo ambiental e/ou genética (Villas-
Bdas & Gombert, 2006). Essa interconexdo do metabolismo celular dificulta
extremamente a interpretacdo dos dados metabdlicos. Portanto, o metaboloma
vem sendo estudado por meio da aplicacdo de métodos eficientes de

preparacdo de amostras associados a uma combinacdo de diferentes técnicas
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analiticas modernas, de modo a se obter a maior quantidade de informacao
possivel.

O metaboloma tem sido cada vez mais utilizado em estudos ecolégicos
e genéticos, envolvendo o entendimento das respostas dos organismos ao
estresse abidtico e biotico (Bundy et al., 2009; Rivas-Ubach et al., 2012; Macel
et al., 2014). Os principais fatores que podem alterar ou coordenar a taxa de
metabdlitos especiais sdo: sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica,
radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, indugdo por
estimulos mecénicos ou ataque de patdégenos e herbivoros (Bundy et al., 2009;
Rivas-Ubach et al., 2012; Macel et al., 2014).

Andlise da metabolémica das plantas abrange tanto os compostos de
defesas quanto a qualidade nutricional das mesmas, podendo ser
extremamente util para obter conhecimento sobre o0s mecanismos de
resisténcia a herbivoria (Macel et al., 2010). Existem alguns trabalhos recentes
de metabolomas de plantas que tem sido aplicado com sucesso no estudo das
interacdes inseto-planta (Widarto et al., 2006; Arany et al., 2008; Jansen et al.,
2009; Sardans et al., 2013; Macel et al., 2014), porém, cabe ressaltar que a
maioria destes estudos foram realizados em ambientes controlados de
laboratorio, ndo havendo estudos realizados em comunidades naturais.

A andlise do metaboloma envolve a determinacdo dos niveis (ou
concentracfes) de compostos quimicos de baixa massa molar (menor que
1000 Dalton). Do ponto de vista analitico ha basicamente duas abordagens
para analisar 0 metaboloma (a) analise direcionada e (b) perfil metabdlico
(Villas-Bbas & Gombert, 2006). A diferenca entre estas abordagens consiste,
na primeira, que compreende a determinacdo de um grupo de metabolitos pré-
definidos, ignorando outros que porventura sejam detectados ou detectaveis
durante a analise. Por outro lado, o perfil metabdlico pode ser definido como o
conjunto de todos os metabdlitos (identificaveis ou ndo) que sejam detectados
numa amostra usando uma técnica analitica particular, acompanhado por uma
estimativa de quantidade (absoluta ou relativa). Normalmente, no perfil
metabdlico, faz-se uso de separacbes cromatograficas bastante eficientes,
mas, muitas vezes uma boa resolucdo pode ser obtida usando-se poderosos
detectores quimicos, como RMN (Ressonancia Magnética Nuclear),

espectroscopia de Infravermelho usando transformacdo de Fourier ou a
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espectrometria de massa de ionizacdo “electroespray” (ESI-MS). Esses
detectores sdao normalmente empregados para classificar rapidamente as
amostras por analise de dados multivariados ou quimiometria.

VariacOes temporais e espaciais no conteudo total, bem como nas
proporcdes relativas de metabdlitos especiais em plantas ocorrem em
diferentes niveis (sazonais e diarias; intraplanta, inter - intraespecifica). Apesar
da existéncia do controle genético, a expressdo pode sofrer modificacdes
resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisiolégicos, ecoldgicos e
evolutivos (Meyer et al., 1982; Siqueira et al., 1998). Cada -categoria
biossintética de metabdlitos especiais pode compreender um numero fabuloso
de derivados. Nao se trata de uma variacao quantitativa dos metabdlitos, mas
apenas de wuma diversificacdo qualitativa. Esta diversificacdo deve
desempenhar uma funcdo altamente benéfica, pois confere plasticidade
filogenética ao organismo em diferentes ambientes. Sem esta plasticidade as
plantas ndo resistiriam mais facilmente ao ataque por herbivoros e mudancas
do ambiente (Darrow & Bowers, 1997). A diversificacdo metabdlica assim
possui fundamento ecoldgico e a biodiversidade afeta o funcionamento coeso
de ecossistemas.

A hip6tese de conservadorismo filogenético prevé que os caminhos
bioquimicos necessarios para a producdo de defesas sdo complexos o
suficiente que eles provavelmente evoluem apenas uma ou algumas vezes,
seguido por modificagdo posterior dentro de um clado (Agrawal, 2006). Assim,
espécies estreitamente relacionadas compartilham mais caracteristicas defesas
do que espécies de maior distancia filogenética (Agrawal, 2006). A dominancia
de classes particulares de defesas quimicas em certas familias de plantas € um
exemplo notavel de conservadorismo, como por exemplo, os glicosinolatos
entre espécies de mostardas da familia Brassicaceae e alcaloides de
tropanicos dentro das Solanaceae (Agrawal, 2006).

Estudos ecolégicos utilizando pares congenéricos tém sido
extensivamente realizados em comparacfes de caracteristicas de plantas de
cerrado e mata de galeria (Hoffmann & Franco, 2003; Rossatto et al., 2009;
Rossatto et al.,, 2013), ndo havendo comparagbes desta natureza entre
Floresta Ombrofila Densa e Mata de Restinga. Estes estudos sao

extremamente importantes para o entendimento das diferentes pressdes
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seletivas que diferentes fisionomias florestais estdo sendo submetidos
(Rossatto et al., 2013). Hoffmann e Franco (2003) destacam a importancia da
consideracao da filogenia nestes estudos comparativos, onde a variagao de
caracteristicas entre plantas de cerrado e de mata de galeria s6 foram
diferentes entre os ambientes quando analisadas as espécies em géneros, ou
seja, mesmo género em diferentes areas. Por meio destes estudos torna-se
possivel analisar as diferentes adaptacdes através de uma perspectiva
evolutiva de espécies filogeneticamente relacionadas. Tais informacfes sdo
importantes para determinar se as espécies sao semelhantes por causa da
evolucdo convergente em fungdo da pressdo ambiental ou por causa da
descendéncia de um ancestral comum (Hoffmann & Franco, 2008). Se um
conjunto de defesas, por exemplo, tem evoluido de forma independente,
sugere-se que a selecdo natural proporcionou a evolucdo convergente destas
adaptacdes. Se espécies estreitamente relacionadas compartiham um
conjunto de defesas, entdo a ancestralidade comum é suficiente para explicar

tal associacdo (Agrawal & Fishbein, 2006).

1.4 Qualidade foliar e disponibilidade de recursos no ambiente

Plantas de florestas tropicais sdo conhecidas por conter um conjunto de
defesas nutricionais e estruturais como baixa qualidade nutricional e maior
dureza; defesas quimicas como uma grande variedade de metabdlitos
especiais em folhas (Coley & Barone, 1996; Coley, 1998; Marquis et al., 2012),
sendo as caracteristicas estruturais e nutricionais mais eficientes para conter
ou minimizar a herbivoria (Marquis et al., 2012; Cérdenas et al., 2014). As
plantas de florestas tropicais apresentam também uma grande
heterogeneidade na composicédo elementar das folhas (Townsend et al., 2008;
Pefiuelas et al., 2013), podendo influenciar o comportamento dos herbivoros e
as estratégias de defesas das plantas (Mundim et al., 2009; Pefiuelas et al.,
2013). Assim, os niveis de herbivoria na comunidade séo reflexos da
palatabilidade das diferentes espécies de plantas para os insetos herbivoros
(Endara & Coley, 2011). A qualidade nutricional das plantas ndo corresponde
somente aos nutrientes disponiveis para os insetos, mas também a presenca

de defesas (Awmack & Leather; 2002; Marquis, 2012). Tecidos estruturais e
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compostos como ligninas e taninos, por exemplo, reduzem a capacidade dos
herbivoros consumir e digerir tecidos foliares (Coley, 1983; Kitajima et al.,
2012; Marquis, 2012).

As concentragcfes de nutrientes nas plantas sdo muito variaveis devido a
diferencas genéticas dentro e entre espécies, e também devido as alteracbes
na disponibilidade de recursos no ambiente (Bryant et al., 1983; Coley et al.,
1985; Pefiuelas & Estiarte, 1998; Endara & Coley, 2011), consequentemente
causando diferencas nos niveis de herbivoria. As hipdteses do “balanco
carbono-nutrientes” (Bryant et al., 1983); do “balango diferenciagao-
crescimento” (Herms and Mattson 1992); e da “disponibilidade de recursos (ou
hipétese da taxa de crescimento)” (Coley et al., 1985) predizem que ha uma
maior producdo de compostos baseados em carbono quando ha baixa
disponibilidade de nutrientes no ambiente.

A hipétese do balanco carbono-nutrientes (CNBH — Carbon-Nutrients
Balance Hypothesis) propde que as concentracfes de metabdlitos especiais
baseados em carbono ou em nitrogénio sdo determinadas pelo balanco
carbono/nutrientes da planta, sendo este balanco influenciado pela
disponibilidade de luz e de nutrientes no solo (Bryant et al.,, 1983). Neste
sentido, metabdlitos especiais baseados em carbono como fendis totais
correlacionam positivamente com a razdo carbono/nutrientes (C/N), enquanto
0S compostos especiais baseados em nitrogénio, como alcaloides apresentam
correlacdo inversa com a razdo C/N (Bryant et al., 1983). Em condi¢cdes de
deficiéncia de nutrientes moderada no solo, o crescimento € mais limitado que
a fotossintese, acarretando em um acumulo de carboidratos nos tecidos das
plantas, aumentando a razdo C/N. Padrdo inverso ocorre quando ha excesso
de nutrientes, fazendo com que a fotossintese seja mais limitada que o
crescimento. Assim, 0 aumento na concentragdo de nutrientes no solo provoca
uma diminuicdo na razao C/N, pois a alocacdo de recurso para o crescimento
faz com que haja um declinio da producdo de compostos secundarios
baseados em carbono. Quando ha excesso de nitrogénio assimilado, este pode
ser desviado para a producdo de metabolitos especiais baseados em
nitrogénio, como alcaloides (Bryant et al., 1983). Uma critica desta hipdtese é
que ela ndo prevé adequadamente as diferencas das defesas entre espécies e

gendtipos em ambientes com diferentes disponibilidades de recursos, nao
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levando em consideracdo a pressao seletiva sobre as plantas e também a
expressao génica destas plantas (Lerdau & Coley, 2002).

A hipétese do Balanco Diferenciagcao-crescimento (GDBH — Growth-
Differentiation Balance Hypothesis) ndo compara metabdlitos baseados em C
com os baseados em N em diferentes condi¢cées de luz e nutrientes no solo,
diferindo da CNBH. Todavia, ela assume a CNBH, pois estd fundamentada
principalmente no trade-off fisioldégico entre crescimento e processos de
diferenciacdo, o qual inclui processos do metabolismo secundario. Qualquer
fator ambiental que diminua o crescimento proporcionalmente mais que a
fotossintese, pode aumentar a disponibilidade de recursos para a alocacdo no
metabolismo secundéario (Herms & Mattson, 1992). Assim, o GDBH prevé que
em condicdes de limitacdo de recursos a concentracdo de defesas e taxa de
crescimento serdo correlacionados positivamente, ao passo que quando 0s
recursos sdo abundantes a correlacdo entre crescimento e defesas € inversa
(Massad et al., 2012).

Nos estudos de Massad et al. (2012) foram testadas as hip6teses do
balanco carbono-nutrientes e do balanco diferenciacdo-crescimento, a partir
quantificacdo de saponinas (triterpenoides) e flavanas (compostos fendlicos),
bem como a biomassa e fotossintese de plantulas de Pentaclethra macroloba
(Fabaceae), uma espécie arbérea comum de floreta tropical da Costa Rica. Os
autores verificaram que estas duas hipéteses foram parcialmente corroboradas.
O trade-off previsto pelo GDBH entre crescimento e producdo de metabdlitos
ocorreu somente entre flavanas e biomassa nas plantas cultivadas no sol, ou
seja, sob condi¢cdes de recursos abundantes, e na sombra o crescimento e a
defesa foram correlacionados positivamente. Ao testar a CNBH, foi verificado
que a concentracdo de flavanas declinou com nitrogénio, mas houve um
aumento de saponinas, sugerindo que a producdo deste metabdlito também
deve ser considerada neste tipo de estudo, ndo somente 0S compostos
fendlicos. Outros estudos também observaram a existéncia de um trade-off
entre taxa de crescimento e defesas de espécies de florestas tropicais (Fine et
al., 2004; Fine et al., 2006, Fine & Mesones, 2011).

A hipétese de disponibilidade de recurso (RAH - Resource Availability
Hypothesis) propde que o custo e beneficio do investimento em defesas anti-
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espécies de crescimento rapido investem mais em crescimento do que em
defesas, diferentemente das espécies de crescimento lento, que investem mais
em defesas do que em crescimento. Quando ha limitagdo de recursos no
ambiente, as plantas de crescimento lento sdo mais favorecidas do que
aguelas de crescimento rapido. As plantas de crescimento lento que crescem
em ambientes com baixa disponibilidade de recursos, de modo geral, foram
selecionadas para ter um alto investimento em defesas quantitativas incluindo
taninos e ligninas, as quais reduzem a digestibilidade dos tecidos da planta
(Coley et al., 1985). Essas adaptagbes sdo muito importantes, visto que as
perdas de tecido por herbivoria causa uma diminuicdo da aptiddo de plantas
(Marquis, 1984; Sagers & Coley, 1995). Além disso, seria mais dificil para as
plantas de ambientes com limitacdo de recursos no solo reporem os tecidos
perdidos (Fine et al., 2006; Fine et al., 2011). Endara e Coley (2011) revisaram
50 estudos que avaliaram as defesas, taxa de crescimento e herbivoria em
relagdo a disponibilidade de recursos. Os resultados encontrados pelos autores
confirmam as previsdes propostas inicialmente por Coley et al. (1985). Embora
as defesas sejam universalmente maiores em espécies de crescimento lento,
as diferencas nas defesas entre espécies de crescimento rapido e lento foram
significativamente maiores em florestas tropicais do que em florestas
temperadas. Tal fato sugere que em florestas tropicais hd uma maior variedade
e investimento em defesas, bem como uma maior taxa de crescimentos de
plantas. Assim, tem sido sugerido que a hipétese de RAH é majoritariamente
suportada em florestas tropicais (Endara & Coley, 2011).

Nos estudos de Gongalves-Alvim et al. (2010) realizados ao longo de um
gradiente de fertilidade em solos do Cerrado, foram testadas as hipoteses do
balanco carbono/nutriente (BCN) e da disponibilidade de recursos (RAH) em
Qualea parviflora (Vochysiaceae). Os autores verificaram que a disponibilidade
de nutrientes para Qualea parviflora determina a producdo de metabdlitos
espéciais nesta espécie, visto que a porcentagem de taninos foi positivamente
correlacionada com a razdo C/N, indicando que mais carbono pode ser
redirecionado para a producéo de compostos fendlicos, como tanino. Todavia,
a hipétese RAH, nao foi corroborada, pelo fato de ndo haver correlacdo entre
herbivoria e o teor de taninos, sugerindo que a produgao de taninos ndo seja

influenciada fortemente pela presséo de herbivoros em Q. parviflora.
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Nos estudos sobre defesas quimicas e morfologicas, e estequiometria
elementar de folhas de espécies de duas florestas tropicais de diferentes
idades no Bornéu e Havai (Pefiuelas et al.,, 2011), foi observado que
quantidade de fendis foi negativamente correlacionada com N, P e K nos
tecidos foliares em ambas as florestas, indicando que plantas com maior
concentracdo de nutrientes (N, P e K), possuem menor capacidade de
producdo de metabdlitos especiais ricos em carbono (Pefiuelas et al., 2011),
corroborando com a hipétese de disponibilidade de recurso (Coley et al., 1985),
também conhecida por Pefiuelas e Estiarte (1998) como a hipdtese do excesso

de carbono.

1.5 Interacdes entre as caracteristicas de resisténcia de plantas a

herbivoria

Os metabdlitos especiais hdo sdo 0s Unicos mecanismos de resisténcia
que estdo envolvidos na reducdo do dano foliar por herbivoria, Boege e
Marquis (2005) classificaram as caracteristicas que estdo envolvidas neste
processo em trés tipos: (1) escape, que sdo aquelas que influenciam na
probabilidade de ser encontrado por herbivoros (e.g. tamanho da planta e
fenologia da folha); (2) defesas, que sdo aquelas que reduzem a herbivoria por
diminuirem o teor nutricional do alimento (defesas diretas) ou influenciam a
abundancia dos herbivoros, como os inimigos naturais (defesas indiretas); e (3)
tolerancia, que sdo aquelas que apdés o ataque pelo herbivoro, reduzem o
impacto negativo da planta, contribuindo para capacidade da mesma em se
manter no ambiente e perpetuar.

Assim, ao serem atacadas por insetos, as plantas dependem de um
complexo e varidvel sistema de defesas, envolvendo diversas barreiras
estruturais, metabdlitos especiais toxicos ou anti-nutritivos, e/ou recrutamento
de predadores e parasitdéides (Rasmann & Agrawal, 2009). Entretanto, existem
equivocos nos estudos de resisténcia de plantas a herbivoria, pelo fato de
varios pesquisadores investigarem uma Unica caracteristica de defesa, como
se tal caracteristica agisse isoladamente e também por acreditarem na
existéncia de trade-off (supresséo/expressao) entre caracteristicas defensivas

(Agrawal, 2006, 2011). Este mesmo autor afirma que € dificil que uma
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caracteristica de planta seja a chave para a resisténcia e que raramente
ocorrem trade-off entre as caracteristicas arbitrariamente selecionadas (e.g.
trade-off entre defesas fisicas e quimicas).

A presenca de determinadas caracteristicas de defesas nas plantas
pode covariar com a presenca de outras, formando assim, um conjunto de
caracteristicas que foram estabelecidas por varios autores como “sindromes de
defesa” (Kursar & Coley, 2003; Coley et al., 2005; Agrawal & Fishbein, 2006;
Agrawal, 2011). Estudos de Coley e colaboradores identificaram duas
sindromes divergentes, onde foram verificadas espécies cujas folhas jovens
sdo bem defendidas quimicamente (sindrome “defesa”) e aquelas que
apresentam rapida expansdo para minimizar o periodo no qual as folhas séo
jovens e mais vulneraveis aos herbivoros (sindrome “escape”) (Kursar & Coley,
2003; Coley et al., 2005; Coley & Kursar, 2014). Agrawal e Fishbein (2006)
sugerem que plantas filogeneticamente distantes que apresentam um conjunto
comum de herbivoros sdo mais susceptiveis a apresentarem estratégias de
defesas semelhantes. Assim, espécies de plantas atacadas por herbivoros
vertebrados, por exemplo, devem empregar estratégias de defesas bem
diferentes (e.g. espinhos, dureza foliar) do que aquelas que sdo atacadas por
lagartas de insetos (e.g. tricomas, toxinas).

Estudos recentes tém tentado compreender o papel relativo de cada tipo
de defesa, bem como a presenca de redundancias e sinergismos entre as
caracteristicas defensivas (Rasmann & Agrawal, 2009; Agrawal, 2011). Para
estes autores a redundancia pode ser benéfica, principalmente para plantas
gue apresentam diferentes espécies ou guilda de insetos herbivoros. Assim, a
redundancia funcionaria com uma “rede de seguranga” para os momentos em
que houver falhas nas caracteristicas de resisténcia, podendo um tipo de
defesa ser eficiente para uma espécie ou guilda de herbivoro, mas néo para
outra (Agrawal, 2011). Em termos de sinergismos, existem evidéncias de que
caracteristicas de resisténcia multipla podem proporcionar uma maior eficiéncia
da defesa da planta do que a acdo de cada composto de forma independente
(Romeo et al., 1996; Agrawal & Fishbein, 2006; Agrawal, 2011).
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1.6 Influéncia das condi¢cdes edafoclimatica na comunidade de insetos

herbivoros

Condicdes climaticas também podem contribuir como fatores que
influenciam nas interagdes inseto-planta (Edwards & Wratten, 1981; Martinat,
1987; Pizzamiglio, 1991), cujas variagdes na temperatura, umidade,
intensidade luminosa, ventos e chuvas interferem indiretamente na
sobrevivéncia dos insetos (Martinat, 1987; Fernandes & Price, 1988). De
acordo com Edwards e Wratten (1981), um dos grandes problemas para os
insetos herbivoros é a desidratacdo devido a exposicdo a altas temperaturas.
Muitas espécies de insetos apresentam menor tolerancia a condi¢des de alta
intensidade luminosa, altas temperaturas e menor umidade do ar quando
presentes em ambientes mais aberto (Maiorana, 1981; Denlinger & Yocum,
1998; Chown & Nicolson, 2004). Assim, estes insetos podem migrar para areas
mais sombreadas (Denlinger & Yocum, 1998). Floresta com dossel fechado,
por ser um ambiente complexo (Pereira, 1997), pode proporcionar um
microambiente mais favoravel a estes organismos, sendo estes menos
afetados pela incidéncia de ventos fortes, temperatura e luz (Fernandes &
Price, 1988).

A temperatura pode sofrer pouca variagcdo em florestas tropicais (Leigh,
2004; Grimbacher & Stork, 2009), porém seu aumento pode afetar o
crescimento, sobrevivéncia, fecundidade e abundancia de insetos, além de
alterar a taxa de consumo de plantas (Laws & Belovsky, 2010; Lemoine et al.,
2013, 2014). Muitos estudos verificaram que a taxa de consumo dos insetos
aumenta de acordo com o aumento da temperatura, sendo a maioria deles
realizados em florestas temperadas e/ou condicdes de laboratério
(Niesenbaum & Kluger, 2006; Garibaldi et al., 2011, Lemoine et al., 2013,
2014). Apesar de tais estudos serem escassos para florestas tropicais (Coley,
1998; Deutsch et al., 2008; Metcalfe et al., 2013), tém sido relatados que
aumento de temperatura nestas florestas pode ocasionar consequéncias
deletérias para os insetos, por serem relativamente sensiveis as mudancas de
temperatura, visto que ja estdo em temperaturas ambientais proximas ao seu
otimo fisiolégico (Deutsch et al., 2008). Outros estudos sugerem que interacoes

entre temperatura e qualidade nutricional das plantas podem afetar o
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desempenho e consumo delas pelos herbivoros, ja que os efeitos e/ou
concentracbes dos metabdlitos especiais sdo geralmente dependentes da
temperatura (Coley, 1998; Gobbo-Neto & Lopes, 2007). Além disso, o aumento
moderado da temperatura também pode acelerar o desenvolvimento dos
herbivoros, tornando-0s menos suscetiveis a ataques por parasitoides. Assim,
tem sido sugerido que h4 um aumento das populacdes de herbivoros com a
temperatura, diferentemente das populacbes de parasitoides que tendem a
decrescer com o0 aumento da temperatura (Coley, 1998).

Os ventos fortes interferem no voo dos insetos e muitas vezes causam
uma diminuicdo na atividade deles (Edwards & Wratten, 1981; Pizzamiglio,
1991). No estudo de Fernandes e Price, (1988) foi verificado uma maior riqueza
de insetos herbivoros de vida livre no ambiente mésico do que no ambiente
xérico. Assim, a Floresta Ombrofila Densa (ambiente mésico) pode possibilitar
maior riqueza e abundancia de insetos herbivoros quando comparada com a
formacdo de Mata de Restinga (ambiente xérico) (Edwards & Wratten, 1981,
Chown & Nicolson, 2004) e, consequentemente maiores porcentagens de

herbivoria para as arvores da Floresta Ombrdfila Densa.

2.7 Objetivos e hipbteses gerais

O presente estudo objetivou avaliar as porcentagens de herbivoria foliar
de pares congenéricos arbustivo-arbéreos de duas diferentes formacdes
vegetacionais de Mata Atlantica edaficamente distintas (Floresta Ombréfila
Densa e Restinga); e verificar se a qualidade foliar (i.e. maior concentracdo de
nutrientes e menor bioproducdo de metabdlitos especiais), e a comunidade de
potenciais insetos herbivoros influenciam os padrdes de herbivoria encontrados
nos dois ambientes. E esperado que a intensidade da herbivoria foliar das
espécies seja diferente entre os ambientes, com as espécies da Floresta
Ombréfila Densa (FOD) apresentando maiores porcentagens de herbivoria que
as espeécies da restinga (REST), em funcdo da melhor qualidade foliar (maiores
concentracdes de nutrientes e menores concentracdes de defesas) e tambéem
da formacao de diferentes microclimas na FOD permitirem a maior riqgueza e

abundancia de insetos herbivoros.
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Para alcancar os objetivos gerais, a tese foi estruturada em capitulos,
onde neste primeiro capitulo foi feita uma breve introdugdo teorica sobre a
interacdo entre insetos herbivoros e plantas, seguido dos principais fatores que
influenciam os padrdes de herbivoria, como aspectos nutricionais e defensivos
de plantas, e também a comunidade de insetos herbivoros. No capitulo Il foi
feita a descricdo das areas de estudo. O capitulo Il intitulado “Efeito da
qualidade foliar na herbivoria de pares congenéricos em dois ambientes
contrastantes de Mata Atlantica” teve como objetivos especificos: comparar a
herbivoria e qualidade foliar (nutrientes e defesas) em pares congeneéricos
arbustivo-arbéreos amostrados na Floresta Ombréfila Densa (FOD) e na Mata
de Restinga (REST); estabelecer se as diferengas nos atributos foliares estéo
relacionadas ao tipo ambiental (Umido ou seco) ou filogenia. O capitulo IV
intitulado “Perfil ecometabolémico de pares congenéricos de plantas de dois
ambientes edaficamente distintos de mata atlantica” retrata a diversidade
quimica por meio da analise do perfil metabolémico das espécies amostradas
na FOD e REST. O capitulo V intitulado “Comunidade de insetos em diferentes
areas de Mata Atlantica” trata-se de um levantamento da comunidade de
insetos na FOD e REST, com destaque para 0s potenciais herbivoros nas
areas estudadas. No capitulo VI foi feita uma discussdo e concluséo geral,
visando integrar os principais resultados encontrados ao longo do estudo.

Neste capitulo € apresentado também nossas consideracgdes finais.
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CAPITULO Il. DESCRICAO DAS AREAS DE ESTUDO

2.1 A Mata Atlantica

O bioma Mata Atlantica engloba um conjunto de ecossistemas
interligados que ocorriam ao longo da cadeia montanhosa e de terras baixas,
0s quais originalmente ocupavam toda a costa do Brasil (Tabarelli et al., 2005;
Ivanauskas & Assis, 2012). Atualmente, as formacdes da Mata Atlantica sao
bem distintas, sendo influenciadas pela distancia do oceano, seguida do regime
de distribuicdo de chuvas, da altitude e da duracdo da estacdo seca (Oliveira-
Filho & Fontes, 2000; Junior et al., 2012). Sao representadas pelas florestas
Ombrofila Densa, Ombrofila Mista, Estacional Semidecidual e Estacional
Decidual, além de ecossistemas associados que sdo manguezais, restingas,
brejos interioranos, campos de altitudes e ilhas costeiras e oceéanicas (Scarano,
2009; Ferreira-Jr et al., 2012).

A Mata Atlantica € um dos biomas mais ricos em diversidade bioldgica,
com alto grau de endemismo e também um dos mais ameacados de extincao
do mundo, sendo por isso considerada um hotspot. No passado, a Mata
Atlantica foi uma das maiores florestas tropicais das Américas, cobrindo 150
milhdes de ha (Ribeiro et al., 2009; Junior et al., 2012), atualmente corresponde
a cerca de 7,5% da sua vegetacao primaria (Myers et al., 2000; Fundacdo SOS
Mata Atlantica, 2010). No caso do Estado do Rio de Janeiro, restam
aproximadamente 20% de sua cobertura original, sendo que grande parte
destes remanescentes se localizam em &areas montanhosas da Serra do Mar
(Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2010). Estudos de Ribeiro et al. (2009)
revelaram que mais de 80% de remanescentes de Mata Atlantica s&o
menores que 50 ha e que as reservas naturais protegem apenas 9% da floresta
remanescente e 1% da floresta original. Somando a perda de habitat, outras
ameacas contribuem para a degradacéo desta floresta tais como, a retirada de
lenha, a exploracdo ilegal de madeira, a caga, o extrativismo vegetal e a
invasdo por espécies exoticas (Tabarelli et al., 2005). Apesar da intensa
destruicdo deste bioma nas ultimas décadas, foi encontrada uma alta
diversidade de espécies botanica lenhosas, com 454 espécies encontradas em

apenas um hectare do sul da Bahia, sem considerar as 20 mil espécies de
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plantas vasculares existentes, das quais em torno de 6 mil sdo restritas ao
referido bioma (Fundacéo SOS Mata Atlantica, 2009).

A Floresta Ombrofila Densa geralmente ocorre em climas tropicais de
altas temperaturas e precipitacdo, ndo havendo estacdo seca bem definida,
visto que a precipitacdo € bem distribuida durante o ano. Este tipo florestal
estendia-se de do Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul, sendo restrita a
locais com alta pluviosidade e alta umidade (lvanauskas & Assis, 2012). As
florestas de restinga representam uma das faces do Bioma Mata Atlantica
(Marques et al., 2015), sendo constituidas de corddes litoraneos e dunas que
se distribuem ao longo de todo o litoral, sendo formados pela constante
deposicdo de areia proveniente do mar. Hoje, sdo pouquissimos 0s
remanescentes de restingas existentes, sendo a vegetacao destes ambientes
alterado ou totalmente retirados em funcdo da especulacdo imobiliaria
(Medeiros et al., 2007; S& & Aradjo, 2009; Marques et al.,, 2015),
comprometendo a sua biodiversidade Unica e pouco conhecida (Flinte et al.,
2006).

2.2 Tipos florestais selecionados para o estudo

O estudo foi realizado em duas formacdes vegetacionais de Mata
Atlantica no Estado do Rio de Janeiro, com diferentes condicbes
edafoclimaticas, envolvendo um ambiente florestal mais Umido, representado
pela Floresta Ombréfila Densa (FOD) na Reserva Bioldgica (ReBio) Unido e um
ecossistema xérico arbustivo-arboreo associado a Mata Atlantica, representado
pela Mata de restinga (REST) na Reserva Particular do patriménio Natural
(RPPN) Fazenda Caruara.

A Floresta Ombroéfila Densa da ReBio Unido localiza-se entre os
municipios de Casimiro de Abreu, Rio das Ostras e Macaé€, estando situada a
aproximadamente 160 km ao norte da capital do Rio de Janeiro entre as
coordenadas (22°27°30”S e 42°02’15”0). No norte do Rio de Janeiro esta
situada a Reserva Particular do Patrimonio Natural (RPPN) Fazenda Caruara
(21°45’33”S e 41°02'3170), que esta localizada entre as lagoas de Grussai e
Iquipari, em S&o Joao da Barra (Freira et al., 2015) (Fig. 2.1).

21



)

S [/

[ Legenda

I RPPN Fazenda Caruara

{
‘\ Il Reserva Bioldgica Unido
SAO JOAO|
DA BARRA
|
J'y
N

1’(\
v /* s Fonte dos dados

Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE)

/{JLF . N
RIO DAS
glés‘\lgkr\é% OSERAS Instituto Chico Mendes de Conservagao
km | da Biodiversidade (ICMBio)

Figura 2. 1. Mapa de localizagdo da Reserva Biologica Unido situada entre os municipios de

Casimiro de Abreu, Rio das Ostras e Macaé, e da Reserva particular do patriménio natural

(RPPN) Fazenda Caruara em Sao Jodo da Barra, RJ.

2.2.1 Floresta Ombrofila Densa da Reserva Bioldgica Unido

A ReBio Unido é atravessada pela rodovia BR 101, por dutos
subterraneos da PETROBRAS para passagem de materiais combustiveis
(gasoduto) e redes de transmissao de alta tensdo (rede elétrica) de FURNAS
(IBAMA, 2008). Esta reserva totaliza 3.126 ha, sendo cerca de 2.400 ha
coberto por Mata Atlantica (Lapenta et al., 2003; IBAMA, 2008). A ReBio Uniao,
juntamente com a Reserva Biolégica de Poc¢o das Antas, abrange a maior parte
das florestas de Mata Atlantica de terras baixas do Estado do Rio de Janeiro,
sendo os principais remanescentes desta floresta no Estado (IBAMA, 2008).
Esta unidade de conservacdo € uma area estratégica entre os remanescentes

da Regido Centro-Norte Fluminense, constituindo-se em um dos elementos
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importantes de conexao entre essa regiao e a Regido Serrana Central (IBAMA,
2008).

O estudo foi realizado na Floresta Ombrdfila Densa Submontana, sendo
que a vegetacdo nativa € representada principalmente pelas familias
Myrtaceae, Lauraceae, Sapotaceae, Fabaceae, Moraceae e Euphorbiaceae
(Carvalho et al, 2008). As arvores do dossel variaram de altura entre 10-20m
(Carvalho et al., 2007), com um subbosque bem desenvolvido e sombreado
(Fig. 2.2). Estudo de Carvalho et al. (2007), realizado em area florestal dentro
desta unidade de conservacado, revelou uma composicdo floristica rica e
diversa, com 117 espécies arbdreas (DAP=10 cm) amostradas em 0,4 ha,
densidade total de 600 individuos por hectare e um indice de diversidade de
Shannon-Weaver de 4,4 nats. Em termos de comunidades de insetos
herbivoros, as ordens Lepidoptera, Coleoptera e Orthoptera sdo mais
abundantes na regido (Franceschinelli et al., 2003).

Na regidao da ReBio Unido predomina o clima tropical chuvoso, com
estacdo seca no inverno (abril a setembro) e chuvosa no verdo (outubro a
marco) de acordo com a classificacdo de Koeppen (1948). A pluviosidade varia
de 1.500 a 2.000mm, sendo os meses de novembro a mar¢o 0s mais chuvosos
e de maiores temperaturas, e os meses de junho a agosto os menos chuvosos
e de menores temperaturas (Primo & Volker, 2003). Dados climéticos da
estacdo meteorolégica mais proxima da Rebio Unido localizada em Macaé
(22°23’S e 41°49'W), durante o periodo de estudo (2013 a 2015), revelaram
que a pluviosidade anual média foi de 1.067 mm, sendo o ano de 2014
considerado bastante seco, com uma pluviosidade média em torno de 600 mm.
Durante o periodo de 2013 a 2015, a temperatura anual média foi de 23,5,
sendo os meses de dezembro a marco de temperaturas médias mais altas (26
a 27°C), e os meses de maio a setembro de temperaturas mais baixas (20 a
22°C; Fig. 2.4a).

Os solos da ReBio Unidao séao do tipo Latossolo Vermelho Amarelo e
Argissolo Vermelho Amarelo (Lima, 2008), sendo as concentracdes de
macronutrientes encontrados como Ca ( 0,5 + 0,0005 mg/kg), Mg (34,14 =+
0,27 mg/kg), K (0,002 + 0,008 mg/kg), Na (0,089 + 0,19 mg/kg), C (2,57 +
0,56%) e N (0,19 + 0,05%), de modo geral, similares aos valores encontrados

para outros fragmentos florestais, situados entre os municipios de Casimiro de
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Abreu, Silva Jardim e Rio Bonito, com excecado dos valores encontrados para
Mg e Ca em alguns desses fragmentos (Procopio-Oliveira et al., 2008; Silva &
Villela, 2015).

Figura 2. 2. Fotografias mostrando o aspecto geral (a) e do sub-bosque (b) da Floresta Ombrofila

Densa localizada na Reserva Biolégica Unido em Rio das ostras, Rio de Janeiro.
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2.2.2 Mata de Restinga da Reserva Particular do Patriménio Natural

Fazenda Caruara

A Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) Fazenda Caruara
apresenta um dos melhores remanescentes de restinga do Estado do Rio de
janeiro com diferentes fisionomias de restinga, brejos sazonais e as duas
lagoas supracitadas, compreendendo aproximadamente 3.845 hectares de
restinga e até 4 mil hectares de area protegida, quando somada a faixa de
praia (Assumpcado & Nascimento, 2000; Freira et al., 2015). O estudo foi
realizado na formagdo de Mata de Restinga, onde h& predominancia de
individuos de baixo porte (2 a 4m), sendo raramente observados individuos
acima 6m de altura (Assumpcdo & Nascimento, 2000) (Fig. 2.3). Este tipo
fisiondmico corresponde ao Tipo arbéreo ndo inundado (Decreto Estadual n®
41.612, de 23 de dezembro de 2008).

Estudos de Assumpcédo e Nascimento (2000), realizado em 0,1 ha
dentro da Mata de Restinga do presente estudo, amostrou 61 espécies de
plantas distribuidas em 30 familias, sendo Myrtaceae, Bromeliaceae,
Cactaceae, Malpighiaceae e Orchidaceae as principais familias encontradas.
Ao considerar os individuos lenhosos, foram amostradas 37 espécies em 21
familias (DAS = 2,5 cm), com Maytenus obtusifolia apresentando o maior indice
de cobertura, seguida de Pera glabrata, Protium heptaphyllum, Coccoloba
alnifolia e Capparis flexuosa. A densidade total foi de 42,2 individuos em 100m?

e um indice de diversidade de Shannon-Weaver de 2,381 nats.
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Figura 2. 3. Fotografias destacando o aspecto geral (a) e aproximado (b) da vegetagéo e solo
da Mata de Restinga localizada na Reserva Particular do Patrimonio Natural (RPPN) Fazenda

Caruara em Séao Jodo da Barra, Rio de Janeiro.

O clima da regidao € tropical subumido a semiarido, com pluviosidade
média anual variando de 800 a 1.200mm, apresentando as maiores

precipitacbes durante os meses de verdo (outubro a marco), e os menores
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valores nos meses de inverno (abril a setembro) (RadamBrasil, 1983). Dados
climaticos da estacdo meteorologica Campos-Sao Tomé (22°02'S e 41°03'W),
mais proxima da RPPN Fazenda Caruara, durante o periodo de estudo (2013 a
2015), revelaram que a pluviosidade anual média foi de 595,2 mm, sendo o0 ano
de 2015 considerado bastante seco, com uma pluviosidade média em torno de
335,4 mm. Durante o periodo de estudo, a temperatura anual média foi de
24°C, sendo geralmente os meses de janeiro a mar¢co de temperaturas médias
mais altas (26 a 27°C), e os meses de maio a setembro de temperaturas mais
baixas em torno de 22°C (Fig. 2.4b).

O solo da regido é caracterizado como areias quartzosas marinhas
associadas a podzol hidromérfico de origem fluvio-marinha (RadamBrasil,
1983). Solos sob vegetacdo de restinga geralmente apresentam alta acidez,
baixas concentracdes de nutrientes e altas saturacdes por aluminio, limitando o
crescimento de espécies de plantas (Marques et al., 2015 ). Além disso, este
ecossistema, de modo geral, é caracterizado por apresentar alta radiacdo solar,
altas temperaturas e salinidade, sendo os solos geralmente pobres em agua e
nutrientes, dificultando a germinacédo, estabelecimento e crescimento de
plantas, onde muitas espécies de plantas desenvolveram mecanismos
fisioldgicos e anatdbmicos para sobreviverem nestes ambientes (Scarano, 2009;
Marques et al., 2015; Zimmermann et al., 2016).

27



a) 350 T ) T 30,0

00 7 27.0
E 250 Jl\_ )
2 2004 [ F240 €
5 ©
g 150 4 L 21,0 “é
é 100 kS|

" H L 18,0

0 H H H 1] H H 15.0

EEEF
2013
b) 350 T T 30,0
300

= 270 —
£ 250 o
5 200 240 g
S ©
g 150 21,0 ‘]éi
0_“5: 100 K,

18,0

50
0 15,0
2013 2014 2015

—= Precipitacéo total (mm)  —e—Temperatura Média (°C)

Figura 2. 4. Precipitacdo pluviométrica (mm) e temperatura média (°C) mensal de estacdes
meteorolégicas mais préximas da Reserva Biologica Unido (Estacdo Meteorologica de Macaé)
(@) e da Reserva particular do patriménio natural (RPPN) Fazenda Caruara (Estagéo
Meteorolégica de Campos-Sao Tomé) (b) durante o periodo de estudo (Janeiro de 2013 a
Dezembro de 2015). Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).
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CAPITULO lll. EFEITO DA QUALIDADE FOLIAR NA HERBIVORIA DE PARES
CONGENERICOS EM DOIS AMBIENTES CONTRASTANTES DE MATA ATLANTICA

3.1Introducéo

A qualidade foliar das plantas geralmente tem fortes efeitos sobre o
desempenho dos insetos herbivoros (Kursar et al., 2006; Tao et al., 2014),
estando diretamente relacionada ndo somente com os nutrientes, mas também
com suas defesas (Awmack & Leather; 2002; Marquis, 2012). Macronutrientes
como fosforo (P) e nitrogénio (N) sdo conhecidos por limitarem o crescimento e
reproducdo de organismos de diferentes niveis troficos em ecossistemas
terrestres (Vitousek & Howarth, 1991; Elser et al., 2007), sendo o N, o
macronutriente mais limitante para os insetos fitofagos (Huberty & Denno,
2006; Marquis, 2012).

As espécies de plantas com baixa qualidade foliar sdo menos atrativas
para o0s insetos herbivoros (Poorter et al., 2004). Varios estudos tém
encontrado relacéo positiva entre concentracdes de N e/ou P foliar, e herbivoria
ou porcentagem de ataques por insetos herbivoros (Cornelissen & Fernandes,
2001; Bisigato et al.,, 2015; Silva et al., 2015). Em outros estudos estes
nutrientes tém sido relacionados com a abundancia, sobrevivéncia e
crescimento de herbivoros (Apple et al., 2009; Bishop et al., 2010; Joern et al.,
2012). Varios nutrientes também tém sido relacionados a herbivoria, onde nos
estudos de Joern et al. (2012) os autores verificaram que a abundancia de
gafanhotos variou com a concentragdo de Mg, Na, K e Cu, sugerindo um papel
importante destes nutrientes na alimentacdo de gafanhotos. Os estudos de
Chen et al. (2013) também observaram uma associagdo positiva entre varios
nutrientes e populacbes de insetos herbivoros, sugerindo que o0s
macronutrientes N, S, P e K e micronutrientes Zn e Cu podem ser 0s
nutrientes de preferéncia na alimentacdo de adultos de Agrilus auroguttatus
(Coleoptera) com folhas de carvalho Quercus kelloggii.

Ecossistemas florestais com diferentes disponibilidades de &gua e

nutrientes influenciam nas estratégias adaptativas das plantas. Assim, espécies
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de plantas de florestas tropicais sob baixa disponibilidade de nutrientes no solo
apresentam geralmente menor qualidade foliar, como baixo conteudo de N e P,
e podem apresentar também menor atividade do metabolismo priméario e
crescimento comparativamente as espécies sob maior disponibilidade de
nutrientes no solo (Coley et al., 1985; Moraes & Domingos, 1997; Pefuelas &
Estiarte, 1998; Pefiuelas et al., 2011). Em contrapartida, plantas de ambientes
com limitacao de recursos geralmente possuem maior massa seca por unidade
de area (MFA) e maior acumulo de compostos estruturais ricos em carbono
(Coley et al., 1985; Pefiuelas & Estiarte, 1998; Pefiuelas et al., 2011). Estas
plantas de menor qualidade foliar sdo de dificil digestdo para os insetos
herbivoros (Cornelissen & Fernandes, 2001; Campo & Dirzo, 2003; Kurokawa &
Nakashizuka, 2008), devido as altas concentracdes de compostos estruturais e
guimicos, como celulose e hemicelulose e taninos (Linton & Greenaway, 2007;
Kitajima et al., 2012; Pefiuelas et al., 2013).

As plantas podem ser protegidas por alguns atributos
morfolégico/estruturais como tricomas (Barbnio, 2012; Glas et al.,, 2012) e
dureza (Coley, 1983; Lucas et al., 2000; Kitajima et al., 2012). Além disso, elas
podem conter uma série de metabdlitos quimicamente tdxicos para os insetos
como alcaloides e glicosideo cianogénico ou composto redutores de digestao
como taninos, fenois e terpenos (Pooter et al., 2004; Marquis, 2012; Trigo et al.,
2012). Estudos revelam que as plantas contém caracteristicas contra
herbivoros que ocorrem conjuntamente aumentando a eficiéncia na defesa
delas (Kursar & Coley, 2003; Coley et al., 2005; Agrawal & Fishbein, 2006;
Agrawal, 2011; Silva & Batalha, 2011), sendo definida como “sindrome de
defesas” (Agrawal & Fishbein, 2006).

Diferente das plantas de Floresta Ombrofila Densa, plantas de Restinga
crescem em solos pobres (Marques et al.,, 2015), podendo os custos de
reposicao das folhas ser alto (Coley et al. 1985; Fine et al., 2004; Fine et al.,
2006; Agrawal, 2006). Para mininar a perda de area foliar por herbivoria as
plantas de Restinga podem investir em atributos foliares como dureza, baixos
niveis de agua e altos niveis de metabolitos especiais baseados em carbono
(sindromes de defesas), conforme observado para estudos realizados no

Cerrado (Marquis et al., 2002). Assim, é esperado que algumas caracteristicas
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de defesas de plantas contra a herbivoria ocorram em espécies de ambientes
distintos.

Atributos funcionais s&o geralmente conservados em linhagens de
plantas e animais (Webb, 2002; Ackerly, 2003), indicando que espécies
filogeneticamente relacionadas, tendem a apresentar caracteristicas similares
do que espécies de maior distancia filogenética (Agrawal, 2006). Pelo fato de
que a tolerancia e a resisténcia sdo hereditarias e estdo submetidas a uma
selecdo e restricbes genéticas, plantas filogeneticamente préximas devem
apresentar respostas similares aos processos ambientais (Webb, 2002; Nufez-
Farfan et al., 2007; Silva & Batalha, 2011). Todavia, uma forte pressao seletiva
de espécies filogeneticamente distantes pode acarretar em uma convergéncia
adaptativa, respondendo de forma similar a pressdo de selecdo. Assim, as
caracteristicas de defesas podem convergir ou conservar dependendo da
intensidade dos niveis filogenéticos (Webb et al., 2002; Nuafez-Farfan et al.,
2007; Silva & Batalha, 2011).

Poucos estudos tém investigado a intensidade da herbivoria foliar em
relacdo as concentracdes de nutrientes foliares, estequiometria, e defesas
estruturais/morfolégias e quimicas em espécies de florestas tropicais (Wu et al.,
2007; Pefiuelas et al., 2013), e estudos desta natureza ainda nao foram
realizados em pares congenéricos de plantas de comunidades de arbustivo-
arboreas de Mata Atlantica sob diferentes condicbes edafoclimaticas como
Floresta Ombrofila Densa e Mata de Restinga.

Assim, os objetivos do estudo foram: (1) comparar a herbivoria e
qualidade foliar em pares congenéricos arbustivo-arbéreos amostrados na
Floresta Ombréfila Densa (FOD) e na Mata de Restinga (REST); (2) verificar se
existe relacéo entre herbivoria e qualidade foliar como: teor de carbono (C), de
nitrogénio (N), de fésforo (P), de magnésio (Mg), de célcio (Ca), razées C/N,
C/P e N/P, teor de agua (TA), area foliar (AF), massa seca por unidade de area
(MFA) e fendis totais (FT); e (3) estabelecer se as diferencas na herbivoria e na
gualidade das folhas estao relacionadas ao tipo ambiental (ambiente seco ou
umido) ou filogenia.

Visto que a Mata de Restinga (REST) € um ambiente com maior
limitacdo de recursos que a Floresta Ombrofila Densa (FOD) foram testadas as

seguintes hipoteses: (1) a intensidade da herbivoria foliar das espécies varia
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entre FOD e REST, com as espécies FOD apresentando maiores porcentagens
de herbivoria que as espécies da REST, em funcdo da melhor qualidade foliar
das espécies da FOD para os insetos herbivoros; (2) espécies de plantas da
REST investem fortemente em defesas estruturais e quimicas, incluindo
principalmente compostos baseados em carbono, comparativamente as
espécies da FOD, indicando a existéncia de um controle ambiental no
investimento em defesas; sendo assim (3) plantas de ambientes distintos
desenvolvem diferentes sindromes de defesas; (4) espécies estreitamente
relacionadas apresentam diferencas na expressdao da herbivoria e dos
mecanismos de defesas (estruturais e quimicos) entre os ambientes em funcéo
de diferencas nos fatores ambientais, fazendo com que as espécies tenham
diferentes respostas fisiolégicas e metabdlicas, indicando maior influéncia do

ambiente que da filogenia.

3.2. Material e Métodos

3.2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em duas formacdes vegetacionais de Mata
Atlantica no Estado do Rio de Janeiro com diferentes condi¢cdes
edafocliméticas, compreendendo uma floresta de Mata de Atlantica Umida,
representada pela Floresta Ombréfila Densa (FOD) na Reserva Bioldgica
(ReBio) Unido (22°27°30”S e 42°02’15”0) em Rio das Ostras; e uma formacgéo
arbustivo-arbéreo xérica associada a Mata Atlantica, representada pela Mata
de Restinga (REST) na Reserva Particular do patriménio Natural (RPPN)
Caruara, localizada entre as lagoas de Grussai e Iquipari (21°44’S; 41°02°0)
em S&o Joéo da Barra.

Na regido da ReBio Unido predomina o clima tropical umido, com
temperatura média anual de 24°C, pluviosidade em torno de 2200 mm/ano,
sendo grande parte das chuvas concentradas entre os meses de outubro e
abril (Nascimento et al., 2011). De acordo com RADAMBRASIL (1983), o clima
da regido da RPPN Caruara é tropical subumido a semi-arido, com

pluviosidade média anual variando de 800 a 1.200mm, apresentando as
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maiores precipitacdes durante os meses de verao, e as menores nos meses de

inverno (vide capitulo 2, para maiores detalhes das areas de estudo).

3.2.2 Selecdo das espécies e amostragem de folhas

Para o estudo foram selecionados dez pares congenéricos de plantas
coocorrentes nas duas comunidades (Fig. 3.1). Cinco individuos arbustivo-
arboreo (entre 3 e 10m) de cada espécie foram marcados, totalizando 100
individuos amostrados nas duas areas. A selecdo dos pares congenéricos foi
feita previamente partir da listagem floristica existente de Assumpcdo &
Nascimento (2000) para a REST,; e de Rodrigues (2004) para a FOD. A
sequéncia dos géneros em graficos e tabelas segue de acordo com a ordem

filogenética dos pares congenéricos estudadas (Fig. 3.1).

Guapira pernambucensis
Guapira opposita

Miconia cinnamomifolia
Miconia sp.

Eugenia astringens

O TN R ST i

Eugenia excelsa

1.2 Tapirira guianensis
4|:2 Cupania emarginata
1 Cupania oblongifolia

— Byrsonima sericea

Inga laurina

— |pa =
%]

Inga edulis

2 Cecropia latiloba
{ Cecropia pachystachya

2 Ficus tomentella
{ Ficus sp.

| 2 Annona acuftiflora

| 1 Annona dolabripetala

Figura 3. 1. Relagdes filogenéticas das espécies amostradas na Floresta Ombréfila Densa (1) e

Mata de Restinga (2). Cada género percente a uma familia: Guapira (Nyctaginaceae), Miconia

(Melastomataceae), Eugenia (Myrtaceae), Tapirira (Anacardiaceae), Cupania (Sapindaceae),

Byrsonima (Malpighiaceae), Inga (Fabaceae), Cecropia (Urticaceae), Ficus (Moraceae), Annona

(Annonaceae).
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Em torno de 80g de folhas maduras foram coletadas de cada um dos
100 individuos marcados na FOD e REST, sendo as coletas realizadas em
mai/2013 (final da estacdo chuvosa), set/ 2013 (final da estacdo seca) para
analise da herbivoria e qualidade foliar, e em jan/ 2015 (meado da estacdo
chuvosa) e agos/2015 (meado da estacdo seca) somente para andlise da
herbivoria. Nos casos de espécies com folhas grandes (area foliar > 100cm?)
como as do género Crecopia, foram coletadas somente 10 folhas por planta.
Como folhas maduras foram consideradas aquelas totalmente expandidas, de
coloracdo verde escura, dispostas abaixo da quarta folha contando do apice
para a base do ramo (Nascimento & Proctor, 2001; Nascimento et al., 2011).
Em caso de folha composta, o foliolo foi considerado como folha (unidade
amostral). Para as andlises de fendis totais, extratos brutos foram preparados a
partir de coletas de em torno 300g de folhas verdes (peso Umido) ndo atacadas
de cada espécie nos dois tipos florestais (FOD e REST), totalizando 20

extratos.

3.2.3 Medicdo da  herbivoria, é&rea foliar (AF) e defesas

morfologicas/estruturais

De cada individuo amostrado, 20 folhas foram sorteadas para analise da
herbivoria, area foliar, MFA e densidade de tricomas. A area foliar perdida por
herbivoria foi medida por meio da obtencdo de imagens utilizando uma camera
digital (Sony Cyber-shot) com resolucdo de 1600 x 1200 a uma distancia
padréo de 30 cm. Foi utilizada uma placa fina de vidro transparente para deixar
as superficies foliares totalmente estendidas, obedecendo aos critérios
utilizados por Paul et al. (2012). As imagens foram analisadas utilizando-se o
programa ImageJ (Rasband, 2006), sendo este método considerado preciso
(Paul et al., 2012). Cada imagem foi processada a partir da conversdo binaria
(preto/branco), onde para a calibragdo da distancia foi utilizado a escala em
centimetros. Assim, foi determinado o nimero de pixels presentes em cada
centimetro (cm), sendo este valor extrapolado para a area total foliar (AF)
analisada (cm?) e por seguinte calculada a &rea foliar perdida por herbivoria
(cm?) (Silva et al., 2012). A perda de area foliar por herbivoira foi definida como

a porcentagem de dano em um momento no tempo. Os buracos e as partes
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foliares em falta foram considerados como sendo devidos a herbivoria. Em
casos de danos nas extremidades dos tecidos foliares, contornos das folhas
foram redesenhados utilizando ferramentas de desenho do préprio software
(Fig. 3.2).

A porcentagem de herbivoria para cada folha foi determinada por meio
da divisdo da area consumida pela area total da folha (cm?) multiplicado por
cem, e em seguida foi calculada a média da herbivoria por planta e a média
geral para cada espécie (Aide, 1993; Paul et al., 2012; Silva et al., 2012; Silva
et al., 2015). Nos calculos de herbivoria foliar foram considerados somente
danos provocados por insetos herbivoros mastigadores e raspadores de folhas
(e.g. Lepidoptera na forma imatura, Coleoptera, Orthoptera e Phasmatodea).

. T e = 5
a) 3 Wi = b) lge Process Analyze Pugins Window Help C)
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Figura 3. 2. Medicéo da herbivoria foliar por meio do software ImageJ com a imagem original

ge Process Ananze Plugns Window Help h
s allole] [selainlal”] |>=]
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(a) processada a partir da conversado binaria (b) e posteriormente o redesenho das folhas
utilizando ferramentas de desenho do proprio software (c).

A partir das marcas evidentes do consumo do tecido foliar foi possivel
identificar as guildas de herbivoros associados as espécies estudadas, como
mastigador, raspador, galhador e minador. As observacdes quanto ao habito
alimentar foram feitas por meio de vistorias nas folhas e ramos das plantas
coletadas e ainda nas plantas com auxilio de um binéculo quando possivel, e
também por meio de andlises das fotografias das folhas. Para a identificacéo
das guildas de herbivoros nos tecidos foliares a partir dos danos registrados,
foram considerados somente danos recentes pelo fato da perda de tecido foliar
por herbivoria ser facilmente confundida com outros tipos de danos como
doencas por fungos e bactérias, que com o passar o tempo, o tecido foliar

danificado também €& perdido. Marcas de insetos mastigadores foram
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consideradas quando parte da area foliar foi perdida, seja na borda ou interior
da folha (Fig. 3.3a). Marcas de insetos raspadores foram consideradas quando
foi removida apenas a parte superior da epiderme foliar (Fig. 3.3b). Galhas
foram consideradas quando verificada a presenca de tumores de diferentes
formas, sendo estes geralmente provocados por insetos (Fig. 3.3c). Marcas de
minadores foram consideradas quando verificada a presenca de tdneis,

manchas ou vesiculas, mas a epiderme permaneceu intacta (Fig. 3.3d).

Figura 3. 3. Guilda de insetos herbivoros mastigadores (A, D), raspadores (B), galhadores (C) e
minadores (D) a partir do registro do dano ou a observagao da alimentagéo do inseto durante o

estudo.
As folhas depois de secas foram pesadas para obtengdo da massa seca

em uma balanca de 03 casas decimais. A massa seca por unidade de area

(MFA) foi calculada por meio da razéo entre a massa seca e a area foliar (g m’
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%), obtida a patir da fotografia das folhas (Witkowski & Lamont, 1991), sendo
uma medida indireta da esclerofilia foliar (Gongalves-Alvim et al., 2010).

A cobertura de tricomas na superficie adaxial e abaxial da folha foi
determinada com o auxilio de uma lupa (40x) em quatro campos tomados ao
acaso (Gilardon et al., 2001). Foi considerada a estimativa visual da area foliar
ocupada pelos tricomas, sendo categorizadas em cinco classes de
porcentagem de cobertura: glabra (0%; Fig. 3.4a), rara (1-10%; Fig. 3.4b),
frequente (11-50%; Fig. 3.4c), densa (51-70%; Fig. 3.4d), muito densa (> 70%;
Fig. 3.4e).

Legenda:

a= glabra (0%)

b= rara (1-10%)

c= frequente (11-50%)

d=densa (51-70%)

e= muito densa (> 70%)

Figura 3. 4. Exemplos das cinco classes de cobertura de tricomas (glabra, rara, frequente, densa
e muito densa) observadas nos tecidos foliares de pares congenéricos estudados na Floresta

Ombrdfila Densa e Mata de Restinga.
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3.2.4 Teor de 4gua e analises quimicas das folhas

As folhas coletadas de cada individuo foram separadas dos ramos,
acondicionadas em um isopor com gelo e pesadas ainda no campo com auxilio
de uma balanca semi-analitica com preciséo de trés casas decimais. Depois de
pesadas, as folhas foram levadas para o laboratorio e deixadas em estufa de
circulacdo a 40°C até atingir o peso constante. A porcentagem do teor de 4gua
(TA) foi obtida pela diferenca entre o peso seco e 0 peso inicial (Umido)
multiplicado por 100 (Allen, 1989).

Para as analises quimicas de nutrientes foram utilizadas somente folhas
intactas. As folhas depois de secas foram trituradas em moinho de facas e
homogeneizadas no graal e pistilo. As determinacfes de carbono organico (C)
e nitrogénio total (N) foram realizadas por meio de um auto-analisador de
CHNS/O (Perkin Elmer 2400) utilizando-se aliquotas de 2 a 4 mg de sub-
amostras do material vegetal, sendo pesadas em uma balan¢ca com preciséo
de 6 casas decimais. Para a extracdo dos macronutrientes fosforo (P), calcio
(Ca) e magnésio (Mg), sub-amostras de 0,20 g (massa seca) foram transferidas
para tubos de digestdo e receberam, cada uma, 4,4 mL de uma solucdo
digestora preparada com a mistura de &cido sulfdrico concentrado (350 mL),
agua oxigenada 100 volumes (420 mL), selénio metalico (0,42 g) e sulfato de
litio monohidratado (14 g) (Allen, 1989). Posteriormente, as amostras foram
digeridas em blocos digestores a 320° C, por cerca de 5 h. Os extratos assim
obtidos foram filtrados em filtro Whattman n° 44 e diluidos com agua destilada
até atingirem o volume de 100 mL. Nestes extratos, os elementos foram
determinados em espectrofotometria de emissdo por plasma induzido
(ICP/AES-Varian).

As porcentagens de recuperacao de nutrientes no padréo internacional
de folhas de macd (Apple Leaves Standard Reference Material 1515), do
Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia do Departamento de Comércio dos
EUA, foram calculadas para validar os procedimentos analiticos. As
porcentagens de recuperacao de nutrientes no padrao internacional de maca
foram de: N (96%), P (84%), Ca (86%) e Mg (87%), validando as analises de
nutrientes das amostras (Tab. 3.1). As analises de nutrientes foram realizadas

no Laboratério de Ciéncias Ambientais (LCA) do Centro de Biociéncias e
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Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF).

Tabela 3. 1. Porcentagem de recuperagéo de nutrientes no padrao internacional de folhas de
maca (Apple Leaves Standard Reference Material 1515).

Concentracédo Concentracédo Recuperacédo

Nutrientes certificada recuperada de nutrientes
(% de massa seca) (%)
N 2,25 215 96
P 0,16 0,13 84
Ca 1,53 1,31 86
Mg 0,27 0,24 87

Para as andlises de fendis totais, os extratos brutos (n=20) foram
preparados da seguinte forma: as folhas por espécie foram secas, moidas e
posteriormente foi submetidas a maceragao a frio, em temperatura ambiente,
utilizando o sistema MeOH / H,O (9:1) como solvente, por quatro semanas. A
solugcéo obtida foi destilada a pressao reduzida em evaporador rotativo para
concentracdo da mesma, obtendo-se assim o0s extratos brutos. Os extratos
foram transferidos para frascos previamente pesados, e mantidos em capela de
exaustdo por, no minimo, 48h para a eliminacdo do solvente restante. Esse
procedimento forneceu o extrato bruto de cada espécie.

A determinacado de fendis totais presentes nos extratos foi obtida a partir
da espectroscopia no ultravioleta (UV), utilizando-se o reagente Folin-Ciocalteu.
Uma massa de 20 mg de cada extrato, pesadas em balanca com preciséao de 6
casas decimais, foram colocados em bal@o volumétrico de 10 mL e dissolvidos
em MeOH até o volume constante, constituida assim, a “solugao-mae” estoque.
A partir desta, uma aliguota de 100uL foi transferida para outro baldo
volumétrico e agitada com 500 uL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de
agua destilada. Depois de 2 min, 2 mL de Na,CO3; a 15% foram adicionados a
cada mistura e agitados por 30 segundos. Por seguinte, as solucdes tiveram
seus volumes acertados com agua destiladas para 10 mL. Apos 2h de reagéo,
as absorbancias das amostras foram medidas em triplicatas a 750 nm (Fig.
3.5), tendo como “branco” de metanol e os demais reagentes utilizados nas

amostras.
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A determinacdo do teor de fendis totais foi feita por interpolacdo da
absorbancia das amostras contra a curva de calibracdo, obtida por meio da
curva padréo do &cido galico em concentracdes de 2,5 a 60 pg/mL (Anexo 1),
sendo os resultados expressos como mg de EAG (equivalentes de &acido
galico) por g de extrato. Na preparacdo dos padrdoes foram utilizados os
mesmos reagentes. O reativo de Folin-Ciocalteau, quando na presenca de
compostos fendlicos, muda sua coloracdo de amarela para azul e a intensidade
da coloracédo azul é maior quanto maior a quantidade de compostos fendlicos
na solucdo. As analises de fendis totais foram realizadas no Laboratorio de
Ciéncias Quimicas (LCQUI) do Centro de Ciéncia e Tecnologia (CCT) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

Amostras 20 mg | — { Aliqucta de 100 pl
MeOH
Reacdo

Reagente de Agua destilada

Folin-Ciocalteu {

500 pL 6 mL
1 min
. Agitagdo por .
Medicioda | ApbsZh | VO'“mquaCE”ado 3s | 2mLda solucdo
absorbancia (750 nm) para H”(; e de NA,CO; 15%
2

Figura 3. 5. Metodologia para determinacéo das absorbancias das amostras.

3.2.5 Analises de dados
As variaveis que na analise de residuos foram detectados problemas de
normalidade e homocedasticidade de variancias sofreram transformacdes em

arco seno (herbivoria, N, TA) e logaritmica (AF, Ca, P, Mg, C/N, C/P, N/P e FT).
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Somente os valores de C e MFA néo foram transformados por terem atendido
as premissas de normalidade e homogeneidade das variancias. Anova fatorial,
a partir do modelo GLM (general linear models), foi utilizada para as analises
de herbivoria e atributos foliares, visando testar os efeitos dos géneros e do
tipo ambiental (espécie da FOD x espécies da REST). Nesta analise, o género
é tratado como fator aleatério e o tipo ambiental como fator fixo, garantindo que
as espécies e ndo os individuos fossem tratados como unidade amostral. Este
tipo de analise tem sido muito utilizado em outros estudos de pares
congenéricos (Hoffmann & Franco 2003; Hoffmann et al., 2005; Rossatto et al.,
2009; Rossatto et al., 2013), possibilitando uma viséo filogenética dos dados.
Quando ocorre um efeito apenas do tipo ambiental ha um indicativo de que os
fatores ambientais estdo atuando nas diferencas observadas dos pares
congenéricos entre as areas. Todavia, quando ha um efeito apenas de género
indica uma maior relacdo filogenética. Quando ha interacdo entre tipo
ambiental e género indica a existéncia de efeito dos dois fatores nas diferencgas
observadas e esta comparacédo € realizada par a par como se fosse um teste t
pareado (Hoffmann et al., 2004; Rossatto et al., 2009; Rossatto et al., 2013).
Para verificar se a variacdo dos dados pode ser atribuida a diferencas entre
géneros ou diferencas entre os tipos ambientais, foram calculados os valores
de r? parciais para cada variavel a partir da ANOVA fatorial, onde > = SSiator /
SSiota. O SStator € @ Soma dos quadrados de um fator (tipo ambiental ou género)
e SSiotal € @ Soma total dos quadrados (Rosenthal & Rosnow, 1985; Rossatto et
al., 2013).

As relacdes entre os valores de herbivoria e demais atributos foliares
foram realizadas por meio de uma regressao linear simples e do coeficiente de
correlacdo de Pearson, utilizando a média dos valores para cada espécie
amostrada em maio e setembro de 2013. Com excecdo da herbivoria, as
demais varidveis foram submetidas a Andalise de Componentes Principais
(ACP). Posteriormente, as escores das espécies nos eixos 1 e 2 da ACP, os
quais representaram seu “nicho biogeoquimico” (Pefiuelas et al., 2010;
Pefiuelas et al., 2013) foram correlacionadas com os valores de herbivoria de
cada espécie. Todas as analises supracitadas foram feitas no software
Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004), sendo adotado o nivel de significancia a 5 %.

Nas analises dos dados da ACP foram utilizadas somente as variaveis de
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nutrientes e ndo detectados altas colinearidades entre as variaveis
independentes. Os dados de fenois totais ndo foram utilizados na ANOVA
fatorial, visto que as andlises foram feitas por espécie, ndo havendo réplicas
por individuo. Assim, para as comparacdes de fendis totais entre as areas, o
teste T de Student foi empregado. O programa Phylocom foi utilizado para a
construcdo da éarvore filogenética, a qual incluiu os 10 pares congenéricos
amostrados nos dois ambientes (FOD e REST) (Fig. 3.1).

3.3 Resultados

3.3.1 Herbivoria foliar

A herbivoria foliar foi variavel nos dois ambientes (FOD e REST),
havendo efeito do tipo de ambiente, sendo a média geral das espécies da FOD
(7,2 % + 0,24) significativamente maior (Anova fatorial, p= 0,04) do que a média
geral das espécies da REST (3,2 + 0,87) (Tab. 3.6). Cerca de 60% das
espécies da FOD e apenas 20 % das espécies da REST apresentaram
herbivoria = 5%, sendo o valor de 5% referente a média geral de herbivoria
observada no presente estudo (Fig. 3.6). Nao houve efeito do género (p= 0,36),
mas houve efeito da interacdo tipo ambiental x género (p<0,0001), sendo os
valores de herbivoria dos pares congenéricos coocorrentes nas duas areas
similares (n=3) ou maiores (n= 6) para 0s géneros amostrados na FOD, exceto
para Eugenia, que apresentou maiores porcentagens de herbivoria na REST
que na FOD (Fig. 3.6; Tab. 3.6).). Casos de individuos com valores extremos
de perda de area foliar por herbivoria (> 25%) foram raros (menos de 5% dos
individuos) em todas as amostragens realizadas nos dois tipos ambientais (Fig.
3.7), indicando que os valores de herbivoria ndo foram subestimados pelo

método pontual utilizado.
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Figura 3. 6. Média geral da herbivoria foliar (%) dos pares congenéricos estudados. O

asterisco indica diferenca entre espécies de um mesmo género. Ndo houve diferencas entre

0s géneros. As barras verticais indicam o desvio padrdo. A linha tracejada corresponde a

média geral das duas areas igual a 5% (4= Floresta Ombréfila Densa,

fatorial, p<0,05. N=5.
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Figura 3. 7. Variagdo na herbivoria foliar (%) dos tipos funcionais amostrados na Floresta

Ombréfila Densa (FOD) e Mata de Restinga (REST) em maio e setembro de 2013, e janeiro e
agosto de 2015. SD= sem de dano. N=50.
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A partir de registros dos tipos de danos por herbivoria, verificou-se que
danos por insetos mastigadores de folhas foram observados em todos os pares
congenéricos da FOD e REST. Danos provocados por insetos raspadores e
minadores foram mais observados na FOD, enquanto na REST foram os
galhadores (Tab. 3.2). De modo geral, os géneros da FOD apresentaram maior
quantidade de registros de diferentes tipos de herbivoria (Tab. 3.2) do que seus
respectivos pares congenéricos da REST. Todavia, os géneros Annona e
Cecropia apresentaram 0os mesmos tipos de dano por herbivoros em ambos os

ambientes.

Tabela 3. 2. Guilda de herbivoros por meio do registro do tipo de dano foliar por herbivoria
provocado por insetos em folhas dos pares congenéricos amostrados na Floresta Ombrdfila

Densa (FOD) em maio e setembro de 2013, e janeiro e agosto de 2015. N=5.

Géneros FOD REST

Annona mastigadores e raspadores mastigadores e raspadores

Ficus mastigadores, minadores e raspadores mastigadores, raspadores
Cecropia galhadores, mastigadores, minadores e raspadores  galhadores, mastigadores, minadores e raspadores
Inga mastigadores e raspadores galhadores, mastigadores e raspadores
Byrsonima mastigadores, minadores e raspadores mastigadores

Cupania mastigadores, minadores e raspadores mastigadores

Tapinira mastigadores, raspadores mastigadores

Eugenia mastigadores e raspadores galhadores, mastigadores,
Miconia mastigadores, minadores e raspadores mastigadores

Guapira galhadores, mastigadores e minadores galhadores e mastigadores

3.3.2 Tricomas foliares

A cobertura de tricomas nos tecidos foliares variou entre os géneros do
mesmo ambiente. Cerca de 70% das espécies da FOD e 60% das espécies da
REST apresentaram tricomas foliares, sendo observados em maior quantidade
na face abaxial do limbo. Com relacdo aos pares congenéricos amostrados nos
dois tipos ambientais (FOD e REST), houve a presenca ou maior cobertura de
tricomas para 0s géneros Annona, Inga e Miconia da FOD do que seus
respectivos pares congenéricos da REST. Entretanto, sO0 foi observado
tricomas para Ficus da REST e Cecropia desta mesma &rea apresentou
tecidos foliares mais densamente recobertos por tricomas comparativamente a

Cecropia da FOD. Os demais pares congeneéricos ndo apresentaram tricomas
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foliares ou a cobertura deles foi similar em ambos os tipos ambientais (Tab.
3.3).

Tabela 3. 3. Cobertura de tricomas foliares dos pares congenéricos amostrados na Floresta
Ombroéfila Densa (FOD) e restinga (REST). 0= glabra; 1= rara (até 20%), 2= frequente (21-
50%), 3= densa (51-70%) e 4= muito densa (> 70%). N=5.

Géneros FOD REST
AD AB AD AB

Annona 1 3 0 0
Ficus 0 0 1 1
Cecropia 0 1 2 3
Inga 1 2 0 0
Eyrsonima 1 4 1 4
Cupania 0 1 0 1
Tapirira 0 1 0 1
Eugenia 0 0 0 0
Miconia 0 4 0 1
Guapira 0 0 0 0

3.3.3 Analises quantitativas da qualidade foliar

No geral, houve efeito do tipo ambiental para a maioria dos parametros
foliares analisados, onde folhas das espécies da FOD apresentaram maior
concentracdo de N, razbes C/P, N/P, AF e TA do que as espécies da REST.
Espécies da REST tiveram folhas com maiores valores médios de C/N, P e
MFA do que as espécies da FOD. Atributos como C, Ca e Mg, apresentaram
valores médios similares entre FOD e REST, visto que ndo houve efeito do tipo
ambiental (Tab. 3.6). Houve efeito do género somente para as variaveis N, Mg,
C/P e AF (Tab. 3.6), e em todos os atributos estudados houve efeito da
interacdo tipo ambiental x género (p<0,01).

Para a variavel C, foi observado efeito apenas para a interagéo tipo
ambiental x género e revelou que ndao houve um padrao definido, com quatro
géneros da FOD apresentando maiores concentracbes de C do que seus
respectivos pares congenéricos da REST, dois géneros nao diferindo
estatisticamente entre FOD e REST, e quatro géneros com maiores valores de
C para a REST (Fig. 3.8a).
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Para a concentragcdo de N, Cecropia e Inga foram os géneros que
apresentaram maiores concentracdes deste elemento, enquanto que Eugenia,
Tapirira e Byrsonima, e apresentaram oS menores valores. Sete géneros da
FOD (Ficus, Inga, Cupania, Tapirira, Eugenia, Miconia e Guapira)
apresentaram maiores concentracdes de N do que seus respectivos pares
congenéricos da REST, dois apresentaram valores similares entre FOD e
REST e apenas Annona apresentou maiores valores de N para os individuos
da REST (Fig. 3.8b).

Nas andlises da razdo C/N, os géneros Eugenia e Tapirira apresentaram
0s maiores valores, diferindo estatisticamente entre si, e Cecropia, Inga e
Guapira apresentaram os menores. Com relacdo aos pares congenéricos, sete
géneros da REST (Ficus, Inga, Cupania, Tapirira, Eugenia, Miconia e Guapira)
apresentaram maior razdo C/N do gue seus respectivos pares congenéricos da
FOD, dois géneros apresentaram valores similares entre FOD e REST e
apenas Annona apresentou maiores valores de C/N para os individuos da FOD
(Fig. 3.8¢).

A partir de comparacfes dos valores de Ca, o efeito observado apenas
para a interacao tipo ambiental x género apontou que seis géneros da REST
(Annona, Inga, Byrsonima, Tapirira, Eugenia e Guapira) apresentaram maiores
concentracfes de Ca do que 0s seus respectivos pares congenéricos da FOD,
trés géneros da FOD (Ficus, Cupania e Miconia) apresentaram oS maiores
valores de Ca do que o0s seus respectivos pares congenéricos da REST e
apenas um género néo diferiu entre FOD e REST (Fig. 3.8d).

Os valores de P tiveram efeito apenas para a interacao tipo ambiental x
género, revelando que as concentracdes de P dos pares congenéricos foram
similares (Cecropia, Inga, Byrsonima, Tapirira, Miconia) ou maiores para 0s
géneros da REST (Annona, Ficus, Cupania, Eugenia e Guapira) (Fig. 3.8e).

Ao comparar as concentracdes de Mg entre os géneros, foi observado
que Guapira apresentou maiores concentragdes Mg, enquanto que Inga
apresentou a menor concentragdo deste elemento. Quatro géneros da FOD
apresentaram maiores concentracfes de Mg do que seus respectivos pares
congenéricos da REST, quatro apresentaram valores similares entre FOD e
REST, exceto para Eugenia e Guapira que apresentaram maiores valores de
Mg na REST que na FOD (Fig. 3.8f).
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As analises comparativas das razdes C/P entre géneros revelaram que
Byrsonima, Tapirira e Miconia apresentaram os maiores valores, enquanto que
Cecropia e Cupania apresentaram 0s menores valores. Dos 10 pares
congenéricos amostrados, quatro géneros da FOD apresentaram maiores
concentracdes de C/P do que seus respectivos pares congenéricos da REST,
0s demais géneros coocorrentes nao diferiram significativamente entre FOD e
REST (Fig. 3.89).

Com relacdo a razado N/P, o efeito observado apenas para a interacao
tipo ambiental x género apontou que sete géneros coocorrentes nos dois tipos
funcionais apresentaram maior razdo N/P para os géneros da FOD e os demais

géneros nao diferiram significativamente entre FOD e REST (Fig 3.8h).
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A partir de comparacdes dos teores de agua dos géneros foi verificado
que Guapira apresentou maiores teores de agua, enquanto que Inga,
Byrsonima, Tapirira e Eugenia apresentaram os menores valores. Dos 10 pares
congenéricos estudados, oito apresentaram maiores teores de agua para 0s
géneros da FOD, e os géneros Tapirira € Annona, com valores de 4gua
similares (entre FOD e REST) e maiores valores para os individuos da REST,
respectivamente (Fig. 3.9a).

Para a variavel MFA, o efeito observado apenas para a interacao tipo
ambiental x género indicou que, dos 10 pares congenéricos estudados, nove
apresentaram maiores valores de MFA para os géneros da REST, néo
havendo diferencas nos valores de MFA para Annona amostrada FOD e REST
(Fig. 3.9b).

Nas anadlises de AF, Cecropia foi 0 género que apresentou maiores
valores, enquanto que Eugenia apresentou os menores valores. Oito géneros
amostrados na FOD apresentaram maior AF do que seus respectivos pares
congenéricos amostrados na REST e apenas dois géneros nao diferiram

significativamente entre FOD e REST (Cecropia e Eugenia) (Fig. 3.9c).
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Figura 3. 9. Valores médios de teor de agua, massa seca por unidade de area (MFA) e area
foliar total (AF) para os pares congenéricos estudados. O simbolo * indica diferenga entre
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A concentracao de fendis totais diferiu significativamente entre as areas
(teste T, p= 0,01) com os géneros da REST, geralmente apresentando maiores
valores que seus respectivos pares da FOD, principalmente para Ficus, Inga,
Byrsonima, Cupania, Eugenia e Miconia, 0s quais apresentaram em torno de 2
a 8 vezes mais FT para 0s seus respectivos pares congenéricos da REST. A
partir de comparacdes entre os géneros de cada &rea foi observado que,
Annona, Byrsonima e Tapirira da FOD apresentaram os maiores valores de FT
(= 18,9 mg de acido galico/g de extrato), enquanto que na REST, além de
Byrsonima e Tapirira, Ficus e Miconia também apresentaram altos valores de
FT (= 28,2 mg de acido galico/g de extrato). Ficus, Cupania, Miconia e Guapira
apresentaram os menores valores de FT na FOD (< 4,9 mg de &cido galico/g
de extrato), ao passo que Guapira foi género que apresentou o menor na REST
(4,2 mg de acido galico/g de extrato) (Tab. 3.4).

Tabela 3. 4. Valores médios das concentracbes de fendis totais expressos como mg de EAG
(equivalentes de acido galico) por g de extrato dos pares congenéricos amostrados na Floresta
Ombréfila Densa (FOD) e restinga (REST). Asterisco indica diferenca significativa, Teste T,
p=<0,05. N=10. dp= desvio padrao.

Areas estudadas

Géneros

FOD REST
Annona 19,25 13,56
Ficus 3,41 28,16
Cecropia 8,76 13,40
Inga 9,08 19,16
Byrsonima 22,93 40,83
Cupania 3,46 13,81
Tapirira 18,92 27,04
Eugenia 7,09 24,54
Miconia 4,87 29,13
Guapira 4,84 4,21
Média £ dp 10,26 + 7,32 21,38 £ 10,58*
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3.3.4 Relacéo entre os atributos foliares

Os resultados do diagrama de ordenacdo da ACP (Fig. 3.10a e b)
mostraram que para os dados dos atributos foliares dos pares congenéricos
coocorrentes na FOD e REST, o primeiro eixo representou 49,9% da variacao,
seguido do segundo eixo com 18,8%, sendo responsaveis por 68,7% da
variancia total dos dados. Os autovalores produzidos pela ACP (eixo 1= 4,5;
eixo 2= 1,7) foram mais elevados que os autovalores para o terceiro e quarto
eixo (< 1,0), os quais foram considerados menos provaveis de terem algum
significado ecoldgico.

As variaveis FT (r= 0,85), C (r= 0,84) e MFA (r= 0,74) apresentaram uma
forte correlacdo positiva e significativa com o primeiro eixo da ordenacdo,
enquanto que TA (r= -0,94) e N (r= -0,76) foram mais forte e negativamente
correlacionados com 0 mesmo eixo, seguido de AF (r=-0,63), Mg (r= -0,60) e
Ca (r=-0,47). Para o segundo eixo, a variavel P (r= 0,78) foi a que apresentou
significativamente o maior coeficiente de correlacdo, sendo negativamente
correlacionada com o referido eixo, seguida de Ca (r= 0,57), MFA (r= 0,56) e
Mg (r= 0,45) (Fig. 3.10b; Tab. 3.5).

A ACP revelou que as espécies estdo distribuidas ao longo de
gradientes, denotando a discriminacdo interespecifica. No primeiro eixo da
ACP houve a formacao de dois grupos distintos, onde o primeiro grupo contém
espécies da FOD e Annona e Cecropia da REST, estando agrupadas na parte
negativa desde eixo, principalmente devido as maiores concentracdes de N e
TA. O segundo grupo compreende principalmente as espécies da REST mais
algumas espécies da FOD, devido principalmente as maiores concentracées de
FT e C, seguido de MFA. Guapira da REST ficou localizada na parte extrema
negativa do eixo devido as maiores concentragfes de Mg e Ca (Fig. 3.10a). No
segundo eixo da ACP houve uma nitida separacdo em dois grupos, com a
maioria das espécies da REST situadas na parte positiva do eixo, devido as
maiores concentracbes de P, Ca e MFA e a maioria das espécies da FOD
situadas na parte negativa deste mesmo eixo, estando agrupadas
principalmente devido as menores concentragdes desses nutrientes. Assim, de
modo geral, as espécies da FOD apresentaram principalmente maiores
concentracbes de N, TA e espécies da REST apresentaram maiores
concentracdes de C, FT, C/N e P (Fig. 3.10b; Tab. 3.5).
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Figura 3. 10. Biplot da analise de componentes principais (ACP) dos pares congenéricos
amostrados na Floresta Ombréfila Densa (vermelho) e restinga (azul). Projecdo das espécies
(a) e das variaveis C= carbono; N= nitrogénio; Ca= Calcio; P= fosforo, Mg= magnésio, MFA=
massa seca por unidade de area; AF= area foliar TA= teor de agua e FT= fendis totais (b) em
relacdo aos eixos 1 e 2. Ann_dol= Annona dolabripeta, Ann_acu= Annona acutiflora, Fic_spp=
Ficus sp., Fic_tom= Ficus tomentella, Cec_pac= Cecropia pachystachya, Cec_lat= Cecropia
latiloba, Ing_edu= Inga edulis, Ing_lau= Inga laurina, Byr_ser= Byrsonima sericea, Cup_ obl=
Cupania oblongifolia, Cup_ema= Cupania emarginata, Tap_gui= Tapirira guianensis, Eug_exc=
Eugenia excelsa, Eug_ast= Eugenia astringens, Mic_spp= Miconia sp., Mic_cin= Miconia

cinnamonifolia, Gua_opp= Guapira opposita, Gua_per= Guapira pernambucensis. N=20.
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Tabela 3. 5. Valores dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre as variaveis relacionadas
e os autovetores das analises de componentes principais (ACP) das pares congenéricos
amostrados na Floresta Ombréfila Densa e Restinga. C= carbono; N= nitrogénio; Ca= Calcio;
P= fosforo, Mg= magnésio, MFA= massa seca por unidade de area; AF= area foliar; TA= teor

de agua e FT= fendis totais. N=20.

Auto-vetores

Atributos 1 2
C 0,84*= 0,12
M -0, 76% -0,30
Ca 047 0,57+
P -0.27 0, 78"
Mg -0,60% 0.45*
FT 0,85 0,01
MFA 0,747 0,56
AF -0.63* -0,35
TA 0,94 -0.01
Total da variancia explicada (%) 499 18,8

Dados transformados. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

A partir da correlagdo de Pearson foi verificado que nutrientes foliares
como C e N, influenciaram nos atributos de defesas das espécies estudadas,
onde as concentracdes de C foram correlacionadas positivamente com MFA (r=
0,53; p= 0,016) e fendis totais (r= 0,66; p= 0,001). O N apresentou uma
correlagcdo negativa com MFA (r= -0,63; p= 0,003) e FT (r= -0,60; p= 0,006). A
razdo C/N foi positivamente correlacionada com MFA (r= 0,66; p= 0,002) e FT
(r=0,65; p= 0,002). FT e MFA foram positivamente correlacionados entre si (r=
0,65; p=0,002) (Fig. 3.11).
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Figura 3. 11. Correlagdes significativas dos valores de MFA (g/mz) e Fendis totais (mg de

EAG/g de extrato) com as concentracdes (%) de carbono (C), N e razédo C/N (a-f), e das

concentragdes de MFA com a razdo N/P (g) e fendis totais com MFA (h). Floresta Ombrdfila

Densa (®) e Restinga (O). N=20. r= coeficiente de correlagdo de Pearson, p<0,05.
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3.3.5 Herbivoria em relacédo aos atributos foliares

Ao relacionar os valores dos autovetores das espécies estudadas do
primeiro e segundo eixo da ACP com os valores de herbivoria destas espécies
foi verificado que ndo houve correlacdo significativa tanto para o primeiro eixo
(r=-0,40; p= 0,08) quanto para o segundo eixo (r= 0,14; p= 0,56) (Fig. 3.12).
Entretanto, quando os valores de herbivoria foram relacionados com cada
atributo foliar separadamente, foi verificado que apenas os atributos N e C/N
foram correlacionados significativamente com a herbivoria, sendo positiva para
N (r= 0,46; p= 0,04) e negativa para C/N (r= - 0,45; p= 0,05) (Fig. 3.13) e um
tendéncia dos valores de herbivoria serem negativamente correlacionados com

a concentracao de fendis totais (r=-0,42; p= 0,06).

%]
(4]
M
o

® =-0,8573x + 50114 . y = 0,4516x +5,0114
22 =040p=008 £ r=0,14; p=0,56
@ @
:,_5 15 L ] ;_é 15 *
o ©
g 10 ° g 10 °
A el
e LTs) P O L ]
© @
0 o ® OO 0 o Q @0 ®
4.0 2,0 0,0 2,0 4.0 6,0 4.0 2,0 0,0 20 40 6,0
Escores do eixo 1 (nicho bioguimico) Escores do eixo 2 (nicho bioquimico)

Figura 3. 12. Regressao linear entre herbivoria foliar média (%) e os escores dos eixos 1 (a) e 2

(b) da analise de componentes principais (ACP) dos pares congenéricos de espécies
coocorrentes na Floresta Ombroéfila Densa (®) e Restinga (O). N=20. r= coeficiente de

correlagao de Pearson, p>0,05.
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Figura 3. 13. Correlacao entre herbivoria e atributos foliares dos pares congenéricos de espécies

coocorrentes na Floresta Ombroéfila Densa e Restinga (8= FOD; O= Restinga). C= carbono; N=

nitrogénio; Ca= Calcio; P= fésforo, Mg= magnésio, MFA= massa seca por unidade de area; AF=

area foliar TA= teor de 4gua e FT= fendis totais. N=20. r= coeficiente de correlagédo de Pearson,

p<0,05.
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3.3.6 Variancia da herbivoria e atributos foliares explicadas pela filogenia

e género

As variancias interespecificas das variaveis herbivoria, C/N, P, N/P e
MFA foram significativamente explicadas (r?) devido as diferencas observadas
entre os ambientes amostrados (FOD e REST), enquanto que diferencas
observadas na variancia para o Mg foram explicadas apenas pelos géneros.
Para as variaveis N, razdo C/P, AF e TA, embora tenham ocorrido diferencas
significativas tanto para o tipo ambiental quanto para o género, as variancias
destes atributos foram mais explicadas pelas diferencas observadas entre

géneros (Tab. 3.6).

Tabela 3. 6. Herbivoria e atributos foliares (média + desvio padrdo) das espécies amostradas
na Floresta Ombrdfila Densa (FOD) e Restinga (REST), seguidos dos valores de significancia
(p) e fragdo da variancia explicada (r2) pelo tipo ambiental= areas estudadas (TA) e pelo género
(G). Anova fatorial, p<0,05 (destacado em negrito). C= carbono organico; N= nitrogénio total;
Ca= calcio; P= fosforo, Mg= magnésio, MFA= massa seca por unidade de area; AF= area foliar
TA= teor de agua, C/N, C/P e N/P (razéo por peso). N=10.

Varidvel FOD REST PTF PG r’TF r°G
Herbivoria (%) 7,2 + 0,24 32+087 004 036 019 036
C (%) 446+20 455+23 043 041 003 046
N (%) 255+09 19+0,9 004 003 012 067
CIN 2025+84 201+1305 004 007 015 062
Ca (g/kg) 79+45 104+42 022 048 007 0,38
P(g/kg) 0,76 +0.3 20+23 005 036 018 042
Ma(a/kg) 423+17 39+22 027 =<0,01 001 074
CIP 6900+2478 4824+2913 0,03 004 013 059
N/P 36,5+ 147 174+896 <001 073 035 022
MFA(g/m?) 87.49+167 1546+447 <001 057 047 020
AF(cm?) 127 4 + 2287 825+2137 <001 <001 015 074
TA (%) 66,45 +5 18 585+87 <001 004 017 0,58
3.4 Discussao

Os valores médios de herbivoria foliar encontrados para as espécies
estudadas na FOD e REST variaram entre 0,2 e 20% e estdo dentro da
variacdo observada para espécies de florestas tropicais (0,09 a 30%), usando o
método pontual (Nascimento et al., 2011; Pefiuelas et al., 2013; Cardenas et
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al., 2014). Entretanto, a FOD apresentou maior herbivoria foliar média que a
REST e quando considerados 0s pares congenericos coocorrentes entre as
areas, os valores de herbivoria foliar foram em geral maiores nos géneros da
FOD. Silva e Medeiros (2005), ao analisarem a herbivoria foliar em Psidium
cattleyanum Sab. (Myrtaceae) coocorrente em FOD e REST também
encontraram maiores valores de herbivoria para os individuos da FOD
comparativamente aos da REST. Outros estudos também encontraram
diferencas nos valores de herbivoria em ambientes distintos, como por
exemplo, fitofisionomias de Cerrado, como Mata de Galeria e Cerrado Tipico,
com maiores valores de herbivoria para a Mata de Galeria (Neves et al., 2010;
Francoso et al., 2013).

Estudos afirmam que a mastigacdo é responsavel por mais de 90% da
herbivoria foliar em florestas tropicais (Adams et al., 2009; Leal et al., 2012;
Souza et al., 2013; Moctezuma et al., 2014). Apesar dos diferentes tipos de
danos por herbivoria ndo terem sido quantificados no presente estudo, danos
provocados por insetos mastigadores foram observados em folhas de todas as
espécies amostradas de ambos os tipos funcionais (FOD e REST), seguido de
danos provocados por insetos raspadores (65%), minadores (35%) e
galhadores (30%), sugerindo que o0s insetos mastigadores de folhas sejam
realmente os principais herbivoros das espécies estudadas em ambos

ambientes.

3.4.1. Espécies da FOD apresentam maiores porcentagens de herbivoria

devido a maior qualidade foliar?

A maioria das espécies da FOD apresentaram maiores concentracdes
de N, TA, AF e razdo N/P, e menores valores de MFA, fendis totais e razdo C/N
do que suas espécies congenéricas da REST, indicando maior qualidade foliar
para as espécies da FOD. Estas espécies apresentaram também maiores
porcentagens de herbivoria. O fato das espécies com maiores valores de
herbivoria apresentarem significativamente folhas com maiores concentragdes
de N, e menor razdo C/N corrobora estudos de Cornelissen e Fernandes
(2001), Meloni et al. (2012), Silva et al. (2012), Bisigato et al. (2015), Caldwell

et al. (2016) e Silva et al. (2015). E sabido que plantas com baixos valores de N
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e altos valores de C/N apresentam baixa qualidade nutricional (Lemoine et al.,
2014) e altas concentracdes de metabdlitos baseados em carbono (Awmack &
Leather, 2002; Royer et al.,, 2013). Tais caracteristicas podem afetar o
desempenho dos insetos herbivoros (Awmack & Leather, 2002), sendo em

geral, a herbivoria relacionada negativamente a razao C/N (Meloni et al., 2012).

3.4.2. Existe controle ambiental no investimento em defesas foliares?

Varios estudos tém proposto que plantas adaptadas a ambientes com
baixa disponibilidade de recursos investem mais fortemente em defesas
estruturais ricas em C gque espécies de ambientes com maior disponibilidade de
recursos (Coley et al., 1985; Fine et al., 2004; Agrawal, 2006; Endara & Coley,
2011). Este padrao foi corroborado pelo presente estudo, visto que pares
congenéricos da REST, ambiente com menor disponibilidade de recursos,
apresentaram significativamente maiores concentracdes de defesas estruturais
e guimicas como C/N, FT e MFA comparativamente aos seus respectivos
pares congenéricos da FOD, ambiente com maior disponibilidade de recursos.
Asner et al. (2014) também verificaram que florestas de terras baixas com
menor fertilidade contém elevadas concentracdes de compostos de defesas
baseados em carbono como fendis, taninos, lignina e MFA, sendo os solos de
areia branca distroficas, os que apresentaram altos niveis de defesas e
menores investimentos em nutrientes. Estudos sobre herbivoria e defesas, a
partir de transplantes reciprocos de mudas em solos argilosos e arenosos,
revelaram que o impacto da herbivoria sobre o crescimento e sobrevivéncia
das mudas foi muito mais forte na floresta de areia branca (Fine et al., 2004;
Fine et al., 2006; Fine & Mesones, 2011). Além disso, espécies adaptadas a
solos arenosos apresentaram significativamente maior investimento em
defesas totais comparativamente as espécies adaptadas a solos argilosos
(Fine et al., 2006; Fine et al., 2013). Assim, os resultados encontrados por Fine
e colaboradores indicam a existéncia de uma forte selecdo para defesas mais
eficazes na floresta de areia branca (Fine et al., 2004; Fine et al., 2006; Fine &
Mesones, 2011; Fine et al., 2013), conforme observado no presente estudo.

Espécies com menores concentracdes de N alocaram significativamente

mais C para a producao de compostos estruturais e quimicos ricos em carbono
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do que aquelas com maiores concentracdes de nitrogénio, visto que a razao
C/N foi positivamente correlacionada com MFA e fendis totais. Padréo similar
foi observado no estudo realizado ao longo de um gradiente de fertilidade em
solos do cerrado, onde foi verificado que a disponibilidade de nutrientes para
Qualea parviflora Mart. (Vochysiaceae) determinou a producdo de metabdlitos
especiais nesta espécie, pelo fato de que a porcentagem de taninos foi
positivamente correlacionada com a razdo C/N, indicando que mais C pode ser
redirecionado para a producdo de compostos fendlicos, como tanino
(Gongalves-Alvim et al., 2010).

Plantas de restinga crescem em solos mais pobres em nutrientes
comparativamente as plantas que crescem em solos mais ricos de Florestas
Ombroéfila Densa (Moraes & Domingos, 1997; Assis et al.,, 2011), sendo
portanto, as plantas de restingas conhecidas por apresentarem baixa qualidade
nutricional do que plantas da FOD (Moraes & Domingos, 1997). Assim, o
investimento na reposigcdo de tecidos perdidos por herbivoria deve ser
altamente custoso para as plantas que crescem em solos pobres em
nutrientes, indicando a evolucdo de estratégias de eficiéncia de uso de
nutrientes (Funk & Vitousek, 2007) e defesas mais eficaz neste tipo de solo
(Fine et al., 2006, Fine et al., 2011, Silva & Batalha, 2011).

3.4.3 Plantas de ambientes diferentes desenvolvem diferentes sindromes

de defesas?

A existéncia de sindromes de defesas tem sido abordada em varios
estudos (Kursar & Coley 2003; Boege & Marquis, 2005; Agrawal & Fishbein,
2006; Silva & Batalha, 2011), onde a associacdo com interacdes ecoldgicas
especificas pode resultar em convergéncia em conjuntos de caracteristicas
defensivas que covariam (Agrawal, 2006; Agrawal & Fishbein, 2006). Algumas
plantas sdo muito atacadas por apresentarem mecanismos de escape ou
defesa imperfeitos. Todavia, as plantas séo capazes de recuperarem os tecidos
perdidos por herbivoria, sendo estas caracteristicas conhecidas como
“sindrome de tolerancia” (Marquis, 2012). Apesar das caracteristicas de escape
nao terem sido mensuradas no presente estudo, o primeiro grupo de plantas da

ACP1 apresentou caracteristicas que sugerem a “sindrome de tolerancia” por
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apresentarem altas concentracbes de N e teor de &gua, e baixas
concentracOes de defesas (Agrawal & Fishbein, 2006; Silva & Batalha, 2011),
sendo este grupo composto majoritariamente por espécies da FOD, ambiente
com maior disponibilidade de recursos, conforme proposto por Agrawal &
Fishbein (2006). Cabe ressaltar que a herbivoria foi positivamente
correlacionada com a concentragdo de N e negativamente correlacionada com
C/N, sugerindo que o primeiro grupo apresenta maior tolerancia a herbivoria
gue os demais grupos. A sindrome de tolerancia também foi observada para o
quarto grupo, por apresentar maior concentragdo de Mg e Ca e menores
concentracfes de defesas, sendo representada apenas por Guapira da REST.
O terceiro grupo correspondeu a sindrome de “baixa qualidade nutricional”,
com plantas apresentando alta razdo C/N, juntamente com altas concentracdes
de defesas e baixo teor de &gua e nutrientes, sendo representadas
principlamente pelas espécies da REST. Tais caracteristicas s&o pouco
atrativas para os insetos herbivoros devido as barreiras mecéanicas, quimicas e
com pouca recompensa para eles (Agrawal e Fishbein, 2006; Silva & Batalha,
2011). Vale ressaltar que espécies com alta razdo C/N foram menos atacadas
por insetos herbivoros. O segundo grupo apresentou concentracdes
intermediarias de caracteristicas nutricionais e defensivas, sugerindo uma

combinacédo equilibrada de qualidade nutricional com defesas.

3.4.4. Diferengas na expressdo da herbivoria e qualidade foliar estéo

relacionadas ao ambiente ou filogenia?

A variacao interespecifica dos valores de herbivoria, C/N, N/P e MFA
pode ser atribuida significativamente as diferencas observadas entre os tipos
funcionais. Tais resultados sugerem que as diferencas nos parametros
mencionados entre FOD e REST evoluiram em resposta as diferentes
pressdes seletivas as quais as espécies foram submetidas em seus
respectivos ambientes. Os parametros de qualidade foliar podem ter sido
selecionados por fatores abidticos, os quais incluem luz, nutrientes e agua que
diferem entre FOD e REST, conforme observado em outros estudos (Rossatto
et al., 2009, Silva & Batalha, 2011; Rossatto et al., 2013). Estes parametros de

qualidade foliar podem ter contribuido também como uma vantagem adaptativa
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das espécies da FOD e da REST na presséo por herbivoria, onde espécies da
FOD, que apresentaram maiores porcentagens de herbivoria e N/P, estdo mais
adaptadas a tolerar a herbivoria, enquanto que as espécies da REST, que
apresentaram menores valores de herbivoria e maiores valores de MFA, razéo
C/N e FT, estdo mais adaptadas a se defenderem dos insetos herbivoros,
conforme sugerido em varios estudos (Coley et al., 1985; Fine et al., 2004;
Agrawal, 2006; Fine et al., 2006; Endara & Coley, 2011; Fine & Mesones, 2011,
Fine et al., 2013). Vale destacar que foram observados diferentes sindromes de
defesas nas FOD e REST.

Nos estudos de Silva e Batalha (2011) ndo foram encontrados sinal
filogenéticos nos atributos foliares analisados e a filogenia ndo determinou o
conjunto de caracteristicas entre as espécies no cerrado. Apesar das analises
de sinal filogenético ndo terem sido medidas no presente estudo, os resultados
observados para Mg sugerem um efeito apenas da filogenia, com a filogenia
explicando as diferencas interespecificas observadas, indicando um forte
conservadorismo filogenético. O efeito do sinal filogenético para Mg também foi
observado nos estudos de Marquis et al. (2012), ao testar a hipotese de que
as espécies arboreas de baixas latitudes sdo mais defendidas do que em alta
das latitudes. Outros estudos também verificaram que filogenia teve um efeito
mais forte do que o tipo ambiental na determinacao do intervalo de variagcdo em
varias caracteristicas relacionadas ao equilibrio de agua e nutrientes foliar,
sugerindo que tais caracteristicas operam independentemente das respostas
das comunidades aos filtros ambientais como caracteristicas dos solos, grau de
elevacdo do relevo e clima (Rossatto et al., 2009; Rossatto et al., 2013; Asner
et al., (2014). Neste sentido, a variacao nos valores de Mg entre as espécies da
FOD e REST parece ser um produto da histéria evolutiva de cada género e ndo
o resultado de uma especializagcdo ambiental, como também sugerido Rossatto
et al., (2009) ao estudar caracteristicas estomaticas de pares congenéricos de
cerrado e mata de galeria.

Género e tipo ambiental explicaram as variagfes interespecificas para N,
C/P, AF e TA, sugerindo que embora possa haver um forte conservadorismo
filogenético, os ambientes (FOD e REST) impdem diferentes pressdes seletivas
sobre as caracteristicas que influnciam os parametros analisados. Entre as

espécies coocorrentes nas duas areas (FOD e REST), Byrsonima sericea e
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Tapirira guianensis, foi observado que a herbivoria foi semelhante (B. sericea)
ou diferiu significativamente entre as areas (T. guianensis), sendo maior para
os individuos da FOD. O ambiente de REST pode impor forte pressao para a
selecdo de espécies com um conjunto de atributos foliares que contribuem
para uma economia de agua em relacdo ao C por exemplo, devido a menor
disponibilidade de &gua e nutrientes no solo (Moraes & Domingos, 1997; Assis
et al., 2011; Thomaazi et al., 2013). Todavia, a FOD pode permitir menor nimero
de espécies que usam a agua de maneira eficiente, devido as melhores
condicbes climatica, de nutrientes e agua no solo, conforme também ja
mencionado por Rossatto et al. (2013) ao analisarem a variagéo do & **C entre

espécies de floresta e cerrado.
35 Conclusdes

Em sintese, os resultados indicam que as médias de herbivoria foliar
encontradas para as espécies da FOD e REST estdo dentro da variacdo
observada para espécies arboreas de florestas tropicais. A partir das hipéteses
formuladas, foram observados: 1) ocorréncia de diferenga na herbivoria entre
FOD e REST, com as espécies da FOD apresentando maiores valores de
herbivoria em funcdo da melhor qualidade foliar comparativamente as espécies
da REST, corroborando a hipotese testada; 2) espécies da REST investem
fortemente em defesas estruturais e quimicas, corroborando a hip6tese de que
o ambiente influencia na expressdo das defesas; 3) plantas de ambientes
distintos desenvolveram diferentes sindromes de defesas (“sindromes de
tolerancia” e “sindrome de baixa qualidade nutricional”), corroborando
parcialmente a hip6tese, visto que um grupo da FOD apresentou
caracteristicas intermediérias entre sindrome de tolerancia” e “sindrome de
baixa qualidade nutricional”; e 4) que o ambiente e néo a filogenia explicou
mais a variacdo interespecifica entre pares congenéricos de espécies,
corroborando a hipotese formulada, visto que para maioria dos tragos

funcionais mais variancia foi explicada pelo ambiente do que pela filogenia.
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CAPITULO V. PERFIL ECOMETABOLOMICO DE PARES CONGENERICOS DE PLANTAS
DE DOIS AMBIENTES EDAFICAMENTE DISTINTOS DA MATA ATLANTICA

4.1 Introducdo

A metabolémica é um termo empregado para designar um conjunto de
dados qualitativos e/ou quantitativos sobre todos os metabdlitos produzidos ou
modificados (metaboloma ou perfil bioquimico) de uma determinada matriz de
origem biolégica (Villas Bbéas & Gombert, 2006; Funari et al., 2013). Esta
técnica fornece resposta em nivel metabdlico em circunstancias ambientais
particulares (Sardans et al., 2011), sendo muito utilizada em estudos
ecologicos e genéticos, envolvendo o entendimento das respostas dos
organismos ao estresse induzidos por agentes abibticos (luz, temperatura,
umidade, etc.), bidticos (patégenos, herbivoros, etc.) e quimicos (farmacos e
agroquimicos) (Bundy et al., 2009; Sardans et al., 2011; 2013; Brunetti et al.,
2013; Rivas-Ubach et al., 2016). Neste sentido, a possibilidade da utilizagdo de
técnicas metaboldbmicas em estudos ecolégicos e ecofisiolégicos (também
conhecido como Ecometabolémica) tém contribuido para o avanco do
conhecimento sobre a estrutura e fungdo dos organismos e dos ecossistemas
(Pefuelas & Sardans, 2009; Sardans et al.,, 2011, 2013; Rivas-Ubach et al.,
2016).

Os estudos metaboldémicos séo feitos a partir de comparacdes dos perfis
metabdlicos obtidos de diferentes amostras. O termo “perfil metabdlico” refere-
se a um conjunto de sinais cromatograficos e/ou espectroscopicos
provenientes de uma amostra de qualquer organismo ou fluidos dele (urina,
sangue, plasma entre outros). Este perfil é obtido por meio de métodos
analiticos, os quais evidenciam todas as caracteristicas quimicas especificas a
determinados padrbes funcionais e estruturais das classes de substancias
quimicas estudadas. Tais informacdes séo interpretadas e devem representar
todos os metabdlitos detectaveis e presentes na amostra em estudo. Assim, o
perfil metabdlico caracteristico de uma amostra € chamado também de
impressao digital (Villas-Bbas & Gombert, 2006; Brunetti et al., 2013; Funari et

al., 2013). As técnicas de “fingerprint” visam a identificacdo de padrdes gerais
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no metabolismo de qualquer organismo e compreende principalmente a analise
de metabdlitos em uma mistura complexa (Brunetti et al., 2013).

Estima-se que a quantidade de metabdlitos em plantas varia entre
100.000 e 200.000. Assim sendo, nenhum método analitico ou combinacéo de
métodos, como por exemplo, cromatografia combinada com espectroscopia,
podem detectar todos 0os metabdlitos em uma determinada amostra biolégica
(Sardans et al., 2011). As espectroscopias de infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectroscopia na regiao do ultravioleta—visivel (UV-
VIS) e espectrometria de massas (EM) sdo consideradas as principais
metodologias para a identificagcdo e elucidacdo estrutural de substancias
organicas (Lopes & Fascio, 2004).

A espectroscopia na regido do infravermelho, por exemplo, fornece
informacBes sobre a presenca de varios grupos funcionais na estrutura
organica devido a interacdo das moléculas ou &tomos com a radiacdo
eletromagnética em um processo de vibracdo molecular (Canellas & Rumjanek,
2005; Barbosa, 2007). O método analitico RMN é um dos procedimentos com
melhor capacidade para determinar um conjunto mais abrangente de
metabdlitos (Sardans et al., 2011), onde a RMN H! gera impressées digitais
metabdlicas com boa especificidade quimica para compostos contendo
elementos com um momento magnético diferente de zero (Sumner et al.,
2003).

A partir de estudos do perfil metabdlico ou perfil quimico de uma dada
familia botanica, é possivel verificar que espécies taxonomicamente proximas
tendem a produzir metabdlitos pertencentes a uma mesma classe ou com
caracteristicas quimicas semelhantes (Gottlieb et al., 1998; Agrawal, 2006).
Dentro deste contexto, um dos principais desafios nos estudos de interacdes
entre insetos e plantas, atualmente, é verificar se a diversidade de compostos
defensivos de plantas € influenciada principalmente por interacdes coevolutivas
entre estes organismos Ou por processos macroevolutivos (Marquis et al.,
2012; Carrillo-Gavilan et al., 2015; Endara et al., 2015; Rivas-Ubach et al.,
2016).

Como exemplo, podem ser citadas espécies de Pinus do Neartico
(América do Norte) e do Paleartico (Norte da Eurasia), cujas concentragfes de

defesas constitutivas estavam mais relacionadas a histéria macroevolutiva das
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plantas que a coevolucdo entre insetos herbivoros e plantas, sugerindo a
convergéncia evolutiva destas caracteristicas de plantas estreitamente
relacionadas filogeneticamente (Carrillo-Gavilan et al.,, 2015). Todavia, a
coevolucdo entre plantas e seus herbivoros associados tem produzido um
arsenal de defesas de plantas, e cada combinacédo de defesas € susceptivel a
um pequeno subconjunto de herbivoros especializados e adaptados (Trigo et
al., 2012; Coley & Kursar, 2014).

Neste sentido, o0s insetos herbivoros sdo reconhecidos por
desempenharem um papel importante na diversificacdo de caracteristicas
defesas e na especiacdo em plantas, podendo influenciar na evolucéo
divergente de metabdlitos de defesas de plantas estreitamente relacionadas,
conforme verificado em varios estudos como os de Kursar et al. (2009), Fine et
al. (2013), Coley e Kursar (2014) e Endara et al. (2015). Porém, Rivas-Ubach
et al. (2016), ao estudar a estequiometria e metaboloma total de trés espécies
filogeneticamente relacionadas (Pinus pinaster, P. nigra e P. sylvestris),
verificaram que variacbes metabodlicas entre as espécies de pinheiros e as
respostas ao ataque por Thaumetopoea pityocampa (Lepidoptera) refletiram
suas relagcdes macroevolucionarias, com P. pinaster apresentando o
metaboloma mais divergente. Os referidos autores verificaram também uma
tendéncia de maiores concentracdes de terpenos em arvores ndo atacadas,
apoiando a hip6tese de que o0s herbivoros evitam plantas com maiores
concentracbes desde composto. Assim, estes autores sugerem que
combina¢cdes de diferentes fatores evolutivos e alocacdo de recurso para
defesas ou para crescimento podem ser responsaveis pelas diferentes
respostas de cada espécie a herbivoria, ndo estando exclusivamente ligada a
coevolucao entre planta e inseto.

Mudancas no metabolismo de plantas podem ocorrer também devido a
fatores ambientais, afetando muito mais que variacbes genéticas (Robinson et
al., 2007; Brunetti et al., 2013). Estas diferencas metabdlicas podem ocorrer de
acordo com produtividade do ambiente, sazonalidade climatica, estresse
ambiental (temperatura, radiagao solar e seca) entre outros (Castro et al., 2004;
Gobbo-Neto & Lopes, 2007; Robinson et al., 2007; Rivas-Ubach et al., 2013;
Rivas-Ubach et al., 2012; Sampaio et al., 2016). Estudo de experimentacao
com populac¢des de Polygonum minus (Polygonaceae) de diferentes ambientes
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(montanhosos e de planicie) revelou que o tratamento com temperatura mais
alta resultou em sinais de carboidratos, terpenos, amida e flavonoides mais
aparente em populacdées de montanhas (Khairudin et al., 2014). Estudos
realizados em populagdes de Protium subserratum (Burseraceae) de dois tipos
de solos (arenosos e argilosos) da Amazénia revelaram que as populacdes de
solos arenosos apresentaram maior quantidade de metabdlitos especiais totais
(e.g. flavonoides e terpenos) enquanto que as populacdes de terra firme (solo
argiloso) produziram um derivado de acido quinico, o qual estava ausente nas
populacbes de areia branca (Fine et al., 2013). Nas andlises de perfil quimico
de Tithonia diversifolia (Helms.), amostradas em dois ambientes tropicais
distintos do Brasil, foi encontrado um padrdo sazonal para a ocorréncia de
metabdlitos que incluiram acucares, sesquiterpenos lactonas e fendlicos nas
partes foliares e de caule, relacionada com a quantidade de chuvas e
mudancas de temperatura (Sampaio et al., 2016).

Neste sentido, 0 objetivo do presente estudo foi descrever e comparar a
diversidade quimica, por meio da analise do perfil metaboldmico de pares
congenéricos de plantas estudadas, em dois ambientes contrastantes de Mata
Atlantica, representados pela Floresta Ombroéfila Densa (FOD) e Mata de
Restinga (REST). Neste sentido foi testada a seguinte hipotese: uma forte
variacdo no perfil quimico dos pares congenéricos estudados é esperada entre
0S ambientes contrastantes, visto que varios fatores que influenciam na
producdo de metabdlitos especiais como: temperatura, radiacéo,
disponibilidade de recursos diferem entre estes ambientes.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em duas formacdes florestais de Mata Atlantica no
Estado do Rio de Janeiro, sob diferentes condicbes edafoclimaticas: Floresta
Ombrdfila Densa (FOD) na Reserva Bioldgica (ReBio) Unido em Rio das Ostras
(22°27°30"S e 42°02’15"0), e restinga (REST) na Reserva Particular do
Patriménio Natural (RPPN) Fazenda Caruara em Sao Jodo da Barra (21°44’S;
41°02’0) (vide capitulo 2 para maiores detalhes das areas de estudo).
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4.2.2 Géneros de plantas estudados e seus perfis quimicos

Neste estudo foram amostrados folhas de 10 pares congenéricos de
plantas coocorrentes na FOD e REST pertencentes a diferentes familias (vide
capitulo 3 para maiores detalhes das espécies estudadas e suas relacdes
filogenéticas).

A partir de um levantamento de dados disponiveis na literatura
atualizado até abril de 2017, foi verificada a presenca de varias classes de
substancias isoladas de folhas de espécies dos géneros aqui incluidos,
indicando as tendéncias em termos biossintéticos de producdo de classes de
metabdlitos carateristicos para cada género (Fig. 4.1; Anexo 1). Géneros como
Eugenia, Inga, Annona e Ficus sdo 0s que apresentam maior quantidade de
espécies com estudos dos metabdlitos foliares isolados. O género Eugenia é
bem diverso, contendo mais de 500 espécies de plantas (The Plant List, 2017),
com cerca de 370 ocorrendo no Brasil (Flora do Brasil, 2017). Estudos sobre a
composicdo quimica de folhas de espécies de Eugenia evidenciam o
isolamento de varios flavonoides, taninos, além de compostos como terpenos e
Oleos essenciais (Mohammed et al., 2015; Zatelli, 2015; Costa et al., 2016). O
género Inga contém cerca de 390 espécies descritas no mundo (The Plant List,
2017), com 131 espécies ocorrendo no Brasil (Flora do Brasil, 2017).
Compostos fendlicos como flavonoides, taninos, aminoacidos ndo proteicos e
terpenos foram isoladas de espécies de Inga (Coley et al., 2005, Souza et al.,
2007; Tchuenmogne et al., 2013; Furtado, 2014), sendo compostos fendlicos
isolados de varias espécies deste género por Kursar et al. (2009). O género
Annona apresenta cerca de 170 espécies no mundo (The Plant List, 2017) e 80
para o Brasil (Flora do Brasil, 2017). A composicdo quimica para a Annona €é
bem conhecida, revelando a presenca de compostos isolados de
principalmente, terpenos, alcaloides, acetogeninas e flavonoides (Vega et al.,
2007; Rabelo, 2014). O género Ficus é altamente diverso, compreendendo
cerca de 500 espécies na regido entre Asia e Austrdlia. Este nimero é
diferente dos numeros observados para Africa e Neotropicos, 0s quais
apresentam em torno de 110 e 130 espécies, respectivamente (Badgujar et al.,
2014). No Brasil ocorrem 80 espécies de Ficus (Flora do Brasil, 2017), sendo

Ficus carica a espécie mais estudada quimicamente (Badgujar et al., 2014).
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Nos estudos de isolamento de substancias quimicas foliares de espécies de
Ficus foram relatadas a presenca de compostos fendlicos como cumarinas e
flavonoides, e terpenos como metabdlitos majoritarios (Greenham et al., 2007,
Omar et al., 2011; Choo et al., 2012, Badgujar et al., 2014).

Géneros como Byrsonima, Miconia e Cecropia, sdo poucos estudados,
com o0 numero de espécies de plantas, cujas folhas foram estudadas
fitoquimicamente, variando de 5 a 10 espécies (Fig. 4.1). O género Byrsonima
compreende 157 espécies no mundo (The Plant List, 2017), sendo 94 espécies
distribuidas em ecossistemas brasileiros (Flora do Brasil, 2017). Espécies de
Byrsonima apresentam principalmente compostos fenolicos em seus tecidos
foliares, seguido de terpenos e aminoacidos ndo proteico (Guilhon-Simplicio &
Pereira, 2011; Rodrigues et al., 2012; Verdam et al., 2017). Dentro dos 10
géneros do presente estudo, Miconia é considerada a mais diversa,
compreendendo em torno de 900 espécies descrita no mundo e 282 espécies
para o Brasil. Embora haja pouco estudos, compostos fendlicos tém sido
majoritarios (Rodrigues et al., 2007; Rodrigues et al., 2008; Rodrigues et al.,
2011) neste género, seguido de terpenos (Chan et al., 1992; Diniz et al., 2006).
O género Cecropia apresenta apenas 66 espécies descritas ho mundo (The
Plant List, 2017), sendo 20 destas ocorrendo no Brasil (Flora do Brasil, 2017).
Das poucas espécies de Cecropia investigadas fitoquimicamente, foi verificada
a presenca de compostos fendlicos e terpenos em folhas.

Os géneros Guapira, Cupania, e Tapirira também sdo pouco diversos no
mundo com cerca de 70, 60 e 10 espécies descritas, respectivamente (The
Plant List, 2017). Para o Brasil, ocorrem 12 espécies de Guapira, 32 espécies
de Cupania e trés espécies de Tapirira (Flora do Brasil, 2017). Ha uma
escassez de estudos fitoquimicos realizados em folhas de espécies destes
géneros (Fig. 4.1). Para Guapira foram isolados compostos fendlicos,
representados principalmente por flavonoides, seguido de saponinas e
terpenos. Cupania, por exemplo, foi isolado apenas um tipo de terpeno em
folhas de Cupania latifolia (Sakane et al., 2005). Os demais escassos estudos
foram realizados em cascas, sementes e caule de Cupania, sendo isolados
somente terpenos (Mustafa et al., 1986; Cavalcanti et al., 2001; Hernandez-
Chéavez et al.,, 2012). Para Tapirira ha somente estudos sobre substancias

isoladas em folhas de Tapirira guianensis, apresentando principalmente
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terpenos, seguido de compostos fenodlicos (Correia et al., 2008; Zoghbi et al.,
2014; Rodrigues et al., 2017).

Annona (n=25) Ficus (n= 26) Cecropia (n=5)

0% 2%
4%

6%

Inga (n= 33) Byrsonima (n=10) Cupania (n=1)
2%

Tapirira (n=1) Eugenia(n= 53) Miconia (n=8)

2% 2% 4%

Guapira (n=3)

m Alcaloides = Saponinas

m Aminodcidos nédo proteicos u Acetogeninas
m Compostos fendlicos m Qutros

m Terpenos

Figura 4. 1. Distribuicdo das classes de metabdlitos especiais (%) presentes em folhas dos
géneros utilizados no presente estudo a partir de levantamento bibliografico realizado até abril
de 2017. n= numero de espécies com metabdlitos quimicos isolados. *Dados compilados a

partir de trabalhos citados no Anexo 1.
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4.2.3 Amostragem e preparacao dos extratos brutos por maceracao

Para a realizacdo de testes quimicos e andlise do metaboloma foram
coletadas em torno de 300 g de folhas maduras (peso Umido) por espécie nos
dois tipos florestais por meio de coletas realizadas no final da estacdo chuvosa
(maio/2013) e no final da estagdo seca (setembro/2013), totalizando 40
amostras. A secagem do material foi feita em estufa de circulagdo a 40 °C,
sendo posteriormente, moido em moinho de facas e em seguida determinado o
peso resultante, o qual foi cerca de 100 a 1509 por espécie para cada area e
estacdo. O material seco e moido foi submetido & maceragdo a frio, em
temperatura ambiente, utilizando o sistema EtOH / H,O (9:1) como solvente,
por quatro semanas. A solucdo obtida foi destilada a pressdo reduzida em
evaporador rotativo para concentracdo da mesma, obtendo-se assim o0s
extratos brutos. Os extratos foram transferidos para frascos previamente
pesados, e mantidos em capela de exaustdo por, no minimo, 48h ou até a
secura. Esse procedimento forneceu o extrato bruto de cada espécie. Os
valores de massas obtidos para as analises quimicas foram pesadas em uma

balanca analitica com precisdo de seis casas decimais.

4.2.4 Analise do perfil quimico

Para obtencdo de um perfil quimico os extratos foram submetidos a
testes qualitativos para deteccdo de alcaloides, esteroides, triterpenoides,
flavonoides e saponinas. Um perfil de atividade antioxidante destes extratos
também foi obtido por reacdo com DPPH (Difenilpicrilhidrazil) em cromatografia
de camada delgada analitica para confirmar a presenca de substancias
capazes de reduzir radicais livres. Andlises quantitativas de fendis totais
também foram realizadas. Para analise metaboldmica foram obtidos espectros

de Infravermelho (IV) e de RMN *H dos referidos extratos.

Teste para deteccao de alcaloides (Dragendorff)

Uma aliqguota de 10 miligramas de cada um dos extratos foram

solubilizados em 4 mL de HCI 1% (v/v) contidos em tubos de ensaio. Em
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seguida, filtrou-se, e cada solucdo aquosa acida foi separada em duas porc¢des
de 2 mL em tubos de ensaio diferentes. Posteriormente, em cada uma das
porcdes de 2 mL foram adicionadas cinco gotas do reagente de precipitacao de
alcaloides Dragendorff e 5 gotas do reagente Mayer nas outras porcoes
(Mattos, 1997). A presenca de precipitado vermelho nas solucbes com o

reagente de Dragendorff indicou a presenca de alcaloides.

Teste para deteccdo de esteroides e triterpenoides (Liebermann-

Burchard)

Uma aliquota de 10 miligramas dos extratos estudados foi dissolvido em

1 mL de cloroférmio contidos nos tubos de ensaio. Cada solucao cloroférmica
foi filtrada e posteriormente, adicionado 2 ml de anidrido acético. Cada tubo foi
agitado suavemente e, pelas paredes destes, adicionou-se cuidadosamente 1
mL de H,SO, concentrado e tornou-se agitar suavemente a mistura obtida.
Observou-se uma rapida mudanca de cores. Para a presenca de esteroides
observou-se a coloracdo azul seguida de verde permanente e para a presenca
de triterpenoides observou-se e uma coloracdo parda até vermelha (Matos,
1997).

Teste para deteccdo de saponinas

Solubilizou-se 10 miligramas de cada extrato em 2 mL de cloroférmio e
separou-se a parte soluvel (utilizada na metodologia de teste de esterbides e
triterpenoides) e a parte insollivel neste solvente organico. A parte insoltuvel de
cada amostra foi dissolvida em 10 mL de agua destilada e filtrada para um tubo
de ensaio. Agitou-se cada tubo contendo o filtrado fortemente por 2 a 3 minutos
e observou-se a formacdo de espuma. A presenca de espuma persistente e
abundante confirmou a presenca de saponinas (heterdsides saponinicos)
(Matos, 1997).

Teste para deteccao de flavonoides

Solubilizou-se 10 miligramas dos extratos em volumes de metanol iguais

a 3 mL, contidos em cada tubo. Depois de filtrados, foram adicionados 1 mL de
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acido cloridrico concentrado em cada tubo. Em cada tubo foram adicionais 1
cm de fita de magnésio e aguardou-se até cessar a reacdo. O surgimento de
uma coloracédo rosada indicou reagao positiva para flavonoides.

Teste de atividade antioxidante

Para os testes de atividades antioxidantes, 50 mg de cada extrato foram
solubilizadas em 2mL de metanol. Com auxilio de um capilar, os extratos foram
depositados em placa de cromatografia em camada delgada (silica gel). Em
seguida, realizou-se a separacéo utilizando-se o sistema de solvente MeOH /
CHCI; (7:3). ApGs a secagem, vaporizou-se a placa cromatografica com uma
solucdo metandlica de 2 mg/mL de DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila)
(Hostettmann et al., 2003). As atividades antirradicalares apareceram na forma

de manchas amareladas sobre fundo violeta.

Quantificacdo de fendis totais (vide capitulo Ill)

Espectroscopia naregido do infravermelho

Interacbes da radiacdo infravermelha (IV) com moléculas organicas
causam alteragcdes em modos vibracionais e rotacionais das moléculas, sendo
estas alteracbes detectadas por espectroscopia de infravermelho,
possibilitando a verificacdo da presenca de grupos funcionais nas amostras de
interesse. A faixa denominada infravermelho corresponde a regido do espectro
eletromagnético situada na faixa de nimero de ondas entre 14290 e 200 cm™,
onde a regido mais utilizada pelos quimicos orgéanicos esta situada entre 4000-
400 cm-1, conhecida como infravermelho médio. A regido conhecida como
infravermelho proximo, compreendida entre 1429 a 4000 tém sido muito
utilizada para analises quantitativas de amostras com matrizes complexas
(Barbosa, 2007).

De acordo com Barbosa (2007), a analise de um espectro no
infravermelho médio pode ser dividida em trés regides: a regido entre 4000 a
1300 cm™ (regigio 1), de 1300 a 900 cm™ (regi&o 2) e de 900 a 500 cm™ (regido

3). A primeira regido compreende a dos grupos funcionais, a regido 2
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apresenta muitas bandas provenientes de modos vibracionais acoplados e
vibragbes referentes ao esqueleto de carbono das moléculas, sendo
denominada regido de impressao digital, servindo para confirmar a identidade
determinados compostos. Na regido 3 apresenta bandas fortes para compostos
aromaticos, heteroatomos e alquenos. As regides entre 400-800 correspondem
a deformacdes vibracionais referentes aos estiramentos de grupos funcionais
gue absorvem nos comprimentos de ondas de 1000 a 4000.

Para o preparo de amostras para analise por espectroscopia de
infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF) foram utilizadas 10 mg de
cada extrato. Estas amostras foram misturadas a 9 mg de brometo de potassio
(KBr) em p6é e maceradas. As andlises foram feitas utilizando-se 40 varreduras
com registro dos sinais compreendidos entre as frequéncias que variam de 400
a 4000 cm™, sendo os dados corrigidos a linha de base (Khairudin et al., 2014)

para as analises descritivas dos resultados.

Espectrometria de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio

A Ressonancia Magnética nuclear € uma técnica espectroscopica muito
utilizada no estudo de aspectos estruturais e dinamicos de moléculas orgéanicas
em solucdo para elucidar a estrutura de compostos organicos, sendo
geralemnte metabdlitos especiais (Kaiser, 2000). Esta técnica tem sido muito
utilizada também na aquisicdo dos dados para analise metabolémica (Baddini
et al., 2014).

Para as analises por espectrometria de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN'H), 50 mg de cada extrato foram dissolvidos em 600 pL do
solvente deuterado dimetilsulféxido (DMSO-dg), sendo em seguida filtrados e
transferidos para tubos de RMN de 7" e 5 mm de didametro. Os extratos foram
analisados em espectrémetro Bruker Ascend 500 (500 e 125 MHz- (Bruker,
Karlsruhe, Germany) do Laboratério de Ciéncias Quimicas da Universidade
Estadual do Norte Fluminense. Todos o0s espectros obtidos tiveram sua
acumulacdo padronizada em 512 scans, sendo referenciados a TMS
(TetraMetilSilano) em 0,0 ppm e com supressao de sinais de agua e DMSO.

Os dados foram pré-processados utilizando o software ACD/Lab (verséo

12.01) para obter regiées com intervalos de 0.05 ppm. O método de pré-
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saturacao foi utilizado para suprimir o sinal de solvente (DMSO) durante a
aguisicao espectros. A fase e a linha de base dos espectros foram corrigidas
manualmente. As areas dos sinais de RMN foram integradas em faixas
preestabelecidas utilizando-se o referido software. As faixas de integracdo
escolhidas compreenderam as seguintes regides: H de alifaticos (0-2.0 ppm), H
de acetoxilas e metoxilas (2.0-2.5 ppm), H de acucares (2.5-5.0 ppm), H de
oleofinicos (5.0-6.0 ppm), H de arométicos (6.0-8.5 ppm) e H de aldeidos e/ou
hidrogénios anéis aromaticos heterociclicos (8.5-10 ppm). A regido espectral
entre 6 2.49 e 2.53 ppm foi excluida para eliminar a interferéncia de possiveis
sinais de DMSO que poderiam interferir na interpretagéo dos dados.

A partir dos espectros de RMN 'H pode ser sugerido & presenca de
metabdlitos especiais de acordo com as caracteristicas dos hidrogénios
alifaticos (saturados ou insaturados) e aromaticos. Tais caracteristicas,
juntamente com os dados de IV e em conjunto com dados da literatura para a
fitoquimica das familias/géneros das plantas estudadas, podem indicar a
presenca de classes de compostos como flavonoides, alcaloides, terpenos,
entre outros. A presenca destes metabdlitos também foi investigada por meio
de testes fitoquimicos realizados. Todas as andlises e procedimentos quimicos
foram realizados no Laboratério de Ciéncias Quimica (LCQUI) do Centro de
Ciéncia e Tecnologia (CCT) da Universidade Estadual do Norte Fluminense
(UENF).

4.2.5 Andlises de dados

Os dados processados e integrados dos espectros de RMN 'H foram
posteriormente exportados como tabelas para uma planilha de Excel® e a
matriz obtida contendo as amostras (espectros) dispostas em linhas e as
variaveis (deslocamento quimico) em colunas. Estes dados foram submetidos a
analise de componentes principais (ACP) para auxiliar na identificagdo dos
grupos quimicos dos extratos analisados. Na ACP foram selecionadas as
variaveis de maior peso (loadings) na combinacdo linear dos primeiros
componentes principais, que sdo 0s mais importantes do ponto de vista
estatistico. Para estas andlises foram utilizados os valores transformados

(Arcoseno (x)) para a normalizacdo dos dados e todas as variaveis foram
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padronizadas pela amplitude para que recebessem aproximadamente o0 mesmo
peso na analise. Posteriormente, as escores das espécies nos eixos 1 e 2, 0s
quais representaram seu “nicho quimico” foram correlacionadas com os valores
de herbivoria de cada espécie, utilizando a correlacdo de Pearson. Todas as
andlises estatisticas foram feitas no software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).

4 3 Resultados

4.3.1 Analises fitoquimicas

A partir dos testes fitoquimicos qualitativos realizados foi possivel
constatar a presenca de metabdlitos especiais como alcaloides, esteroides,
triterpenos, saponinas e flavonoides em extratos brutos de folhas dos pares
congenéricos amostrados na FOD e REST nas esta¢cfes chuvosa e seca. Além
disso, a quantificacdo de fendis totais foi realizada, sendo a presenca de
compostos fendlicos confirmados por meio do teste de atividade antioxidante.

Dos 10 pares congenéricos estudados, foram detectados resultados
positivo para alcaloides em quatro géneros amostrados tanto na FOD como na
REST (Annona, Inga, Byrsonima e Guapira). A presenca de alcaloide foi
também detectada para Tapirira da REST amostrada na estacdo seca e para
Miconia da FOD amostrada na estacéo chuvosa (Tab. 4.1).

Resultados positivos para a deteccdo de esteroides foram observados
para Annona de ambas as é&reas e estacdes, e para quatro géneros
amostrados na FOD das duas estacOes (Cecropia, Byrsonima, Cupania e
Tapirira). Esteroides também foram detectados em Inga e Miconia da REST
amostradas na estagéo seca (Tab. 4.1).

Triterpenoides foram detectados em cinco pares congenéricos (Ficus,
Inga, Eugenia, Miconia e Guapira) amostrados na FOD e REST, e em quatro
géneros amostrados na REST (Cecropia, Byrsonima, Cupania e Tapirira). Com
excecdo de Miconia da FOD, os testes para saponinas foram positivos para
todos os pares congenéricos amostrados nas duas areas. Entretanto, em
alguns casos o resultado positivo foi duvidoso (Tab. 4.1), visto que a formacéo
de espuma (caracteristico da presenca de saponinas) desapareceu

rapidamente.
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Nas analises de compostos fendlicos, os flavonoides foram detectados
em trés pares congenéricos coocorrentes nas duas areas em ambas as
estacdes (Cecropia, Byrsonima e Tapirira). Além disso, a presenca de
flavonoides foi observada em trés géneros da REST (Ficus, Eugenia e Miconia)
e em apenas um género da FOD (Annona) (Tab. 4.1). De modo geral, os
valores de fendis totais foram maiores para os pares congenéricos amostrados
na REST, com excecdo de Annona de ambas as estacdes e Guapira da
estacdo seca, que apresentaram maiores valores de fendis totais para a FOD.
Os testes de atividades antioxidantes revelaram resultados negativos para
alguns géneros amostrados na estacdo chuvosa como Ficus, Inga, Cupania e
Miconia da FOD e Guapira de ambos ambientes (FOD e REST) (Tab. 4.1).
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Tabela 4. 1. Triagem fitoquimica comparativa dos extratos de folhas dos géneros de plantas
amostrados na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) e Mata de Restinga (REST). Al= alcaloides,
ES= esteroides, TR= ftriterpenoides, SA= saponinas, FL= flavonoides, FT= fendis totais
espresso em mg de EAG/g de extrato, AO= atividade antioxidante. 12= Estag&do chuvosa e 22=

Estacao seca.

3 AL ES TR SA FL FT AO

Area Genero 12 22 12 2a 1a 2a 1a 2a ja 2a 12 22 12 22
FOD  Annona + - + o+ - - + + + + 226 159 + +
REST Annona + + + o+ - - + o+ - - 156 116 + +
FOD  Ficus - - - -+ + D + - - 4,3 2,5 - +
REST Ficus - - - -+ + + + + + 393 170 + +
FOD Cecropia - -+ o+ - - b + + + 221 65 + +
REST Cecropia - - - -+ 4+ + D + + 142 126 + +
FOD Inga - + - - + + + o+ - - 8,0 10,2 - +
REST Inga + + -+ + - + D - - 205 179 + +
FOD Byrsonima + o+ o+ o+ - - D + + + 291 16,8 + +
REST Byrsonima + o+ - - + + + 4+ + + 412 405 + +
FOD Cupania - -+ o+ - -+ o+ - - 2,7 4,3 - +
REST Cupania - - - -+ + + + + - 146 130 + +
FOD Tapirira - -+ o+ - -+ + + + 169 209 + +
REST Tapirira -+ - -+ 4+ + + + + 267 273 + +
FOD  Eugenia - - - - + + D + - - 8,2 6,0 + +
REST Eugenia - - - - + + + 4+ + + 324 166 + +
FOD Miconia + - - - + o+ - - - - 34 6,4 - +
REST Miconia - - - + o+ - + + + 4+ 309 274 + +
FOD Guapira -+ - -+ + + + - 4+ 25 7,2 - +
REST Guapira + o+ - - + 4+ D D - - 4,3 4,1 - +

Os sinais (+) e (-) indicam presenca ou auséncia da classe de substancia investigada. D=

resultado positivo duvidoso.

4.3.2 Espectros de Infravermelho

Tanto os extratos brutos da FOD quanto os da REST, em geral,
apresentaram intensas absorbancias nos numeros de ondas que
compreenderam as regibes de 3.600-3.200, 3100-3000, 2.950-2800, 1850-
1650, 1625-1440, e 1400-1.000cm™. Apesar das caracteristicas comuns
compartilhadas entres o0s espectros dos pares congenéricos, foram

observadas, principalmente, intensidades distintas dos picos proeminentes
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entre eles. Em alguns casos, houve também diferencas no perfil apresentado
sugerindo grupos funcionais diversos. Bandas entre 3.600-3.200 cm™
compreendem a absorcédo de hidroxilas e ligagbes de NH de amina e amida.
Bandas de 3100-3000 cm™ compreendem a ligacbes de alquenos e
aromaticos, sendo observadas também bandas entre 1000-650 cm!. O
estiramento de ligacées C-H ocorre na faixa de absorcéo de 2.950-2.800 cm™
indicando a presenca de CH, CH, e CH3; de compostos alifaticos.

Nos espectros obtidos para Annona amostrada nas duas areas (FOD e
REST) e estacfes (chuvosa e seca) foram observados a presenca de bandas
intensas nos comprimentos de onda 2.950-2.800 cm™, denotando a presenca
de grupos alifaticos principalmente para Annona da REST. Também foram
observadas bandas entre 1700-1600 cm™ correspondentes a presenca de
compostos carbonilicos destacando uma maior area para essas bandas em
amostras obtidas de Annona na REST em ambas as estacdes, sugerindo maior
diversidade destes grupos na referida area. Em todos os espectros de Annona
foram observadas bandas referentes a compostos aromaticos em torno de
1.500, havendo uma alteracdo consideravel apenas na estacdo seca,
sugerindo maior quantidade de compostos quimicos aromaticos para Annona
da FOD comparativamente a Annona da REST. Bandas referentes a alcoois ou
fenois também foram observadas em torno de 1400-1000 cm™, havendo maior
concentracdo destes grupos funcionais para Annona da FOD amostrada na
estacdo seca. Todavia, foi observada em 1076 cm™, a presenca de OH em
maior quantidade para Annona da REST (Tab. 4.2; Tab. 4.3; Anexo 3).

Os espectros para o género Ficus mostraram perfis diferentes entre FOD
e REST em varias faixas de absorcéo, tanto para a estacdo chuvosa quanto
para a estacdo seca. Na regido espectral compreendida entre 3600-3200 cm™,
onde podem ser observadas absorcdes carateristicas para grupos como OH,
NH de amina e/ou amida a amostra de Ficus coletada na REST apresentou
maiores areas (bandas largas e intensas) o que pode ser associado a
guantidade e diversidade de grupos funcionais presentes. Este padrdo também
foi observado ao analisar a banda de estiramento de C-O em torno de 1400-
1000 cm™, indicando a presenca de OH de &lcool ou de fenol, sendo esta
banda mais intensa para a Ficus da REST. Cabe destacar que, nos extratos de
Ficus da REST foi detectada a presenca de flavonoides e maior concentracao
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de fendis totais, sendo em torno de 6 a 9 vezes maior para Ficus da REST
(Tab. 4.1), corroborando o resultado observado nos espectros. Além disso,
somente Ficus da REST apresentou maior quantidade e/ou intensidade das
bandas em torno de 1700 cm™, e 1600-1400 cm™, indicando que Ficus da
REST apresenta maior quantidade e diversidade de grupos funcionais
comparativamente ao Ficus da FOD (Tab. 4.2; Tab. 4.3; Anexo 4).

Os espectros obtidos para Cecropia também revelaram perfis
diferenciados entre FOD e REST nas duas estacfes, onde as bandas 3600-
3200 cm™ foram mais largadas e intensas para Cecropia da REST, indicando
maior quantidade e diversidade de grupos funcionais. Na regido dos alifaticos
(2950-2800 cm™) de espectros da estacdo chuvosa foram observados que
houve maior intensidade nas bandas para grupos funcionais de estiramento C-
H para Cecropia da REST. A maior diversidade e/ou concentracdo de grupos
funcionais na REST foi observada também na regido em torno de 1709-1600
cm™ (evidenciando a presenca de compostos carbonilicos), maior quantidade
de bandas correspondentes aos compostos aromaticos (1600-1470 cm™), e
para OH de alcool ou de fenol (1000-1400). Na estacdo seca, somente para
Cecropia da FOD foi verificada a presenca de alquenos em 3011 cm™, sendo o
estiramento de ligacdo de C=C presentes em torno de 1680-1620 cm™, e
associado a essas bandas, apareceram outras na regido de 1000-650,
conforme destacado por Barbosa (2007). Assim, Cecropia da REST apresenta
maior quantidade e diversidade de grupos funcionais (Tab. 4.2; Tab. 4.3; Anexo
5).

Ao analisar os espectros obtidos para Inga, podemos verificar que na
estacdo chuvosa, 0s espectros apresentaram caracteristicas diferenciadas
entre as areas, com Inga da FOD apresentando bandas de absorcdo mais
intensas, em torno de 2900 cm™ que Inga da REST, referentes ao estiramento
C-H de grupos de alifaticos. Bandas mais largas e intensas em torno de 1600
cm?® também foram observadas para Inga da FOD, sugerindo maior
concentracéo e diversidade de grupamentos carbonilicos. A espécie amostrada
na REST apresentou um pico de absorcdo em 1516 cm™ correspondendo a
presenca de grupos de aromaticos, o que nao foi observada para Inga da FOD.

Na regido de grupamento de OH de &lcool ou fenol (1400-1000 cm™) foi
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verificado maior intensidade da banda de absorcdo para Inga da FOD (Tab.
4.2; Anexo 6).

Para a estagéo seca, também foi observada uma nitida diferenciagdo no
perfil de absor¢do de comprimento de onda entre Inga da FOD e REST, porém
oposto do resultado observado para a estacdo chuvosa. As bandas
espectroscopicas 3600-3200 cm™ foram mais largas para Inga da REST,
indicando maior diversidade de grupos funcionais. Picos de absorcao na regiao
dos alifaticos (2950-2800 cm™) foram nitidamente evidentes somente para Inga
da REST, indicando a presenca de estruturas alifaticas em maior quantidade
comparativamente a Inga da FOD. Além disso, houve maior pico de absorcdo
em torno de 1600 cm™ para Inga da REST, indicando maior quantidade grupos
carbonilicos. Na regido de grupamento de OH de alcool ou fenol (1400-1000
cm™) foi verificado maior intensidade e diversidade de picos de absorcdo para
Inga da REST. Assim, embora, tenha sido observada maior concentracdo de
grupos funcionais para Inga da FOD na estacdo chuvosa, na estacdo seca
houve maior intensidade e estruturas quimicas para Inga da REST (Tab. 4.3;
Anexo 6).

Para o género Byrsonima € importante ressaltar que a espécie
amostrada tanto na floresta ombrofila como na restinga foi a Byrsonima
sericea. Os espectros obtidos para B. sericea revelaram que, na estacao
chuvosa, B. sericea da FOD apresentou uma banda de absorcédo mais estreita
com centro em 3.362 cm™ e um forte pico de absorcéo na regido dos alifaticos
(2.926 cm™), enquanto que B. sericea da REST apresentou banda mais larga
com centro em torno de 3.200 cm™ e apenas um ombro na regido dos alifaticos
(2.945 cm*), sugerindo a presenca de maior quantidade de compostos alifaticos
na FOD. Bandas referentes a grupamentos carbonilicos (variando entre 1703-
1606 cm™) e aromaticos (variando entre 1522-1445 cm™) foram mais intensas
para B. sericea da REST. Na regido de grupamento de OH de alcool ou fenol
(variando entre 1350-1033 cm™), bandas de absorcdo de OH foram mais
intensas para B. sericea da FOD, enquanto que bandas referentes a
grupamento de compostos fendlicos foram mais intensas para a REST. Na
regido que compreende a presenca de alguenos e aromaticos também foi
verificada maior intensidade e quantidade de bandas para B. sericea da REST,

as quais variaram de 976 a 605 cm™ (Tab. 4.2; Anexo 7). Estas observacdes
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para a amostra da REST corroboram os resultados obtidos para fendis totais
para esta area onde a quantidade de producdo de fendis € duplicada na
restinga (Tab. 4.1).

Padrao similar ocorreu para os espectros de B. sericea da estagao seca,
com bandas atribuidas aos grupamentos carbonilicos (1.699-1.610 cm™),
aromaticos (1.527-1.444 cm™), de OH de fenol (1.371-1.204 cm™), sendo
geralmente mais intensas para B. sericea da REST. Na regido que compreende
a presenca de alquenos e aromaticos também foi verificada maior intensidade
de bandas e maior quantidade de picos para B. sericea da REST (871-944).
Assim, os resultados obtidos revelaram, de modo geral, uma similaridade nas
bandas de absorcdo entre os espectros de B. sericea da FOD e REST
(principalmente para os espectros da estacdo seca), porém diferiram em
relacdo as areas dos picos (intensidade e largura das bandas), com B. sericea
da REST apresentando maior diversidade de grupamentos quimicos
comparativamente aos espectros de B. sericea da FOD (Tab. 4.3; Anexo 7).

A partir das andlises espectroscopicas do género Cupania amostrados
na FOD e REST verificou-se que, na estacdo chuvosa, Cupania da FOD
apresentou picos de absorcdo na regiéo dos alifaticos (2928 e 2854 cm™) mais
intensos que os picos de absorcdo nesta mesma regido para Cupania da REST
(2922 e 2852 cm™). Bandas de absorcdo referentes a grupos de carbonilas
(1726-1615 cm™) também foram mais intensas para a Cupania da FOD. Banda
referente a grupamentos aromaticos (1516 cm™) foi observada somente para
Cupania da REST. Para os grupamentos de OH de &lcool ou fenol (1448-1041
cm™), apesar das bandas de absorcdo ser mais intensas para Cupania da
FOD, houve maior quantidade de picos para Cupania da REST. Na regido que
compreende a presenca de alquenos e aromaticos foi verificada maior
quantidade de picos de absorcdo para Cupania da FOD (937-615 cm™)
comparativamente a Cupania da REST (802-603 cm™) (Tab. 4.2; Anexo 8).

Padrao diferenciado foi observado para a estagdo seca, com
grupamentos atribuidos a ligacées de compostos alifaticos (2926-2854 cm™),
carbonilicos (1747-1614 cm™), aromaticos (1516-1519 cm™), OH de &lcool ou
fenol (1402-1045 cm™) sendo mais intensos de Cupania da REST. Além disso,
houve maior quantidade de picos de absor¢do para grupamentos carbonilicos,

de OH de alcool ou fenol, e de alquenos e aromaticos para Cupania da REST.
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Neste sentido, foi observado que, de modo geral, Cupania da FOD apresentou
principalmente maior concentragdo e menor diversidade de grupamentos
quimicos na estagcdo chuvosa, diferentemente do padrédo observado para a
estacdo seca, no qual Cupania da REST apresentou maior diversidade e
menores concentracdes dos grupamentos quimicos (Tab. 4.3; Anexo 8).

Para o género Tapirira, sendo as analises espectroscopicas realizadas
com a mesma espécie, a T. guianensis amostrada na FOD e REST, foi
verificado para a estacdo chuvosa que amostras da FOD apresentaram uma
banda mais estreita com centro em 3369 e outra mais fraca na regido dos
alifaticos (2928-2856 cm™), enquanto que T. guianensis amostrada na REST
apresentou bandas mais largas com centro em 3267 cm™ e a outra mais
intensa na regiéo dos alifaticos (2932-2859 cm™), indicando maior diversidade
de grupos funcionais para T. guianensis da REST. Grupamentos de
carbonilicos (1703-1612 cm™) e aromaticos (1524-1512 cm™) apresentaram
também bandas de absorcdo mais intensas para T. guianensis da REST
comparativamente aos espectros obtidos para amostras da FOD. Todavia, foi
observada uma banda de absorcdo caracteristica de alcoois em 1040 cm™,
sendo mais intenso para T. guianensis da FOD, indicando maior concentracéo
de um determinado tipo de alcool nesta area. Com relacdo a regido dos
alquenos e aromaticos entre 900-600 cm™, as bandas de absorcdo destes
grupos foram, de modo geral, similares entre T. guianensis da FOD e REST
(Tab. 4.2; Anexo 9).

Na estagdo seca, foi verificada uma fraca banda de absorgédo (2928
cml) na regido dos alifaticos para T. guianensis da FOD, enquanto que T.
guianensis REST apresentou maior intensidade nas bandas nesta mesma
regido (2926-2854 cm™). Algumas bandas de absorcéo diferiram ligeiramente
entre os espectros de T. guianensis da FOD e REST, sendo mais intensas para
grupamentos carbonilicos e OH de alcool ou fenol de T. guianensis da FOD, e
mais intensos para grupamentos aromaticos da REST (Tab. 4.3; Anexo 9).

Os espectros das espécies do género Eugenia amostrados na FOD e
REST para a estacdo chuvosa mostraram que para a REST obteve-se uma
banda de absorcdo mais larga com centro em 3244 cm™ comparativamente a
Eugenia da FOD, com centro em 3385 cm™. Bandas de absorcéo nas regides

dos alifaticos (2930-2868 cm™), carbonilicos (1703-1620 cm™), aromaticos
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(1512-1447 cm™), OH de &lcool ou fenol (1317-1036 cm™), e alquenos e
aromaticos (993-604 cm™) também foram nitidamente mais intensas para
Eugenia da REST, indicando maior concentracdo destes grupos para Eugenia
da REST (Tab. 4.2; Anexo 10).

O mesmo padrao foi verificado para a estacdo seca, com Eugenia da
REST apresentando uma banda de absor¢do mais larga com centro em 3358
cm™ comparativamente a Eugenia da FOD, com centro em 3410 cm™. Além
disso, bandas de absorcdo nas regides dos alifaticos (2944-2928 cm™),
carbonilicos (1707-1615 cm™), aromaticos (1537-1447), OH de &lcool e/ou
fenol (1344-1034 cm™), também ocorreram em maiores intensidades para
Eugenia da REST, com excecdo dos alquenos e aroméaticos entre 828-604
cm’. Assim, de modo geral, existe uma similaridade nas bandas de absorcao
entre os espectros de Eugenia da FOD e REST, porém se diferenciaram em
intensidade, indicando que Eugenia da REST apresenta maior quantidade de
grupamentos quimicos que Eugenia da FOD (Tab. 4.3; Anexo 10).

A partir de espectros obtidos para o género Miconia amostrados na FOD
e REST, verificou-se que na estacdo chuvosa, Miconia da REST apresentou
banda de absorcdo mais larga com centro em torno de 3354 cm™ e outra
também intensa em 2930 cm™ comparativamente a Miconia da FOD, a qual
apresentou banda mais estreitas (menor area) centrada em 3383 cm™, porém
menos intensos na regido dos alifaticos (2949-2843 cm™). Bandas de absorcao
nas regifes de carbonilicos (1724-1608 cm™) e aromaticos (1549-1408 cm™)
foram mais intensas e com maiores quantidades de bandas para Miconia da
REST. Na regido de ligacdo de OH de &lcool ou fenol foram observadas
bandas mais largas para Miconia da REST (1348-1201 cm™), enquanto que
Miconia da FOD apresentou bandas mais agudas e intensas em 1051-1020
cm?, indicando maior quantidade de um determinado grupo de &lcool. Bandas
mais largas e intensas na regido dos alquenos e aromaéticos (856-602 cm™)
foram observadas para Miconia da FOD, ao passo que houve maior quantidade
de absorcdes para Miconia da REST (Tab. 4.2; Anexo 11).

Padrao similar foi observado para a estacao seca, com Miconia da REST
apresentando uma banda de absorcdo mais alargada com centro em 3360 cm™
comparativamente a Miconia da FOD, com centro em 3420 cm™. Na regido dos

alifaticos para Miconia da FOD foi observado a presenca de bandas de
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absorcdo mais agudas (2928 e 2856 cm™) que as observadas para a Miconia
da REST (2928 cm™). Com relacdo as regides de grupamentos carbonilicos
(1724-1612 cm™), aromaticos (1514-1445 cm™) e OH de &lcool ou fenol (1444-
1041 cm™), também foram verificadas bandas em maior intensidade para
Miconia da REST, com excec¢do dos alquenos e aromaticos entre 900-600 cm’
! que foram mais intensas para a Miconia da FOD. Assim, os resultados
revelaram que, de modo geral, existe uma dissimilaridade nas bandas de
absorcdo entre os espectros de Miconia da FOD e REST, indicando que
Miconia da REST apresenta maior quantidade e diversidade de grupamentos
guimicos que Miconia da FOD (Tab. 4.3; Anexo 11).

Nas analises espectrométricas por IV para o género Guapira amostrados
na FOD e REST durante a estacdo chuvosa, foi observada maior intensidade
nas bandas de absorcdo na regido dos alifaticos (variando de 2926 a 2870
cm?), aromaticos (1512-1452 cm™) e de OH de &lcool ou fenol (1379-1055 cm™)
para Guapira da REST. Alguns picos de absorcdo na regido dos alquenos e
aromaticos (900-600 cm™) também foram mais intensos para Guapira da REST
(Tab. 4.2; Anexo 12).

Maior variacdo no perfil quimico de Guapira entre as areas foram
observados para a estacdo seca, com Guapira da REST apresentando
absorcdo em 2924 e 2853 cm™, regido dos alifaticos, enquanto que Guapira da
FOD apresentou apenas um “ombro” nesta regido (2945 cm™). Houve maior
intensidade nas bandas de absorcéo de carbonilicos (1615 cm™) e aromaticos
(em torno de 1500 cm™) para Guapira da REST que da FOD, com absorcées
em 1627 e 1514 cm™, respectivamente. Na regido que compreende e OH de
alcool ou fenol (variando de 1404 a 1037 cm™) foi observado que, além de
haver maior intensidade das bandas de absorcdo, estes foram mais largos
(area maior) para Guapira da REST (Tab. 4.3; Anexo 12).

De modo geral, por meio desta técnica espectroscopica, com preparo de
amostra padronizado e tratamento do espectro padronizado, foi possivel
diferenciar padrbes de diversidade e quantidade de grupos funcionais
presentes nas mais diversas classes quimicas de metabolitos especiais,
juntamente com outras analises realizadas tais como quantificacdo de fendis

totais e analises fitoquimicas qualitativas, permitindo, por meio de dados da
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literatura para estes géneros estudados inferir conclusdes em relacéo a classes

quimicas presentes e suas abundancias.
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Tabela 4. 2. Valores de comprimento de onda de bandas de absor¢do de espectros de infravelho de extratos brutos de folhas de pares congenéricos de

plantas amostrados na Floresta Ombrofila Densa (FOD) e na mata de restinga (REST) em maio de 2013. Valores destacados em negrito indicam faixas de

absorg¢ao mais intensas e/ou sublinhados indicam maior quantidade de bandas, respectivamente.

Area Género OH, NH de CH, CH2 e CH3 Alquenos, Compostos Aromaticos Alcoois e Fenois
amidas e aminas de alifaticos aromaticos carbonilicos

FOD Annona 3379 2922; 2853 822-517 1609 1520; 1445 1379-1065
REST Annona 3342 2928; 2857 876-517 1715-1609 1516; 1450 1375-1072
FOD Ficus 3421 2976 880 1638 - 1404; 1262-1051
REST Ficus 3235 ~2900 824-617 1709-1609 1516-1449 1366-1067
FOD Cecropia 3366 2926 824-768 1613 1524 1385-1049
REST Cecropia ~3200 2930 986; 862-606 1707-1607 1553; 1524; 1447 1408 -1076
FOD Inga 3362 2924; 2853 872-615 1613 ~1500; 1443 1398-1072
REST Inga 3387 2926; 2855 993-642 1703; 1616 1516; 1449 1400-1040
FOD Byrsonima 3362 2926; 2857 858-606 1703; 1611 1522; 1447 1377-1205; 1163-1065
REST Byrsonima 3200 - 976-606 1692; 1607 1524; 1445 1350-1232; 1161-1034
FOD Cupania 3362 2928; 2855 937-615 1723; 1628 - 1383-1042
REST Cupania 3405 2922; 2853 802-604 1726; 1615 1516; 1449 1377-1047
FOD Tapirira 3370 2928 924-606 1703; 1615 1512; 1449 1344-1042
REST Tapirira ~3200 2932; 2859 868-656 1697; 1613 1524; 1447 1346-1034
FOD Eugenia 3385 2930 993; 621 1711; 1620 1512; 1445 1368-1042
REST Eugenia 3244 2930; 2868 872-604 1703; 1613 1510; 1447 1317-1036
FOD Miconia 3383 2949; 2843 669; 610 1645 1452; 1408 1346-1107; 1051-1020
REST Miconia 3354 2930 856; 602 1724; 1609 1549-1447 1348-1201; 1072-1001;
FOD Guapira 3397 2926; 2870 980-606 1705; 1651 1528; 1452 1383-1055
REST Guapira 3416 2926; 2853 978-646 1715; 1653 1512; 1452 1379-1074
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Tabela 4. 3. Valores de comprimento de onda de bandas de absor¢do de espectros de infravelho de extratos brutos de folhas de pares congenéricos de

plantas amostrados na Floresta Ombréfila Densa (FOD) e na mata de restinga (REST) em setembro de 2013. Valores destacados em negrito indicam faixas

de absorg¢ao mais intensas e sublinhados indicam maior quantidade de bandas de absorgao, respectivamente.

Area Género %I:ﬁidN:s (le CH, CH2 e CH3 de Alquenos, Compostos Aromaticos Alcoois e Fenois
aminas alifaticos aromaticos carbonilicos

FOD Annona 3335 2930 880-519 1711; 1605 1514-1445 1445-1072
REST Annona ~3300 2926; 2855 920-519 1711; 1603 1512 1450-1076
FOD Ficus 3416 2928; 2855 905-521 1713-1642 1452 1383-1047
REST Ficus ~3300 2924, 2853 883-519 1728; 1615 1516-1445 1393-1073
FOD Cecropia 3441 2949; 2843 681; 602 1642 - 1402-1017
REST Cecropia ~3300 2926; 2853 882-592 1613 1522 1402-1049
FOD Inga 3412 2945 995-642 1620 1528 1404-1067
REST Inga ~3300 2924 2853 870-633 1696; 1615 ~1534; 1447 1373-1038
FOD Byrsonima 3356 2928 882-706 1699; 1611 1520; 1445 1371-1204; 1163-1063
REST Byrsonima 3379 2926; 2855 872-644 1692; 1611 1528; 1447 1366-1233; 1163-1034
FOD Cupania 3405 2932 988-652 1626 1520 1402-1076
REST Cupania 3391 2926; 2855 984-604 1748; 1615 1516; 1447 1371-1046
FOD Tapirira 3343 2928 924-602 1705; 1613 1530; 1449 1344-1034
REST Tapirira ~3376 2926; 2855 822-646 1694; 1613 1522; 1449 1370-1034
FOD Eugenia 3410 2944 828; 644 1707; 1630 1514; 1449 1377-1044
REST Eugenia 3358 2928 868-604 1694; 1615 1537; 1447 1344-1034
FOD Miconia 3420 2928; 2857 914-621 1724; 1636 1456 1379-1055
REST Miconia 3360 2928 918-748 1726; 1613 1514; 1445 1350-1042
FOD Guapira 3406 2945 920-619 1628 1514 1404-1073
REST Guapira 3385 2924; 2853 920-640 1615 ~1500; 1449 1375-1038
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4.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H)

Os espectros obtidos para os pares congenéricos amostrados na FOD e
na REST revelaram a existéncia de diferencas nos perfis quimicos entre os
pares congenéricos amostrados na estacéo chuvosa o que nao foi verificado na
estacdo seca (Anexos 2-10), sendo estes resultados confirmados e analisados
por meio de andlise quimiométrica de ACP.

A partir do diagrama de ordenacdo da ACP de dados espectrais dos
pares congenéricos amostrados na FOD e REST durante a estacdo chuvosa,
foi observado que ligacbes de H provenientes de estruturas quimicas alifaticas
foram positivamente correlacionadas com o primeiro eixo da ordenagao (r=
0,94), enquanto que ligacbes de H oriundas de acgucares (r= -0,84), aromaticos
(= -0,79) e aldeidos/heterociclos (r= -0,47) foram negativamente
correlacionadas com o referido eixo (Eixo 1). Ligacbes de H provenientes de
grupos oleofinicos (r= -0,80) foram positivamente correlacionadas com o
segundo eixo da ACP, enquanto que ligacGes de H de acetoxilas e metoxilas
foram negativamente correlacionadas com este eixo (Fig. 4.2; Tab. 4.2) (Eixo
2). Os dois primeiros eixos da ACP foram responsaveis por 64,60% da
variancia total dos dados, sendo que o primeiro eixo representou 43,95% e o
segundo eixo 20,65%. Os autovalores produzidos pela ACP (eixo 1= 2,64; eixo
2= 1,24) foram bem mais elevados que os autovalores para o terceiro e quarto
eixo (£ 1,0), sendo estes ultimos menos provaveis de terem algum significado
ecolégico. A ACP revelou que as espécies estdo distribuidas ao longo de
gradientes, revelando a discriminacao interespecifica.

No primeiro eixo da ACP foi observada a formacdo de quatro grupos
diferentes, sendo o primeiro grupo formado por Ficus e Byrsonima da REST,
estando agrupadas na parte superior negativa deste eixo, principalmente
devido a maior quantidade de sinais na regido de H provenientes de estruturas
com grupos oleofinicos. O segundo grupo é formado somente por espécies da
REST, estando localizado em torno da regidao intermediaria até a parte superior
positiva do eixo, devido ao acumulo de sinais observados para H de estruturas
alifaticas e oleofinicas. O terceiro grupo € formado somente por espécies da
FOD, sendo localizada em torno da regido intermediaria até parte inferior

positiva do eixo, sendo influenciada por maior quantidade de H de acetoxilas e
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metoxilas e estruturas alifaticas. O quarto grupo € constituido por apenas
Annona e Tapirira da FOD, estando relacionada a maior quantidade de H
provenientes de estruturas quimicas contendo agucares, aroméaticos, aldeidos
e/ou hidrogénios de anéis heterociclicos. O segundo eixo da ACP revelou uma
nitida separacao dos dados espectrais em dois grupos distintos, com o0s pares
congenéricos da REST situadas na parte positiva do eixo devido a
concentracdo de sinais de H proveniente de ligagdes de oleofinicos, enquanto
gue seus respectivos pares congenéricos da FOD ficaram agrupados na parte
negativa deste mesmo eixo (com excecdo da Tapira da FOD), estando

correlacionados principalmente devido a presenca de metabdlitos com

substituintes contendo acetoxilas e metoxilas (Fig. 4.2).
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Figura 4. 2. Biplot da andlise de componentes principais (ACP) dos espectros de RMN 'H de
pares congenéricos da Floresta Ombréfila Densa (vermelho) e Mata de Restinga (azul)
amostrados na estacdo chuvosa (maio/2013). Projecdo das espécies (a) e das variaveis (b) em
relacdo aos eixos 1 e 2. Ann_dol= Annona dolabripeta, Ann_acu= Annona acutiflora, Fic_spp=
Ficus sp., Fic_tom= Ficus tomentella, Cec_pac= Cecropia pachystachya, Cec_lat= Cecropia
latiloba, Ing_edu= Inga edulis, Ing_lau= Inga laurina, Byr_ser= Byrsonima sericea, Cup_ obl=
Cupania oblongifolia, Cup_ema= Cupania emarginata, Tap_gui= Tapirira guianensis, Eug_exc=
Eugenia excelsa, Eug_ast= Eugenia astringens, Mic_spp= Miconia sp., Mic_cin= Miconia

cinnamonifolia, Gua_opp= Guapira opposita, Gua_per= Guapira pernambucensis. N=20.

Nas analises de ACP dos dados espectrais dos pares congenéricos da

FOD e REST amostrados na estacédo seca foi observado que o primeiro eixo
representou 43,47%, seguido do segundo eixo com 28,43%, totalizando
71,89% da variancia total dos dados. Os dois primeiros eixos da ACP (eixo 1=
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2,61; eixo 2= 1,70) apresentaram autovalores bem maiores comparativamente
ao terceiro e quarto eixo (< 1,0). A variavel H de alifaticos (r= 0,94) presentou
uma forte correlagéo positiva e significativa com o primeiro eixo da ordenacéo
da ACP, enquanto que H de acucares (r=-0,84), H de aromaticos (r=-0,79) e H
de aldeido (r=-0,47) foram negativamente correlacionados com o mesmo eixo.
A variavel H de oleofinicos (r=0,81) foi positivamente correlacionada com o
segundo eixo, seguido de H de acetoxilas e metoxilas que foram
negativamente correlacionados (r= -0,61) (Fig. 4.3; Tab. 4.2).

Ao analisar a disposicao dos pares congenéricos amostrados nas duas
areas em relacdo aos eixos 1 e 2 da ordenacdo, géneros como Miconia,
Eugenia e Tapirira foram 0s que apresentaram maiores variagcdes no perfis
quimicos entre as areas, enquanto que Guapira e Cupania foram os que
apresentaram maiores similaridades. Miconia e Eugenia da REST se
destacaram das demais espécies por apresentarem acumulo de sinais na
regido de H alifaticos e acucares, respectivamente. Tapirira da FOD apresentou
maior acumulo de sinais na regido de compostos aromaticos, enquanto que
para o género Tapirira da REST houve maior concentracdo para sinais
referentes a Acetoxilas e Metoxilas (Fig. 4.3).

A partir da analise dos dados da ACP foi verificada a auséncia de um
padrdo de agrupamento de espécies, indicando que na referida estacdo, de
modo geral, as espécies apresentaram similaridade na complexidade quimica
independentemente da &rea, estando mais distribuidas em torno da regido
intermediaria dos eixos de ordenacdo, sugerindo uma maior proximidade
guimica intraespecifica (pares congenéricos) e interespecifica nesta estacao,

independente da area.
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Figura 4. 3. Biplot da analise de componentes principais (ACP) dos espectros de pares
congenéricos da Floresta Ombrdfila Densa (vermelho) e Mata de Restinga (azul) amostrados
na estagédo seca (setembro/2013). Projecao das espécies (a) e das variaveis (b) em relagao
aos eixos 1 e 2. Ann_dol= Annona dolabripeta, Ann_acu= Annona acutiflora, Fic_spp= Ficus
sp., Fic_tom= Ficus tomentella, Cec_pac= Cecropia pachystachya, Cec_lat= Cecropia latiloba,
Ing_edu= Inga edulis, Ing_lau= Inga laurina, Byr_ser= Byrsonima sericea, Cup_ obl= Cupania
oblongifolia, Cup_ema= Cupania emarginata, Tap_gui= Tapirira guianensis, Eug_exc= Eugenia
excelsa, Eug_ast= Eugenia astringens, Mic_spp= Miconia sp., Mic_cin= Miconia cinnamonifolia,

Gua_opp= Guapira opposita, Gua_per= Guapira pernambucensis. N=20.

Tabela 4. 4. Valores dos coeficientes de correlagdo entre as variaveis relacionadas e os
autovetores das analises de componentes principais (ACP) das pares congenéricos

amostrados na Floresta Ombrdfila Densa e Mata de Restinga. N=20.

Auto-vetores

Ligacbes de H Estacdo Chuvosa Estacdo seca

Eixo 1 Eixo 2 Eixo 1 Eixo 2
Alifaticos 0,94**= 0,03 -0,89%** 0,28
Acetoxilas e Metoxilas 0,40 -0,61** -0,67** -0,40
Aclcares -0,84*** -0,11 0,90*** 0,08
Oleofinicos 0,20 0,81*** -0,37 -0,78***
Aromaéticos -0,80*** 0,26 0,64** 0,43
Aldeidos/Heterociclos -0,47* -0,37 0,12 0,82%**

Dados transformados. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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44 Discussao

Os resultados revelaram que as técnicas espectroscopicas utilizadas no
presente estudo (IV e RMN *H) foram eficientes para identificar a existéncia de
diferencas nos perfis quimicos entre pares congenéricos de plantas
amostrados na FOD e na REST, juntamente com as demais analises quimicas
(testes qualitativos e quantificacdo de fenois totais). Estas analises
espectroscopicas sao comumente utilizadas em estudos ecometabolémicos,
visando identificar diferencas nos perfis quimicos de plantas ocasionadas por
estresses bidticos e abibticos (Kuzina et al., 2009; Khairudin et al., 2014; Rivas-
Ubach et al., 2013; Fester, 2015; Sampaio et al., 2016).

As andlises fitoquimicas qualitativas para a deteccdo de metabdlitos
especiais revelaram que as classes de substancias como esteroides,
triterpenos e flavonoides foram as que mais se diferenciaram entre os pares
congenéricos coocorrentes na FOD e REST. Os esteroides foram detectados
principalmente em pares congenéricos da FOD, enquanto que triterpenos e
flavonoides foram detectados majoritariamente em pares congenéricos da
REST, resultado este que estd coerente em relacdo as analises quantitativas
de fendis totais, onde, de modo geral, foi verificado maiores concentracdes de
fendis totais para os pares congenéricos amostrados na REST. Segundo Akula
e Ravishankar (2011), o estresse salino, como observado em ambientes de
restinga, também aumenta varios metabdlitos de plantas principalmente os
compostos fendlicos. Para os testes de atividades antioxidantes, resultados
negativos foram detectados para géneros como Ficus, Inga, Cupania e Miconia
da FOD e Guapira de ambas as areas amostradas na estacao chuvosa (FOD e
REST) (Tab. 4.3.1). Cabe destacar que os testes fitoquimicos empregados
detectam apenas metabdlitos especiais que estejam presentes em altas
concentracfes nos extratos analisados. Neste sentido, os resultados negativos
para os testes de atividades antioxidantes podem estar relacionados as baixas
concentracbes de flavonoides e de fendis totais para os referidos géneros
nesta area, e de Guapira de ambas as areas, visto que flavonoides e fendis
totais, dentre outros, sdo considerados como 0s antioxidantes mais ativos nos

vegetais (Sucupira et al., 2015). Cabe destacar que a concentracdo de fendis
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totais para os referidos géneros foi baixa, quando comparados com as
concentracdes dos demais géneros estudados.

Para os espectros de infravermelho com transformadas de Fourier, a
presenca de picos na regido de 1.850-1.610 indica a vibracdo de grupos
funcionais que contém carbonila. Na regido de 1.400-1000 cm™, bandas
relativas ao estiramento de ligacdo C-O de alcoois e fenois aparecem
aproximadamente de 1.250-1.000 cm™. No caso de fendis geralmente se
observa duas bandas nas regides 1.410-1.320 e 1.260-1.180 cm™ (Barbosa,
2007). Bandas mais largas sugere-se a presenca de maior quantidade de tipos
funcionais, indicando maior diversidade quimica, enquanto que a intensidade e
area da banda revelam informacdes quantitativas sobre os tipos funcionais
analisados.

Em geral, os espectros de infravermelho (IV) mostraram padrées de
bandas de absorcdo semelhantes entre os pares congenéricos da FOD e
REST amostrados nas estacdes chuvosa e seca. Picos proeminentes em todos
0S espectros compreenderam a presenca de grupos quimicos funcionais
especificos que estdo presentes em diferentes espécies de plantas, conforme
destacado por Khairudin et al. (2014). A partir desta foi possivel verificar, por
meio dos perfis obtidos, a influéncia do ambiente sobre a diversidade e/ou
guantidade de grupos quimicos presentes nas amostras foliares analisadas,
conforme destacado por Sardans et al. (2011). Isto pode ser observado
claramente, por exemplo, no caso da espécie do género Byrsonima que em
ambos os ambientes (FOD e REST), trata-se da mesma espécie (Byrsonima
sericea), ou seja, filogenética e biossinteticamente iguais. Embora se observe
perfis quimicos similares, ha uma maior diversidade e intensidade de sinais de
absorcdo de grupos quimicos na Byrsonima amostrada na REST, o que é
também observado, de modo geral, em outros pares congenéricos oriundos da
REST, e mais intensamente na estacdo seca. Este tipo de andlise tem sido
utilizado para discriminar espécies ou populacdes de plantas com base na
absorcdo de grupos funcionais (Khairudin et al., 2014, Turker-Kaya & Huck,
2017).

Varios fatores ambientais como disponibilidade de agua, temperatura e
radiacdo s&o conhecidos por influenciarem na produgdo de metabdlitos

especiais (Castro et al., 2004; Sampaio et al.,, 2016), como por exemplo os
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fenilpropanoides (Ramakrishna & Ravishankar, 2011). Os fenilpropanoides séo
unidades bésicas para a formacdo de compostos fendlicos mais complexos
(Taiz & Zeiger, 2006). Compostos fendlicos como taninos, antocianinas
flavonoides entre outros, além de contribuirem para a absorcéo e/ou dissipacéo
de energia solar, influenciam na protecdo contra os efeitos deletérios da
radiagdo UV no aparato fotossintético ou na formagéo de espécies reativas de
oxigénio (Gottlieb et al., 1996; Akula & Ravishankar, 2011; Brunetti et al., 2013;
Sampaio et al., 2016). Nos estudos de Sampaio et al. (2016) foram observados
que o perfil quimico de folhas de Tithonia diversifolia Hemsl. (Asteraceae) foi
relacionado principalmente com os niveis de chuvas e umidade, temperatura e
a radiacdo solar. Cabe destacar que, ambientes de restinga sdo conhecidos
por apresentarem altas temperaturas e luminosidade, menores disponibilidade
de agua e nutrientes nos solos, onde muitas plantas desenvolvem varias
adaptacdes morfolégicas e fisiolégicas para sobreviverem nestes ambientes
(Marques et al., 2015). Assim, as condi¢des ambientais da REST (ambiente
com menos disponibilidade hidrica) podem estar influenciando na maior
producdo de compostos fendlicos nos pares congenéricos desta area,
comparativamente aos pares congenéricos da FOD (ambiente com maior
disponibilidade hidrica).

Os dados obtidos por RMN 'H analisados com a ferramenta
quimiométrica (ACP) também permitiram observar claramente perfis quimicos
diferenciados entre os pares congenéricos coocorrentes na FOD e na REST,
indicando uma variabilidade de tipos estruturais quimicos para pares
congenéricos da FOD amostrada na estacdo chuvosa, correlacionados com
sinais de H de acetoxilas e metoxilas e sinias de H de estruturas heterociclicas,
enquanto que pares congenéricos das REST correlacionaram com sinais de H
de olefinicos nesta mesma estacdo. A deteccdo de sinais contendo estruturas
heterociclicas, pode sugerir a presenca de alcaloides (Henrique et al., 2010;
Trigo et al.,, 2012). A presenca de metabdlitos com substituintes contendo
acetoxilas e metoxilas sugerem processos de reducdo de compostos
originalmente hidroxilados. Processos de oxidacéo e reducéo sao frequentes
durante processos biossintéticos e mudangas na estrutura molecular que déo
plasticidade e diversidade aos metabdlitos especiais, proporcionando

diferenciacdo nos perfis quimicos estruturais (Gottlieb et al., 1996; Dewick,

96



2008; Abreu et al., 2010). Neste sentido, espécies da FOD apresentaram
maiores concentracbes de compostos contendo estruturas heterociclicas,
sugerindo a presenca de alcaloides, e maiores concentragbes de compostos
contendo acetoxilas/metoxilas indicando a reducdo de compostos originalmente
hidroxilados.

Sinais de H de olefinicos indicam a presenca de cadeias de carbono
contento pelo menos uma dupla ligacdo entre os carbonos, sendo estruturas
comuns em terpenoides (triterpenos, diterpenos, sesqui e mono terpenos) além
de esterdides (Taiz & Zeiger, 2006; Trigo et al., 2012). Assim, a correlagédo
significativa de pares congenéricos da REST amostrados na estacdo chuvosa
com sinais de oleofinicos juntamente com maior deteccdo de terpenos
observada nas andlises fitoquimicas para esta area podem sugerir maiores
investimentos na bioproducéo destes metabdlitos na REST.

Nas andlises de RMN da estacdo seca ndo foi observada uma
separacdo nos perfis quimicos de pares congenéricos da FOD e da REST,
como verificada para a estacdo chuvosa. O resultado encontrado pode sugerir
gue plantas da FOD, sob condicbes de seca, sofreram alteracdes na producao
de metabdlitos especiais, acarretando em concentracdes e tipo de ligacbes de
H semelhantes entre FOD e REST. Resultados semelhantes podem ser
verificados na literatura, como por exemplo, o caso de plantas da espécie Erica
multiflora L. (Ericaceae) que experimentalmente sob condicbes de estresse
hidrico apresentaram maiores concentragcfes de metabdlitos foliares como
acido quinico, acido tartarico, lipidios e terpenos, e quando analisados por
RMN mostraram que o método empregado (RMN *H) foi sensivel o suficiente
para detectar mudancas nos perfis metabdlitos devido ao estresse causado
pela seca (Rivas-Ubach et al., 2012; Rivas-Ubach et al., 2013). O acido quinico
€ um precursor da rota do acido chiquimico, uma via metabdlica comum na
biossintese de aminoacidos aromaticos, como a tirosina e a fenilalanina (Draths
et al., 1999; Castro et al., 2004; Rivas-Ubach et al., 2012).
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45 Conclusao

Os resultados obtidos mostraram de forma inequivoca que existe uma
forte variacdo no perfil metabdlico entre os pares congenéricos amostrados nas
diferentes areas (FOD e REST), principalmente para a analise metabolémica, a
qual revelou que espécies da FOD apresentam maiores concentracfes de
compostos contendo estruturas heterociclicas, sugerindo a presenca de
alcaloides, e de compostos contendo acetoxilas/metoxilas, indicando reducéo
de compostos originalmente hidroxilados, enquanto que para as espécies da
REST foram observados maiores concentracdes de compostos contendo
grupos olefinicos, sendo essas estruturas comuns em varios tipos de
terpenoides e esteroides. Tais variacbfes sugerem que fatores ambientais
exercem uma forte influéncia na producdo e variabilidade de metabdlitos
especiais, corroborando a hip6tese testada. Cabe destacar que na estagdo
seca as duas areas apresentaram uma grande similaridade nos perfis
quimicos, o que ndo ocorreu na estacado chuvosa, onde os perfis quimicos
foram claramente diferentes, com as espécies da REST apresentando maior

plasticidade na bioproducdo de metabdlitos especiais.
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CAPITULO V. COMUNIDADE DE INSETOS EM DUAS FITOFISIONOMIAS
CONTRASTANTES DA MATA ATLANTICA

5.1 Introducéo

Sabe-se que cerca de 50% das espécies de insetos sdo consideradas
herbivoras, o que corresponde a 25% do total de espécies de Arthropoda
existentes (May, 1988, 1990; Silva-Branddo & Freitas, 2012). Estudos de
comunidade de insetos em plantas associadas permitem o conhecimento n&o
apenas da composicao taxondmica, mas também o estudo das distribuicées
temporal e espacial dessas comunidades, além de comparacdes das
interagcdes inseto-planta entre ecossistemas distintos (Flinte et al., 2006).

Os insetos herbivoros sao importantes para as atividades humanas pelo
fato de ocasionarem prejuizos no desenvolvimento das plantas e danos
econdmicos que variam de 5 a 30% da producéo agricola mundial, por meio do
ataque a diferentes partes das plantas como folhas, frutos e sementes (Del-
Claro, 2012; Carrano-Moreira, 2015). Em florestas tropicais, a perda de area
foliar por insetos herbivoros varia de 8 a 15% (Sterck et al., 1992; Nascimento
& Proctor, 2001; Cardenas et al., 2014; Nascimento et al., 2017), influenciando
0 crescimento, a reproducdo e a habilidade competitiva das espécies de
plantas (Coley & Barone, 1996).

Os herbivoros mastigadores ocasionam mais de 90% do dano foliar em
florestas tropicais (Adams et al., 2009; Moctezuma et al., 2014) e dentre os
mastigadores de folhas, os grupos mais diversos sédo Lepidoptera, Coleoptera,
Orthoptera e Phasmatodea (Gulllan & Cranston, 2007; Lewinsohn et al., 2012;
Carrano-Moreira, 2015). A ordem Coleoptera compreende cerca de 40% das
espécies de insetos conhecidos, sendo a maioria delas fitéfaga, predadora ou
fungivora (Carrano-Moreira, 2015). Lepidoptera € considerada a segunda maior
ordem em numero de espécies, sendo as formas imaturas (lagartas)
essencialmente fitéfagas (Price, 2002; Carrano-Moreira, 2015). Muitas espécies
da ordem Orthoptera séo fitéfagas, consumindo folhas e raizes, enquanto que
todas as espécies de Phasmatodea sdo consideradas fit6fagas (Gullan &
Cranston, 2007; Carrano-Moreira, 2015).
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As injarias que os insetos causam nas plantas variam grandemente,
dependendo da guilda de herbivoros (Gullan & Cranston, 2007; Howe &
Jander, 2008; Andrew et al., 2012), do grau de especializacéo alimentar (Coley
& Barone, 1996; Barone, 1998) e das interacdes entre as guildas de
alimentagao (Ribeiro & Basset, 2007; Kunkler et al., 2013; Saad et al., 2015).
Estas dltimas definem herbivoros como mastigadores de folhas, minadores e
perfuradores, sugadores de seiva e galhadores, conforme Gullan e Cranston
(2007). A especializacdo alimentar dos insetos herbivoros varia de monofagia
(especialistas extremos, alimentando-se apenas de um género ou espécie de
planta) a polifagia (generalistas, que se alimentam de varias familias de
plantas) (Gullan & Cranston, 2007; Howe & Jander, 2008; Ali & Agrawal, 2012;
Trigo et al. 2012). Neste sentido, as interagdes entre insetos e plantas séo téo
diversas e complexas que dificultam a identificacdo ou elaboracdo de teorias
gerais sobre os padrdes de distribuicdo de insetos herbivoros, seja no tempo e
no espaco, sendo estes padrdes totalmente dependentes de suas plantas
hospedeiras (Aragjo, 2013).

Fatores abidticos podem influenciar as interacdes entre insetos e plantas
em florestas tropicais. Neste sentido, a disponibilidade hidrica e nutricional dos
solos em diferentes tipos de habitats pode afetar indiretamente a qualidade
nutricional da planta e consequentemente, a riqueza e abundancia de insetos
herbivoros de diferentes guildas (Coley et al., 1985; Fernandes & Price, 1988;
Silva et al., 2009; Fine et al., 2013; Karolewski et al., 2013; Lamarre et al.,
2015).

Contudo, ha pouco conhecimento sobre como as comunidades de
insetos estao estruturadas em gradientes ambientais (Fernandes & Price, 1988;
Silva et al.,, 2009; Fine et al., 2013; Lamarre et al., 2015). O estresse
higrotérmico pode ser um dos fatores que fortemente determinam a diversidade
de herbivoros mastigadores e galhadores em diferentes habitats. Nos estudos
de Fernandes e Price (1988), por exemplo, foi verificada maior riqgueza de
insetos herbivoros galhadores (ou endofiticos) no ambiente xérico que no
ambiente mésico, diferentemente do padrdo observado para os insetos de vida
livre (ou exofiticos), que foram mais ricos no ambiente mésico. A maior riqueza
e abundéancia de insetos herbivoros de vida livre em ambientes mésicos

comparativamente a ambientes xéricos também foi observada nos estudos de
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Silva et al. (2009). Além disso, os insetos galhadores estdo melhores
adaptados a ambientes quentes, com vegetacdo escleréfila e com alta
concentracdo de taninos, caracteristicas que dificultam o ataque por outros
herbivoros e seus inimigos naturais (Fernandes & Price, 1988; Ribeiro &
Basset, 2007; Santos et al., 2012; Araujo et al., 2014b; Ribeiro et al., 2014).

Gradientes de solo também podem influenciar na comunidade de
insetos. Um estudo com Protium subserratum (Aubl.) (Burseraceae) mostrou
mais insetos se alimentando de plantas em habitats de solos argilosos (com
mais nutrientes) do que arenosos, podendo esta dissimilaridade estar
diretamente relacionada a disponibilidade de nutrientes no solo (Fine et al.,
2013). Estudos posteriores também revelaram maior abundéancia da
comunidade de Arthropoda em habitats argilosos do que arenosos (Lamarre et
al., 2015). Neste sentido, as caracteristicas de solos podem selecionar
diferentes estratégias ecoldgicas de plantas de florestas tropicais, 0s quais
incluem estratégias evolutivas de alocacdo de recursos para o crescimento e
defesas contra a herbivoria, podendo influenciar na comunidade de insetos
herbivoros amostrados (Fine et al., 2004, 2006).

Outros fatores abi6ticos importantes relacionam-se ao clima. O regime
de chuvas em florestas tropicais pode influenciar fortemente o ciclo de vida e a
distribuicdo de populacfes de insetos herbivoros (Wolda, 1988; Grimbacher &
Stork, 2009), enquanto que altas temperaturas podem afetar negativamente
insetos sensiveis a esta condicao abiotica (Deutsch et al., 2008).

Nos dultimos anos, um numero crescente de trabalhos sobre a
comunidade de insetos herbivoros e suas plantas hospedeiras tem sido
realizado no Cerrado e em Matas secas (Silva et al., 2009; Neves et al., 2010;
Leite et al., 2013; Neves et al., 2014, Oliveira et al., 2016). Todavia, atualmente
pouco se conhece sobre a comunidade de insetos herbivoros em Mata
Atlantica (Souza et al., 2016; Morante-Filho et al., 2016), e também em seus
ecossistemas associados, como a restinga (Flinte et al., 2006; Monteiro et al.,
2007; Silveira et al., 2008). Aléem disso, estudos comparativos da estrutura de
comunidade de herbivoros associada a espécies de plantas hospedeiras
congenéricas tem sido raramente desenvolvidos (Nakadai et al.,, 2014).
Portanto, o conhecimento sobre a estrutura de comunidade de insetos e suas

interacbes com plantas hospedeiras congenéricas sdo fundamentais para
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analisar os efeitos dos insetos herbivoros nas populacdes vegetais e o0s

padrdes de distribuicdo espacial nos ecossistemas de Mata Atlantica.

5.2 Objetivo

Este estudo teve como objetivo descrever e analisar a estrutura da
comunidade de insetos, destacando o0s potenciais insetos herbivoros
mastigadores de folhas associados a pares congenéricos de plantas em dois
ambientes contrastantes de Mata Atlantica, Floresta Ombréfila Densa e Mata
de Restinga.

Neste estudo foi testada a seguinte hipétese: maiores valores de riqgueza
e diversidade de espécies de potenciais insetos herbivoros mastigadores sao
esperados em Floresta Ombroéfila Densa, devido as caracteristicas do clima

(mais umido e menos quente) e a maior complexidade estrutural da floresta.

5.3 Material e Métodos

5.3.1 Areas de Estudo

O estudo foi desenvolvido em duas formacdes florestais de Mata
Atlantica no Estado do Rio de Janeiro, com diferentes condi¢des
edafoclimaticas, sendo um ambiente mais Umido e argiloso, representado pela
Floresta Ombréfila Densa (FOD) na Reserva Bioldgica (ReBio) Unido em Rio
das Ostras e um ambiente xérico e arenoso, representado pela restinga
(REST) na Reserva Particular do Patrimonio Natural (RPPN) Fazenda Caruara
em S&o Joao da Barra (vide capitulo 2 para maiores detalhes das areas de

estudo).

5.3.2 Metodologia de amostragem de insetos

Para a amostragem dos insetos foram utilizadas duas técnicas:
armadilhas coloridas (color pantrap) e guarda-chuva entomologico. A primeira
técnica consistiu na instalacdo de 15 unidades amostrais de armadilhas

coloridas (PT), onde cada unidade amostral foi constituida de seis potes
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redondos (200 mL cada) de diferentes cores (amarela, azul e branca), sendo
dois potes por cor, preenchidos por agua e detergente, presos ao longo do eixo
de uma haste de cano PVC distante 50 cm do solo (Fig. 5.1). Ao todo, foram
instalados 90 potes por area de estudo, os quais ficaram expostos por 48h; os
insetos capturados foram recolhidos a cada 24h. As hastes foram distribuidas
com uma distancia minima de 20 metros entre si formando um transecto, sendo
disponibilizadas em locais mais abertos e proximos aos pares congenéricos de
plantas estudadas. As coletas foram realizadas nas estacdes chuvosa
(fevereiro/2015) e seca (setembro/2015), em dois dias de amostragem em cada
estacdo. As armadilhas coloridas sdo conhecidas por atrairem diferentes
grupos de insetos em funcdo da cor (Heneberg & Bogusch, 2014; Silva et al.,
2014), além de facil manuseio, baixo custo e auséncia de influéncia do coletor,
tornando-as Uteis para amostragem e comparacdo da comunidade de insetos
(Saunders & Luck, 2013). Apesar de ndo ser especifica para insetos
associados a plantas, a técnica permite a amostragem de diversos grupos
ecologicos que potencialmente se relacionam com as plantas proximas,

constituindo uma amostragem complementar no estudo dos herbivoros.

Figura 5. 1. Armadilha colorida do tipo pantrap instalada na Mata de Restinga da Reserva

Particular do Patriménio Natural Caruara, Sao Jodo da Barra, Rio de Janeiro.

103



Para a entomofauna associada a vegetacédo foi utilizado um guarda-
chuva entomolégico (GC) (2x2 m) (Fig. 5.2), para amostragem em cinco
individuos de cada um dos 10 pares congenéricos de plantas (vide capitulo 3
para maiores detalhes das espécies amostradas) nas duas areas estudadas.
As coletas foram realizadas nas estacbes seca e chuvosa, em 17 dias de
amostragens em cada estacao de 2013 e 2015. Em plantas arbéreas com mais
de 2 m de altura, o guarda-chuva entomoldgica foi suspenso utilizando-se uma

corda de nylon para aproxima-lo da area das folhas que foi sacudida.

Figura 5. 2. Amostragem de insetos utilizando-se guarda-chuva entomoldgico nas areas de mata na
Floresta Ombréfila Densa da Reserva Bioldégica Unido em Rio das Ostras (a) e na Mata de

Restinga da Reserva Particular do Patriménio Natural Caruara em Sao Joao da Barra (b).
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Os espécimes coletados foram armazenados em alcool 70%, triados e
etiquetados com data e procedéncia. Exemplares de cada morfotipo foram
montados em alfinetes entomoldgicos e identificados no menor nivel
taxondmico possivel, com auxilio de chaves taxonémicas e especialistas em
entomologia da UENF. Os insetos foram incorporados na Colecédo de Zoologia
do Setor de Ecologia Experimental do Laboratério de Ciéncias Ambientais
(LCA/CBB/UENF), com excec¢ao dos insetos da ordem Coleoptera que foram
depositados no Museu de Entomologia do Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia (LEF/CCTA/UENF).

5.3.3 Andlises de dados

A estrutura da comunidade de insetos entre as areas de estudo e da
comunidade de potenciais herbivoros entre os pares congenéricos foi descrita
por meio dos seguintes parametros de comunidade: composicao (catalogo dos
taxons), abundéancia total (nUmero de individuos de cada grupo taxondémico),
abundéancia relativa (abundancia de cada tdxon sobre a abundancia total
multiplicado por 100), riqueza (numero de taxons), diversidade (indice de
Shannon), dominadncia (indice de Berger-Parker) e atividade sazonal
(ocorréncia de cada morfoespécie ao longo do ano).

A diversidade de ordens da comunidade de insetos e da comunidade de
potenciais insetos herbivoros entre as areas estudadas e entre 0s pares
congenéricos foi comparada pelo teste t de diversidade Shannon.

O ranking de abundancia das ordens foi elaborado para verificar a
distribuicdo grafica da frequéncia das espécies por classes de numero de
individuo, permitindo visualizar a riqueza e a distribuicdo quantitativa dos
individuos por taxon.

A eficiéncia da amostragem das ordens de insetos no geral e entre as
estacles, e dos potenciais herbivoros nas duas areas de estudo foi analisada
com base em curvas de rarefacdo individual. Foi também utilizado o estimador
de riqueza Jackknife baseado na incidéncia das espécies de potenciais
herbivoros entre as duas areas de estudo.

O coeficiente de similaridade de Bray-Curtis entre as comunidades de

potenciais herbivoros nas duas areas de estudo e nos pares congenéricos foi
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calculado levando-se em consideracdo a abundancia dos taxons encontrados e
foi construido um dendograma baseado nestes dados.

Levando-se em consideracdo as premissas implicitas nos testes
estatisticos, foram conduzidos o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (U)
para as comparacfes da abundéancia de ordens entre as areas FOD e REST
por método (armadilha colorida e guarda-chuva entomoldgico) e entre os
métodos, da abundancia de potenciais herbivoros entre as areas FOD e REST,
e da diversidade dos potenciais herbivoros entre os pares congenéricos de
plantas. O teste T pareado de Wilcoxon (W) foi utilizado para as comparagcdes
dos valores médios de abundancia dos potenciais insetos herbivoros
associados aos pares congenéricos de plantas amostrados na FOD e REST.

As analises foram executadas utilizando o software PAST versao 2.17c
(Hammer et al. 2001) e STATISTICA versao 7.0 (StatSoft, 2004). Todos os

testes foram feitos ao nivel de significancia de 5%.

5.4 Resultados

5.4.1 Estrutura da comunidade da entomofauna

No total foram coletados 5.255 individuos de insetos na FOD e REST,
constituido por 5.218 adultos e 37 imaturos, utilizando as duas metodologias
(armadilha colorida e guarda-chuva). Os insetos amostrados pertencem a 13
ordens, sendo Diptera (37,8% dos individuos), Coleoptera (22,1%),
Hymenoptera (19,4%) e Lepidoptera (11,5%) as mais abundantes. As demais
ordens juntas compreendem 9,2% dos individuos coletados (Fig. 5.3).

A dominancia de ordens foi maior na FOD (0,53) do que na REST (0,30),
representado principalmente pela ordem Diptera que constituiu 20,2% dos
espécimes (Fig. 5.3). A partir do grafico de ranking/abundancia foi observado
gue as estruturas das comunidades de insetos da FOD e REST foram
determinadas pela forte dominancia de Diptera, seguida de outras duas ordens
(FOD) representando 30,5% dos individuos amostrados, enquanto na REST
foram observadas quatro ordens com alta dominéncia e 60% dos individuos
coletados. Todas as demais ordens apresentaram menos de 9,5% dos
individuos (Fig. 5.4, Tab. 5.1).
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A abundancia média geral de individuos por ordem de insetos foi
semelhante entre as areas estudadas (FOD= 152 + 290 individuos; REST= 253
+ 391 individuos), ndo diferindo significativamente (teste U= 82,0; p= 0,90). O
mesmo foi observado quando comparado os valores médios por método de
coleta (armadilha colorida, U= 82,5 p= 0,92 e guarda-chuva U= 73,5, p= 0,57)
bem como entre as comunidades de insetos e 0s métodos amostrais (Teste
U=80,0; p=0,82). Dentro das ordens de cada area estudada, Diptera,
Hemiptera, Orthoptera, Blattaria e Thysanoptera apresentaram maior
abundéancia de individuos na FOD comparativamente a REST, enquanto que
Coleoptera, Hymenoptera e Lepidoptera foram a mais abundante na REST. As
demais ordens apresentaram a abundancia inferior a dez individuos, sendo
Dermaptera exclusiva na FOD e Isoptera na REST, contendo um individuo
cada (Tab. 5.1).

@ | otal
mREST
mFOD

Diptera
Coleoptera
Hymenoptera
Lepidoptera
Hemiptera
Orthoptera
Blattaria

Thysanoptera
Psocoptera
Mantodea
Phasmatodea
|soptera

Dermaptera

0,0 5',0 16,0 15,0 26,0 25,0 36,0 35,0 46,0
Abundancia relativa (%)
Figura 5. 3. Abundancia relativa (%) das ordens de insetos amostradas na Floresta Ombréfila
Densa (FOD) da Reserva Biolégica Unido em Rio das Ostras e na Restinga da Reserva
Particular do Patriménio Natural Caruara (REST) em S&o Jodo da Barra e o total amostrado na
FOD e REST.
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Figura 5. 4. Ranking de abundéancia para a comparagao da composi¢ao das comunidades de
insetos amostrados na Floresta Ombrofila Densa (FOD) da Reserva Bioldgica Unido em Rio
das Ostras e na Restinga da Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) Caruara (REST)

em S3do Jodo da Barra.

Tabela 5. 1. Numero de individuos, abundancia total e relativa das ordens de insetos coletados
na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) da Reserva Bioldgica Unido em Rio das Ostras € na
Restinga da Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) Caruara (REST) em S&o Joao
da Barra, utilizando a armadilha colorida e guarda-chuva entomoldgico. Auséncia de diferenca
estatistica entre areas para cada método e para a abundancia total entre as areas (FOD e
REST), Teste Man-Whitney, p=0,05, N= 13.

Ordens de Armadilha colorida Guarda-chuva Abundéancia Total Abundancia total
Insecta FOD REST FOD REST FOD REST FOD + REST

Blattaria 6 0 27 7 33 7 40
Coleoptera 86 801 65 211 151 1012 1163
Dermaptera 0 0 1 0 1 0 1
Diptera 1054 924 6 1 1060 925 1985
Hemiptera 225 37 28 36 253 73 326
Hymenoptera 139 170 151 559 290 729 1019
|soptera 0 0 0 1 0 1 1
Lepidoptera 69 373 33 127 102 500 602
Mantodea 0 0 2 5 2 5 7
Orthoptera 11 1 45 22 56 23 79
Phasmatodea 0 0 3 2 3 2 5
Psocoptera 0 3 5 0 5 3 8
Thysanoptera 7 1 10 1 17 2 19
Total 1597 2310 376 972 1973 3282 5255
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A curva de rarefacdo estimada para as ordens tendenciou a assintota,
indicando que as amostragens realizadas na FOD e REST foram préximas ao
valor total da comunidade (Fig. 5.5). A sobreposicdo entre os intervalos de
confianca das curvas indicam que ndo existe diferenca na riqgueza de ordens
entre as areas estudadas. Com relacédo ao indice de diversidade de Shannon
para as ordens, ndo houve diferenga significativa entre FOD (1,47) e REST
(1,50) (Teste t de diversidade de Shannon=-1,00; p= 0,31). Todavia, o indice de
dominancia de ordens foi maior na FOD (0,53) do que na REST (0,30),
representado principalmente pela ordem Diptera que constituiu 20,2% dos

espécimes.
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Figura 5. 5. Curvas de rarefacdo (vermelho) para riqueza de ordens de insetos em funcdo da
abundéancia de individuos na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) e na Mata de Restinga (REST),

capturados com armadilha colorida e guarda-chuva entomolégico (linhas azuis= IC 95%).

5.4.2 Sazonalidade da abundéancia e riqueza das ordens de insetos

Ao analisar a sazonalidade e a abundancia das ordens, a estacéo seca
apresentou maior abundancia de ordens, com 3.169 individuos, comparado a
estacdo chuvosa que apresentou 2.735 individuos (Tab. 5.2). Na estacéo
chuvosa, FOD e REST apresentaram 0 mesmo numero de ordens e

semelhanca na abundéncia de individuos. Quando se analisa a curva de
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rarefacdo gerada para esta estacdo, percebe-se um padrdo muito distinto
daquele observado para a estacdo seca, quando FOD apresentou maior
riqueza de ordens e menor abundancia de individuos que a REST (Fig. 5.6).

Tabela 5. 2. Abundancia e riqueza das ordens de insetos amostradas na armadilha colorida (PT)

e no guarda-chuva (GC) na estagao seca (SE) e chuvosa (CH) de 2013 e 2015.

Técnica Estagdo/Ano FOD REST
Amostral (FODIREST) Abundéancia Riqueza Abundancia Riqueza
GC CH/2013 6 5 20 5
GC CH/2015 116 10 391 10
PT CH /2015 912 8 643 9
GC SE/2013 56 7 58 4
GC SE/2015 199 13 504 8
PT SE/2015 684 8 1666 7
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Figura 5. 6. Curvas de rarefacdo (vermelho) para riqueza de ordens de insetos em funcao da
abundancia de individuos na Floresta Ombrdfila Densa (FOD) e na Mata de Restinga (REST)
nas estagdes chuvosa (a) e seca (b), capturados com armadilha colorida e guarda-chuva

entomologico (linhas azuis= IC 95%).
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5.4.3 Potenciais insetos herbivoros

Das quatro ordens de potenciais insetos herbivoros mastigadores, foram
amostrados 1.849 individuos de 182 morfoespécies, utilizando os dois métodos
de amostragens (Tab. 5.3). As ordens mais abundantes foram Coleoptera,
seguida de Lepidoptera, Orthoptera e Phasmatodea. A abundancia média de
individuos por ordem de potenciais insetos herbivoros foi significativamente
maior para REST (384 = 478) do que FOD (78 + 63) (teste U= 11.345,
p<0,0001).

Dentre os Coleoptera, cerca de 30% (FOD) e 20% (REST) das
morfoespécies pertence a familia Chrysomelidae, com abundancia 27% e
2,7%, respectivamente. Os imaturos da ordem Lepidoptera amostrados na
REST foram pertencentes a 67% de morfoespécies de vida livre que constroem
algum tipo de abrigo ou protecao, constituido por folhas juntamente com fezes
e/ou seda.

As curvas de acumulacdo de morfoespécies estimadas para 0s
potenciais herbivoros ndo atingiu a assintota em nenhuma das duas areas
estudadas (Fig. 5.7). Em FOD observa-se tendéncia exponencial da curva,
indicando que FOD teria numero muito maior de morfoespécies néo
amostrados neste estudo. A partir do estimador de Jackknife, verificou-se que
70% da rigueza de morfoespécies foram amostradas no presente estudo,
sugerindo que a composicao e rigueza de morfoespécies obtidas sdo bem
representativas dos potenciais insetos herbivoros. O indice de diversidade de
Shannon mostrou diferenca significativa entre FOD (3,16) e REST (2,37) (Teste
t de diversidade de Shannon= 7,05; p<0,0001). O valor para o indice de
Dominancia de Berger & Parker (BP) foi maior para REST (0,45)
comparativamente a FOD (0,15), influenciado pela alta abundancia relativa de
Coleoptera na REST, onde Nitidulidae, por exemplo, representou 45% dos
individuos. A similaridade da comunidade de potenciais insetos herbivoros
entre as areas estudadas (FOD e REST) foi de 20%.
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Tabela 5. 3. Abundancia (e riqueza) de potenciais herbivoros amostrados em armadilha
colorida e guarda-chuva na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) da Rebio Unido em Rio das
Ostras e na Mata de Restinga (REST) da RPPN Caruara em Sao Joao da Barra.

Ordens de Armadilha colorida Guarda-chuva

insetos FOD REST FOD REST Total
Coleoptera 86(13) 801 (23) 65(23)  211(41) 1163 (76)
Lepidoptera 69 (16)  373(36) 33(20) 127 (32) 602 (92)
Orthoptera 11 (3) 101) 45 (5) 22 (5) 79 (9)
Phasmida 0 0 3 (3) 2(2) 5 (5)
Total 166 (60) 1175 (60) 146 (51) 362 (80) 1849 (182)
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Figura 5. 7. Curvas de rarefacdo (vermelho) para espécies de potenciais herbivoros em fungéo
da abundancia de individuos capturados na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) e na Mata de
Restinga (REST), utilizando armadilha colorida e guarda-chuva entomoldgico (linhas azuis= IC
95%).

5.4.4 Insetos herbivoros associados aos pares congenéricos de plantas

A partir das analises da comunidade de potenciais insetos herbivoros
mastigadores associados aos pares congenéricos coocorrentes na FOD e
REST e amostrados pelo método de guarda-chuva entomolégico, foi observada
maior abundéancia e riqueza de insetos nestas plantas na REST (36,2 +28,0 e
13,2 16,0, respectivamente) do que na FOD (14,6 44 e 7,7 2,0,
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respectivamente), sendo estas diferencas estatisticamente significativas
(abundancia: W= 3,0, p= 0,01, riqueza: W= 2,5, p=0,02) (Tab. 5.4). Oito dos 10
pares congenéricos estudados apresentaram maior abundancia e riqueza de
herbivoros na REST quando comparados com os da FOD (Tab. 5.5).

Ao comparar 0s potenciais insetos herbivoros entre os géneros de
plantas de cada area estudada, foi verificado que na FOD houve pouca
variacdo na abundancia de herbivoros, sendo que a amplitude variou entre seis
(em Cupania) e 20 herbivoros (Inga). Na REST houve ampla variagdo na
abundancia de herbivoro, sendo que Ficus, Inga, Guapira e Annona
apresentaram maior abundancia (n = 40), enquanto que Cecropia apresentou
menor abundancia de herbivoros (n=5) (Tab. 5.5).

Na FOD, a maior riqueza de potenciais herbivoros foi observada em
Annona (n=12), e a menor em Cupania e Guapira (n=5). Ficus, Inga e Guapira
da REST apresentaram os mesmos valores de riqueza (n= 21), sendo estes
valores maiores quando comparados com os valores encontrados para as
demais plantas (Tab. 5.5).

Comparando-se os indices de diversidade de Shannon entre os pares
congéricos, foi encontrada diferenca significativa somente para os insetos
associados a Ficus, sendo mais diversos na REST (Teste t de diversidade de
Shannon=-2,39, p=0,02). A diversidade dos potenciais insetos herbivoros nos
demais pares congenéricos nao diferiram entre si (p>0,05) (Tab. 5.5).

Na FOD, Inga e Tapirira apresentaram maior abundanica de Coleoptera
(13 e 14, respectivamente), sendo menos abundantes em Guapira (n= 3) desta
mesma area. Na REST, em oito dos 10 géneros de plantas foram coletados
altos valores de abundancia de Coleoptera (n>10 individuos), enquanto que em
apenas dois géneros (Cecropia e Eugenia) os valores de abundéancia de
Coleoptera foram menores que 10 individuos. Com relagcédo aos individuos de
Lepidoptera amostrados em plantas das FOD, géneros como Annona e
Byrsonima apresentaram maior abundancia (n= 8 cada), com os demais
géneros apresentando abundancia de Lepidoptera inferior a 10 individuos. Na
REST, Ficus e Guapira foram os genéros de plantas que apresentaram 0S
maiores valores de abundancia de Lepidoptera, e Cecropia foi o género que
apresentou apenas um individuo de Lepidoptera. Na FOD, houve maior

abundancia de Orthoptera em Eugenia, Ficus e Miconia (n>9) e néo foi
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encontrado nenhum individuo de Orthorptera em Cupania desta mesma area.
Tapirira da REST foi o género com maior abundancia de Orthoptera, e néo foi
amostrado individuos de Orthoptera para Cecropia e Cupania da REST. A
ocorréncia de Phasmatodea foi rara em pares congenéricos da FOD e REST,
com apenas um individuo de Phasmatodea em Cupania, Eugenia e Guapira da
FOD, e em Inga e Guapira da REST (Tab. 5.6).

Tabela 5. 4. Valores de abundancia e riqueza (média + desvio padrao) dos potenciais insetos
herbivoros mastigadores associados aos pares congenéricos de plantas da Floresta Ombrdfila
Densa (FOD) e da Mata de Restinga (REST). Teste pareado de Wilcoxon (W), p<0,05. N= 10.

FOD REST w P
Abundancia 146 +4,4 36,2+28,0 3,0 0,01
Riqueza 7,7+2,0 13,2+6,0 2,5 0,02

Tabela 5. 5. Abundéancia e riqueza total, e indice de diversidade de Shannon (H’) dos potenciais
insetos herbivoros associados aos pares congenéricos de plantas situados na Floresta Ombréfila
Densa (FOD) da Reserva Biologica Unido em Rio das Ostras e na Mata de Restinga (REST) da
Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) Caruara em S&o Jodo da Barra. *Indica

diferenca significativa entre as areas. Teste t de diversidade de Shannon, p<0,05.

FOD REST

Género Abundancia Riqueza H' Abundéncia Riqueza H'

Annona 16 12 1,90 40 21 2,11
Ficus 16 8 1,59 102 21 2,057
Cecropia 10 8 1,70 5 4 1,35
Inga 20 8 1,58 55 21 1,82
Byrsonima 16 8 1,63 3 13 1,75
Cupania 6 5 1,47 18 10 1,78
Tapirira 18 7 1,31 26 14 1,81
Eugenia 17 9 1,52 11 9 1,74
Miconia 17 7 1,66 25 10 1,55
Guapira 10 5 1,37 49 9 1,46
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Tabela 5. 6. Abundéancia (riqueza) dos potenciais insetos herbivoros associados aos pares
congenéricos de plantas situados na Floresta Ombréfila Densa (FOD) da Reserva Bioldgica
Unido em Rio das Ostras e na Mata de Restinga da Reserva Particular do Patriménio Natural
(RPPN) Caruara (REST) em Sao Joao da Barra.

FOD REST

Género  Coleoptera Lepidoptera Orthoptera Phasmatodea  Coleoptera Lepidoptera Orthoptera Phasmatodea
Annona 5(4) 8(6) 3(2) 0 23 (11) 14 (8) 3(2) 0
Ficus 5(3) 2(2) 9(3) 0 61 (14) 37 (5) 4(2) 0
Cecropia 6(5) 2(2) 2(1) 0 4 (4) 1(1) 0 0
Inga 13(3) 4(3) 3(2) 0 33(9) 17 (8) 4(3) 1(1)
Byrsonima 5(4) 8(3) 3(1) 0 25(9) 5(3) 1(1) 0
Cupania 4(3) 1(1) 0 1(1) 15 (6) 4(4) 0 0
Tapitira 14 (3) 3(3) 1(1) 0 11(8) 9(4) 6(1) 0
Eugenia 4(4) 2(2) 10 (1) 1(1) 7(7) 3(1) 1(1) 0
Miconia 6 (4) 2(1) 9(3) 0 21(7) 3(2) 1(1) 0
Guapira 3(2) 1(1) 5(1) 1(1) 12 (4) 34 (3) 2(1) 1(1)

A partir da andlise de similaridade utilizando o coeficiente de Bray-Curtis
foi verificado que a fauna de potenciais insetos herbivoros, de modo geral,
parece ser semelhante entre os pares congenéricos de plantas coocorrentes da
FOD e da REST, com excecédo do género Ficus da REST que foi o mais
divergente (< 30% de similaridade), sendo responsavel pela formacéo de dois
grandes grupos de potenciais herbivoros. A similaridade dentro destes dois
grupos variou em torno de 40 a 50%, com um total de cinco grupos de
similaridade da comunidade de potenciais herbivoros em suas plantas
hospedeiras. O primeiro grupo compreendeu maior similaridade entre a fauna
de Annona e Byrsonima de ambos os ambientes. O segundo grupo foi
representado pela maior similaridade de insetos de Cecropia da REST e
Cupania da FOD, tendo proximidade com Cecropia da FOD. O terceiro grupo
compreendeu maior similaridade entre Cupania da REST e Eugenia da FOD,
ambos tendo proximidade maior com Eugenia da REST, seguido de Ficus da
FOD. O quarto grupo foi representado por maior similaridade entre Inga da
FOD e da REST, tendo maior proximidade a Guapira da REST. O quinto grupo
compreendeu maior similaridade entre Miconia da FOD e REST, com maior
proximidade de Tapirira da FOD, de Tapirira da REST (Fig. 5.8).
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Figura 5. 8. Dendograma representativo da similaridade (coeficiente de Bray Curtis) entre as
comunidades de potenciais herbivoros amostrados na Floresta Ombréfila Densa (FOD) da
Reserva Biologica Unido em Rio das Ostras e na Mata de Restinga da Reserva Particular do
Patriménio Natural (RPPN) Caruara (REST) em Sao Joao da Barra.

55 Discussao

A composicdo das ordens de insetos observada neste estudo
assemelha-se a obtida em outros ecossistemas tropicais, tanto florestas
(Thomazini & Thomazini, 2002; Azevedo et al., 2015; Lopes et al., 2015) quanto
restingas (Oliveira et al., 2006; Marques, 2013). A analise da estrutura das
comunidades de insetos entre FOD e REST do presente estudo revelou que o
ndamero e composi¢cdo de ordens ndo diferiram entre as areas, sendo Diptera a
ordem mais abundante, seguida de Coleoptera, Hymenoptera, Lepidoptera e
Hemiptera. Este padrdo tem sido observado em outros estudos na Mata
Atlantica. No estudo de Paz e Pigozzo (2012), com armadilhas coloridas no
solo, Diptera (47%) e Hymenoptera (43%) também foram as ordens mais
abundantes na Mata Atlantica, ao passo que Hymenoptera (82%) foi mais
abundante na Restinga. Souza et al. (2008) trabalhando em REST e Camara et
al. (2012) em FOD, também encontraram maior abundancia de Hymenoptera e

Diptera. Vale destacar que as ordens Diptera, Hymenoptera e Coleoptera séo
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consideradas megadiversas e juntas representam cerca de 80% da Classe
Insecta (Oliveira et al., 2006; Triplehorn e Johnson, 2011).

A partir da andlise da curva de rarefacdo, a partir de 160 individuos, a
riqueza de morfoespécie foi maior na FOD. Neste sentido, o ambiente de FOD
por ser mais Uumido, ter temperatura mais amena, apresentar maior variedade
de micro-habitat e estratificacdo da vegetagéo, pode estar favorecendo a maior
riqueza de morfoespécies de potenciais herbivoros, bem como de outros
Arthropoda encontrados nesta area (Langellotto & Denno, 2004; Paz &
Pigozzo, 2012; Santos et al., 2016).

Estudos tém relatado que diferencas na estrutura das florestas e/ou na
textura e fertilidade dos solos influenciam na composicdo da comunidade de
Arthropoda (Neves et al.,, 2013; Lamarre et al., 2015). Maior riqueza e
abundéancia da fauna de insetos herbivoros e predadores foi relatada por
diversos autores nos habitats de solos argilosos (ricos em recursos e
possivelmente com maior particdo de nichos como alimento e espaco)
comparativamente aos solos arenosos (pobres em recursos) (Fine et al., 2013;
Lamarre et al., 2015; Santos et al., 2016). Cabe destacar que a area de FOD
comparativamente a REST, possui solos de melhor qualidade como altas
concentracfes de nutrientes e baixa saturacdes por aluminio (Marques et al.,
2015), além de maior diversidade da flora (Assumpcao & Nascimento, 2000;
Carvalho et al. 2007).

A maior abundancia de potenciais herbivoros na REST pode estar
relacionada a diferentes fatores como: condi¢des climéaticas mais extremas e
menor competicdo poderiam favorecem algumas espécies tolerantes e que
passam a ter alta abundancia e dominancia na restinga. Além disso, € possivel
que interferéncias antrépicas possam estar atuando nesta comunidade de
potenciais herbivoros. Um estudo que analisou o efeito da perturbacdo
antropogénica sobre a comunidade de Coleoptera em ambientes de restinga
encontrou maior riqueza e diversidade de espécies em pontos de amostragens
antropizados (Heusi-Silveira et al., 2012).

Na area de FOD, a abundéancia e rigueza da comunidade de insetos nao
variaram muito entre as estacdes seca e chuvosa. Este padrdo pode ser
explicado devido a auséncia de sazonalidade marcante na precipitacdo entre

as estacodes seca e chuvosa, embora a temperatura tenha apresentado valores
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maiores na estacao chuvosa (vide capitulo 2 para maiores detalhes dos dados
climaticos). Além disso, o periodo de 2015, o qual compreendeu a maior parte
da amostragem de insetos, apresentou uma estacdo chuvosa atipica com
menores valores precipitacdo, possivelmente influenciando a estrutura de
comunidade destes insetos. Contudo, na REST a abundancia de insetos foi
maior na estacdo seca e a riqueza de ordens maior na chuvosa. A maior
abundancia de Arthropoda na estacdo seca também j& foi observada por
Marques (2013), que considerou que a chuva possivelmente atuou na retirada
(lavagem) dos insetos Arthropoda no solo e galhos das arvores. Ainda
analisando as ordens mais abundantes encontradas, Oliveira et al., 2006
observaram que Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera ocorreram com mais
frequéncia nos meses de maior precipitacdo e temperaturas mais amenas
conforme observado para o ano de 2015.

A partir do ranking de abundancia de ordens foi observada uma
distribuicdo do tipo geométrica em ambas as areas, com poucas ordens
abundantes e muitas ordens representadas por poucos ou apenas um
individuo. Este resultado € esperado quando comparado com outros estudos
de diversidade de Arthropoda nos trOpicos, com muitas espécies raras e
poucas comuns (Whittaker, 1972; Santos et al., 2016).

Apesar da ordem Diptera, que foi a mais abundante na FOD, néo
compreender os insetos mastigadores de folhas, esta ordem é reconhecida por
conter o maior numero de espécies indutoras de galhas em plantas (Gullan &
Cranston, 2007). Apesar da sobrevivéncia de Diptera dentro de galhas ser
associada a maior esclerofilia foliar (comum em ambiente xérico), 0s maiores
valores de abundancia destes insetos foram encontrados na vegetacdo nao
escleréfila  (comum em ambiente mésico). Este fato ndo indica
necessariamente maior abundancia de galhas na FOD, visto que pode haver
menor sobrevivéncia de galhas devido a morte provocada por ataques de
outros herbivoros e seus inimigos naturais em vegetagdo com menor
esclerofilia foliar como a FOD (Fernandes & Price, 1988; Ribeiro & Basset,
2007; Santos et al., 2012; Araujo et al., 2014b; Ribeiro et al., 2014).

Cabe destacar que a ordem Coleoptera foi a mais abundante (cerca de
seis vezes) e mais rica na REST. Um levantamento sobre comunidade de

Coleoptera em bromélias Hohenbergia augusta (Vell.) E. Morren e Vriesea
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friburgensis (Mez) de Ombroéfila Densa e Restinga revelou maior abundancia
em bromélias da Restinga, porém maior riqueza em bromélias da Floresta
Ombrdfila (Albertoni et al., 2016). A ordem Coleoptera apresenta habitos
alimentares variados, sendo a maioria das espécies fitofagas, predadoras ou
fungivoras (Carrano-Moreira, 2015). Dentre os Coleoptera, a familia
Chrysomelidae, considerada importante ecol6gico e economicamente por ser
essencialmente herbivora mastigadora de folhas (Marinoni et al., 2001; Jolivet
& Verma, 2002; Beenen & Roques, 2010; Paul et al., 2012; Silva & Neves,
2014), apresentou maior riqgueza e abundancia de morfoespécies na FOD.

Apesar de estudos encontrarem maior riqueza e/ou abundéancia de
Lepidoptera em area de Floresta Ombrofila Densa do que restinga (Bellaver et
al., 2012; Marchiori et al., 2014; Nufieza et al., 2016), este padrdo néo foi
observado no presente estudo, visto que foi verificada maior riqgueza e
abundéancia para a REST.

O comportamento de construcdo de abrigos para Lepidoptera foi
observado somente para as morfoespécies de Lepidoptera na REST. Porém,
cabe destacar que a grande maioria das lagartas coletadas na FOD morreu
apos a coleta, inviabilizando o acompanhamento do comportamento e a
descricdo de algum padrdo. Essa alta porcentagem de espécies de Lepidoptera
utilizando-se de abrigos € observado, principalmente, em ambientes que
apresentam condicdes climaticas mais severas, como restinga e cerrado,
sendo as porcentagens de Lepidoptera vivendo no interior de algum tipo de
abrigo variam entre 56 e 70% (Diniz & Morais, 1997; Flinte et al., 2006;
Monteiro et al., 2007). Varios estudos tém sugerido a construcéo de abrigos por
lagartas como forma de protecdo de escape de inimigos naturais e contra a
dessecacao provocada pela insolagdo e ventos fortes (Diniz & Morais, 1997,
Jones et al., 2002; Flinte et al., 2006; Monteiro et al., 2007; LoPresti & Morse,
2013; Covarrubias-Camarillo et al., 2016).

Embora os resultados tenham revelado uma baixa similaridade geral
entre as comunidades de potenciais insetos herbivoros da FOD e REST (20%),
os valores de similaridade das comunidades de potenciais herbivoros
associados aos pares congenéricos de plantas coocorrentes da FOD (mésico)
e REST (xérico) foram altos, indicando que a composicédo e diversidade de

insetos herbivoros sdo muito similares dentro dos géneros de plantas
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estudados (40-50%). Este resultado sugere que, de modo geral, plantas
filogeneticamente relacionadas (pares congenéricos) tendem a ter herbivoros
comuns independentemente do ambiente de ocorréncia na Mata Atlantica.

A espécie Byrsonima sericea que coocorreu em ambas as &reas
estudadas, apresentou alta similaridade na comunidade de potenciais insetos
herbivoros (50%). Contudo, comparacfes entre as lagartas de Lepidoptera
associadas a B. sericea no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba com
outras espécies de Byrsonima do Cerrado mostrou uma baixa similaridade de
lagartas, variando entre 13% a 26%, apesar da riqueza de espécies serem
similares (Diniz & Morais, 1997; Flinte et al., 2006).

Um estudo sobre a distribuicdo de insetos herbivoros em varias
espécies congenéricas da planta Acer (Sapindaceae) encontrou uma
correlacdo significativa entre a distribuicdo de insetos, filogenia, atributos
foliares e distribuicdo de plantas hospedeiras (Nakadai et al., 2014). Os autores
supracitados verificaram que a dissimilaridade da comunidade de herbivoros
aumentou de acordo com o aumento da distancia fitogenética das plantas
hospedeiras. Estes autores concluiram em seus estudos que processos
historicos e ecoldgicos definem a comunidade de insetos herbivoros existentes.
Embora o sinal filogenético ndo tenha sido mensurado no presente estudo,
espécies fortemente relacionadas filogeneticamente  (congenéricas),
apresentaram alta similaridade na comunidade de potenciais herbivoros entre
as areas. Neste sentido, os resultados do presente estudo sugerem que a
filogenia pode estar influenciando mais na distribuicdo dos potenciais insetos

herbivoros em plantas do que os fatores ambientais.

5.6 Concluséo

As areas (FOD e REST) apresentaram valores semelhantes quanto a
abundancia e riqueza geral de ordens de insetos. Entretanto, com relacdo aos
potenciais insetos herbivoros, a FOD apresentou maior riqgueza e diversidade
de morfoespécies do que REST, corroborando a hipdtese testada. Porém,
guando comparados dentro dos pares congenéricos, REST apresentou valores
maiores de riqueza e abundancia do que FOD na grande maioria dos casos.

Desta forma, a hip6tese de que maiores valores de rigueza e diversidade de
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espécies de potenciais insetos herbivoros mastigadores sdo esperados em
Floresta Ombrdfila Densa, devido as caracteristicas do clima (mais Umido e
menos quente) e a complexidade estrutural da floresta, n&o foi corroborada em
nivel de pares congenéricos. Os resultados sugerem também que a filogenia
parece influenciar mais na distribuicdo dos potenciais insetos herbivoros em

plantas da Mata Atlantica do que os fatores ambientais.

CAPITULO V1. DISCUSSAO GERAL

A média geral dos valores de herbivoria foliar foi maior para as espécies
da FOD que da REST. Ao comparar os valores de herbivoria dos pares
congenéricos coocorrentes nas duas areas, foi verificado que os valores foram
similares ou maiores para 0s géneros amostrados na FOD. Este resultado foi
associado a melhor qualidade foliar e menores investimentos em compostos de
defesas das espécies da FOD comparativamente as espécies da REST. O
resultado encontrado ja foi relatado em varios estudos que avaliaram a
influéncia da qualidade foliar na alimentacdo dos insetos herbivoros
(Cornelissen & Fernandes, 2001; Meloni et al., 2012; Silva et al., 2012; Bisigato
et al., 2015; Caldwell et al., 2016; Silva et al., 2015).

Nas analises quimicas de infravermelho (V) foram verificados diferencas
nos perfis metabodlicos entre os pares congenéricos de plantas amostrados na
FOD e REST, apresentando, de modo geral, maior diversidade e intensidade
de sinais de grupamentos quimicos para 0s pares congenéricos da REST, e
mais intensos na estacdo seca. A partir das andlises de RMN *H também foi
possivel verificar diferencas nos perfis quimicos entre 0s pares congenericos,
que juntamente com ACP foi observada uma nitida discriminagcéo destes perfis,
sendo esta discriminacdo observada somente para a estagdo chuvosa. A
presenca de metabdlitos com substituintes contendo acetoxilas e metoxilas foi
correlacionada principalmente com pares congenéricos da FOD, sugerindo
maior processo na reducdo de compostos hidroxilados (Gottlieb et al., 1996;
Dewick, 2008; Abreu et al., 2010). Todavia, sinais de H de oleofinicos foram
correlacionados com pares congenéricos das REST, sugerindo a presenca de
terpenoides (triterpenos, diterpenos, sesqui- e mono terpenos), além de

esterdides em maiores quantidades (Taiz & Zeiger, 2006; Trigo et al., 2012).
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Ao correlacionar o0s autovetores do primeiro (compreendendo
principalmente sinais de alifaticos, acucares e de aromaticos) e segundo eixo
(compreendendo sinais de acetoxilas e metoxilas) da ACP dos dados de RMN
'H dos pares congenéricos da FOD e REST com os seus respectivos valores
de herbivoria, ndo foi verificada correlacao significativa, tanto para o primeiro
eixo quanto para o segundo eixo da ACP de ambas as esta¢Oes chuvosa (eixo
1:r= 0,22, p= 0,36; eixo 2: r= -0,27, p= 0,24) e seca (eixo 1: r=-0,17, p= 0,46;
r= 0,048, p= 0,84) (Fig. 6.1). As andlises de RMN H, detectam todos os
metabdlitos produzidos ou modificados de um determinado organismo (Villas
Bdas & Gombert, 2006; Funari et al., 2013). Neste sentido, a mistura de
substancias em um extrato bruto, produzindo sinais de diferentes substancias,
pode estar dificultando a identificacdo de correlacdes significativas entre os

valores de herbivoria e os eixos da ACP.
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Figura 6. 1. Relagéo entre herbivoria foliar média (%) e os escores dos eixos 1 (a) e 2 (b) da
analise de componentes principais (ACP) dos dados de RMN dos pares congenéricos de
plantas coocorrentes na Floresta Ombrofila Densa (o) e Restinga (O) nas estagdes chuvosa e
seca. Correlagéo de Pearson, p>0,05. N=20. Coeficiente de correlagdo de Pearson (r), p>0,05.
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No presente estudo também néo foi verificada correlacdo significativa
entre as comunidades de potenciais insetos herbivoros associados aos pares
congenéricos de plantas amostradas na FOD e REST e seus respectivos
valores de herbivoria foliar média, tanto para a abundancia (r= -0,29; p= 0,41)
quanto para a riqueza de morfoespécies (r=-0,43; p= 0,21) (Fig. 6.2). Este
resultado sugere que nao existe uma relagdo direta significativa entre os
valores médios de herbivoria e a abundancia e/ou riqueza de morfoespécies de

potenciais herbivoros encontrados nos pares congenéricos nas duas areas

estudadas.
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Figura 6. 2. Relagao entre herbivoria foliar (%), abundancia e riqueza de potenciais herbivoros
amostrados nos pares congenéricos de plantas estudados. Floresta Ombroéfila Densa (o) e

Restinga (O). N= 20. r= coeficiente de correlagdo de Pearson, p>0,05.

Andlises dos valores de herbivoria da FOD entre estacfes chuvosa e
seca revelaram que ndo houve diferencas significativas no ranking de géneros
atacados entre as estacOes, com Cupania, Inga, Tapirira e Miconia sempre
mais atacadas, enquanto que Eugenia e Ficus sempre pouco atacados. Este
resultado, de modo geral, parece estar associado a baixa variagdo nos
metabdlitos especiais entre estacdes para esta area nos pares congenericos
estudados. Neste sentido, sdo varios os fatores que influenciam na
bioprodugcdo de metabolitos especiais como sazonalidade, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiagcéo ultravioleta, nutrientes entre outros (Bundy et
al., 2009; Rivas-Ubach et al., 2012; Macel et al., 2014). Classes de metabdlitos

especiais como alcaloides, terpenoides, compostos fenolicos (Trigo et al.,
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2012) sdo consideradas importantes no estudo de interacfes inseto-planta,
influenciando nos niveis de herbivoria dentro de espécies ou entre parentes
proximos (Agrawal & Weber, 2015), conforme observado no presente estudo.
Todavia, o ranking de géneros atacados da REST variou entre estacoes,
principalmente para Annona, sendo mais atacada na estagdo chuvosa,
enguanto que na estagéo seca foi uma das que apresentaram menores valores
de herbivoria. O género Ficus foi o menos atacado independente da area e

estacado, conforme supracitado (Tab. 6.1).

Tabela 6. 1. Ranking das porcentagens de herbivoria foliar dos pares congenéricos de plantas
amostrados na Floresta Ombréfila Densa (FOD) e Mata de Restinga (REST) nas estagdes
chuvosa (maio/2013) e seca (setembro/2013). Cada cor representa um género de planta. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os géneros dentro de cada coluna. ANOVA one-
way (p<0,05). N= 5.

FOD REST Herbivoria

Estagdo chuvosa Estagdoseca Estagiochuvosa Estagdo seca Mais
Cupania ¢ Cupania 4 - Guapira .

Inga o Inga ca Eugenia,
NSDiERea | (TERaRN Guspira .. Inga ue

Miconia pe Miconia s Inga . Byrsonima g,

Cecropia g Guapira p. Miconia 4 _

Guapira zp _ Byrsonima zp. Cupania

Cecropia,,  |Tapififage | Miconia gy
Byrsonima g, Byrsonima 5, Cecropia g, Cecropia g
Cupania g,

Menos

VII. CONCLUSAO GERAL

A partir dos resultados observados foi verificado que as porcentagens de
herbivoria variaram entre FOD e REST, sendo de modo geral, similares ou
maiores para a FOD. A melhor qualidade foliar, como maior concentragao de
nutrientes e menor bioprodugcdo de metabolitos especiais na FOD
comparativamente a REST, parece contribuir para os maiores valores de
herbivoria para FOD, corroborando a hipotese testada. Embora a comunidade

de potenciais insetos herbivoros tenha sido mais rica na FOD, esta se mostrou
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mais abundante em pares congenéricos da REST, corroborando parcialmente
a hipotese de que a formacgdo de diferentes microclimas na FOD permitiria a
maior riqueza e abundéancia de insetos herbivoros. Entretanto, as plantas da
REST sao mais bem defendidas, apresentando menores valores de herbivoria
que plantas da FOD.

Embora as composi¢cbes de potenciais insetos herbivoros nos pares
congenéricos de plantas estejam relacionadas a filogenia destas, o ambiente e
nao a filogenia explicou melhor os padrées de herbivoria observados para as

plantas da Mata Atlantica.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibragdo de acido galico em pg/mL utilizada nas analises de fendis totais.
(melhorar a figura).
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Anexo 2. Classes de metabdlitos especiais presentes em folhas dos géneros utilizados no

presente estudo até abril de 2017.

Género Classes de compostos Referéncias

Annona Compostos fendlicos Vega et al., 2007; Vanitha et al., 2011,
Bicacho et al., 2012; Dutra et al., 2012;
Matsushige et al. 2012; Nawwar et al.
2012; Araujo et al., 2014a; Lage et al.,
2014

Terpenos Ekundayo & Oguntimein, 1986; Wu et
al., 1993; Pélissier et al., 1994; Joy &
Rao, 1997; Oliveira et al., 2002; Rios et
al., 2003; Lopez-Rubalcava et al., 2006;
Ogunwande et al., 2006; Kossouoh et
al., 2007; Patel & Kumar, 2008; Costa
et al.,, 2009b; Ahmed et al., 2010;
Nkounkou-Loumpangou et al.,, 2010;
Ameen et al.,, 2011; Siqueira et al.,
2011; Vanitha et al., 2011; Dutra et al.,
2012; Matsushige et al., 2012; Oliani,
2012; Formagio et al., 2013; Oliani et
al., 2013; Thang et al, 2013;
Vendramin et al., 2013; Matsumoto et
al., 2014; Shibula & Velavan, 2015;
Subba & Aryal, 2016
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Alcaloides

Acetogeninas

Outros

Wu et al.,, 1993; Luna et al.,, 2006;
Mohanty et al., 2008; Magadula et al.,
2009; Vila-Nova et al., 2011; Dutra et
al.,, 2012; Matsushige et al.,, 2012;
Oliani, 2012; Vendramin et al.,, 2013;
Rabélo, 2014; Shibula & Velavan, 2015;
Teles et al.,, 2015; Rodrigues et al.,
2016

WU et al., 1995a; WU et al., 1995b; WU
et al., 1995c; WU et al., 1995d; Zeng &
McLaughlin, 1995; Zeng et al., 1995;
Zeng et al., 1996; Kim et al., 1998a;
Kim et al., 1998b; Liu et al., 1999; Liaw
et al., 2002; Wang et al., 2002; Chang
et al., 2003; Mulia et al., 2013; Aradjo et
al., 2014a; Moraes et al., 2016

Pélissier et al., 1994; Ogunwande et al.,
2006; Kossouoh et al. 2007; Ahmed et
al., 2010; Vanitha et al. 2011; Nawwar
et al., 2012; Abubacker &
Deepalakshmi, 2013; Rout & Kar, 2014;
Gavamukulya et al., 2015; Shibula &
Velavan, 2015

Ficus Compostos fendlicos

Terpenos

Alcaloides

Outros

el-Kholy & Shaban, 1966; Innocenti et
al., 1982; Ahmed et al., 1988;
Deraniyagala et al., 1998; Basudan et
al., 2005; Chang et al., 2005; Farag,
2005; Greenham et al., 2007; El-Sayed
et al., 2010; El-Fishawy et al., 2011; Liu
et al., 2011; Omar et al., 2011; Choo et
al., 2012; Aly et al., 2013; Algasoumi et
al., 2014; Badgujar et al., 2014

Mohd et al., 2009; El-Sayed et al.,
2010; Oliveira et al., 2010; Muanda et
al., 2010; El-Fishawy et al., 2011;
Suryati et al., 2011; Romeh, 2013;
Algasoumi et al., 2014; Badgujar et al.,
2014; Essien et al., 2016

Baumgartner et al., 1990

Farag, 2005; Muanda et al., 2010;
Oliveira et al., 2010; Aly et al., 2013;
Romeh, 2013, Badgujar et al., 2014;
Essien et al., 2016

164



Cecropia

Compostos fendlicos

Terpenos

Outros

Andrade-Cetto & Wiedenfeld, 2001;
Oliveira et al., 2003; Lokvam et al.,
2004; Kursar et al. 2009; Costa et al.,
2011; Li et al., 2013; Brango-Vanegas
et al. 2014; Muller et al., 2016

Li et al., 2013

Tanae et al., 2007

Inga

Compostos fendlicos

Terpenos

Aminoacidos nao proteicos

Outros

Vivot et al., 2001; Coley et al., 2005;
Lokvam & Kursar, 2005; Souza et al.,
2007; Kursar et al., 2009; Dias et al.,
2010; Tchuenmogne et al., 2013

Tchuenmogne et al., 2013; Furtado,
2014

Morton et al., 1991; Coley et al., 2005

Tchuenmogne et al.,, 2013; Furtado,
2014

Byrsonima

Compostos fendlicos

Terpenos

Outros

Dosseh et al., 1980; Bejar et al., 1995;
Mendes et al., 1999; Sannomiya et al.,
2004; Figueiredo et al.,, 2005;
Sannomiya et al., 2005a, 2005h, 2005c;
Sannomiy et al., 2005c; Cardoso et al.,
2006; Sannomiya et al., 2007; Lira et
al., 2008; Castillo-Avila et al., 2009;
Rinaldo et al., 2010; Rodrigues et al.,
2012; Verdam et al. 2017

Dosseh et al., 1980; Bejar et al., 1995;
Mendes et al., 1999; Higuchi et al.,
2008; Lira et al., 2008; Verdam et al.,
2017

Amarquaye et al., 1994; Bejar et al.,
1995; Rastrelli et al., 1997; Lira et al.,
2008

Cupania

Terpenos

Sakane et al., 2005

Tapirira

Compostos fendlicos

Terpenos

Compagnone et al.,, 1997; Correia et
al., 2008; Silva, 2011; Rodrigues et al.,
2017

Correia et al., 2008; Silva,
Bichara et al., 2014

2011,
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Eugenia Compostos fendlicos Kim et al., 2001; Kala et al., 2011; Kala
et al., 2012; Pai et al., 2012; Rattmann
et al., 2012; Carvalho, 2013; Dametto,
2014; Samy et al., 2014; Zatelli, 2015;
Costa et al., 2016

Terpenos Craveiro et al., 1983; Dellacassa et al.,
1997; Junges et al., 1999; Medeiros et
al., 2003; Yang et al., 2003; Vila et al.,
2004; Fischer et al., 2005; Melo et al.,
2007, Costa et al., 2009a; Nakamura et
al., 2010; Souza et al, 2010;
Armstrong, 2011; Defaveri et al., 2011,
Kala et al.,, 2011; Raj et al.,, 2011;
Senna et al., 2011; Kala et al., 2012;
Moraes et al., 2012; Pai et al.,, 2012;
Samy et al., 2014; Cunha et al., 2015;
Mohammed et al., 2015; Moresco et al.,
2016

Outros Dellacassa et al., 1997; Yang et al.,
2003; Fischer et al., 2005; Armstrong,
2011; Defaveri et al., 2011; Kala et al.,
2011; Kala et al., 2012; Mohammed et
al., 2015; Zatelli, 2015

Miconia Compostos fendlicos Li et al.,, 2001; Zhang et al., 2003;
Rodrigues et al., 2007; Rodrigues et al.,
2008; Tracanna et al., 2010; Rodrigues

et al., 2011
Terpenos Chan et al., 1992; Diniz et al., 2006
Outros Gunatilaka et al., 2001.
Guapira Compostos fendlicos Severi, 2007; Severi, 2010, Severi et

al., 2010; Alves, 2015; Almeida, 2016

Terpenos Severi, 2010

Saponinas Severi, 2010; Severi et al., 2010

Outros Severi, 2007; Severi, 2010; Severi et
al., 2010
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FOD seca; d= REST seca.

REST chuvosa, ¢

FOD chuvosa; b

Anexo 3. Espectros de infravermelho de extratos brutos de folhas do género Annona amostrados na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) e na floresta de

restinga (REST) nas estagbes chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. a
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Anexo 4. Espectros de infravermelho de extratos brutos de folhas do género Ficus amostrados na Floresta Ombréfila Densa (FOD) e na floresta de restinga
(REST) nas estagdes chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. a= FOD chuvosa; b= REST chuvosa, C= FOD seca; D= REST seca.
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Anexo 5. Espectros de infravermelho de extratos brutos de folhas do género Cecropia amostrados na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) e na floresta de

restinga (REST) nas estagbes chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. a= FOD chuvosa; b= REST chuvosa, c= FOD seca; d= REST seca.
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Anexo 6. Espectros de infravermelho de extratos brutos de folhas do género Inga amostrados na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) e na floresta de

restinga (REST) nas estages chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. a= FOD chuvosa; b= REST chuvosa, c= FOD seca; d= REST seca.

100
. a) 'Ji/
YT | o
] ~
751 &
50
- ,A g
] L 5
= 4 E«/} SEal
- s T
1 ; o i = §g o th
4000 3500 3000 2500 2000 4750 1500 1250 1000 750 500
IRCM 1/cm
100
%T ] c) & z
i g e
75 = i
. I @
J n g g'
| o oo
50 j ég 98
d 2
J 3
25
i ]
1 T g
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
IRSM 1/em

100
wit D £y
- = 5y
] o~ @ L
75 WE' -
_ [
T M b ~
4 PRy
] L BiNgsy
— m ]
. fy :
E -
d oo
- & %?‘é\}
25 % g- T4
: i8 i
DT 4
4000 3500 3000 2500 2000 4750 1500 1250 1000 750 500
ICCM 1/cm
100
wr] \O) by
75 g88m /3
1 BEy B Y-
i R HB S
i S 34
50 r:ﬂ
- P @D
i b3 &
: LAY
] b B8 ;
= s TR YR S
o = - wy P
] 58 g 3F 8 3§
4000 3500 3000 2500 2000 41750 1500 1250 1000 750 500
ICSM 1/om

170



Anexo 7. Espectros de infravermelho de extratos brutos de folhas de Byrsonima sericea amostrados na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) e na mata de

restinga (REST) nas estagbes chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. a= FOD chuvosa; b= REST chuvosa, c= FOD seca; d= REST seca.
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Anexo 8. Espectros de infravermelho de extratos brutos de folhas do género Cupania amostrados na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) e na mata de restinga

(REST) nas estag¢des chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. a= FOD chuvosa; b= REST chuvosa, c= FOD seca; d= REST seca.
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Anexo 9. Espectros de infravermelho de extratos brutos de folhas de Tapirira guianensis amostrados na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) e na mata de

restinga (REST) nas estagbes chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. a= FOD chuvosa; b= REST chuvosa, c= FOD seca; d= REST seca.
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Anexo 10. Espectros de infravermelho de extratos brutos de folhas do género Eugenia amostrados na Floresta Ombréfila Densa (FOD) e na mata de restinga

(REST) nas estag¢des chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. a= FOD chuvosa; b= REST chuvosa, c= FOD seca; d= REST seca.
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FOD seca; D= REST seca.

REST chuvosa, C

FOD chuvosa; B

Anexo 11. Espectros de infravermelho de extratos brutos de folhas do género Miconia amostrados na Floresta Ombréfila Densa (FOD) e na mata de restinga

(REST) nas estagdes chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. A
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Anexo 12. Espectros de infravermelho de extratos brutos de folhas do género Guapira amostrados na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) e na mata de restinga
(REST) nas estagdes chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. A= FOD chuvosa; B= REST chuvosa, C= FOD seca; D= REST seca.
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Anexo 13. Espectros de resson
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Anexo 16. Espectros de resson
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Anexo 18. Espectros de ressonancia magnética de hidrogénio de extratos brutos de
folhas do género Cupania amostradas na Floresta Ombréfila Densa (FOD) e na mata de
restinga (REST) nas estagdes chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. A= FOD

chuvosa; B= REST chuvosa, C= FOD seca; D= REST seca.
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Anexo 19. Espectros de resson

Tapirira guianensis amostrada na Floresta Ombroéfila Densa (FOD) e na mata de
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FOD chuvosa; B

restinga (REST) nas estagdes chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. A

FOD seca; D= REST seca.
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Anexo 20. Espectros de resson
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Anexo 21. Espectros de ressonancia magnética de hidrogénio de extratos brutos de folhas do

Miconia amostradas na Floresta Ombrofila Densa (FOD) e na mata de restinga (REST)

género

= REST chuvosa,

FOD chuvosa; B

nas estagdes chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. A=

C

FOD seca; D= REST seca.
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FOD seca; D

Guapira amostrados na Floresta Ombréfila Densa (FOD) e na mata de restinga (REST)
,C
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nas estacbes chuvosa (maio) e seca (setembro) de 2013. A= FOD chuvosa; B

Anexo 22. Espectros de resson
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