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Resumo

A herbivoria é um dos fatores de estresse bidtico que afetam o
estabelecimento inicial das plantas. Os principais fatores que direcionam a
herbivoria em espécies arboreas tropicais ainda ndo sdo bem compreendidos.
No presente estudo, noés investigamos se condigbes contrastantes de
irradiancia influenciam a herbivoria e se caracteristicas funcionais foliares estéo
relacionadas a variacao interespecifica na herbivoria em diferentes condi¢gdes
de irradiancia. N6s medimos a herbivoria (redu¢ao de area foliar por insetos
desfolhadores) em cinco espécies florestais sob plantio de enriquecimento de
florestas secundarias a partir de dois indicadores, a herbivoria acumulada
(pontual) e a taxa de herbivoria (medida ao longo do tempo). As medi¢des
foram feitas em trés condi¢des de irradiancia (baixa irradiancia, PPFD = 2,6 mol
m? dia”; moderada irradiancia, PPFD = 19,2 mol m? dia™ e alta irradiancia,
PPFD = 33,1 mol m? dia). Além disso, analisamos sete caracteristicas
morfofisiolégicas foliares: area foliar especifica, teor relativo de &agua,
esclerofila, conteudo de compostos fendlicos, tanino total, tanino condensado e
concentragao de carboidratos ndo estruturais (amido, sacarose, glicose, frutose
e rafinose). O efeito da condigao de irradiancia sobre a herbivoria diferiu entre
os indicadores utilizados. Isto, pois a medigdo pontual (herbivoria acumulada)
nao captura o efeito da dinamica foliar das espécies. A espécie com dinamica
foliar mais intensa (Tabebuia rosea) teve maiores taxas de herbivoria. Dentre
as caracteristicas morfofisioldgicas foliares, caracteristicas de defesa quimica
(teores totais de fenol e tanino) foram mais relacionadas a variagcéo
interespecifica nas taxas de herbivoria nas condicbes de irradiancia mais
contrastantes (baixa e alta irradiancia). A variacao interespecifica nas taxas de
herbivoria sugere que a pressao seletiva de herbivoros € principalmente

determinada pelo grau de digestibilidade das folhas.

Palavras chave: estresse bi6tico, irradiancia, ecofisiologia, compostos

fendlicos, plantios florestais.



Abstract

The herbivory is one of the biotic stress factors that affect the initial
establishment of plants. The main factors that direct herbivory in tree species
are still not well understood. In the present study, we investigated whether
contrasting conditions of irradiance influence the herbivore and whether
functional traits are related to interspecific variation in herbivory under different
irradiance conditions. We measured the herbivory (leaf area loss by insect
attack) in five forest species in an experiment of enrichment plantation on
secondary forest from two indicators, accumulated herbivory (punctual) and
herbivory rate (measured over the time). The measurements were made in
three irradiance conditions (low irradiance, PPFD = 2.6 mol m? dia™'; moderate
irradiance, PPFD = 19.2 mol m? dia™ and high irradiance, 33.1 mol m? dia™). In
addition, we analyzed seven morphophysiological leaf traits: specific leaf area,
leaf water content, sclerophyll, phenolic compounds, tannin, condensed tannin
and non-structural carbohydrate concentration (starch, sucrose, glucose,
fructose and raffinose). The effect of the irradiance condition on herbivory
differed between the indicators used. This, because the punctual measurement
(accumulated herbivory) does not capture the effect of the leaf dynamics of the
species. The species with more intense leaf dynamics (Tabebuia rosea) had the
highest rates of herbivory. Among the leaf morphophysiological traits, chemical
defense characteristics (phenolic compounds and tannin) were more related to
the interspecific variation in herbivory rates in the most contrasting irradiance
conditions (low and high irradiance). The interspecific variation in herbivory
rates suggests that the selective pressure of herbivores is mainly determined by

the degree of leaf digestibility.

Key words: biotic stress, irradiance, ecophysiology, phenolic compounds, forest

plantations.
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1. Introducgao

Os efeitos da variacao na disponibilidade de luz sobre a sobrevivéncia e o
crescimento das espécies florestais tém sido bastante estudados (Poorter,
1999; Bloor et al., 2003; Baraza et al., 2004; Poorter; Arets et al., 2004; Liang;
Stehlik, 2009; Salgado-Luarte; Gianoli, 2017; Vries et al., 2019). No entanto,
apesar da herbivoria ser um fator bidtico critico para a sobrevivéncia e o
crescimento das mudas, os efeitos do ambiente de luz sobre as taxas de

herbivoria de espécies tropicais sdo menos conhecidos (Goodale et al., 2014).

A herbivoria realizada por insetos pode causar perda entre 10 e 56,6% de
biomassa foliar em ecossistemas naturais (Coley et al.,1985; Strauss; Agrawal,
1999; Koslov et al., 2015), com cerca de 0,003 a 30% de area foliar removida
anualmente (Lamarre et al., 2012; Kozlov; Zvereva, 2017). A remocéo de area
foliar apenas em espécies lenhosas é de 7,55 % (Koslov et al.,, 2015). A
herbivoria varia em fungdo da disponibilidade de luz no ambiente, mas em
geral, ndo ha consenso na literatura sobre quais condigbes de luz mais a
favorecem. Maiores intensidades de herbivoria em ambientes sombreados
(baixa irradiancia) foram relatadas para espécies de diferentes guildas
sucessionais em florestas temperada e tropical (Liang; Stehlik, 2009; Salgado-
Luarte; Gianoli, 2017). Da mesma forma, altas taxas de herbivoria foram
observadas em condi¢des de maior disponibilidade de luz (alta irradiancia)
(Chacon; Armesto, 2006; Richards; Coley, 2007). Por outro lado, ainda sob
condigbes contrastantes de Iluz (baixa e alta irradidncia), mudancgas
significativas nas taxas de herbivoria podem n&o ser observadas (Vasconcelos,
1999; Baraza, et al., 2004; Plath et al., 2011). As metodologias de coleta destes
indices s&o ainda, alguns dos fatores que podem contribuir para as diferengas

de herbivoria observadas nos diversos estudos (Andrew et al., 2012)

Em geral, as diferengas no espectro de economia foliar, caracteristicas
genéticas e funcionais promovem diferentes estratégias de defesa (Coley;
Barone, 1996; Tobias; Agrawal, 2017; Chauvin et al., 2018; Endara et al.,
2018). As respostas das plantas a essas diferentes condigdes podem ser de

ordem morfolégica ou bioquimica e estdo relacionadas a preferéncia dos
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herbivoros (Coley et al., 1988; Howe; Schaller, 2008; Barton Kasey; Koricheva,
2010; Ali; Agrawal, 2012; Brezzi et al., 2017).

As plantas possuem diversos mecanismos de defesa para evitar ou
reduzir os danos causados pelos herbivoros (Janzen, 1979; Strauss; Agrawal,
1999; Lopez-Carretero et al., 2016; Tauchen et al., 2016). Tais mecanismos
sdo representados geralmente pela variagdo das caracteristicas funcionais
foliares (Chauvin et al., 2018). Caracteristica funcional € qualquer caracteristica
que influencia indiretamente o desempenho do individuo por afetar a
sobrevivéncia, o crescimento e a reprodugao (Violle et al., 2007). Em florestas
tropicais, informagdes sobre quais e como as caracteristicas funcionais se

relacionam com a herbivoria ainda ndo sao muito evidentes.

Correlagbes negativas ja foram verificadas entre herbivoria e esclerofilia,
area foliar especifica e compostos secundarios (Coley, 1988; Poorter et al.,
2004; Pontes Ribeiro et al., 2007; Schuman; Baldwin, 2016). Ha ainda,
correlagdes positivas entre herbivoria e o conteudo de agua na folha,
compostos secundarios e area foliar especifica (Tiffin, 2000; Poorter et al.,
2004; Silva et al., 2015; Salgado-Luarte; Gianoli, 2017). Por outro lado,
auséncia de relagao entre as taxas de herbivoria, teores foliares de agua e area
foliar especifica também foi observada (Vasconcelos, 1999; Ruhnke et al.,
2009; Paul et al., 2012). Existem ainda, indicios de acumulac¢ao de carboidratos
nao-estruturais (CNE) em espécies tropicais de vida longa como a resposta a
disturbios abidticos e possivelmente, bidticos (Poorter et al., 2010; Martinez-
Vilalta et al., 2016).

Diversos trabalhos relatam a interagao inseto-planta como uma “corrida
armamentista”, tendo em vista as diversas alteracbes de ordem quimica
verificadas em plantas e insetos. (Swain, 1977; Haslam, 1988; Dudt; Shure,
1994; Massad et al., 2011; Dussourd, 2017). No entanto, ndo é totalmente claro
0 que desencadeia estas respostas em plantas. Por um lado, alguns trabalhos
correlacionam negativamente a quantidade de compostos secundarios
(principalmente tanino) e a herbivoria, atribuindo este comportamento ao
estagio sucessional (Poorter et al., 2004; Silva et al., 2012; Silva et al., 2015).

Outros estudos sugerem que esta associagdo negativa é devido ao ambiente
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de luz ao qual as espécies crescem (Baraza et al., 2004; Chacoén; Armesto,
2006; Glassmire et al., 2019). Em outra linha, o motivo desta associagao é
relacionado ao tempo de vida das folhas das espécies (Coley, 1988;

Yoneyama; Ichie, 2019).

Em nivel de espécie, as respostas bioquimicas parecem associadas a um
trade-off que envolve preferéncias de alocacdo do carbono entre crescimento e
defesa, que, por sua vez, depende da variagdo luminosa (Tiffin, 2000;
Richards; Coley, 2007; Martinez-Vilalta et al., 2016; Chen et al., 2017; Tobias;
Agrawal, 2017).

Portanto, considerando que a herbivoria € um fator bidtico determinante
da sobrevivéncia e crescimento das espécies, € fundamental entender os
padroes de herbivoria das espécies florestais de interesse econémico utilizadas
em plantios de enriquecimento de florestas secundarias. No presente estudo,
nos buscamos especificamente compreender as seguintes questdes: i) o efeito
da variagdo na disponibilidade de irradidncia sobre a herbivoria difere entre as
espécies florestais? if) como as condigdes de irradiancia influenciam a variagéao
interespecifica  nas  caracteristicas  funcionais? i)  caracteristicas

morfofisioldgicas relacionam-se com a variagao interespecifica na herbivoria?
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral:

Investigar se condi¢cdes contrastantes de irradiéncia influenciam a
herbivoria e caracteristicas funcionais foliares de espécies florestais de

importancia econdmica em plantio de enriquecimento de floresta secundaria.

2.2. Objetivos especificos:

i) Investigar se condigbes contrastantes de irradiancia influenciam a
herbivoria de espécies florestais;

ii) Analisar se a disponibilidade de irradiancia influencia a variagao
interespecifica nas caracteristicas funcionais foliares;

iii) Identificar se caracteristicas funcionais foliares (morfologicas e
fisiologicas) relacionam-se com a variagdo interespecifica na

herbivoria.

3. Material e Métodos

3.1. Localizagao e caracterizagao da area de estudo

O presente estudo esta inserido no ambito de um projeto mais amplo, cujo
objetivo principal € compreender o estabelecimento inicial de espécies
florestais de interesse econdmico em resposta a tratamentos silviculturais em
floresta secundaria. O experimento foi instalado na Fazenda Experimental da
Universidade Federal do Amazonas (FAEXP-UFAM), localizada a 38 km da
cidade de Manaus e acessada pela rodovia BR-174 (2° 38’ S, 60° 03’ W). O
clima na regido é classificado como Amw, de acordo com o sistema de
classificagao de Koppen, com médias mensais de temperatura do ar variando

entre 24 e 27°C. O total de precipitacao anual é 2730 mm, com periodo seco
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(<100 mm més™') entre os meses de agosto e setembro (Aratjo et al., 2002). A
umidade relativa do ar atinge valor minimo de 75% no més de agosto e maximo
de 92% no més de abril durante o periodo chuvoso (Araujo et al., 2002). O
relevo é levemente ondulado com a altitude variando entre 60 e 120 m,
aproximadamente, entre as regides de platd e baixio. Os solos sdo pobres em
nutrientes e nas regides de platd possuem elevados teores de argila, sendo
classificados como Latossolos argilosos alicos (Chauvel, 1892). Por outro lado,
nas regides de baixio ocorrem os Espodosolos caracterizados por textura
arenosa (Luizao et al., 2004). A caracterizagdo quimica e da fertilidade do solo

na area de estudo antes do plantio esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 — Quimica e fertilidade do solo da area de estudo.

pH P K* ca®*  Mg* AP T SB CIN m
H,O KCL mgkg” ¢ molc kg™ %
419+ 385+ 143+ 0,043+ 0’384 1,43+ 0,035+ 1,6+ 0,16+ 12,32+ 89,85+

0,05 0,02 0,76 0,01 0,01 0,08 0,03 0,11 0,05 0,79 2,24

Valores sdo médias + desvio padrao de cinco amostras compostas. P
concentracido de fésforo total; K* Potassio trocavel; Ca?* Calcio trocavel;
Mg?**Magnésio trocavel; AP* Aluminio trocavel; t capacidade de troca catiénica
efetiva; SB soma de bases; C/N razdo carbono nitrogénio; m saturagdo por
aluminio.

Historico de uso da area e producéao de mudas

A floresta secundaria possui aproximadamente 22 anos de idade e foi
caracterizada a partir de uma série histérica de imagens de satélite e
depoimentos de funcionarios da fazenda. O histérico da area compreende duas
remogdes da vegetacao, a primeira em 1986, sob administragdo da Fundagéo
Centro de Apoio ao Distrito Agropecuario (FUCADA), que realizou corte e
queima da floresta primaria e posteriormente abandonou a area. A vegetacéao
secundaria se estabeleceu até o ano de 1997, quando nova intervencao de
corte e queima foi realizada para a implementagdo de um plantio de
cupuacguzeiro (Theobroma grandiflorum) que nao foi conduzido e, novamente, a
vegetacado secundaria se estabeleceu. Em inventario fitossocioldgico realizado
na floresta secundaria previamente a aplicagao dos tratamentos silviculturais,

encontrou-se alta abundancia de espécies arbdéreas de quatro géneros:
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Bellucia, Goupia, Vismia e Cecropia. A densidade de individuos adultos foi de
12004180 arvores ha™ (DAP > 5 cm), com area basal de 12+3,6 m?ha™.

A producdo das mudas foi realizada no viveiro florestal da Universidade
Federal do Amazonas (3° 6'S, 59° 58'W). Inicialmente, as sementes foram
germinadas em substrato de areia, em seguida foram repicadas para
recipientes (saco plastico de 1 dm™) contendo substrato argiloso (20 cm da
camada superficial do solo de floresta) acrescido de calcario dolomitico, fosfofo
(P20s: Superfosfato triplo), potassio (KCI: Cloreto de Potassio), nitrogénio (N:
Sulfato de Amdnio) e micronutrientes (B; Cu; Fe; Mn; Mo: FTE BR 12) nas
dosagens de 500; 700; 150; 200 e 200 g m™, respectivamente. As mudas foram
cultivadas durante seis meses no viveiro, e nesse periodo foram realizadas
duas adubacdes de cobertura (40 ml muda™ de solucdo contendo 10 g P,Os;
2,5 g N; 3g KCI). Antes do plantio em campo, as mudas foram aclimatadas em
pleno sol (irradiancia fotossinteticamente ativa integrada ao longo do dia de 25

mol m? dia™) durante dois meses.

3.2. Implementagao e delineamento experimental

O sistema silvicultural de enriquecimento foi implementado com aplicacao
de diferentes niveis de abertura do dossel a partir do desbaste de individuos
arboreos da vegetagao secundaria (0, 20, 40, 60, 80 e 100% de redugao da
area basal). O plantio ocorreu entre 24 de fevereiro e 8 de margo de 2017. As
mudas foram plantadas no espacamento de 3 m x 3 m e covas de 30 x 30 x 30
cm. As plantas receberam corre¢cdo da acidez do solo (65 g de calcério
dolomitico cova‘1), a qual foi incorporada ao solo de cada cova no més que
antecedeu o plantio. Também foi aplicada adubag&o de plantio com 46 g de
P,Os cova™ (100 g de Superfosfato triplo); 11,6 g N cova™ (25 g de Ureia); 12 g
K20 cova™ (20 g de Cloreto de potassio) e 10 g FTE-BR12 (1,8% B; 0,8% Cu;
3,0% Fe; 2,0% Mn; 0,1% Mo). A aplicacdo do adubo fosfatado foi concentrada
em duas micro covas laterais a muda, sendo os demais adubos aplicados em
cobertura na forma de semicirculos. Apds o plantio foram realizadas duas
adubacgdes de cobertura, aos 30 e 60 dias. A aplicagao foi de 11,6 g N cova™

(25 g de Ureia); 12 g K20 cova™ (20 g de Cloreto de potassio). Os calculos das
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doses e formas de aplicacdo dos nutrientes foram baseados em analise do solo
e recomendacgdes que atestam a quantidade suficiente de nutrientes para
espécies arboéreas tropicais (Furtini Neto, 2000; Resende et al., 2005; Campoe
et al., 2014, Alvarado, 2015). As adubagdes foram realizadas com o objetivo de
assegurar que a variagao no crescimento das mudas fosse predominantemente
influenciada pelo gradiente de abertura do dossel e ndo pela variagdo na

disponibilidade de nutrientes no solo.

O delineamento experimental é o de blocos casualizados (DBC), com
aplicagao do tratamento de remocao de area basal em parcelas principais de
2.318m?, nos niveis de 0, 20, 40, 60, 80 e 100% com cinco repeticdes (Figura
1). As parcelas principais foram divididas em duas sub-parcelas de 270 m?, que
foram submetidas a um segundo tratamento silvicultural: a remog&o e a néo
remogao do sub-bosque. Em todas as parcelas, a remocdo do sub-bosque
(vegetacao herbacea, arbustiva e arvoretas com DAP < 5 cm) foi conduzida a

cada trés meses, com auxilio de foice e tergado.

114 m

20% 60% 80%

122 m

13908 m?

Figura 1 — Delineamento do projeto principal instalado e conduzido na Fazenda
Experimental da Universidade Federal do Amazonas (FAEXP — UFAM). No
detalhamento, as parcelas principais receberam reducdo de area basal nos
niveis 0, 20, 40, 60, 80 e 100%. As sub-parcelas foram tratadas com remogéao
de sub-bosque (quadrado vazio) e sem remogao de sub-bosque (quadrado
preenchido).
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A reducao da area basal foi realizada com a técnica de corte direto, com
motosserra, em individuos com didmetro a altura do peito (1,30 m) maior ou
igual a cinco centimetros. Seis espécies florestais foram selecionadas,
seguindo os critérios de disponibilidade de sementes (minimo de cinco
matrizes), potencial econdmico e importancia ecoldgica e social na regiao
(Tabela 2).

Tabela 2 — Espécies implantadas em sistema de enriquecimento na
Fazenda Experimental da UFAM.

Grupo ecologico’

Espécie Nome vulgar
Bertholletia excelsa Bonpl. Castanheira da N&o-Pioneira (PTS)
Amazobnia
Carapa guianensis Aubl. Andiroba N&o-Pioneira (PTS)

Cedrella fissilis Vell. Cedro Pioneira (PVL)

Hymenaea courbaril L. Jatoba N&o-Pioneira (PTS)

Tabebuia rosea (Bertol.) Bertero ex
A.DC.
Swietenia macrophylla King.

Ipé rosa Pioneira (PVL)

Mogno Pioneira (PVL)

PTS — Parcialmente tolerante a sombra; PVL — Pioneira de vida longa (>30 anos).
'Grupo ecoldgico conforme definicdes de: Swaine e Whitmore, 1988; Finegan, 1992,
Poorte; Bongers., 2006; Chazdon, 2014.

No presente estudo, dos seis niveis de reducao de area basal aplicados
no projeto principal, somente os trés niveis mais contrastantes de redugao da
area basal foram analisados. Eles foram definidos de acordo com a
caracterizagdo da irradiancia fotossinteticamente ativa integrada ao longo do
dia (PPFD): baixa irradiancia (0% = PPFD = 2,59 mol.m?.dia™”), moderada
irradiancia (60% = PPFD = 19,23 mol.mz.dia'1) e alta irradiancia (100% = PPFD
= 33,05 mol.m?dia) (Figura 2). Em relagdo ao segundo tratamento
silvicultural, foram avaliadas apenas as mudas plantadas na condicdo de
remocgao do sub-bosque. Portanto, o experimento consistiu em um total de 15
2

parcelas (trés ambientes x cinco repeticdes) e uma area util de 3.780 m
(Figura 3).
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Figura 2 — Ambientes analisados. A) remocéao de 0% de area basal: tratamento
baixa irradiancia; B) remogdo de 60% da area basal: tratamento moderada
irradiancia; C) remocéo de 100% de area basal: tratamento alta irradiancia.

3.3. Ensaio piloto de amostragem para analise de herbivoria

A determinagdo do esforgo amostral para as andlises de herbivoria em
cada espécie foi realizada a partir de uma amostragem piloto, conforme
recomendacao de Johnson et al., (2016). No ensaio utilizamos todas as folhas
de 36 plantas, seis de cada espécie, para determinar qual o tamanho adequado
da amostra considerando a remogao de area foliar realizada por insetos
desfolhadores na area de estudo. As folhas foram fotografadas individualmente
contra uma prancheta milimetrada (1 cm?) de fundo azul, com uma maquina
fotografica e um aparelho celular. As imagens foram analisadas por meio do
software ImageJ 1.50i (Rasband National Institutes of Health, USA). Um total
de 3.789 folhas foi analisado (Tabela 3; Figura 4). Diferentes niveis de esforgo
amostral foram testados para identificar em qual deles ocorreria os menores
valores de variancia e intervalo de confianca ao nivel de 95% de probabilidade.
O objetivo foi atender a normalidade nos valores de esforgo amostral para cada

espécie (Johnson et al., 2016; Kozlov; Zvereva, 2017).
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122m

13908 m?

Figura 3 — Croqui do delineamento experimental. Distribuicdo dos cinco blocos
nos 16,5 hectares de floresta secundaria (superior esquerdo). Bloco com as
trés parcelas utilizadas em destaque: baixa irradiancia; moderada irradiancia;
alta irradiancia (Superior direito). Distribuicdo das cinco mudas de cada uma
das seis espécies florestais no espacamento de 3 m x 3 m dentro da parcela
(Inferior esquerdo).

As diferencas interespecificas indicaram a necessidade de esforcos
amostrais diferenciados. Enquanto algumas espécies tem uma herbivoria
constante a partir de determinada quantidade de folhas (B. excelsa) outras
aparentemente nado estabilizam (S. macrophylla). Na Figura 4 é possivel
observar as diferengas nos pontos de estabilizacdo da area herbivorada em
relacdo ao numero de folhas analisadas para cada espécie. A amplitude no
total de herbivoria foi de 0,62% de area removida (variancia: 4,801; IC +0,267),
em B. excelsa, até 7,59% de area removida (variancia: 69,664; IC £0.768), em
T. rosea. Isso esta diretamente ligado a diferenga de até 51% na quantidade de

folhnas amostradas entre as espécies (Tabela 3).
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Tais diferengas reforcam a necessidade de adotar esforgco amostral especifico
para cada espécie. Em cada ambiente de luz foi aplicado o mesmo esforgo amostral
definido por espécie, observando a quantidade maxima de folhas existentes por

planta em cada ambiente e a dindmica foliar das espécies.

Tabela 3 — Total de folhas utilizadas. O tamanho do esforgco amostral foi definido de
acordo com a estabilizacdo dos valores da variancia (o) e intervalo de confianga ao
nivel de 95%.

Espécie Total de Esforgo Média Variancia #IC
P folhas Amostral (o) (5%)
Bertholletia
 celsa 112 90 0618  0.046 0.023
Carapa 321 275 1754 5757 0.284
guianensis
Cedrella 1.814 800 3083 13.254 0.252
fissilis
Hymenaea
e 479 250 2502 38.667 0.771
Tabebuia 454 250 7593 22.381 0.586
rosea
Swietenia 609 350 3372 20789 0.572
macrophylla
Total 3.789 2.015

3.4. Analises de herbivoria

A herbivoria foi estimada de duas formas, ambas de acordo com a metodologia
adaptada de Poorter et al., (2004). Primeiro, as folhas foram analisadas 16 meses
apos o plantio, com o objetivo de estimar o total de tecido foliar removido (herbivoria
acumulada).em um momento no tempo. Em paralelo, folhas foram marcadas para
acompanhamento da herbivoria por um periodo de tempo, com analises realizadas
aos 0, 60, 120, 180, 24 e 300 dias (taxa de herbivoria). Foi considerado herbivoria o
tecido foliar perdido ou removido por meio da folivoria, definida como o consumo de
area foliar por insetos (Coley; Kusar, 1996), causada principalmente por insetos
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desfolhadores (Figura 5). Em espécies com folhas compostas, os foliolos foram

utilizados como unidades amostrais (Poorter et al.,2004).
Adaptacdes a metodologia de Poorter et al., (2004):

¢ Na herbivoria acumulada, o esforco amostral foi definido com base em
indicadores estatisticos (variancia e intervalo de confianga) derivados do
ensaio piloto (Tabela 3);

e Na taxa de herbivoria, o esforco amostral utilizado variou devido a
dindmica foliar. Em espécies com troca foliar constante (ipé rosa, jatoba
e mogno), mantemos o numero de folhas definido no ensaio piloto
(trés/sete/sete, em cada individuo, respectivamente). A cada troca foliar,
novas folhas eram marcadas. O objetivo foi registrar a herbivoria
individual da planta ao longo do experimento.

Figura 5 — Formas de folivoria. A) Ataque em B. excelsa. C) Ataque em T. rosea. C)
Ataque em S. macrophylla.

Na herbivoria acumulada, a herbivoria por planta foi calculada como a
porcentagem média de area foliar removida em relagéo ao total de folhas amostrado
(Poorter et al., 2004). As folhas foram selecionadas de forma aleatéria, estratificada
verticalmente, para garantir a representatividade de todo o individuo. Nao houve
distingcao entre folhas jovens e velhas. A herbivoria média foi calculada por individuo,

em seguida agrupada por espécie, em cada ambiente de luz.

Para verificar qualitativamente o impacto da herbivoria em cada individuo e

avaliar o percentual de dano existente em cada ambiente de luz, o percentual
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cumulativo de dano foliar foi calculado, correspondendo ao total de folhas
danificadas, dividido pelo total de folhas na planta, multiplicado por 100 (Goodale et
al, 2014).

Tabela 4 - Total de folhas analisadas ao longo do experimento. Os valores abaixo
representam 384 individuos.

*Cada foliolo foi considerado como unidade amostral. **As folhas foram perdidas ao

Espécie Herbivoria acumulada*® Taxa de Herbivoria*
Bertholletia excelsa 891 187
Carapa guianensis 891 439
Cedrella Fissilis*™ 228 1635
Hymenaea courbaril 905 562
Tabebuia rosea 703 633
Swietenia macrophylla 956 455
Total 4.583 3.991

longo da troca foliar da espécie.

Devido a sua deciduidade e intensa dinamica foliar, Cedrela fissilis nao possuia
folhas suficientes no momento da coleta de herbivoria acumulada (Figura 6 — B; C).
Em relagdo a taxa, o comportamento foi o mesmo. Mais de 50% dos individuos
permaneceram completamente desfolhados por periodos superiores a dois meses e
de forma irregular entre os ambientes de luz (Figura 6 — A), tornando a comparagéao

estatistica inviavel. Por esses motivos, a espécie foi excluida das analises.
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Figura 6 — Dinamica foliar de Cedrella fissilis. A) Individuos completamente
desfolhados em uma parcela de ambiente de alta irradiancia; B) Individuo com
lancamento de folhas mais adiantando, em parcela de ambiente moderada
irradiancia; C) Individuo com langamento de folhnas em uma parcela de ambiente
moderada irradiancia; A diferenga entre os individuos no momento do langamento

foliar tornou inviavel a coleta e registro de herbivoria para esta espécie.

A taxa de herbivoria, como definida por Poorter et al., (2004), corresponde ao
aumento na porcentagem de folhas danificadas ao longo de um determinado periodo
de tempo. Para o monitoramento das taxas de herbivoria, as folhas foram marcadas
no peciolo ou na raquis com fita adesiva e tiveram a area foliar aferida a cada dois
meses pelo periodo de 300 dias, com inicio em margo de 2018, cobrindo as
estacbes chuvosa e seca e as transicbes entre estas. A intensidade amostral
adotada para monitoramento das espécies variou de 21% a 90% do esforgo
amostral utilizado para calcular a herbivoria acumulada (Tabela 4). O ajuste foi
necessario tendo em vista que o tempo de vida das folhas variou entre as espécies.
A taxa de herbivoria por planta foi calculada como a média de herbivoria nas folhas
amostradas a cada 60 dias. Para a espécie T. rosea, que apresentou um padrao
diferenciado (troca foliar completa a cada 60 dias), e H. courbaril, (troca foliar parcial
a cada 100 dias)o acompanhamento foi realizado com as folhas disponiveis no
momento da coleta. Para as demais espécies, apenas as folhas que permaneceram
até o final do acompanhamento foram consideradas na analise estatistica. A taxa de

herbivoria por espécie corresponde a média dos individuos por ambiente de luz.
Metodologia de coleta

As medigbes de area foliar removida nos dois métodos (herbivoria acumulada e

taxa de herbivoria) foram realizadas com o uso de aparelho celular, através do
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software BioLeaf — Analise Foliar (Machado et al., 2016). Este software possui a
vantagem de reduzir o tempo de analise e permite 0 monitoramento da herbivoria de
forma ndo destrutiva. Além disso, é disponivel gratuitamente online e pode ser
utilizado em qualquer aparelho androéide, dispensando uso de ferramentas de custos

elevados e dificil acesso, como os scanners de mesa.

Com o objetivo de aferir as medicdes feitas a partir do aplicativo nas espécies
estudadas, 14 folhas distribuidas em diversos niveis de dano (entre zero e 40% de
remogao do tecido foliar) foram fotografadas e analisadas pelo BioLeaf. Os valores
foram relacionados com valores calculados a partir do software Imaged (Figura 7 —
A) e com o medidor de area foliar Cl 202 (Figura 7 — B). Analise de regressao
simples foi aplicada para verificar a acuracia entre as metodologias, no software R

versao 3.3.3.
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Figura 7 — Regresséo linear simples ajustada entre os métodos de medicdo de
redugéo de area foliar. A) BioLeaf x Medidor de area foliar; B) BioLeaf x ImageJ.

Observou-se correlagcdes positivas entre os valores obtidos com o BiolLeaf e
ambas as metodologias de medicdo de area foliar (Imaged, r = 0,94; MAF, r =
0,93).Tais resultados sustentaram a escolha do BioLeaf para as medi¢cdes de

reducao de area foliar pela herbivoria.

3.5. Caracteristicas funcionais
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Aos 18 meses de plantio, as amostras foram obtidas de um total de 295 plantas
(5 espécies x 3 condigbes de luz x 5 blocos). As folhas variaram de uma a cinco por
individuo (dependendo da biomassa necessaria para realizagdo das metodologias).
Foram coletadas folhas herbivoradas, com expansdo completa, caracterizadas
visualmente no periodo de transicdo entre folha nova e folha madura (quando
possivel), no periodo de 9h as 12h da manha (Souza et al., 2005). Cada folha foi
embalada individualmente em saco de papel, para evitar a oxidacdo, e
acondicionada em caixa de isopor com gelo para transporte ao laboratério (Figura 8
— A). Foram tomadas as medidas de area foliar total, com o medidor de area foliar

CIC 202 (Figura 8 — B), e area foliar herbivorada com o aparelho celular.

Figura 8 - Etapas do processamento de amostras. A) Coleta das folhas em campo.
Para manter a homogeneidade na coleta, cada bloco foi coletado em um dia; B)
Tomada de area foliar fresca com scanner de mesa apos a chegada ao laboratério;
C) Folhas em liofilizador de amostras. Cada bloco levou em média dois dias para
secagem completa. D) Apds moagem, as amostras foram acondicionadas em
microtubos de 2 ml.

.Com o objetivo de preservar as atividades bioquimicas para andlise de
carboidratos, as folhas foram congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente
armazenadas a -22°C até a secagem em liofilizador de amostras (Figura 8 — C).
Para extracdo, as folhas foram pulverizadas em moinho de bolas (Figura 8 — D).
Exceto para o teor relativo de agua, todas as analises abaixo foram tomadas com

base nessa coleta.
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Area foliar especifica
A area foliar especifica (AFE) foi calculada pela razdo entre a massa foliar seca
pela area foliar fresca (Pérez-Harguindeguy et al., 2016).

Esclerofilia

Apos a liofilizagdo, e antes da pulverizacdo no moinho, as folhas foram
pesadas individualmente em balanca de precisdo, para afericido do peso seco. A
esclerofilia foi calculada através da formula: peso seco/[2 x (area foliar x 0,01)]
(Rizzini, 1976).

3.6. Caracteristicas funcionais fisiolégicas

Teor relativo de agua

As amostras foram obtidas de um total de 75 plantas (5 espécies x 3 condigdes
de luz x 5 blocos), a partir de duas folhas por individuo. Os teores relativos de agua
(TRA) foram calculados a partir da retirada de oito discos foliares. A massa fresca
(mf) foi determinada imediatamente apds a coleta dos discos. Em seguida, os discos
foram mantidos em recipientes com agua destilada até a completa saturagdo. A
massa dos discos turgidos (mt) foi determinada apdés a completa submerséo dos
discos em agua destilada. Os discos foram secos em estufa a 105°C até obtencéao
da massa seca (ms). O teor relativo de agua foi calculado pela equacgdo: TRA = [(mf
- ms)/(mt - ms)]*100 (Barrs; Weatherley, 1962).

Conteudo de carboidratos ndo estruturais

A metodologia utilizada foi descrita por Amaral et al., (2007). Para a extragao,
10mg do pé obtido (Figura 9 — A) foram pesados em microtubos de eppendorf de 2
mL (Figura 9 — B), entdo adicionados a uma soluc¢ao de 1,5 mL etanol 80% (v:v) e
agitados. Em seguida, permaneceram em banho-maria por 20 minutos a 80°C. As
amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos a temperatura de 5°C.

(Figura 9 — C) O sobrenadante foi vertido em tubos de plastico. O processo foi
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repetido trés vezes, totalizando 6 ml de sobrenadante, que foram reunidos e
armazenados a -22°C até a secagem (Figura 9 — D) em um evaporador de amostras
por 24h. O precipitado foi colocado em estufa a 50°C para a completa evaporagao
do etanol (Figura 9 — E).

Figura 9 — Processo de extragao para determinagao de carboidratos n&o estruturais.
A) Processo de pesagem da amostra pulverizada; B) Amostras apds cozimento em
banho-maria; C) O processo de centrifugacéo, que permite separar o sobrenadante
do precipitado; D) O sobrenadante é utilizado para determinacdo de agucares
soluveis. Foram secos em evaporador de amostras; E) O precipitado € utilizado para
determinacao de amido. Foram secos em estufa a 50°C.

Acucares soluveis

Apds o processo de secagem, o material foi ressuspenso em 1 mL de agua
ultrapura adicionada a 1mL de cloroférmio 99%, para retirada de pigmentos
fotossintéticos (Figura 10 — A). Apos a decantagdo do material (Figura 10 — B), o
sobrenadante foi retirado e centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos a 3°C (Figura
10 — C). Uma aliquota de 5 mL foi retirada e acondicionada em vial. Para a
separagao e quantificacdo de acgucares (glicose, frutose, sacarose e rafinose) foi
utilizado cromatografia liquida de alta performance (HPAEC/PAD) em sistema
Dionex-DX500. A coluna utilizada foi CARBOPAC PA1, eluida com NaOH 200mM e
agua. O tempo de corrida foi de 60 minutos, com fluxo de 1 mL/min, com proporgéo
aplicada de 50% de cada eluente durante os primeiros 15 minutos (tempo médio

para separagdo de todos os picos de interesse). Para limpeza da coluna foi
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aplicado100% de NaOH 200 mM por cinco minutos e finalizando com 100% de agua
para regeneragao por 5 minutos. Para a curva padrao foram utilizados os agucares
glicose, frutose e sacarose (nas concentragées 50, 100 e 200 mM). A curva padréo
foi inserida na sequéncia de corrida a cada 10 amostras afim de evitar erros de
deteccao devido as variagdes temporais do aparelho na determinacdo nos tempos
de retencdo, bem como para detectar possiveis variagcdes nas concentracdes dos

acgucares devido a degradagdo dos mesmos.

Figura 10 — Determinacdo de agucares soluveis: glicose, frutose, sacarose e
rafinose. A) Amostras ressuspendidas. O cloroférmio foi utilizado para separar os
pigmentos cloropastideos e lipideos da fragdo acucar; B) Pode-se observar a
separacdao em duas fases. A fase superior foi cuidadosamente retirada com auxilio
de pipeta pasteur e acondicionada em microtubos para centrifugagéo, evitando
contato com a soluc&o de pigmentos.

Conteudo de amido

Apos a completa secagem do precipitado obtido na fase de extragdo descrita
anteriormente, 0,5 mL (120 U mL) de a-amilase (EC 3.2.1.1) termoestavel de Bacilus
licheniformis (céd. E-ANAAM, MEGAZYME), diluida em tampao MOPS 10 mM pH
6,5 foram adicionadas (Figura 11 — A). As amostras foram encubadas a 75°C por 30
minutos. Esse procedimento foi repetido, totalizando 120 unidades de enzima
(Figura 11 — B). As amostras foram resfriadas até 50°C e ent&o foi adicionado 0,5
mL de uma solugdo contendo 30 U mL de amiloglucosidade (EC 3.2.1.3) de
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Aspergilus niger (c6d.E-AMPGU, MEGAZYME) em tampéo de acetato de sédio 100
mM pH 4,5. As amostras foram incubadas a 50°C por 30 minutos. O procedimento
foi repetido (Figura 11 — C). Apds as incubacgdes descritas, foram acrescentados 100
mL de acido perclérico 0,8M afim de estancar a reacdo enzimatica e precipitar
proteinas (Figura 11 — D). Apés uma rapida centrifugacéo (5 minutos a 3°C, 1400

rom) (Figura 11 — E).

Figura 11 — Fases da determinagdo de amido. A) Ressuspensao das amostras; B)
Amostras apoés a segunda encubagdo em banho-maria, adicionados a a-amilase
(Bacilus licheniformis); C) Amostras apds a segunda encubagdo em banho-maria
adicionadas a amilogucosidade (Aspergilus niger) D) Adigao de acido perclérico para
estancar a reagao enzimatica; E) Centrifugacao rapida para separar o sobrenadante;
F) Amostras em placa tipo Elisa, prontas para leitura em espectofotémetro.

Aliquotas de 5uL do extrato foram adicionadas a 300uL do reagente Glicose
PAP Liquiform (LABTEST, Brasil), contendo as enzimas glicose-oxidase (~11000 U
mL™") e peroxidase (~700 U mL™" ), 290 umol L™ 4-aminoantipirina e 50 mM de fenol
pH 7,5 (Figura 11 — F). Apds incubagao por 15 minutos a 30°C em banho seco, o
teor de glicose foi determinado em espectofotdmetro acoplado a leito de ELISA em
comprimento de onda de 490 nm. Para a confecgdo da curva padréo foi utilizada

solugao de glicose (SIGMA), nas concentragdes de 0; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mg/mL.

3.6. Caracteristicas funcionais quimicas
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Determinagdo de substéncias fendlicas

Para a extracdo, 50 mg do pé obtido foi pesado em microtubo de 2 mL e
adicionado 1 mL de etanol 50% (v:v). As amostras foram conduzidas em banho seco
a 40°C com agitacdo regular por 1 hora. Em seguida, foram centrifugadas por 15
minutos a 3°C. O procedimento foi repetido trés vezes. Ao fim do processo, as
amostras foram reunidas em tubos de plastico e armazenadas a -22°C até a
secagem em evaporador de amostras (Speed-Vac). Cada amostra foi ressuspensa
em 1 mL de etanol 50% (v:v).

Conteudo de fendis totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado de acordo com a
metodologia de Folin Ciocalteau (Blainski et al., 2013), modificada para microescala.
Em microplaca tipo ELISA foram adicionados 25 uL de extrato, 200 uL H,O Milli-Q,
25 uL H;0 Folin-Ciocalteu e entre 1 — 8 min, 25 uL Na;COs. (Figura 12 — A). A leitura
foi realizada apds 40 min de descanso em bancada a temperatura ambiente (24°C),
sob protecédo de luz, por espectrofotometria a 760 nm (Figura 12 — B). As amostras e
o controle fora feitos em ftriplicata. Para as amostras que ultrapassaram o limite de
deteccdo do aparelho, realizou-se diluicdo das mesmas (1:30). Um conjunto de
solugcdes para a constru¢cao da Reta Padrao foi preparado da mesma forma descrita
acima, com Acido Galico variando de 0 a 0,16 pg (Figura 12 — C). O conteudo total

de fendis foi expresso em pug de acido fendlico/mg de extrato.
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Figura 12 — Detecgao de compostos fendlicos totais. A) Extratos em triplicata apds a adigéao
dos reagentes; B) Amostras ap6s 40 minutos de descanso em bancada. E possivel observar
visualmente a diferenga na concentragdo dos compostos. C) Espectro da curva padrdo de
Acido Glico.

Conteudo de taninos totais
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A determinagcdo do conteudo total de taninos foi realizada pelo método de
precipitacdo das proteinas (Hagerman, 1987), adaptado para microescala.
Inicialmente procedemos a preparagao dos reagentes. 100 mL de solugdo BSA
(albumina soro bovino) foi preparada a partir da dissolugao de 1.4 mL de &acido
acético (Tampao de acido acético 0.2 M pH 5.0) adicionados a de 0.96 g de cloreto
de sddio (0.17 M) e 100 mg de albumina, BSA (fragdo V 1 mg/mL). O pH foi corrigido
com NaOH 1N e o volume foi completo com agua destilada. Para 100 mL da solugéo
SDS (dodecilsulfato de sodio), dissolveu-se 1 g de SDS (1%), 5 mL de
trietanolamina (5%) e 20 mL de isopropanol (20%), e o volume foi completo com
agua destilada. Para preparagédo de 125 mL de solugao de cloreto férrico, diluiu-se
201,25 mg de FeCls (0,01 M) em 0.1 mL de HCI (0,01 M) cc e o volume foi completo
com agua destilada. O extrato principal foi diluido (100 uL extrato; 150 uL etanol
50% v.v). Para preparacao das amostras, de 250 uL do extrato diluido foi adicionado
de 500 pL de solugdo BSA, que foi homogeneizada e ficou em descanso de bancada
de 15 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm
e em seguida o sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 1000 uL
de solugdo SDS. A solucdo foi entdo levada ao vortex até a dissolugdo dos pellets
precipitados. Apdés a homogeneizagdo completa, 250 uL de cloreto férrico foram
adicionados e entdo homogeneizados em vortex. Apds um descanso de bancada de
15 minutos a leitura das amostras foi realizada por meio de espectofotometria a 510
nm (Figura 13). A concentragao de tanino foi calculada por meio da curva padrao de

Acido Tanico que variou de 0 a 50 mg/mL.

Figura 13 — Concentragao de taninos totais contrastantes. A) Tabebuia rosea; B)
Hymenaea courbaril; C) Bertholletia excelsa.
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Conteudo de Taninos Condensados

A determinacdo de taninos condensados (proantocianidinas) foi realizado
seguindo metodologia de Waterman, 1994, com adaptagdes. 80 uL de extrato foi
pipetado em tubos de vidro e adicionados a 1120 uL de Butanol — HCL, dentro da
capela (Figura 14 — A). Cada tubo foi homogeneizado com auxilio de vortex e
aquecido a 95°C em banho seco, por 50 min com tubo fechado para evitar a
evaporagao da solugcao (Figura 14 — B). Apo6s o resfriamento, foi realizada a leitura
em espectrofotometro a 550 nm (Figura 14 — C). A determinagcdo de taninos
condensados foi estimada por meio da curva padrédo de Tanino Quebracho, que

variou de 0 a 0,8 mg/mL (Figura 14 — D).

Figura 14 — Determinagao de taninos condensados (proantocianidinas). A) Extratos
apos adicao de Butanol. B) Amostras em banho seco. C) Amostras prontas para
leitura em espectrofotdmetro; D) Espectro da curva padréo de Tanino Quebracho.

4. Analises estatisticas

Os dados foram previamente submetidos as analises dos pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias pelos testes de Kolomorov-Smirnoff e
Levene, respectivamente. Quando necessario, as variaveis foram transformadas
(log(x), raiz quadrada, boxcox e arcseno) para atender os pressupostos. As analises
descritas abaixo foram realizadas de acordo com o cada objetivo especifico. Em

caso de significancia, o teste post hoc utilizado foi o de Fisher, LSD.

Para verificagcdo do primeiro objetivo especifico, foi realizada uma analise de
variancia em ensaio fatorial de dupla entrada (trés condigbes contrastantes de luz;
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baixa, moderada e alta irradiancia x cinco espécies florestais = 15 tratamentos) para
as variaveis respostas herbivoria acumulada e taxa de herbivoria. Para avaliar a
variagao da herbivoria entre os tempos de coleta, foi aplicado um Modelo Linear
Generalizado Misto. Os valores de herbivoria em cada tempo correspondem a
porcentagem de area foliar removida a cada 60 dias, ao longo de 300 dias (n = 5). O
tempo foi a variavel dependente enquanto o ambiente de luz (trés ambientes de luz x
cinco tempos de avaliagdo = 15 tratamentos) e espécies florestais (cinco espécies
florestais x cinco tempos, 25 tratamentos) as variaveis independentes. Em caso de

significancia, o teste post hoc utilizado foi o de Fisher, LSD.

Para verificar o segundo objetivo, foi realizada para cada caracteristica
morfofisiolégica, uma analise de variancia em ensaio fatorial de dupla entrada (trés
condigdes contrastantes de luz (baixa, moderada e alta irradiéncia) x cinco espécies
florestais). Em caso de significancia, o teste post hoc utilizado foi o de Fisher, LSD.
Para a variavel que nao atendeu os pressupostos (conteudo totais de fendis), foi
realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.O teste post hoc utilizado foi o
de Mann-Whitney U.

Para verificar o terceiro objetivo especifico, foram aplicadas analises de
correlacdo de Pearson, com a taxa de herbivoria como variavel dependente e as
diferentes caracteristicas funcionais foliares como variaveis independentes. Além

disso, as correlagdes foram analisadas em cada ambiente de luz, individualmente.

As analises foram realizadas nos programas Statistica (versao 10) e R (Versao
3.5.3) através da extensdo Rstudio. Para confecgdo dos graficos, o programa
utilizado foi SigmaPlot (versao 12.0).

5. Resultados

Efeito da variagdo na disponibilidade de irradidncia sobre a herbivoria

acumulada e taxas de herbivoria em espécies florestais
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A remocéo de area foliar individual variou de 0,01 a 90%. Entretanto, valores
acima de 20% de remocgéao foram observados em apenas 5% das folhas amostradas
em todas as espécies (N= 4.355). A herbivoria acumulada diferiu tanto entre
espécies quanto entre os ambientes de luz (Figura 15). Além disso, a significancia
da interacdo indicou que o efeito do ambiente de luz sobre a herbivoria foi
dependente da espécie.
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Figura 15 — Herbivoria acumulada em cinco espécies florestais em fungao da
variagao na disponibilidade de irradiancia. Os valores sdo as médias * erros padrao
(n = 5). Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste Fisher LSD (*P
<0,05; **P < 0,01).

A variacdo na herbivoria acumulada entre ambientes de luz foi mais evidente
para as espécies C. guianensis e S. macrophylla. Para essas espécies, a herbivoria
foi maior em baixa irradidncia e menor em alta irradiancia. Por outro lado, as
espécies B. excelsa, H. courbaril e T. rosea nao tiveram diferengas entre ambientes
de luz. As diferengas interespecificas foram maiores nos ambientes de baixa e alta
irradiancia, sendo que as espécies C. guianensis e B. excelsa (baixa irradiancia) e B.

excelsa e H. courbaril (alta irradiancia) tiveram os maiores valores.
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As taxas de herbivoria diferenciaram-se apenas em fungdo das espécies
(Figura 16). Os maiores valores médios foram observados para T. rosea e H.
courbaril. B. excelsa, C. guianensis, e S. macrophylla, por sua vez, nao tiveram

diferencgas significativas entre si.
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Figura 16 — Taxa de herbivoria em cinco espécies florestais em fungédo da variagao
na disponibilidade de irradiancia. Os valores sao as médias + erros padréao (n = 5).
Letras diferentes indicam diferencgas significativas pelo teste Fisher LSD (ns = nao
significativo; **P < 0,01).

Houve padrao diferenciado na variagao de herbivoria ao longo do tempo entre
os ambientes de luz (Figura 17). Enquanto nos extremos de luz (baixa e alta
irradiancia) o aumento foi superior a 200% ao més, no ambiente de moderada

irradiancia, a variacéo nao ultrapassou 70%.

No que se refere ao indice de herbivoria (Tabela 5; Figura 18), em baixa
irradiancia, as plantas tiveram média de 37 folhas por espécie (N = 3.740), das quais

72,5% apresentavam algum nivel de area foliar removida.

Na condicdo de luz moderada, observou-se em média 166 folhas por espécie
(N = 16.428), com 68,4% dessas folhas com herbivoria. O ambiente de alta
irradiancia teve média de 348 folhas por espécie (N = 38.676), e desse total, 53,6%

possuiam algum grau de herbivoria.
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Figura 17 — Efeito do ambiente de luz sobre a herbivoria ao longo do tempo para
cinco espécies florestais. Os valores sao as médias £ erros padrao (n = 5). Letras
diferentes indicam diferencas significativas pelo teste Fisher LSD (***P < 0,001).
Cada tempo refere-se a um intervalo de 60 dias entre as coletas, com inicio em
mar¢o de 2018 (tempo 1) e final em fevereiro de 2019 (tempo 5).
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Figura 18 — Percentual qualitativo de herbivoria avaliado por meio da contagem do
numero total de folhas de cada individuo. A avaliagao foi realizada dentro de cada
ambiente de luz (A) e entre as espeécies florestais (B). A area escura é a
percentagem de folhas com remogao de area foliar e a area branca é o percentual
de folhas sadias (nao herbivoradas)..
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Figura 19 — Variagcdo das taxas de herbivoria ao longo do tempo em cinco espécies florestais Os valores sdo as médias + erros
padrao (n = 5). Letras diferentes indicam diferencgas significativas pelo teste Fisher LSD (***P < 0,001). Cada tempo se refere a um
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Tabela 5 — indice de herbivoria. Analise qualitativa (presenca/auséncia) de
herbivoria nas espécies florestais em cada ambiente de luz. Foi considerada
herbivoria a remocgao de tecido foliar, avaliada visualmente.

Niveis de irradiancia/  Total de folhas (médiaxt % de folhas

Espécie desvio padrao) herbivoradas
Baixa 37 (x 22) 72,5
B. excelsa 15 (£ 3) 78,6
C. guianensis 42 (£ 7) 71,6
H. courbaril 36(x 14) 52,2
S. macrophylla 70 (£ 25) 78,7
T. rosea 25 (£ 95) 81,7
Moderada 166 (+ 109) 68,4
B. excelsa 79 (£ 35) 75,1
C. guianensis 141 (+ 38) 67,9
H. courbaril 304 (£ 120) 52,6
S. macrophylla 233 (£ 114) 59,2
T. rosea 113 (= 37) 84,3
Alta 348 (+ 358) 53,6
B. excelsa 158 (+ 81) 62,7
C. guianensis 208 (£ 90) 56,8
H. courbaril 1040 (+ 363) 48,0
S. macrophylla 318 (£ 64) 31,7
T. rosea 135 (+ 22) 69,4

Efeito da variagdo na disponibilidade de irradiancia sobre as caracteristicas
morfofisioldgicas foliares de espécies florestais

Observaram-se efeitos significativos de ambos os fatores (espécies e
ambientes de luz) para todas as caracteristicas analisadas. Os efeitos da
interacdo entre ambientes de luz e espécies foram significativos para area foliar

especifica (AFE), esclerofilia, amido e rafinose.

A variagdo na area foliar especifica entre ambientes de luz foi mais
evidente para as espécies C. guianensis, H. courbaril, S. macrophylla e T.
rosea (Figura 20). Para essas espécies, a AFE foi maior em baixa irradiancia e
sem diferenga entre moderada e alta irradiancia. Por outro lado, a espécie B.
excelsa nao mostrou diferenca entre ambientes de luz. A magnitude das
diferencgas interespecificas foi maior no ambiente de baixa irradiancia, com T.

rosea tendo o maior valor e B. excelsa o menor.
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Figura 20 — Area foliar especifica de cinco espécies florestais em fungdo da
variagdo na disponibilidade de irradiancia. Os valores sdo as médias + erros
padrdao (n = 5). Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste
Fisher LSD (*P < 0,05; ***P < 0,001).

A variagao na esclerofilia entre ambientes de luz foi mais evidente para as
especies C. guianensis, H. courbaril, S. macrophylla e T. rosea (Figura 21).
Para essas espécies, a esclerofilia foi menor em baixa irradiancia e sem
diferencas entre moderada e alta irradiancia. Por outro lado, a espécie B.
excelsa nao mostrou diferencas entre ambientes de luz. A magnitude das
diferengas interespecificas foi maior em ambiente de baixa irradiancia, com B.

excelsa tendo o maior valor e T. rosea o menor.
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Figura 21 — Esclerofilia em cinco espécies florestais em fungédo da variagéo na
disponibilidade de irradiancia. Os valores sdo as médias + erros padrao (n = 5).
Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste Fisher LSD (ns =
nao significativo; **P < 0,01).

A variacdo no teor relativo de agua foi apenas interespecifica. As
espécies B. Excelsa e T. rosea apresentaram os maiores valores no conteudo
percentual de agua (Figura 22). As demais espécies n&o apresentaram
diferencgas entre si.

Os maiores valores de compostos fendlicos foram observados para B.
excelsa, C. guianensis e S macrophylla. As menores concentragdes foram

registradas em T. rosea (Figura 23). Os ambientes de luz ndo diferiram entre si.
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Figura 22 — Teor relativo de agua em cinco espécies florestais. Os valores s&o
as médias * erros padrdo (n = 5). Letras diferentes indicam diferengas
significativas pelo teste Fisher LSD (**P < 0,01; ***P < 0,001).

Os maiores valores de tanino total foram observados para B. excelsa. As
menores concentragbes foram registradas em T. rosea (Figura 24 — A). O
ambiente de baixa irradidncia apresentou as menores concentracoes de tanino
total, enquanto os ambientes de moderada e alta irradiancia nao diferiram entre
si (Figura 24 — B).

As concentragdes de tanino condensado foram superiores para as
espécies C. guianensis e S. macrophylla, enquanto as menores concentragdes
foram verificadas em B. excelsa (Figura 24 — C). O ambiente de baixa
irradidncia apresentou as menores concentracbes de tanino condensado,
enquanto os ambientes de moderada e alta irradidncia nao diferiram entre si
(Figura 24 — D).
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Figura 23 — Concentragdo de compostos fendlicos em cinco espécies florestais
(A) e em trés ambientes de luz (B). (n = 5). Nos Box-plots, a linha continua
representa a mediana. O limite superior da caixa refere-se ao quartil de 75% e
o limite inferior, ao de 25%. As linhas verticais tracejadas s&o os percentis de
10 e 90%. Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste de
Mann-Whitney (U). (P < 0.05).

As maiores concentracbes de sacarose foram observadas em S.
macrophylla (Figura 25 — A). As menores concentragdes foram registradas em
B. excelsa, H. courbaril e T. rosea. O ambiente de baixa irradiancia apresentou

concentragédo 26% menor que os demais ambientes (Figura 25 — B).

A concentragao de glicose foi notadamente maior para T. rosea (Figura 26
— A). Essa espécie apresentou concentragado nove vezes superior em relagao a
meédia das demais espécies. Em contraste aos demais agucares estudados, em
baixa irradiancia apresentou a maior concentragcéo de glicose (Figura 26 — B).
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Figura 24 — Tanino total (curva: Acido Tanico) (A e B) e tanino condensado,
(curva: Tanino Quebracho) (C e D) em cinco espécies florestais em fungéo da
variagdo no ambiente de luz. Os valores sdo as médias + erros padréo (n = 5).
Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste Fisher LSD (ns =
nao significativo; ***P < 0,001).
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Figura 25 — Concentragdo de sacarose em cinco espécies florestais (A) e nos
diferentes ambientes de luz (B). Os valores sdo as médias * erros padréo (n =

5). Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste Fisher LSD (ns
= nao significativo; ***P < 0,001).
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Figura 26 — Concentragdo de glicose em cinco espécies florestais (A) e nos
diferentes ambientes de luz. Os valores sdo as meédias % erros padréo (n = 5).
Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste Fisher LSD (ns =
nao significativo; **P < 0,01; ***P < 0,001).

A maior concentragao de frutose foi verificada na espécie S. macrophylla
(Figura 27 — A). Os menores valores foram registrados em H. courbaril. Entre
ambientes de luz, as maiores concentracdes de frutose foram encontradas nos

ambientes baixa e moderada irradiancia (Figura 27 — B).

10 10
Ambiente (A)***
Espécie (E)**
A*E ™ R
8 1 T 8
2
o 61 6 a
€ b
o a
2 b
o 4 4 -
2 ;i b
E
=
2 4 29
[
0 ol 0
1S

NG 00 90\
W ST e
I\ \(\\6(6\

Figura 27 — Concentracédo de frutose em cinco espécies florestais (A) e entre
ambientes de luz. Os valores sdo as médias + erros padrdo (n = 5). Letras
diferentes indicam diferengas significativas pelo teste Fisher LSD (ns = néo
significativo; **P < 0,01; ***P < 0,001).

A variacao nas concentragoes foliares de amido entre ambientes de luz
foi mais evidente para as espécies S. macrophylla e C. guianensis (Figura 28).

Para estas espécies, o teor de amido foi menor em baixa irradiancia e maior
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em alta irradidncia. As espécies B. excelsa e H. courbaril registraram suas
menores concentragdes em baixa irradiancia, e sem diferenca para os demais
ambientes. T. rosea nao teve diferengas entre ambientes de luz. As diferencas

interespecificas foram menores no ambiente de baixa irradiancia.
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Figura 28 — Concentragdo de amido em cinco espécies florestais em fungao da
variagdo na disponibilidade de irradiancia. Os valores sdo as médias + erros
padrdao (n = 5). Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste
Fisher LSD (***P < 0,001).

A variagdo nas concentragdes de rafinose entre ambientes de luz foi
notadamente superior para a espécie T. rosea (Figura 29). Esta espécie
apresentou menores concentragdes em alta irradidncia e sem diferengas entre
baixa e moderada irradiacia. A espécie C. guianensis teve menor concentragao
em baixa irradidncia. T. rosea apresentou as maiores concentragcboes de
rafinose independente do ambiente de luz, cerca de 38 vezes superior a

espécie com o menor valor deste agucar, H. courbaril.
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Figura 29 — Concentracdo de rafinose em cinco espécies florestais em funcao
da variacao na disponibilidade de irradidncia. Os valores sdo as médias * erros
padrdao (n = 5). Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste
Fisher LSD (**P < 0,01; ***P < 0,001).

Associagbes entre caracteristicas funcionais foliares e herbivoria

Considerada a herbivoria diaria o indicador mais apropriado para registrar
o dano sofrido pelas espécies, buscamos relacionar este indicador e as
caracteristicas funcionais. Houve correlagdes significativas entre a herbivoria e
tracos funcionais associados as defesas quimicas e a fisiologia (Tabela 6).
Para as concentragdes de fendis e tanino total a relagdo foi moderadamente
negativa (r = -0,451; r = -0,441). A rafinose apresentou uma relagdo positiva
fraca (r = 0,234).

Quando os ambientes de luz s&o analisados separadamente, as
caracteristicas que melhor correlacionam com a hebivoria diferem (Tabela 6).

Em baixa irradiancia, area foliar especifica, fenol e tanino total correlacionaram
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moderadamente com a herbivoria, AFE de maneira positiva e fenol e tanino de
forma negativa. No ambiente de alta irradidncia, duas variaveis tiveram
corelagdes significativas, moderada e forte: concentragdes de fendis e tanino
total, respectivamente. No ambiente moderado de luz, ndo houve correlagdes

significativas.

Tabela 6 — Mapa de Correlagdo de Pearson entre as caracteristicas funcionais
foliares em cada ambiente de luz e a herbivoria diaria. Cores quentes
representam correlagdo negativa enquanto cores frias representam correlagdes
positivas. A intensidade das cores representa a forca da relagdo. Auséncia de
cor corresponde a auséncia de correlagdo. Os valores em negrito representam
as relagdes significativas.

Mapa de Correlagao

Niveis de iradidncia |

Herbivoria

i Baixa Moderada Atta
Herbivoria
AFE
TRA -0,029 -0,270 0,200 0,137
Esclerofilia -0,212 -0,382 -0,052 0,151
Fenol -0,451 -0,445 -0,363 -0,469
Tanino total -0,441 -0,457 -0,298 -0,504
Tanino condensado -0,04 0,043 -0,050 -0,006
Amido -0,084 - 0,037 -0,363
Glucose 0,106 0,129 0,082 -0,001
Frutose -0,129 -0,227 0,093 -0,364
Sacarose -0,125 -0,204 0,079 0,114
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6. Discussao

A herbivoria afeta o estabelecimento inicial das mudas. No presente estudo,
nos identificamos duas principais informagdes acerca dos efeitos deste fator de
estresse bidtico em espécies florestais amazbnicas de interesse comercial.
Primeiro, nés ampliamos para um maior numero de espécies a conclusao
obtida por Poorter et al. (2014), que a reducgao de area foliar medida a partir de
um indicador pontual (herbivoria acumulada) € menos precisa que a taxa de
herbivoria (medida ao longo do tempo), uma vez que este ultimo consegue
capturar a variagao interespecifica na dindmica foliar. Segundo e mais
importante, observamos que a variagao interespecifica nas taxas de herbivoria
em condi¢cdes mais contrastantes de luz (baixa e alta irradiancia) esta mais
relacionada as caracteristicas foliares de defesa quimica (teores de fenol e
tanino totais), que sugere maior pressao seletiva de herbivoros por folhas mais

digeriveis.

Variagcdo interespecifica na herbivoria em condicbes contrastantes de
irradidncia: a importancia da dinédmica foliar

Os efeitos dos ambientes contrastantes de luz sobre a herbivoria s&o
variaveis. Alguns estudos demonstram maiores valores de herbivoria em baixa
irradiancia (Goodale et al., 2014; Maderek et al., 2017; Salgado-Luarte; Gianoli,
2017), outros indicam maior herbivoria em clareiras ou alta irradiancia (Chacon;
Armesto, 2006; Richards; Coley, 2007; Piper et al., 2018) e ainda nao haver
diferencas entre os extremos de luz (Vasconcelos, 1999; Ruhnke et al., 2009).
Aqui, nés observamos para cinco espécies florestais plantadas em condicdes
contrastantes de irradiancia, que os efeitos do ambiente de luz sobre a
herbivoria acumulada dependem da espécie. No entanto, quando considerada
a taxa, ndo ha efeito significativo da interagdo ambiente vs espécie. Enquanto
para algumas espécies ha evidéncias de maior herbivoria acumulada em baixa
irradiancia (C. guianensis e S. macrophylla), as demais exibem valores

semelhantes nos trés ambientes de luz (Figura 12).
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As diferencas observadas quanto as respostas dos indicadores de
herbivoria (acumulada ou taxa) podem estar associadas a variagao
interespecifica da dinamica foliar. A medicdo a partir de uma Uunica coleta
(herbivoria acumulada), que se refere a redugao de area foliar sofrida pela
planta desde o viveiro até o momento da coleta (16 meses de idade), ndo
captura os efeitos da dinémica foliar ao longo do tempo. Desta forma, espécies
com intensa dindmica foliar podem ter seus valores de herbivoria
subestimados, enquanto para espécies com reduzida dindmica foliar, os danos

sao superestimados.

Em nosso estudo, a espécie T. rosea apresentou valores acumulados de
herbivoria subestimados em comparacgao a taxa de herbivoria diaria, que pode
estar associado a sua intensa troca foliar frequentemente observada a cada
trés meses (dados nao apresentados). O contrario foi observado para B.
excelsa. Esta espécie tem herbivoria diaria baixa, enquanto o periodo de tempo
para troca foliar mais intensa é superior ao nosso tempo de monitoramento, o

que deve explicar os maiores registros de dano acumulado em B. excelsa.

Diversos estudos tém associado o tempo de vida das folhas com o grupo
ecologico e a taxa de herbivoria (Coley, 1988; Poorter et al., 2004; Lusk et al.,
2008; Cardenas et al., 2014). Em florestas tropicais chuvosas, mesmo espécies
nao-pioneiras pertencentes a mesma familia, podem ter diferentes tempos de
vida foliares (em inglés, leaf life-span) (Yoneyama; Ichie, 2019). Assim, devido
a forte variacdo no tempo de vida das folhas entre as espécies, o indicador de
herbivoria medido em um unico momento no tempo (herbivoria acumulada)
pode ser um fraco preditor dos reais danos experimentados pelas espécies
(Poorter et al., 2004; Andrew et al., 2012; Zhang et al., 2017). Um exemplo
claro é a espécie T. rosea. Em nossas observagcbes de campo, folhas novas
(amostradas logo apos o momento da expansdo completa) geralmente
possuem menor registro de herbivoria em relagado aquelas coletadas durante a
senescéncia. Isto pode estar associado ao padrao de selecdo dos herbivoros
0s quais seguem pistas olfativas que aumentam sua concentragdo com a idade
da folha (Hanley et al., 2013). Por outro lado, estudos apontam para uma maior
concentragdo de metabdlitos de defesa em folhas de vida longa (Coley; Kusar,

1996), fato que poderia adicionar evidéncias ao nosso resultado observado.
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Outras evidéncias que indicam o fraco poder de predicdo da herbivoria
acumulada sao os resultados de herbivoria ao longo dos diferentes tempos de
coleta (Figuras 14 e 15). E possivel que, dependendo do periodo do ano em
que a coleta foi realizada, os valores de herbivoria entre as espécies podem ser
subestimados ou superestimados. Além disso, parametros nao medidos neste
estudo, como preferéncia alimentar dos insetos-praga, niveis de tolerancia,
resisténcia e abundancia de predadores ou parasitdides podem também estar
associados em maior ou menor grau as respostas de herbivoria (Nufez-Farfan
et al., 2007; Silva et al., 2012; Ibanez et al., 2013; Silva et al., 2017; Endara et
al., 2018).

Efeito da disponibilidade de irradidncia sobre as caracteristicas

morfofisiolégicas foliares

Ambientes de irradiancia contrastantes influenciam significativamente as
respostas ecofisiolégicas das plantas (Poorter, 1999; Poorter et al., 2003;
Mithofer; Boland, 2012; Salgado-Luarte; Gianoli, 2017; Vries et al., 2019;
Poorter et. al., 2019). Nas trés condi¢gbes de irradiancia analisadas, os tragos
funcionais morfologicos (AFE, Esclerofilia) foram dependentes da espécie. As
caracteristicas quimicas (concentracdo de compostos fendlicos, tanino total e
tanino condensado) variaram de forma independente para os fatores ambiente
de luz e espécie. Entre as caracteristicas fisiolégicas, os agucares soluveis,
amido e rafinose apresentaram interacédo entre os fatores (ambiente vs
espécie), enquanto a sacarose, dglicose e frutose variaram de forma
independente. Para o teor relativo de &agua, verificamos apenas relagéo

interespecifica.
Caracteristicas funcionais morfolégicas

Nossos resultados mostraram que o ambiente de luz controla mais
fortemente as respostas morfologicas, enquanto diferengas interespecificas em
cada nivel de irradiancia foram nao significativas. T. rosea. S. macrophylla, H.
courbaril e C. guianensis apresentaram maior AFE em baixa irradiancia, no

entanto, sem diferenga significativa entre os demais ambientes de luz. Como
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esperado, o indice de esclerofilia apresentou padrao oposto ao verificado para
AFE. Esse parametro diz respeito ao nivel de resisténcia das folhas e teve
valores proximos aos resultados observados para espécies sempre verdes,
abaixo de 0,6 (Rizini; Garay, 2003), variando significativamente entre os

extremos de luz (baixa e alta irradiancia).

Folhas em ambientes sombreado possuem um conjunto de estratégias
bioquimicas e morfologicas para lidar com a baixa incidéncia de luz (Taiz et al.,
2017). Dentre elas, o investimento em area foliar € uma forma de aumentar a
interceptacdo da luz (Osunkoya et al., 1994; Poorter, et al., 2003). Essa
estratégia tende a deixar as laminas foliares mais finas, portanto, suscetiveis a
danos mecanicos (Poorter et al., 1999). A variacdo de luz exerceu maior
influéncia sobre as caracteristicas morfoloégicas se comparada a variagao
interespecifica em cada nivel de irradiancia (n&o significativa), o que pode
significar que a intensidade de irradiancia seja mais importante que a qualidade

com que esta chega as plantas (Poorter et al., 2019)

Curiosamente, B. excelsa foi a Unica espécie em nossas analises que nao
demonstrou diferencas entre ambientes de luz. Essa resposta pode indicar
uma menor plasticidade da espécie aos extremos de luz, no periodo de
estabelecimento inicial. Em individuos adultos de B. excelsa, as folhas
apresentam AFE significativamente diferentes entre folhas de sol e sombra
(Ferreira, et al., 2016). A plasticidade morfologica exige capacidade de
aclimatacdo aos diferentes ambientes de luz, ou seja, troca foliar (Poorter,
2010). Para esta espécie a dinédmica foliar € baixa, ou seja, sua capacidade de
exibir plasticidade é limitada.

Caracteristicas quimicas foliares

Compostos fendlicos sdo um dos maiores grupos entre os metabdlitos
secundarios, sendo os taninos os principais representantes (Sieniawska; Baj,
2017). Os efeitos das condigbes de irradiancia sobre as concentragdes foliares
dos compostos fendlicos totais, taninos totais e taninos condensados diferiram

entre as espécies (Figura 21).

A variagao entre os niveis de irradiancia teve um padrao semelhante para
taninos totais e condensados: baixos valores em baixa irradiancia com
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aumento nos demais ambientes. O aumento desses compostos nos ambientes
com maior disponibilidade de luz que favorece as préprias vias metabdlicas das
quais esses compostos obtém intermediarios biossintéticos (Kabera, et al.,
2014). Em ambientes como maior disponibilidade de irradiancia, geralmente ha
aumento das taxas fotossintéticas e respiratérias (Guimaraes et al., 2018;
Poorter et al., 2019; He et al., 2019), que sdo os processos funcionais mais
comuns para a sintese dos precursores destas rotas metabolicas (Kabera, et
al., 2014). Altas concentracdes desses fitoquimicos foram verificadas em B.
excelsa, C. guianensis, S. macrophylla e H. courbaril. Por outro lado, T. rosea

apresentou baixas quantidades de compostos fendlicos.

A acgao antioxidante e presenca de tanino condensado é reconhecida para
os frutos da familia Lecythidaceae (John; Shahidi, 2010, Demoliner et al.,
2018), mas em relagao as folhas, a literatura ainda é escassa sobre quais tipos
de compostos secundarios sdo predominantes em B. excelsa. Uma das
substancias ja identificadas foram os terpenos (De Siqueira et al., 2003). Em
nosso estudo, B. excelsa teve as maiores concentracdes absolutas de
compostos fendlicos e tanino total entre as espécies analisadas. No ensaio de
proantocianidinas, por outro lado, foi a espécie com os menores valores de
tanino condensado. Um dos motivos para este resultado pode estar ligado as
metodologias utilizadas para determinagao destes compostos (Schofield et al.,
2001). As substancias utilizadas para a confec¢ao da curva padrao diferem em
seu espectro de absorgdo para o reagente utilizado para leitura (Blainski et al.,
2013). O acido tanico utilizado (Dab 7, FU, Ph, Helv - Merk) € um extrato
concentrado de tanino condensado. O tanino quebracho, dependendo da
planta da qual é extraida, varia em suas quantidades de tanino condensado e
pode superestimar ou subestimar as quantidades de taninos presentes nas
amostras (Sieniawska; Baj, 2017). Adicionalmente, deve-se considerar a
presenca de outros tipos de taninos principais para esta espécie, como
galotaninos, elagitaninos e/ou taninos complexos (Kraus et al., 2003;
Sieniawska; Baj, 2017).

Para H. courbaril ha diversos registros de compostos fendlicos, além de
terpenos e alcaldides em diversas estruturas da planta (Crankshaw;
Langenheim, 1981; Imai et al., 2008; Veggi et al., 2014). Grande parte dos
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fendis totais neste género é representada pelo tanino condensado, que é
notadamente envolvido na ag&o antibacteriana e anti-fungica (Crankshaw;
Langenheim, 1981; Oliveira, 2018). Aqui, nés observamos em H. courbaril
haver maior variagcdo na concentracdo de compostos fendlicos totais entre as

espécies estudadas e valores intermediarios de tanino total e condensado.

As espécies C. guianensis e S. macrophylla tiveram quantidades
semelhantes de compostos fendlicos totais, porém diferiram significativamente
nas quantidades de tanino total. Para estas espécies, a literatura descreve
diversos compostos fendlicos, sendo os taninos os mais abundantes na folha
(De Siqueira, et al., 2003; Arumugasamy et al., 2004; Durai et al., 2016), fato

confirmado em nosso estudo.

T. rosea teve valores muito baixos para as concentracbées de compostos
fendlicos totais e taninos. Isto pode estar associado ao fato das espécies
pertencentes a familia Bignoniaceae produzirem como composto secundario
majoritario as naftoquinonas (Hook et al., 2014). Estes metabdlitos utilizam as
mesmas rotas de biossintese dos compostos fendlicos, como as rotas do
acetato-malato e shiquimato (Epifano et al., 2014). Desta forma, em T. rosea, a
sintese de naftoquinonas ocorre em detrimento a sintese de compostos

fendlicos, confirmando as baixas concentragcdes observadas neste estudo.

Tragos funcionais fisiol6gicos

As espécies apresentaram apenas variagao interespecifica em relagdo ao
teor de agua nas folhas. Uma das explicagdes para este comportamento pode
estar associado ao grupo sucessional ao qual as espécies pertencem (Gerra et
al., 2010). Outro fator que pode contribuir para este resultado é a regular
distribuicado da precipitacdo na area de estudo, com apenas dois meses de
seca (< 100 mm), que nao limitaria as espécies quanto a disponibilidade de
agua.Os carboidratos ndo estruturais (CNE) possuem fungbes dinamicas nos
vegetais (Martinéz-Vilalta et al., 2001). Para o amido e a rafinose, verificamos
que o padrao de variagao entre os ambientes de luz é dependente da espécie.

Em ambientes com maior disponibilidade de luz, a maior abundéncia do amido
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transitério poderia ser explicada pela alta producédo de fotoassimilados pelas
especies e a limitacdo na produgcao de sacarose, que induziria 0 maior acumulo
deste carboidrato nas folhas (Martinez-Vilalta et al., 2016). Para as espécies, a
maior variagao entre ambientes foi registrada em S. macrophylla, o que indica
que esta espécie pode atingir a maxima produgédo fotoassimilados em

ambientes de luz moderados.

Para a rafinose, quando avaliamos a respostas das espécies em relagao
aos ambientes de luz, encontramos a interacado destes fatores. Esse fato esta
relacionado ao seu papel fisiologico na resposta a estresses ambientais
(Sengupta et al., 2015; Kito et al., 2017). Em Arabidopsis thaliana, este é o
unico oligossacarideo da familia das rafinoses que se acumula nas folhas,
unicamente em condi¢gdes de estresse abidtico (Loedollf et al., 2015). O
acumulo deste acgucar foi observado em todas as espécies, com diferencas
significativas entre ambientes de luz para C. guianensis, S. macrophylla e T.
rosea. Para B. excelsa, C. guianensis e S. macrophylla este € o primeiro
trabalhos que mostra acumulo deste acgucar. Cabe destacar que as altas
concentracdes verificada em T. rosea podem estar associadas ao composto
secundario predominante nesta familia, as naftoquinonas (Jacomé, et al., 2001;
Hook et al.,2014).Esses compostos sdo amplamente relacionados ao seu valor
farmacoldgico e apresentam atividades citotoxicas, antibacterianas, antivirais e
inseticidas (Jiménez-Golzales et al., 2013; Ferreira et al., 2018). Além disso, o
comportamento observado para a rafinose poderia dar os primeiros indicios de
que os oligossacarideos da familia das rafinoses estdo relacionados ao
estresse bidtico, e ndo apenas ao abidtico, como reportado na literatura
(Loedollf et al., 2015; Singputa et al., 2015). A maior concentragao deste agucar
€ em baixa irradiancia, adicionando evidéncias a sua relacdo com estresses

bidticos.

Os demais CNE (glicose, frutose e sacarose) variaram significativamente
tanto entre os ambientes de luz quanto entre espécies. Entre os ambientes de
luz, glicose e frutose variaram de forma semelhante, com maiores
concentragdes em baixa irradiéncia. A sacarose apresentou padrao oposto. As
concentracdes de CNE observadas neste estudo estdo dentro do esperado

para especies tropicais (Martinez-Vilalta et al., 2016). Entre as espécies, cabe
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destaque as altas concentragdes de glicose em T. rosea, que adiciona
evidéncias ao comportamento metabdlico especifico da familia (Barbosa-Filho
et al., 2004; Da Silva et al., 2012; Jiménez-Golzales et al., 2013; Epifano et al.,
2014).

A variagdo interespecifica na herbivoria em condi¢bes mais contrastantes de

irradiancia esta relacionada as caracteristicas de defesa quimica

Compostos metabdlicos secundarios sdo amplamente relacionados ao
status de defesa da planta (Coley, 1988; Nykanen; Koricheva, 2004; War et al.,
2018). Apesar de muitos tragcos morfolégicos constituirem importantes
mecanismos de defesa de espécies florestais (Poorter et al., 2004; Bixemam et
al., 2016; War et al., 2018), nossos resultados evidenciam que, sob condi¢des
mais contrastantes de luz (baixa e alta irradiancia), as defesas quimicas tém
papel fundamental na protecdo contra herbivoros. Surpreendentemente, nao
observamos relagdes significativas entre a variagdo nas taxas de herbivoria e
as caracteristicas morfofisiologicas foliares em condicdo de irradiancia

intermediaria.

A relagcdo negativa entre a variacdo interespecifica nas taxas de
herbivoria e teores de fendis totais foi impulsionada pelos comportamentos
contrastantes das espécies B. excelsa e T. rosea. B. excelsa foi a espécie com
a maior concentragao absoluta de fendis, representada em grande por tanino,
enquanto T. rosea investe na sintese de naftoquinonas. Em T. rosea, a
possivel competicdo desses dois compostos pelas rotas metabdlicas do
malato-acetato e shiquimato adicionam evidéncias para a discrepancia nas

concentracdes de fenol observadas entre as duas espécies.

Dentre as razdes bioldgicas para folhas com altos teores de taninos terem
menor herbivoria, pode-se destacar a baixa digestibilidade desse composto
(lan de Vau; Schultz, 1992; Summers et al., 1994). Os compostos fendlicos séo
altamente reativos em pH alcalino, como acontece no intestino de insetos nao

tolerantes, resultando em efeitos citotoxicos apds a ingestao desses compostos
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(Barbehenn et al., 2004). Além disso, a capacidade inerente de taninos
precipitarem proteinas contribui para uma deficiente atividade bacteriana no
estdbmago de alguns insetos (Scholfield et al., 2001).

Outro fator que poderia explicar a alta quantidade de fendis e taninos em
B. excelsa é a baixa dinamica foliar da espécie. Em geral, espécies nao-
pioneiras produzem folhas com maior tempo de vida, as quais sdo melhor
estruturadas fisica e/ou quimicamente (Coley 1988; Lusk et al., 2008). Devido a
intensa dinadmica foliar em T. rosea, as folhas possuiam menos de trés meses
de idade no momento da amostragem, enquanto para B. exelsa, a maioria das
folnas possuiam idade superior a seis meses e em alguns casos

(principalmente em baixa irradiancia) mais de um ano.

E necessario considerar que um complexo conjunto de fatores de
sinalizacdo, os quais podem envolver os CNE, podem atuar para a rapida
resposta de producao de tanino para maioria das espécies. Desta forma, ainda
que a maior producao de fendis e taninos tenha ocorrido em condicbes de
maior disponibilidade de irradiancia, a presenca desses metabdlitos em plantas
em baixas irradiancias evidencia que a resposta ao estresse bidtico ndo é
limitada pela baixa disponibilidade de luz. Por outro lado, as espécies
crescendo sob maior disponibilidade de luz tém maior capacidade de produgao

desses metabdlitos, diminuindo a pressao seletiva dos herbivoros.

7. Conclusoes

As respostas de herbivoria em relagdo aos niveis de irradiancia diferem
de acordo com o indicador utilizado. A taxa de herbivoria € o melhor preditor
dos reais danos experimentados pelas espécies florestais durante o
estabelecimento em condi¢cdes contrastantes de irradidncia. As espécies B.
excelsa (baixa herbivoria) e T. rosea (alta herbivoria) representam dois

extremos quanto a variagao interespecifica na reducéo de area foliar.

Os efeitos da disponibilidade de irradidncia sobre as caracteristicas

morfofisiolégicas (AFE, esclerofilia, teores de amido e rafinose) difere entre as
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espécies, embora sejam semelhantes para as concentragbes foliares

desacarose, glicose e frutose.

As caracteristicas quimicas (teores totais de fenol e tanino) constituem os
principais mecanismos de defesa relacionados a variagao interespecifica nas

taxas de herbivoria.
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