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RESUMO

JESUS, Fabiene Maria. D.Sc., Universidade Federal de Vigesambro de 2015.
Nicho tréfico de grilos de serrapilheira florestal: uma andlise utikando
is6topos estaveis de carbono e nitrogéni@rientador: Carlos Frankl Sperber.
Coorientadores: Marcelo Ribeiro Pereira e Cassiano Sasa

Varios mecanismos propostos por ecélogos tedricos buscarmdaglosi processos
envolvidos na coexisténcia de espécies em comunidades bid@entre esses
mecanismos destacam-se aqueles que preveem a coexistéespédes sendo
facilitada por uma particdo de recursos, associando paxesmpetitivos a teoria
de nicho. Assim, a coexisténcia e as interacdes entrespécies tém sido
investigadas por meio dos conceitos de nicho postuladossades por diversos
estudiosos. Alguns autores tém proposto uma abordagem meiodolé
tecnologica relativamente nova baseada em analisdtigpos estaveis (AIE), que
pode ser utilizada para medir algumas das muitas dimgeds8enichos ecoldgicos.
Neste contexto, a utilizagdo da AIE em tecidos animadsEsmitindo descrever
nichos isotopicos, cujos eixos em um espaco multidimeakiseriam diferentes
assinaturas isotépicas (por exempfoN e 5'°C). A utilidade da AIE reside no fato
de que os tecidos em expansdo apresentam grandes vargagpesais dé&™N e
8°C que refletem diretamente a gama de recursos alimentamsumidos e
isotopicamente contrastantes ao longo do tempo. No enesttmlos que utilizam
AIE para estimar nicho tréfico exigem o conhecimento deirel fatores que
podem alterar os valores isotopicossd®&N e §*°C em tecidos animais, tais como:
(i) os tipos de preservacao que as amostras sdo subnatidasda analise; (ii) o
fracionamento isotdpico que ocorre em tecidos de consoesidom relacdo a sua
dieta. Neste contexto, esta tese apresenta trés capRialgrimeiro capitulo, nosso
objetivo foi estabelecer uma metodologia que pressevasiostras de grilos para
posterior AIE sem que houvesse alteracdes nos valor&SNie 5'°C. Para isso,
nés comparamos amostras de grilos recém processadasol@ootrm amostras
submetidas a dois métodos de preservacao: fisico (congetgraegquimico (etanol
comercial e combustivel) por 15 e 60 dias. Nossos ressliadizam que todos os
métodos de preservacao testados alteram pelo menos walaes isotdpicos dos
grilos quando comparado com o controle. Assim, recomerglamngo de material

recém-processado para AIE em grilos. No segundo capitukso nprincipal
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objetivo foi avaliar como se da o fracionaments dalores isotopicos de 5°C e
8'°N encontrados em corpos de grilos alimentados com diefiai@re com isso
fornecer informacdes de base para interpretar resultelagho trofico baseados
na AIE de grilos em comunidades biologic&ara isso, estimamos os valores
isotopicos d&**C e 5'°N de individuos dérés espécies de grilos alimeradom
dieta artificial, e comparamos com os valores isotspida dieta artificial
Estimamos também os valores isotopicos de 8'°C e §*°N encontrados em corpos de
grilos alimentados em campo (dieta natural desconheditzy.demonstramos que
a AIE é uma ferramenta promissora para investigar iggmgoéfica dos grilos de
serrapilheira, uma vez que temos estimativas do qualie waria nos grilos com
relacdo ssua dieta. E por ultimo, no terceiro capitulo descrevemadécho tréfico
da comunidade de grilos, avaliando a particdo de nicho espigeies coocorrentes
de grilos. Encontramos evidéncias de que a coexisténaapdeies de grilos em
comunidades naturais envolve particdo de recursos aliment@relecal de
forrageamento influenciou diretamente no uso da dieta seqdrntemente na
posicdo trofica dos grilos, 0os quais apresentaram aténitvés troficos quando
avaliados em um contexto global da dieta. Essa particdaidénciada pelos
diferentesvalores de 5*°N encontrados nos corpos dos grilos valores de §*°C
evidenciam que os grilos utilizam recursos alimentares c@®erm em plantas £
Finalmente, encontramos evidéncias de estreitamentoctio tiofico a medida

gue aumenta o numero de espécies coocorrentes.
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ABSTRACT

JESUS, Fabiene Maria. D.Sc., Universidade Federal de Vigopternseer, 2015.
Trophic niche of forest litter-dwelling crickets: an analysis using stable
isotopes of carbon and nitrogen Adviser. Carlos Frankl Sperbefo-advisers:
Marcelo Ribeiro Pereira and Cassiano Sousa Rosa.

Several mechanisms proposed by theoretical ecologigtdotrdetermine the
processes involved in the coexistence of species in bialbgpmmunities. Among
these mechanisms include those which predict the spemesitence is facilitated
by a partition of resources, associating competitivegeees to niche theory. Thus,
the coexistence and interactions among species hare ibeestigated by niche
concepts postulated and reviewed by many scientists. Sohwsabave proposed
a relatively new methodological and technological appraabhsed stable isotope
analysis (hereafter, SIA), that can be used for meaaufew of the many
dimensions of ecological niches. In this context, tleeafsSIA on animal tissues is
allowing describing isotopic niches, whose axes in a multidgin@al space would
be different isotopic signatures (e&J°C ands*°N). The usefulness of SIAs lies in
the fact that the continuously growing tissues recontpteal variations ir5*C
and 8*°N that directly reflect the range of isotopically costiiag food resources
consumed over time. However, studies using SIA to estitr@thic niche requires
knowledge of some factors that can change the isotopicsvaliée>C ands™N in
animal tissues such as: (i) the types of preservatiortibagamples are subjected
before analysis; (ii) the isotopic fractionation tleatcur in consumer tissues with
regard to your diet. In this context, this thesis hasethueapters. In the first
chapter, our goal was to establish the best methodotwgyéserving forest litter-
dwelling crickets for later SIA analysis without alteringtire values o8**C and
8'N. In this regard, we compare crickets freshly processeur@pand samples
subjected to two preservation methods: physical (freezing) aramical
(commercial and fuel ethanol) for 15 and 60 days. Our resulisate that all
tested preservation methods alter at least one ofttepic values of the crickets
when compared with the control. We therefore recomntéeduse of freshly
processed material for SIA in crickets. In the secongtemaour main objective
was to evaluate the isotopic fractionatiort & and™N associated with converting

artificial diet into consumer cricket bodies and thusibanformation has to be
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given in order to interpret the trophic niche cricketseaon SIA. In this regard,
we estimate the isotopic values of 8'°C and 8"°N individuals of three species of
crickets fed on artificial diet and compared with thetopic values of the artificial
diet. Also estimated the isotopic values of 8*3C and §*°N found in bodies of crickets
fed the field (unknown natural diet). We demonstrate timatSIA is a promising
tool to investigate the trophic position of crickets, simstimate the isotopic
fractionation of*C and N in cricket bodies. Finally, in the third chapter we
describe the trophic niches of crickets communities, evatya@ niche partition
among coocorrentes species. We found evidence that thisteoee of species of
crickets in natural communities involves partitioning of fooebources The
foraging site directly influenced the use of diet and equsntly on the trophic
position of crickets, which submitted up to three trophic lewdisn evaluated in a
global context of the diet. This partition is evidenced by the different 15N values
found in the bodies of cricket&he §*°C values show that crickets uses food
resources originating froms(lants. Finally, we find evidence of narrowing of

trophic niche as you increase the number of coocorreptses.
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INTRODUCAO GERAL

Varios mecanismos propostos por ecoélogos teéricos buscandagl os
processos envolvidos na coexisténcia de espécies em codamideturais
(Chesson 2000; Giacomini 2007; Allesina & Levine 2011). A partihaecursos
alimentares tem sido descrita como um desses procegsoando, na maioria das
vezes, processos competitivos associados a teoria hute (ibrams 1983; Tilman
1988; Wilson 1990; Tilman & Pacala 1993; Chase & Leibold 2003; Sviknbac
Schluter 2012; Correa & Winemiller 2014). O conceito de nicho gaml6foi
criado por Grinnell (1917), com énfase em variaveis ambieataitarga escala, e
reinterpretado por Elton (1927), que considerou nicho copusigdo, ou papel, do
organismo no ecossistema (Elton 1927; MacArthur & Levins 1980ui
adotamos uma visdo pragmatica, em que o0 nicho é quahtifiefravés da
descricéo de suas dimensdes (Hutchinson 1957; Tilman 1982), compatistintre
o nicho fundamental e realizado. O nicho fundamentgbaiancial (Hutchinson
1957) descreve o espaco como um hipervolume n-dimensionatongeste de
uma série de variaveis climaticas e bioticas, em quaus@ncia de competicéo, a
espécie é capaz de persistir indefinidamente (McGill .2(fl6). No entanto, as
interacdes bidticas, incluindo competicdo, relacbes éimbs e predacao,
desempenham importante papel no delineamento das porcdes des nich
fundamentais, alimentares e geograficos, que sdo os @bartrachos realizados”,
ou ocupados, dada a influéncia de outras espécies, e ndo sesilelpoma
sobreposicao total destas porc¢des (Soberon 2007).

Alguns autores (Bearhop et 2D04; Newsome et al. 2007; Layman et al.
2007a; Jackson et aR011) tém proposto uma tecnologia relativamente nova
baseada em analise de isotopos estaveis (AIE), que podglizada para medir
algumas das muitas dimensfes dos nichos ecoldgicos. O isitaj®s estaveis
para explorar nichos tréficos é facilitado pela existérd® uma variedade de
assinaturas isotopicas que distinguem os elementos demtne ¢edas alimentares
(Newsome et al2007). Dentre esses isotopos, o 6°°C e 6°N s&o os is6topos
estaveis mais frequentemente utilizados em estudos dgyiacoifica (Post 2002).
Assumese que o fator de discriminagdo para o carbono varia de 0%o a 1%o, ao

longo da cadeia alimentar (Peterson & Fry 1987), servindo getexminar as



fontes de carbono usadas por consumidores (Vander Zandexs®&uBsen 2001,
Post 2002) e o nitrogénio possui um fator de discrimina¢do que aumenta entre 2%o

e 5%o, a cada nivel trofico (Peterson & Fry 1987; De Niro & Epstein 1981; Hobson

& Clark 1992b; Bearhop et aR002), empregado por ecologistas para estimar
posicao tréfica dos animais em teias alimentares.

O delineamento dos espagos de nichos isotdpicos (eixos 8*°N e 8*°C) e as
medidas de sobreposicao interespecifica desses nichos pogeTer um meio
para quantificar nichos tréficos em comunidades naturaideer sobre o quao
semelhante sdo as dietas entre espécies coocorrentes €¥\&.2004; Ercoli et al.
2014). Alguns autores acreditam que esta ferramenta podeligadatpara prever
0 potencial para a coexisténcia ou exclusdo competitas espécies que se
alimentam dos mesmos recursos alimentares (Aradjo &B8@806). Isso porque
a variacdo isotopica d&"°N e §°C nos individuos de cada espécie pode ser
utilizada como uma medida de amplitude de forrageamento, ddedefinir os
limites do nicho isotépico ocupado (Layman ef@07a; Jackson et aR011,
Ercoli et al 2014; Syvaranta et al. 2013).

Em serapilheiras de florestas neotropicais, os grilas is§portantes
componentes na base de cadeias alimentares, fornasentiaxo significativo de
energia através da predacdo por animais de niveis trofipesieres como aves
(Hau, Wikelski & Wingfield 2000), répteis (Unrine et @D07), anfibios, outros
artropodes etc. (Kupfer et &006). Os grilos sdo considerados, na grande maioria,
como onivoros, com base em sua aceitacdo de grande dariddamateriais
organicos em laboratério (Walker & Masaki 1989; FMJ obseo/guéssoal),
analise de contetdo do tudo digestivo (Castner & Fowler 198b¥ervacdes em
campo (Desutter-Grandcolas 1995). Assim, é razoavel pensareqde, grilos de
serrapilheira florestal, eles tém acesso a fontagd&sos alimentares de origem
vegetal ou animal, até material vivo ou morto. Essa obs@oviaviabiliza o uso de
técnicas tradicionais (observacdes diretas e arddisenteludo estomacal ou fecal)
para avaliar a amplitude de dieta de grilos. Além de naetirefh adequadamente
a quantidade de nutrientes assimilados nos tecidos em tsoalaral (Bolnick et
al. 2003), estas técnicas estdo limitadas a identificaliograndes grupos
taxondmicos (restos animais ou vegetais) presentes desitiens alimentares

(Gangwere 1961; Gongalves 2004), ndo sendo capazes de idemdicaxemplo,
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0 consumo de organismos mortos ou em decomposicdo yoeiai Por outro
lado, a AIE de tecidos animais ou do corpo inteiro refledesua histéria alimentar
do animal, ndo se restringindo a itens recém ingerido2(@§), sendo portanto, a
ferramenta mais adequada, atualmente, para avaliar o tri¢cfeo de muitos
organismos.

Entretanto estudos que utilizam AIE para estimar nichictr@&xigem o
conhecimento de alguns fatores que podem alterar os vaotégicos em tecidos
animais, além da dieta. Um destes fatores se refertipassie preservacao que as
amostras sdo submetidas antes da AIE. Os is6topos sstavpodem ser usados
como indicadores da dieta de um organismo, se a compowsiQfiipica de
amostras analisadas corresponde exatamente ao do orgamsc@mpo, sem
agregacao de isotopos a partir de qualquer outra fonte. Ggracessamentoad
amostra para AIE necessita de acesso a instalacOkedatatorio, as amostras
muitas vezes ndo podem ser analisadas em campo (Cetralhe?009; Kaehler &
Pakhomoy 2001, Hobson et al. 1997), devendo antes ser recoll@idaazenadas
para posterior analise. Se a técnica de preservacadidacalterar os valores
isotépicos, os resultados da AIE podem ser indevidamergepriatados. Uma
alternativa preferivel seria evitar totalmente a pregséo/aas amostras, atraves da
realizacdo de analises isotopicas imediatamente amidsta de campo (Ponsard &
Amlou 1999), no entanto, a coleta de grilos € feita, muitzes, em regides
remotas, longe de laboratorios bem equipados. Sendo espamgento rapido,
portanto, inviavel no campo, destacando a necessidade de té@mipesservacao
dos espécimes a fim de evitar a decomposicédo da amasitsequente alteracédo
dos resultados das AlE.

Outro fator que deve ser compreendido antes da utilizacéo |Hagafa
interpretacdes de nicho trofico é o fracionamento isobdgue ocorre nos tecidos
de consumidores com relacdo a sua dieta. A este resgmi®se que a razao de
isotopos estaveis de carborf6Qf*C) e nitrogénio N/**N) dos animais reflete
um equilibrio entre a ingestao desses isétopos atravedindantacdo e perda
através da respiracdo e excrecao. Os tecidos dos ddosesnterdo sempre mais
do is6topo raro*fC e*N) do que a sua dieta, por que a respiracéo é preferencial ao
12C e a excrecdo d8N (Wehi & Hicks 2010)A variacéo no fracionamento tréfico

depende do fracionamento da dieta nos tecidos animaisyrdover (taxa de
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renovacao celular) de cada tecido, do tipo de recursoraimeonsumidaPost
2002; McCutchan et al. 2003; Vanderklift & Ponsard 2003; Spence & Rese
2005; Caut et al. 200%ntre outros.

Embora a compreensdo dos efeitos fisiolégicos dadoe@nimais nos
valores de is6topos estaveis tenha aumentado consitheeate nos Gltimos anos
devido a um aumento no nimero de estudos de dieta cont(bladson & Clark
1992a, b; Caut et al. 2009; Hilderbrand et al. 1996; Haramis et al. R88dson et
al. 2003; Gratton & Forbes 2006), o niumero destes trabadimsnvertebrados de
pequeno porte ainda é pequeno, principalmente com insetosr&Esabeaiba que
os valores isotopicos de consumidores sofrem um fratieni@ em comparacao
com os valores isotopicos de sua dieta (McCutchan 20@8B; Caut et al. 2009),
uma quantificacdo desse fracionamento espécie-espeéifessencial para uma
maior precisdo na estimativa de niveis trofid@articularmente para grilos de
serrapilheira, cujo estudo da dieta em campo é geralnéfideltado pelo seu
tamanho pequeno e caracteristicas peculiares (habitonoptageis, respondem
fortemente as vibragcOes da serrapilheira e se camufiamfacilidade) (Desutter-
Grandcolas 1995; Sperber et al. 2007), analises de isétopusie$fdE) podem
ser reveladoras.

Nesse trabalho, descrevemos os nichos tréficos de gelaserrapilheira
em escala local e avaliamos se ha particdo de nichootréfitre as espécies que
coocorrem em serrapilheira de floresta tropical. Pes@, irealizamos no primeiro
capitulo um teste para saber qual o melhor método derpagdo de amostras de
grilos para posterior AIE sem que houvesse alteracdegatm®sde 5'°N e §°C;
no segundo capitulo avaliamos como se da o fracionardest@alores isotopicos
de 8'3C e 8'°N encontrados em corpos de grilos alimentados com diefiaial.
OS resultados destes estudos forneceram informacdes el@drasinterpretaro
resultados de nicho tréfico baseados na AIE de grilosaenuiidades bioldgicas,

gue foi o terceiro capitulo.
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Abstract

Stable isotope analysis (SIA) is an important tool forestigation of animal
dietary habits for determination of feeding niche. Ijeditesh samples should be
used for isotopic analysis, but logistics frequently dedsapreservation of
organisms for analysis at a later time. The goal of $tusly was to establish the
best methodology for preserving forest litter-dwelling criskéor later SIA
analysis without altering results. We collected two k&xicspeciesPhoremiasp.
and Mellopsis doucasagdrom which we prepared 70 samples per species, divided
among seven treatments: (i) freshly processed (conp@gerved in fuel ethanol
for (ii) 15 and (iii) 60 days; preserved in commercial ethdoo(iv) 15 and (v) 60
days; fresh material frozen for (vi) 15 and (vii) 60 dayseAdiven drying, samples
were analyzed fob™®N, §*°C values, N(%), C(%) and C/N atomic values using
continuous flow isotope ratio mass spectrometry. All pregEm methods tested,
significantly impacted §'*C and &N and C/N atomic values. Chemical
preservatives causeit®C enrichment as great as %5 and8™°N enrichment as
great as 08o; the one exception wad. doucasaestored in ethanol for 15 days,
which had8™N depletion up to 1%B.. Freezing depleted*C and5'N by up to
0.7%0 and 2.2, respectively. C/N atomic values decreased when storgtiamol,
and increased when frozen for 60 days for both crigi@ties. Our results indicate
that all preservation methods tested in this study dltatdeast one of the tested
isotope values when compared to fresh material (contids)conclude that only
freshly processed material provides adequate SIA resultslitfer-dwelling

crickets.
Introduction

The growing utilization of stable isotope analysis has ldeggt a rigorous
empirical and theoretical basis for ecological studieautrient flow and trophic
linkage$'™. The relationships among different stable card3@/4°C, expressed as
8'3C) and nitrogen ®N/*N, expressed as$'°N) isotopes are widely used to
investigate dietary habits of animals in order to deterntiee tespective feeding

5-11]

niches® Y. Stable isotopes are naturally available in the environraedtare
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ingested while feeding, thus an animal’s isotopic composition is indicative of its
feeding habits throughout lif8? 3. 33C/*%C ratios can thus be used to identify
consumer reliance on primary producers with different plyotbstic pathways,
namely G, Cs, or CAM 1 1 A combination of**C/*°C and*®N/**N ratios is
commonly used in animal studies to identify dietary commositand to establish
trophic position within both marine and terrestrial food wébs®. Stable Isotope
Analyses (SIA) has been used for studies of a broad scopegafhisms, from
unicellular phyto- and zooplanktd#?’, to seaweed® 2* higher plantd*?, and
several animal groups, including spidéf§ grasshopperd, termites*, ants?,
flies ®* and vertebrates, including quail, shé&h and turtled®®, among others.
To our knowledge, there has been no previous SIA studies aotitext of cricket
(Grylloidea) ecology.

Crickets are the most common Orthoptera in neotropiiakt litter*”,
which is the most productive and biodiverse stratum in thesests %2,
Knowledge of tropical forest invertebrates, especially wopatal crickets, is
sparse. Neotropical cricket ecology is a recent fieldwhys®® ** and to advance
knowledge in this area a better understanding of crickétasié feeding habits
(i.e., beyond their general classification as ‘omnivorous’) ®! is needed. Although
we know that crickets may feed on a range of items imojugdlants, animals, and
both living and dead organisms, we do not yet have data negdesding niche
partitioning or variation. Stable isotope studies have gtptential as a tool for
providing a more detailed picture of cricket feeding habits.

Stable isotopes may only be used as indicators of an organism’s diet if the
isotope composition of analyzed samples corresponds exaxrtthat of the
organism in the field, without aggregation of isotopes from ather source.
Because sample processing for SIA relies on acceabdoaltory facilities, samples
often cannot be analyzed in the fiéftt > %! and must instead be collected and
stored for later analysis. If the chosen preservatidmigque alters isotopic values,
then the SIA results may be improperly interpreted. &grable alternative would
be to avoid sample preservation altogether, by perfornsogope analyses
immediately after field collectiof”, however, cricket collection is often done in

remote regions, away from well-equipped labs. Rapid processithy$ unfeasible



in the field, highlighting the need for specimen preserwatgzhniques that avoid
sample decomposition and subsequent alteration of Si&ses
Because litter crickets are easily startled and fleesponse to substrate

vibration &2

, live (manual) capture is difficult. Passive samplieghniques are
used to solve this limitation, commonly via pitfall tragked with killing solution
30.33] This and other passive sampling methods are essentisiuidies at large
spatial and temporal scales, or in studies that teat Evironmental drivers of
biodiversity (i.e., factors that influence biodiversitguch as soil moisture,
vegetation structure, resource availability), and should nmeinresearcher
interference. Pitfall traps without killing solution dapture live crickets, but many
can escape the trap. No-kill traps may also enable mesfaredators to feed on
the intended study organisms (C.F. Sperber, pers. obs.).

Many types of killing solutions have been tested for efficyeim pitfall
sampling, such as water and deterg&htformaldehyde and ethylene glyddt 4
salt brined*® and acetic aciff®. However, ethanol solutions are considered as the
most effective for cricket sampling due to rapid killing, whirkvents escape®
37 and effective preservation of DN&" 3% Ethanol solutions are also the most
common preservation method in cricket taxonomic cadlest (e.g. Souza-Dias
2015). For field sampling, Szinwelski et &l” recommended substitution of
ethanol fuel as killing agent in place of commercial ebhamecause the former is
cheaper, logistically less cumbersome, and also preseiNAs

Despite its effectiveness for preservation of wholeket specimens and
of cricket DNA, it remains questionable whether ethanolais adequate
preservation medium for cricket SIA. Ethanol is a lipaplokganic compound and

thus could solubilize lipid compounds, altering the carbon peo&ignaturé® 4°!

Several studies have examined preservation effects lole &atope ratio&® 2 44
with inconsistent results. For example, preservaitiogthanol changes the isotope
signature for some aquatic and marine organisms, including speties of fish,
mollusk, seaweed, zooplankton, and anemone, but does not ithgaiotope
signatures of aquatic insectd. The unsuitability of ethanol has been challenged
for vertebrates and invertebratéd, as studies of ethanol-stored tissues of quail,
sheepg?), turtles®®, insects*? and macroinvertebraté®! showed no changes in

carbon isotope signature.
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Samples subjected to organic solvents may have alteredncattopic
signals due to loss of dissolved lipids and gain of swleenstituent carbon. By
removing lipids, which are naturally highly depleted'® and rich in*2C) 13,
ethanol may increase tH&C/**C sample values, thus amplifying th&C signal.
Carbon from ethanol preservatives might also be incatpdrinto the cricket
bodies, altering the isotopic signals. Fuel ethanolissingt from commercial
ethanol because it is a complex mixture of flammable ligarl volatile
hydrocarbons derived from petroleum, with carbonic chaarging from 4 to 12
carbon atoms as well as oxygenates and nitrogen comp8findsese additional
components aa alter 8°N isotope signals. Thus, a priori knowledge of how
preservation methodologies interact with different glantypes and the resulting
impact on isotopic values is essential.

Viable alternatives to ethanol preservation may incliréezing when
immediate drying is not possible, but not all studies havsidered the potential
impacts of this method on stable isotope ratios. Amongttitkes that have tested
effects of freezing, some found significant and eveongtrimpacts on stable
carbon and nitrogen isotope valli&s** **! while others found norfé" 4",

Studies of the effects of different preservation meth¢usluding
freezing) on stable carbon and nitrogen values have produgédly hiariable
results for both 8°C and &'°N values, ranging from no impact to over 2%o
difference between stored samples and conttdl8> *®! Changes in carbon and
nitrogen isotope values may be species-speéfficand there may even be intra-
specific differences™*” related to characteristics such as body size, cuticle
thickness, or life stage-dependent changes in the propodiofat reserves.
Knowledge of how preservation methodologies interact @iffierent sample types
and the resulting impact on isotopic values is essentidy tBen can we correctly
interpret information regarding trophic ecology from isotogata based on
preserved samples.

The aim of this study was to identify the best methodoldgy
preservation of forest litter-dwelling crickets for lateatde isotope evaluation. We
compared the 5°C and 8N isotope values of freshly dried crickets with those

preserved via freezing or chemical storage, for either 1%0oidays prior to
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analysis. If the preservation methods are appropriatiése organisms, then SIA
results should not differ between freshly dried and presemeket samples.

We expected that samples preserved in ethanol (botaridetommercial)
would vary in isotopic carbon and nitrogen values comparedrvate. Further,
we anticipated that the distance of carbon and nitroggope values in ethanol,
compared to control samples, should increase with ggotame. Finally, we
expected that frozen samples, which are not subjectetheimical compounds,
should not differ from freshly processed material.

Materials and Methods
Collection of crickets

We collected two species of forest litter cricket (Optera: Grylloidea),
Phoremia sp. (Trigonidiidae: Nemobiinae) (S1A Fig.) aikllopsis doucasae
Mews & Sperber, 2010 (Phalangopsidae: Luzarinae) (S1B FigekeT$pecies are
not endangered or protected. They occur in Atlantic farsinants in the region
of Vicosa, Minas Gerais state, southeastern Brazirevkhe dominant vegetation
type is secondary (regrowth) seasonal semi-deciduous mofataese*®. Forest
litter crickets have been observed feeding on fruitdyrepbds and leaves (C.F.
Sperber, pers. obs.). We chose these species bectnmeyhlthey share the same
microhabitat,Phoremiasp. is diurnal and/. doucasaas nocturnal (M.R. Pereira,
pers. obs.). They are also phylogenetically distant’, thus we expected that they
should present different isotopic signals.

Collections were carried out from th& #o 19" July 2013. Crickets were
collected manually (live capture) on leaf litter using wideuth (15 cm diameter)
jars. Collections were done daily for about four hours pgr datil we gathered
approximately 1000 individuals. All collections were done in a 6 h
semideciduous Atlantic forest remnant, called “Mata da Biologia”, on the Campus
of the Federal University of Vigosa, Vigosa, MG (S 20°45°30”—W 42°51°50”). No
specific permissions were required to collect insecthénarea at the time of the
study. Our group has general authorization to collect insedteientire Brazilian

territory via a Permanent License for Collection ablbgical Material, provided
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by the Brazilian Institute of the Environment and Natural Resgs (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renas/aVBAMA) for
CFS, number 553948. Species determination was done with tloé aidpecialist
(Marcelo R. Pereira); voucher specimens were depositethen Orthoptera
collection of the Orthoptera Laboratory in the Generablddjy Department,
(Colecé@o de Orthoptera do Laboratério de Orthoptera, Depamnta de Biologia
Geral), affiliated with the Regional Museum of Entomglogt the Federal
University of Vicosa (Museu Regional de Entomologia, Unidade Federal de
Vicosa—UFVB), Vigosa, Minas Gerais, Brazil. Crickets were brougihtthe
laboratory, provided with water on a dampened piece of catahkept alive ash
unfed for two days in order to empty the digestive tract.

Preservation and processing

After two days of food deprivation, crickets were killed byp@sure to
—20°C for up to 20 min. As soon as the crickets stopped moving, they were taken
out of the refrigerator, so as to prevent freezing thems killing method aimed to
prevent suffering while avoiding freezing of the sampidter killing, each cricket
was rinsed with distilled water, to wash dirt and particles attached to the cricket’s
body surface, and stored in glass vials in pooled sangflegght Phoremiasp.
adults or fourM. doucasaeémmature, totaling 70 samples for each species. Life
stages were selected as available in the field. These esample divided equally
among seven treatments for a total of 10 sample repdicpér treatment, as
follows: (i) freshly processed (controls); (ii) preserveduel ethanol for 15 days;
(ii) preserved in fuel ethanol for 60 days; (iv) preserwedd2.8% (96° GL)
commercial ethanol for 15 days; (v) preserved in 92.8% (96° lmymercial
ethanol for 60 days; (vi) fresh material frozen for 15 ddys) fresh material
frozen for 60 days. All glass vials used in the ethanalttnents were properly
closed and stored at room temperature, and protected frdrh digd heat.
Immediately after killing (controls) or after preseiwatperiod, the samples were
oven-dried in open glass vials at 60°C for 72 hours. Aftemdryeach pooled
sample was ground and sieved (100 um mesh) separately, prior to isotope analysis,

SO as to achieve complete homogenization of each saiipdeefore, individual
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insects of each sample were ground together and analyagdoasogenized batch.
After finishing homogenization of each sample, all labmma tools where
detergent-washed, rinsed and dried, before processing thsamepde.

Stable isotope analysis

We performed continuous flow isotope ratio mass spectrgn{€F-
IRMS) for sample analysis using a Delta Plus mass speeteon{Thermo
Scientific) coupled to a Carlo Erba CHN 1110 elemental aealyfThermo
Scientific). Analyses were performed at the Isotope Ecologjyoratory at the
Center for Nuclear Energy in Agriculture, CENA, University 4o Paulo
(Laboratorio de Ecologia Isotopica do Centro de Energiddduma Agricultura—
CENA, University of S&o Paulo, S&o Paulo), Sdo Paulte,sBrazil. Briefly,
organic matter (i.e., milled cricket samples) was coedeitito gas by fully dry
combustion, generating Nind CQ, which were then purified in the elemental
analyzer through a chromatographic separation columrtregure helium carrier,
and sequentially admitted to the mass spectrometer by mdaams mterface
(Conflo I, Thermo Scientific). The®N/**N and *C/*°C isotope ratios were
evaluated after separation of molecules according tmpsomass, and finally
compared to the calibrated gas ratios using Vienna PeeDemiBee(VPDB)
limestone and atmospheric nitrogen as international standards for 8*°C and 8™N,
respectively. These working standards were calibrated using NB&edLBIBS-22,
and AIEA-N1 and IAEA-N as reference materials and the estimated analytical
precision of these measurements was 0.1%o for carbon and 0.2%o for nitrogen based
on the standard deviation of WS replicates during the R@sults are expressed in
“delta” notation (8'°C, '°N)) in parts per thousand (%) as relative deviations of the

isotope ratios compared to standards, using the following farmul
0X= (RsampiéRstandara1)*1000

where Rampieand Rundardare the*C/*C and™N/*N ratios for the sample
and international standards, respectively. X represents the “heavy” isotopes °C or

°N.. The 86X values denote isotopic enrichment or depletion relative to the standard;
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a more positive “6” value is isotopically enriched, meaning that the sample
contains proportionally more of the “heavy” stable isotope (**C or**N). The weight
percentages of carbon and nitrogen output from the instrumentioned above

were converted to C/N atomic values.
Statistical analyses

We used analyses of variance (ANOVA) with preservati@thod as an
explanatory factor. We ran an independent analysiseémh response variable
(8%%C, 8™°N, %C, %N and C/N) by adjusting generalized linear models (5LM
Modeling was performed using B!, with normal error distribution confirmed by
residual analysis.

We evaluated which factor levels (preservation methods)e wer
significantly different through contrast analysis, by aggtag levels and
comparing change in devian@d. If the aggregated level did not significantly alter
the deviance explained by the model, the levels were poategther
(amalgamated), simplifying the model. We repeated this proeadhi attaining a
minimum adequate model for each response variable (813C, 8N, %C, %N and
C/N) by stepwise omission of non-significant terms.

Adequate preservation methods should result in stable issigpatures
that do not differ from freshly processed material. Werpreted any differences
between preserved and freshly processed material as antiowicd altered
isotope sighature due to inadequate preservation methods. \Mateglastorage
time effects on SIA values by comparing samples presdrvélte same solution

types, independent of control results.
Results

Evaluation of external morphology of both frozen skwpand those
preserved in ethanol (fuel and commercial) revealed gs ©f decomposition by
the end of the experiment (60 days). However, most praservaethods altered
8N, 8'*C and C/N values in both species compared to controls (Eigsd 2,

Table 1, sequences of statistical model simplificatiomsctntrast analyses are
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presented in S1 Table and S2 Table). Although the effegisesérvation method
on isotope values differed between species (Higand 2), total content of C, N,

and C/N atomic values were similar (Table 1).
8"°N values

The 8*°N values of freshly processed samples (controlsPfusremiasp.
did not differ from samples submitted to four of the preson methods (both
frozen samples (i.e., 15 and 60 days) and samples prederve0 days in fuel or
commercial ethanol) (P > 0.07; S1 Table), however valicgedliffer from samples
preserved for 15 days in both commercial and fuel ethffagk= 40.35, P <
0.0001, Fig. 1a). For samples preserved in ethanol for 15 theyg, was mean
enrichment of §*°N up to 0.9%o compared to all other preservation methods and
controls (Fig. 1a; Table 1). FoV. doucasags™N values from all preservation
methods were significantly depleted compared to controlg; & 26.23, P <
0.0001, Fig.2a; results of contrast analyses in S2 Table), with mean depletion <

2.2%o (Fig. 2a; Table 1).
63C values

8'3C values of preserve@horemiasp. samples differed significantly from
controls (Bes = 168.8, P < 0.0001), with the exception of samples froze®Go
days (Fes= 0.87, P = 0.35, Fig 1b; S1 Table). Mean 6*°C enrichment of up to
1.5%0 occurred in ethanol-preserved samples, while frozen samples showed
depletion of up to 0.6%o. compared to controls (Fig. 1b; Table 1).

For M. doucasags'*C samples preserved in commercial and fuel ethanol
solutions for 15 days did not differ from controls &= 0.71, P = 0.40), but did
differ from all other preservation methods; fi= 18.06, P < 0.0001, Fig 2b; S2
Table). Samples preserved in ethanol for 60 days had mean d13C enrichment of up
to 0.6%o0 compared to controls; for frozen samples, there was a mean 31°C depletion

of up to 0.7%o (Fig 2b; Table 1).

16



Table 1. Carbon and nitrogen stable isotope values, N(%), C(%) an@/N atomic values.Mean + SD for 5N, 5*°C isotopic vall

nitrogen and carbon total content (%), and C/N atomic valuesakiet samples subjected to different preservation methods

Mean = SD @ = 10)

Species Methods 81°N%o 81%C%o N (%) C (%) CIN
Control- Freshly processed 4.4+0.3 -27.0£ 0.3 11.7+0.2 44.4 + 0.6 44 +0.1
Freezer- 15 days 4.6+0.5 -27.6+0.2 11.9+04 45.1+0.7 44+0.1
Freezer- 60 days 4.7+0.3 -27.2+0.3 11.2+0.2 46.3 £ 0.4 48 +0.1
Phoremiasp. Ethanol fuel- 15 days 52+04 -25.8+£0.3 13.8+0.3 41.8 £ 0.6 3.5+0.1
Ethanol fuel- 60 days 4.4+0.4 -25.5+0.2 13.2+0.5 43.0+1.3 3.8+0.1
Ethanol (92,8%) 15 days 5.3+0.2 -25.9+ 0.4 13.9+0.3 42.1+0.4 3.6+0.0
Ethanol (92,8%) 60 days 45+0.6 -25.6£ 0.2 13.4+0.3 43.8£0.5 3.8+£0.1
Control- Freshly processed 5.4 +0.4 -27.4 £0.3 11.8+0.3 45.6 +0.9 45+0.2
Freezer 15 days 4.0+0.8 -27.9+0.5 12.1+0.5 44.2 £0.8 4.3%0.2
Mellopsis Freezer- 60 days 3.2+£0.6 -28.1+0.5 11.3+0.5 46.1 £ 0.7 4.8 +0.2
doucasae Ethanol fuel- 15 days 3.5+£0.9 -27.3+0.5 13.7+£0.5 43.2£0.3 3.7+£0.1
Ethanol fuel- 60 days 4.4+0.9 -26.8+1.1 13.3+0.5 43.3+£0.5 3.8+£0.1
Ethanol (92,8%) 15 days 3.5£0.6 -27.6 £0.5 135+04 42.7 £ 0.6 3.7+£0.1
Ethanol (92,8%) 60 days 42+1.0 -26.7+0.9 13.0+£0.2 43.5+0.7 39+0.1
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Fig 1. Carbon and nitrogen stable isotope values, and C/N atomic values for
Phoremia sp.Mean + standard deviation of (a) 8*N, (b) 5*°C, and (c) C/N atomic
values from the following treatments: Fuel Et-—3preserved in fuel ethanol for 15
days; Fuel Et. 60-preserved in fuel ethanol for 60 days; Com. Et—pbeserved
in 92.8% commercial ethanol for 15 days; Com. Et—@@eserved in 92.8%
commercial ethanol for 60 days; Frozen—sozen for 15 days; Frozen 690
frozen for 60 days; Contrelfreshly processed material (highlighted in gray).

Different letters indicate significant differencestween treatment groups (P <
0.05)

C/N ratio

For Phoremiasp., C/N atomic values from samples frozen for 15 days did
not differ from controls (Es~= 0.01, P = 0.91), however all other preservation
methods did differ from controls {ks= 572.75, P < 0.001) (Fig 1c; Table 1; S1
Table). All preservation methods fof. doucasaaesulted in C/N atomic values

that significantly differed from controls {~= 88.2, P < 0.001, Fig 1c; Table 1; S2
Table).

Storage time

Storage time prior to processing had a significant effedsatiope values

and C/N atomic values for both cricket species, with adreeptions (Figs 1a, 1b,
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1c, and 2a, 2b, 2c; Table 1). For all but one preservatietnad, Phoremiasp.
showed no significant differences in C or N isotope valuesvdsst different
chemical solutions (fuel or commercial ethanol) wherragje time was equal
(8"°N: Com.Et.15 = Fuel Et.15,1s= 0.95, P = 0.33; 8**C: Com.Et.15 = Fuel
Et.15, Res= 0.25, P = 0.61; 5*°C: Com.Et.60 = Fuel Et.60,165= 0.09, P = 0.77;
S1 Table). The exception was 5°N in samples stored for 60 days, in which fuel-
ethanol preserved sampled yielded different values tigaicammercial ethanol-
stored samples. Fuel ethanol stored samples (60 daysptdiffer from frozen or
control amples (P > 0.82; S1 Table). There was 0.8%o depletion of §*°N in samples
preserved in ethanol for 60 days compared to 15 days. §°C values were increased

by 0.3%o in samples stored in commercial and fuel ethanol for 60 days, compared
to those stored for 15 days (Fig 1a and 1b; Table 1).
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Fig 2. Carbon and nitrogen stable isotope values, and C/N atomic values for
Mellopsis doucasaeMean + standard deviation of (a) §*°N, (b) §*°C, and (c) C/N
atomic values from the following treatments: Fuel Et—3Beserved in fuel
ethanol for 15 days; Fuel Et. 6reserved in fuel ethanol for 60 days; Com.Et.
15—preserved in 92.8% commercial ethanol for 15 days; Coré(Et.preserved
in 92.8% commercial ethanol for 60 days; Frozen-f%zen for 15 days; Frozen
60—frozen for 60 days; ContreHreshly processed material (highlighted in gray).
Different letters indicate significant differencestlween treatment groups (P <

0.05). All preservation methods resulted in significktht depletion compared to
controls.
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For M. doucasage there were no differences in 8'°N values between
preservation solutions (fuel or commercial ethanol) whiemage time was equal
(8"°N: Com.Et.15 = Fuel Et.15,k,= 0.01, P = 0.97; Com.Et.60 = Fuel Et.6Q¢F
= 0.39, P= 0.54). There were no diffetenin 8*°C values between chemical
solutions (fuel vs. commercial ethanol) and controlswsterage time was equal
(8*3C: Com.Et.15 = Fuel Et.15 = Control &&= 0.71, P = 0.40; Com.Et.60 = Fuel
Et.60, e~ 0.07, P = 0.79; S2 Table). Longer storage time in ethanotoled
enrichment in 8N (0.9%o and 0.7%o, respectively for commercial and fuel ethanol)
and 8"3C (0.5%o and 0.9%o, respectively for commercial and fuel ethanol) (Fig 2a
and 2b; Table 1).

There were no differences in C/N atomic values between @than
preservation solutions in either cricket species whemageo time was equal
(Phoremiasp— C/N: Com.Et.15 = Fuel Et.15; 3= 0.0, P = 1; Com.Et.60 = Fuel
Et.60, R es = 0.33, P = 0.56, Fig 1c; S1 Table; BMbucasae-C/N: Com.Et.15 =
Fuel Et.15, Fg3= 0.09, P = 0.93; Com.Et.60 = Fuel Et.6Q44= 1.69, P = 0.2, Fig
2c; S2 Table).

Discussion

This study presented the first evidence of preservationadetbpendent
shifts in 8*3C and 8*°N in cricket specimens, and contributed with novel and lisefu
information on the use of preserved samples in SIA stu@éparticular relevance
was the notion that even methods sometimes used fibrotgroups, i.e. freezing
[20.24.55, 58] may alter SIA results.

Our results reinforced previous studies showing that storageothetn
have very different impacts on stable isotope values demeod preservative type
and sample taxoff> *® 5 For example, though some studies have proposed
efficient preservation methods for SIA (e.g., for isvp: EtOH 80% and Nad¥;
for Diptera and Hymenoptera: EtOH > 70% for 8'°N values® ?*: for aquatic
insects: EtOH 80%*? and EtOH 75%"), our results agreed with a large
proportion of alternative studies demonstrating that qurelservatives may alter

either 3™°N or §°C values, or botf® 2% 4 4749,5961]
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The two preservation methods tested in this study similarly affected §'°C
values and C/N atomic values, with chemical preservativesrgin producing
depletion and freezing producing enrichment (after 60 days)tim cricket species.
8'C was enriched over time in both cricket species, Withdoucasag(1.5%o)
becoming more enriched thahoremiasp. (0.6%o0). The range of enrichment
values (0.6F.5%o), irrespective of preservation time, was similar to the ranges
found for antd?, fish, octopus and kelp®, fish muscle and livef”, zooplankton
8] "and bird tissues and blood (0L%%.) [61]. §'°N values also varied between
species, with depletion of up to 2.2%o in M. doucasaend enrichment of 0.9%o in
Phoremiasp. preserved in ethanol for 15 days. Different mechanisengraposed
to explain how preservation techniques may afféef'°C and*>N/**N ratios in
samples. One hypothesis attributes enrichment in bothsimi&ion of heavier
isotopes present in the preserving agéfit$®. Both preservatives (fuel ethanol
and commercial ethanol) are carbemed chemicals with characteristic §'3C
signatures, and once preserved samples are immersedsitr@ture may shift
toward that of the preservative. Another hypothesis suggesissh of molecules
carrying the “lighter” isotope (e.g., lipid molecules or nitrogenous excreta) 5. 23
By removing lipids, which are naturally highly depletedi (and rich in*C) **,
ethanol may increase tH&C/*?C ratio in sample, thus amplifying itSC signal.
According to Post et al®?, the C/N ratio is a strong predictor of lipid content in
animals. Thus, if the lipid content or C/N ratio is higt/N > 4 for terrestrial
animals’®), then lipid concentrations are also sufficiently highassume that
extraction will affect §°C values®*®®. The C/N atomic values in this study were
greater than four in all treatments that were not pregem ethanol, indicating
high lipid content in the crickets, and reinforcing the higpsis of lipid leaching in
ethanol-preserved samples.

We noted a striking increase in *°C in all ethanol samples, which were
greater inrPhoremiasp. (Fig 1(b)}—up to 1.5%o) than in M. doucasadFig 2(b)}—up
to 0.7%o). We attribute the changes in these values to the leaching of lipid in the
smaller body-sizedPhoremiasp. preserved in ethanol solution. Smaller bodies

result in larger surface area to volume ratios, leatiinstronger solvent actid?f-
68]
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Freezing, a common preservation method, altered isotaies in both
cricket species. Freezing caused an increase in C/N atainies (Figs.1c and 2c),
and a decrease in both 8*°C (Figs. b and 2b) and 8'°N (Fig 2a). Although some
previous studies found no effects of freezing on SIA rg&uit™ ** #7 others
detected shifts in the 8*°N or 8"°C values, or botf *° 46 48 37 Faychtmayr and
Grey* and Dannheim et &® suggested that SIA shifts in frozen samples may
result from the breakdown of cells and subsequent lossytokol, as well as
metabolic degradation by free enzymes and microorganigdmspiocess results in
carbon and nitrogen leaching when thawed, but there isireat cevidence of
mechanical cell destruction and cytosol loss in normatlgen samples (-20°C) is
causing the observed decrease in 8*°C and §°N [** %®1 That cytosol components are
indeed isotopically lighter is only speculation. Our resuiswsthat storage time
prior to processing may enhance the effects of chemieakpratives on C and
isotopes. Longer storage time in ethanol (both commearidl fuel) produced
slight enrichment of 8**C in both cricket species, with species-dependent effects
3"°N.

Lecea et af” also observed that long-term effects of the presies/a
solutions were specie®pendent. They compared §*°C values between two
zooplanktonic species stored in EtOH for 1, 3 or 9 mombg@und an enrichment
peak at 3 months, with subsequence depletion occurring @fteonths. Our
storage periods were shorter, yet still sufficient to pkavsimilar shifts in SIA
profile. ForM. doucasaga storage period of 15 days caused a decrease of up to
1.8%o0 in 5"°N values compared to controls. However, when the storagenis 60
days '°N values increased, and the differencenpared to controls fell to 1.1%o.

The similarities in total C and N content and C/N atomices indicates
similar chemical composition between species. All presenvatnethods for
Phoremia sp. changed the C/N atomic values compared to controlh, tiwit
exception of freezing for 15 days (Figs.1lc and 2c). Contrasesaled a subtle
difference among treatment levels in C/N atomic valbes,mean value profiles
were similar among cricket species. Furthermore, the Siits caused by the
different preservation methods were similar between spedVe interpret these
similarities as evidence for consistent SIA shift pattedo® to preservation

methods, indicating that the differences in effectpreervation methods between
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species were not experimental artifacts. They insteadltrdrom effectively
different chemical processes, brought about by theaictien between preservation
method and intrinsic characteristics of each species.

Some authors suggest the use of a correction factordsenved samples
to account for eventual SIA shifts, especially when diffees in isotopic values
between preserved and unpreserved samples are minor ednpahe assumed

enrichment between trophic levéfs 2 3

However, we agree with other
author&? 40 47. 84 8%nat advise against correction factor extrapolation beybe
studied species SIA shifts caused by cricket preservation veoultbund critical
ecological information, which suggests avoidance of $ampreservation

altogether.
Conclusions

This study showed that preservation methods such as freexrgflzanol
storage significantly affect stable isotope values irketisamples. Our results also
revealed SIA value shifts along storage time, and suggesspecific differences
in the effects of storage time on SIA results. Further,detected an idiosyncratic
interaction of species identity with storage method th r@sults. We therefore
recommend that storage of cricket samples for SIA shbel@voided, and that
samples stored for different lengths of time may re@tibectly comparable. Only

freshly dried samples should be used for production of rel&ileesults.
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Supporting Information

S1 Fig. Picture of the studied cricket specie#\: Male Phoremiasp. (Orthoptera: Trigonidiidae: Nemobiinae); B: nisllellopsis
doucasagOrthoptera: Phalangopsidae: Luzarinae).
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S1 Table. Models and contrasts used to inspect the effecifspreservation method on the 8 13C, 6 15N isotopic values, C(%)

and N(%) total content and C/N ratio of Phoremia sp. sampleslreatment levels were: Fuel Et.15reserved in fuel ethanol for
15 days; Fuel Et.60 preserved in fuel ethanol for 60 days; Com. Et. X5 eserved in 92.8% commercial ethanol for 15 days; Com.
Et.60- preserved in 92.8% commercial ethanol for 60 days; FrbZzerfrozen for 15 days; Frozen 60frozen for 60 days; Contrel
freshly processed material. Model simplification was perémnby backward term extraction, removing one term at a, time
performing consecutive one degree of freedom contrast asallysems returned to the model if their removal provokebdaage of
deviance with p<0.05. Factor level contrasts were perfotesohg the amalgamation of treatment levels withrtiest similar mean
values (=a posteriori amalgamation). When contrast veassignificant, we repeated the procedure of term deletidactor level
amalgamation, up to achieving the Minimum Adequate Model (MAM)ere any further amalgamation would lead to significant
change in deviance. MAM’s significance was evaluated contrasting it with the null model (nm). Amalgamation is indicated by the
symbol +. All models with normal (Gaussian) error distitnoit NS= p >0.05; *= p <0.01; **= p < 0.001; ***= p<0.0001.

5N 5°N

Models Contrasts df F P
ml: y — treatments (Fuel Et.15, Fuel Et.60, Com. Et.15, Com. Et.60, R -
Frozenl5, Frozen60, Control) m2 x ml 1 0.06 0.81 NS
m?: v — treatments (Fuel Et.15, Fuel Et. 60+Control, Com. Et.15. Com. -

> : : 3 xm2 3 2 N
Et.60, Frozenl5. Frozen60)} S % e 1 0.13 0.7 S
m3: y ~ treatments (Fuel Et.15, Fuel Et.60+Control. Com. Et.15. Com. - -

3 : . 2 52 N
Et 60+Frozen 15, Frozen 60) ms x m3 1 0.4 0 S
mé: v ~ treatments (Fuel Et. 15, Fuel Et 60+Control, Com. Et.15. Com. -
Et.60+Frozenl 5+Frozen6() m3 x md 1 0.97 0.33 NS
m5: y ~ treatments (Fuel Et. 15+Com. Et. 15, Fuel Et.60+Control, Com. - .
Et.60+Frozenl 5+Frozend() m6 x m5 1 321 0.08 NS
mf: v ~ treatments (Fuel Et.15+Com. Et.15. Fuel Et.60+Control+Com. .
Et 60+ Frozen15 +F1'E;Eze-n 60) ' nm x mé (MAM) 1 27.08 < 0.0001 e
nm: y ~ 1 Error o8

Continues
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Table 51_ (Cont.)

=13,
o C

Models

ml: v ~ treatments (Fuel Et.15, Fuel Et.60, Com. Et.15, Com Et60,
Frozenl5, Frozen60, Control)

m?2: v ~ treatments (Fuel Et.15, Fuel Et.60+Com. Et.60. Com. Et.15,
Frozenl5, Frozen60. Control)

m3: v ~ treatments (Fuel Et 15+Com. Et 15, Fuel Et60+Com. Et.60,
Frozenl5, Frozen60, Control)

méd: v ~ treatments (Fuel Et 15+Com. Et.15, Fuel Et60+Com. Et.60,
Frozenl5, Frozen6(+Control)

nme y -1

N(%)

Models

ml: v ~ treatments (Fuel Et 15, Fuel Et 60, Com. Et 15, Com Et.60,
Frozenl5, Frozen60. Control)
m?2: v ~ treatments (Fuel Et.15+Com. Et.15, Fuel Et .60 Com. Et.60.
Frozenl5, Frozen60, Control)
m3: y ~ treatments (Fuel Et 15+Com Et 15, Fuel Et.60+Com. Et.60,
Frozenl5, Frozen60, Control)
md: v ~ treatments (Fuel Et. 15+Com. Et.15, Fuel Et.60+Com. Et.60,
Frozen60, Frozen15+Control)

nm: y -1

8"°C
Contrasts df F P
m?2 xml 1 0.09 0.77 NS
m3 xm? 1 0.26 0.61 NS
m4 x m3 1 0.86 0.36 NS
nm x md (MAM) 3 168.67 =0.0001 *
Error 66
N(%)
Confrasts df F r
m? xml 1 0.45 0.5 NS
m3 xm? 1 0.93 033 NS
m4 x m3 1 1.83 0.18 NS
nm x m4 (MAM) 3 22477 <0.0001 *
Error 66
Continues

36



Table S1. (Cont.)

C(%) C(%)
Models Contrasts df F r
ml: y ~ treatments (Fuel Et.15, Fuel Et 60, Com. Et.15, Com. Et60, 5
Frozenl5, Frozen60, Control) m2 x ml 1 Lol 032 NS
m?: y ~ treatments (Fuel Et.15+Com. Et.15. Fuel Et.60. Com. Et.60.

b ® 2
Frozenl5, Frozen60, Control) m3 x m2 1 3.83 0.05 NS
m3: vy ~ treatments (Fuel Et.15+Com Et 15, Fuel Et60, Com _ _ "
Et.60+Control, Frozenl15, Frozen60) nm x m3 (MAM) 3 771 0.0001
s vy~ 1 Error
C/N C/N

Models Contrasts df F r
ml: y ~ treatments (Fuel Et.15, Fuel Et.60, Com. Et.15, Com. Et.60,
Frozenl5, Frozen60, Control) m2 x ml 1 0 0.99 NS
m?2: y ~ treatments (Fuel Et.15+Com. Et.15, Fuel Et.60, Com. Et.60,
Frozenl5, Frozen60, Control) m3 x m2 1 0.01 0.96 NS
m3: v ~ treatments (Fuel Et 15+Com. Et 15, Fuel Et.60. Com. Et.60.
Frozenl5+Control, Frozen60) m4 x m3 1 0.32 0.57 NS
m4: v ~ treatments (Fuel Et.15+Com. Et.15, Fuel Et 60+Com. Et.60. nm x m4 (MAM) 3 57703 <0.0001 *

Frozen60, Frozenl5+Control)

nm: v~ 1

Error

66
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S2 Table. Models and contrasts used to inspect the effecfspreservation methods on the/*°N, 6**C isotopic values, %N, %C
total content and C/N atomic values oMellopsis doucasae sp. samples.Treatment levels were: Fuel Et.15preserved in fuel
ethanol for 15 days; Fuel Et.60preserved in fuel ethanol for 60 days; Com. Et.J&eserved in 92.8% commercial ethanol for 15
days; Com. Et.66 preserved in 92.8% commercial ethanol for 60 days; Frozenfiddzen for 15 days; Frozen 60frozen for 60
days; Control freshly processed material. Model simplification was penédl by backward term extraction, removing one term at a
time, performing consecutive one degree of freedom cordradyses. Terms returned to the model if their removalgked a
change of deviance with p<0.05. Factor level contraste werformed testing the amalgamation of treatmentdewéh the most
similar mean values (=a posteriori amalgamation). Wdmatirast was not significant, we repeated the procedurerofdeletion of
factor level amalgamation, up to achieving the Minimum Adegjimdel (MAM), where any further amalgamation would lead to
significant change in deviance. MAM’s significance was evaluated contrasting it with the null model (nm). Amalgamation is indicated

by the symbol +. All models with normal (Gaussian) errarihistion. NS=p >0.05; *= p <0.01; **= p < 0.001; ***= p<0.0001.

N 5N
Models Contrasts df F P
ml: v ~ treatments (Fuel Et 13, Fuel Et.60, Com. Et.15, Com. Et60, 0.001 0.07
Frozen 15, Frozen 60, Confrol) m? x ml 1 | ) NS
m?: v ~ freatments (Fuel Et.15+Com. Et.15, Fuel Et.60. Com. Et.60, -
Frozen 15, Frozen 60, Confrol) m3 x m2 . 0.39 0.53 NS
m3: v ~ treatments (Fuel Et.15+Com. Et15, Fuel Et6(+Com. Et.60,
Frozen 15, Frozen 60, Confrol) m# x m3 I 103 031 NS
md: v ~ ftreatments (Fuel Et15+Com. Etl15, Fuel Et60+Com. - -,
Et 60+Frozen 15, Frozen 60, Control) mS x m4 I 138 0.24 NS
m5: v ~ treatments {Fuel Et.15+Com. Et.15+Frozen 60, Fuel Et. 60+~Com. - )
Et 60-Frozen 15. Co{-iuol] : nm x m5 (MAM) 2 26.24 = (.0001 *
nm:v~1 Error 67

Contimies
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Table S2 (Cont)

avC

Models

ml: v~ treatments (Fuel Et.15, Fuel Et 60, Com. Et. 15, Com. Et 60,
Frozen 15, Frozen 60, Control)

m?: v ~ treatments (Fuel Et.15+Control. Fuel Et 60, Com. Et.60, Com.
Et.15, Frozen 15, Frozen 60)

m3: v ~ treatments (Fuel Et.15+Control. Fuel Et 60+Com. Et.60, Com.
Et.15, Frozen 15, Frozen 60)

mé: v ~ treatments (Fuel Et. 15+Control+~Com. Et .15, Fuel Et 60+Com.
Et.60.Frozen 15. Frozen 60)

m5: v ~ treatments (Fuel Et.15+Control+~Com. Ft.15, Fuel Et. 60+~Com.
Et.60.Frozen 15+Frozen 60)

nm: v~1

N(%)

Models

ml: v ~ treatments (Fuel Et.15, Fuel Et 60, Com Et15 Com. Et60,
Frozen 15, Frozen 60, Control)}
m?: v ~ treatments (Fuel Et 15+Com. Et 15, Fuel Et 60, Com. Et.60.
Frozen 15, Frozen 60, Control)
m3: v ~ treatments (Fuel Et15+Com. Et.15 Fuel Et60+Com. Et.60,
Frozen 15, Frozen 60, Control)
méd: v ~ treatments (Fuel Et15+Com. Et.15, Fuel Et60+Com. Et.60,
Frozen 60, Frozen 15+Control)

om: vy~ 1

8"C
Contrasts df F P
m? xml 1 0.04 0.84 NS
m3 x m? 1 0.07 0.79 NS
m4 xm3 1 0.7 0.41 NS
m5 x md 1 | 032 NS
nmx m5 (MAN) 2 18.06 = 0.0001 —
Error 67

N(%)
Contrasts df F Ji
m? xml | 1.16 0.20 NS
m3 x m? | 204 0.16 NS
m4 x m3 | 334 0.07 NS
nm x m4 (MAM) 3 8604  <00001 @ ***
Error 66

Continues



Table S2. (Cont.)

C(%)
Models
ml: v ~ treatments (Fuel Et.15 Fuel Et 60, Com. Et 15, Com. Et 60,
Frozen 15, Frozen 60, Control)
m2: v ~ treatments (Fuel Et 15+Fuel Et.60. Com. Et15. Com. Et60.
Frozen 15, Frozen 60, Control)
m3: v - treatments (Fuel Et.15+Fuel Et60+Com. Ef.60, Com. Et.15
Frozen 15, Frozen 60, Control)
md: v - treatments (Fuel Et.15+Fuel Et60+Com. Et.60, Com. Et.15,
Frozen 15, Frozen 60+Control)
i v~ 1

C/N
Models
ml: v ~ treatments (Fuel Et15 Fuel Et60, Com. Et 15, Com. Et 60,
Frozen 15, Frozen 60, Control)
m?: v ~ treatments (Fuel Et. 15+Com. Et15, Fuel Et60. Com. Et.60.
Frozen 15, Frozen 60, Control)
m3: v ~ treatments (Fuel Et15+Com. Et.15, Fuel Et60+Com. FEt.60.

Frozen 15, Frozen 60, Control)

nm: v~ 1

C(%)
Contrasts df E P
m? ¥ ml 1 0.16 0.69 NS
m3 x m? 1 0.67 0.42 NS
md x m3 1 2.68 0.11 NS
nm x md (MAN) 3 727 =0.0001 =
Error 646

C/N

Contrasts df F P
m? x ml 1 0.00 003 NS
m3 x m? 1.69 02 NS
nm x m3 (MAM) 4 108 81 = 0.0001 wEE
Error 65




ARTIGO 2: Efeito da dieta na composicao isotopica de grilos (Orthoptera:
Grylloidea). Artigo a ser submetido na revista Rapid Communications in Mass
Spectrometry em formato de Carta ao Editor.
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2’ Cu:mnunimions. in

Carta ao editor, a ser submetida na revigtapid Communications in Mass
Spectrometry

Caro editor,
Efeito da dieta na composicao isotdpica de grilos (Orthoptera, Grylloidea)

Ao longo dos ultimos 40 anos, isotopos estaveis de camaitoogénio
tém sido cada vez mais utilizados pelos ecologistas gacidda& padrdes em
cadeias alimentares de animéié! A sua utilidade reside no fato de que as taxas
de is6topos estaveis das proteinas dos consumidoresmefiguelas das proteinas
da sua dieta de uma forma previstél.Convencionalmente expressareos*N
(%o), a razdo °N/*N, exibe um enriquecimento gradual (aumento do valdrie
em cada nivel tréfico e, consequentemente, os valbfésnos tecidos dos
consumidores tendem a situarentre 2 € 5%o acima dos valores isotopicos de suas
dietas’®™ A razéo de"C/**C (6'%C%o) também aumenta com o nivel tréfico na
ordem de 1%o.™!

Estudos que utilizam analises de is6topos estaveis (AlR) gstimar
nicho trofico de animais exigem um conhecimento de como & rde is6topos
estaveis em tecidos de consumidores estéo relaciomaslaslores da sua diétd!
Acredita-se que o fracionamento (discriminac&o isotopicdfNie*N em animais
ocorre durante a sintese de aminoacitfds que resulta na retencdo &¥
isotopicamente pesado e a excrecdd*Nasotopicamente levé?*! resultando no
aumento de'®N nos tecidos. A variacdo no fracionamento tréficpediele do
fracionamento da dieta nos tecidos animais, tadmover (taxa de renovacao
celular) de cada tecido, do tipo de recurso alimentar coidsy™>**entre outros.

Embora a compreenséo dos efeitos fisiologicos duda® nos valores
de is6topos estaveis tenha aumentado consideravelmentétinms anos devido a

um aumento no nimero de estudos de dieta contr8iHda:?% o niimero destes

42


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1097-0231
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1097-0231

trabalhos com invertebrados de pequeno porte ainda é pequimipapmente
com insetos. Para insetos com pequeno tamanho corporalEanecessitam ser
feitas com todo o corpo do organismo, as vezes sendLss&D reunir varios
individuos para compor uma Unica amo&tfadevido & quantidade minima de
material necessério para as analises. Apesar de anéligépicas de corpos
inteiros serem recomendadas para organismos pedtlenas, sabemos até que
ponto a composi¢do isotépica do corpo inteiro de animais pesjuefiete sua
dieta. Embora se saiba que os valores isotopicos de romlmses sofrem um
fracionamento em comparacdo com os valores isotopicesaldieta**** uma
guantificacdo desse fracionamento espécie-especificee@aiasl para se ter maior
precisdo na estimativa de niveis troficoRarticularmente para grilos de
serrapilheira, cujo estudo da dieta em campo é geralniéfideltado pelo seu
tamanho pequeno e caracteristicas peculiares (habitonoptageis, respondem
fortemente as vibracdes da serrapilheira e se camuftam facilidade)?*2®!
analises de isotopos estaveis (AIE) podem ser reveld@eamo grilos séo
considerados onivords! ha uma grande variedade de potenciais recursos
alimentares, que abrange desde material de origem vegetairoal, até material
vivo ou morto. Os valores de isotopos de carbono fornesfmrmacdes sobre o
material vegetal ingerido pelo organismo ou por seu recursoc@so de
consumidores secundarios), quanto ao ciclo fotossiotétegetal (G, C; ou
CAM)."® Por outro lado, os is6topos de nitrogénio, com mudarsgspicas
maiores e previsiveis, indicam o grau de decomposicdo dosescalimentares
ingeridos?¥ e interacdes tréficas em comunidades naturais.

O objetivo desserdbalho foi avaliar se os valores isotopicos de 8*°C e
8N de grilos sdo alterados pela sua dieta, e como serdéi@namento isotépico
de °C e N nesses organismos. Com os resultados desse trabsffevareos
fornecer informacgBes de base para interpretar resultidagho trofico baseados
na AIE de grilos em comunidades naturais. Estimamos asegalsotopicos de
8%C ¢ "N e a razdo C/N de trés espécies de grilos alimentadosdisim
artificial, e comparamos com os valores isotopicos desgias mesmas espécies
com dieta de campo (dieta natural). Estimamos tambémaloges isotopicos da
dieta artificial, oferecida no laboratério. Se aaiptedominar na determinacéo dos

valores isotépicos dos grilos, esperamos que individuos doanttom died
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artificial apresentem valores isotdpicos semelhantdsredies da composicéo
isotopica de grilos com dieta natural. Além disso, espesagoe os individuos
alimentados com dieta artificial apresentem um enriquecimento entre 2,4 ¢ 3%o

para 8N, e 0,8 a 1%o para 8'°C, comparada & composicéo isotopica da dieta
artificial, conforme encontrado para ampla gama de consuesidd Caso as
diferencas especificas (variagdo fisiologica, idddeionamento do alimento nos
tecidos dos organismos) prevalecerem na determinacdo ossvasotopicos, a
composicgdo isotopica de grilos com dieta artificial néia giferente daquelaed
grilos da mesma espécie, com dieta natural, e podeo@iendiferencas isotdpicas
entre espécies que sejam maiores do que entre dietassmamspécie.

Utilizamos trés espécies de grilos (Orthoptera: Grylloidesjtropicais
de serrapilheira florestaMellopsis doucasgaePhoremia rolfsie Phoremiaspl)
gue ocorrem em remanescentes florestais do bioma Méatiéa, na zona da
Mata Mineira, MG, Brasil. Pouco se sabe sobre a diewgritbs de serrapilheira,
além da generalizagdo de onivoros. Em laboratério f@redda ingestdo de folhas
estudadas (FM Jesus, obs. pessoal), e andlises de coesénimiacal de uma outra
espécie de grilo de serrapilheira encontraram fragmesgetais e animalé’!

Para dieta artificial, coletamos cerca de 50 individuos de cada espécie
no 1’ estadio ninfal, em serapilheira florestal, entre sgesiovembro de 2013. Os
grilos foram mantidos em laboratoério por 120 a 168 dias,dieta artificial, até se
tornarem adultos (com excecaolMellopsis doucasa&ue nao alcangou o estagio
adulto nesse periodo), sob condi¢cdes de luz (fotoperiodo thera®), umidade
(60%) e temperatura (25) controladas. A manutencao até atingir o estadidadul
foi necesséria para a identificacdo das espécies. Rrataréo das ninfas foi racdo
de peixe (Alcon Basic ® - MEP 200 Complex) e agua, fornemmdaim pedaco de
algoddo umedecido. A mortalidade nos primeiros instarede@as as espécies foi
alta, por isso as amostras para a andlise isotopizaamrentre 5 e 20 individuos
(ver detalhes na Tabela 1).

Para a dieta natural, coletamos um minimo de 10 individuos
adultos de cada espécie, com excecad ddoucasacem fase de ninfajo campo,
entre novembro e dezembro de 2013, de forma a procesgitas AlIE

simultaneamente aos grilos mantidos em laboratério. ®ti&s espécimes de cada
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espécie foram fixados em etanol 80%, como amostra démefere depositadas na
colecdo de Orthoptera da Universidade Federal de Vicosadafita Museu
Regional de Entomologia, Universidade Federal de Viecd$&VB, Brasil.

Para andlise de isotopos estaveigpdas as amostras foram secas em
estufa a 68C por 72 horas, moidas e peneiradas (mesh=100) até a grafridche
pé. A razdo isotopica d&>C ¢ 8'°N e a razdo C/N foram determinadas a partir de
1,5 ug de amostra no laboratério de Ecologia Isotopica do Celdr&nergia
Nuclear na Agricultura CENA, universidade de Sdo Paulo (USP), através da
combustdo das amostras sob fluxo continuo de héliayreranalisador elementar
(Carlo Erba, CHN- 1110) acoplado ao espectrometro de nidssano Finnigan
Delta Plus Os gases COe N, resultantes da combustdo das amostras, foram
analisados em duplicata. As relagdes isotopicas foramssgzem notacéo "delta”
(813C e 8"°N) em partes por mil (%o) contra os padrdes internacionais de Viena Pee
Dee Belemnite para o carbono e nitrogénio atmosférica @aitrogénio. Normas
internas (NBS-19 e NBS-22, e AIEA-N1 e N2 como IAEA-e) fonasadas para
determinar a precisdo de 0.1%o para o carbono e 0.2%o. para nitrogénio. E
finalmente a razdo isotopica (32°C e 5'°N) de cada amostra foi calculada pela

equacao:

R ,
0X(%o) [L"SU _1] + 100C
R padréc

onde, X= **C ou N, R= a relacdc®*C/**C ou >N/*N, fornecendo
portanto, o valor de 8*°C ou 8"N, respectivamente, da amostra em relacdo ao
padrdo. Os valores de 8X denotam enriquecimento isotopico ou deplecdo em
relacdo ao padrao; um valor de "3" mais positivo € enriquecimento isotopico, o que
significa que a amostra contém proporcionalmente masodopo "pesado”.

Os limites dos nichos isotdpicos (subconjuntos do espaco delta 81°C x
8'°N) de cada espécie foram estatisticamente definidos elipges Bayesianas
padréo, plotados a partir dos pontos definidos pelos vattagsscoordenadas de
813C e 8™ N. Estas elipses s&o calculadas com base em um g¢esiriio centrado
na média, contendo cerca de 40% dos dddo¥definindo os limites estatisticos

para as dimensfes de cada nicho isotdpico. Assim, elipbespsstas indicam
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espacos de nicho indistinguiveis estatisticamente. Elipsenétricas associadas
foram calculadas utilizando o SIBER - Stable Isotope 8aypeEllipse Package in
R® do pacote SIAR - Stable Isotope Analysis Package Y Bopb o ambiente R
3.1.1 de computacdo estatistithO SIAR utiliza um processo Bayesiano para
calcular todas as possiveis solucbes para o modelo ecéom intervalo mais
provavel de solugcdo (95% intervalo de credibilidade) epbtenciais proporcdes
de dieta!® As elipses geradas pelo SIBER s&do imparciais em rekgdamanho
da amostr&)

Os grilos de diferentes espécies, quando alimentados cosnaaréeta,
tiveram valores isotopicos (5*°N e 8*3C) mais semelhantes entre si do que grilos da
mesma espécie alimentados com dietas diferentes (FigEnguanto os valores
isotopicos de grilos com dieta artificial variaram de 4.9 a 8.4%o para 3'°N e de -
24.5 a 22.5 %o para 8°C, os valores isot6picos de grilos com dieta desconhecida
variaram de 2 a 6.1%o para 5'°N e de -28.%-25.5 %o para 8*°C (Tabela 1, Fig. 1).

Os valores de 8*°N e §'°C da dieta artificial foram, em média, de 4.3 %o
(+ 0.04) para 8*°N (média + desvio padréo) 23-4%. (+ 0.08) para 8*°C (Tabela 1,
assinalados na Fig. 1 pelas linhas vermelhas pontilhadashl@ss de 5"°N da
dieta artificial correspondem a valores de carnivoro§?1p que reflete a sua
composicao, que inclui peixe, camarao e lula.

O fracionamento isotopico de 8'°N e §'°C, estimado pelas diferencas
entre os valores isotdpicos da dieta artificial e ogrealisotopicos dos grilos que
se alimentaram dessa dieta, causou um enriquecimengol 8ntr4%., com média
de 2.7+0.%, parad™N, e uma deplec&entre 0.04 a 0.7%o, com média de 0.5%o,
para 8°°C, com excecdo d&l. doucasaeem que ocorreu enriquecimento de
0.04%o, para '°C (Tabela 1; Fig. 1).
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Figura 1. Valores isotopicos de 8*°N e 5°C em trés espécies de grilos alimentadas

com dieta artificial, em laboratorio, e

dieta descaoidee (natural), em campo.

Cada ponto representa os valores de is6topos estave#s o e nitrogénio no
corpo de um individuo de grilo. Cada elipse representa ivabede credibilidade

de 95% para cada dieta (artificial ou natural); cada pagpeesenta uma espécie
de grilo, com excecdo da espé8ierolfsi que esta sendo representada em dois
painéis, pois foi coletada em dois locais. As linhas ptasihadas paralelas ao
eixox (8°C) definem intervalos de 3%, de 8'°N, que correspondem a posicdes
tréficas distintas, conforme a literatdfa.As linhas vermelhas pontilhadas
representam os valores médios de 5*°N (paralelas ao eix®) e de §°C (paralelas ao
eixo-y) da dieta artificial, oferecida aos grilos em laiborio.
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Figura 2. Valores isotépicos d&°N e 5°C em trés espécies de grilos alimentadas
com dieta artificial, em laboratério, e dieta naturan campo. Cada ponto
representa os valores de isétopos estaveis de carbutmog&nio no corpo de um
individuo de grilo. Cada elipse representa o intervaloreéilmlidade de 95% de
uma espécie, com excecado da especi®lfsique esta sendo representada em duas
elipses, de acordo com o local de coleta dos individuda; gainel representa uma
dieta (artificial ou natural). As linhas pretas pontilhapasalelas ao eixa-(5'°C)
definem intervalos de 3%o de 5*°N, que correspondem a posicdes tréficas distintas,
conforme a literatur As linhas vermelhas pontilhadas representam os valores
médios de 8'°N (paralelas ao eixoyxe de §°C (paralelas ao eixo-y) da dieta
artificial, oferecida aos grilos em laboratorio.
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Tabelal Média + SD dos valores isotopicos &feC (%o), 5"°N (%o), contetido elementar de carbono e nitrogénio (%) e razio C/N para
amostras de: grilos coletados diretamente no campo (olieteal); grilos coletados no campo ainda ninfas e aladest com diete
artificial em laboratério; valores isotopicos da diatifiaial (racdo de peixe - Alcon Basic ® - MEP 200 Comxple nUmeros de amostri
para cada espécir fotal = 99). Cada amostra € composta por um individuo.

Média £ SD
Espécie Area Dieta 8"°N%o 8"%C%o N (%) C (%) CIN n
Mellopsis Mata Artificial 5.67+0.46  -23.40+0.39 10.99+0.82 46.10+1.72 4.22+042 11
doucasae Biologia Campo 5.36£0.42 -27.40+£0.34 11.76 £0.35 45.64+0.90 3.88+0.17 10
Phoremia rolfsi  Parna Artificial 7.41+0.80 -24.11+0.23 9.62+0.73 46.57 £1.99 4.85+0.31 10
Capara6 Campo 391+096 -27.31+043 12.24+041 46.50+0.96 3.80+0.18 20
Phoremia rolfsi  Estacdo Artificial 6.68+0.40 -24.15+0.17 9.71+£0.24 49.41+0.95 5.09+0.15 10
Paraiso  Campo 5.04+0.95 -26.87+0.74 12.27+0.73 4596+120 3.76+024 20
Phoremiaspl Parna Artificial 7.97+0.24 -23.86+0.27 11.22+157 46.77+161 4.23+0.54 5
Caparad  Campo 3.98+0.44 -27.06+0.25 13.22+048 47.07+1.14 357+021 10
- - Racdode 4.35+0.04 -23.44+0.08 6.57+0.17 4290+1.13 6.53+0.01 3

Peixe
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Nossos resultados sdo promissores para estudos que busdam @av
nicho tréfico em grilos de serrapilheira florestal, polgivemos os valores de
fracionamento isotépico d&°N e 8'*C nos corpos de grilos quando alimentados
com dieta artificial conhecidé&sse fracionamento foi evidenciado na diferenca
entre os valores isotopicos de 8*°C ¢ 8*°N de grilos alimentados com dieta artificial
e da racdo de peixe, oferecida como dieta artificiahz8o de isétopos estaveis de
carbono ¥3C/**C) e nitrogénio N/*N) dos animais reflete um equilibrio entre a
ingestdo desses isGtopos através da alimentacao e pexrddsala respiracao e
excrecdo. Os tecidos dos consumidores terdo semprelonaistopo raro do que a
sua dieta, por que a respiracdo é preferencidiGae a excrecéo ddN.["! Segundo
McCutchan e colaboradorB€ é esperado que um animal terrestre que excrete
acido urico e coma plantas vasculares, tenha um ennigeseto trofico entre 0%o
e 0.%%o para 8"°C e 2.360 e 2.48%o para 5*°N, maior do que a sua dieta.

O fracionamento isotopico de N nos grilos causou um ermigeato
entre 1.3%0 e 4%o nos valores de 8"°N. Este resultado est4 dentro da média
encontrada na literatuf4:**27221 g valores de '°N dos grilos com dieta natural
desconhecida, foi proximo aos valores da dieta artifidieahdo em vista que
encontramos um fracionamento de 2.7%0.gara 5'°N, deduzimos que 0s recursos
alimentares dos grilos no campo sdo mais pobres®dngue a dieta artificial
oferecida nesse estudo. Interpretamos tais resultamoe evidéncias para uma
dieta de campo que inclui grande proporcao de plantas.

Os valores do fracionamento isotépico'd@ nos grilos foram menores se
comparado com aos valores o, variando entr®.04%o ¢ 0.7%o. Esse valor de
fracionamento é semelhante aos valores encontradositeos estudos?*#1>16:21
porém, com uma diferenca. Essa discriminacdo nosemlbed™*C resultou em
uma deplecdo nos valores €, ao invés de enriquecimento. Os valores'de
dos grilos com dieta natural foi menor (3.4%o0 a 4%o0) que os valores da dieta
artificial. Portanto, os recursos alimentares dos gmioscampo tém valores de
81C pelo menos 3.4%o0 menores que os valores da dieta artificial aqui oferecida.
Interpretamos isso como evidéncia de que 0s recursosntdiree dos grilos no
campo s&o predominantemente originarios de plantds

Nossos resultados mostraram que a AlIE € uma ferramemtaspora para

investigar nicho tréfico em grilos de serrapilheira, umayee os valores d&°N
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e 5'°C do seu corpo refletiram os valores isotépicos de sum,d@mm um
fracionamento isotépico d&€N semelhante aos encontrados na literatura. Este
estudo nos permite inferir com maior precisdo sobre suaduosidfica dos grilos
dentro de comunidades naturais. E finalmente encontramogritpgede espécies
diferentes quando alimentados com a mesma dieta possuem valores de 5*°N e § °C

mais semelhantes entre si do que individuos da mesmaesspéci
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ARTIGO 3: Particdo de nicho tréfico entre grilos (Orthoptera: Grylloidea) de
serrapilheira florestal. Artigo cientifico a ser submetido na revista Functional
Ecology.
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Resumo

A particdo de recursos alimentares tem sido descrita ec@mdos processos que
faciltam a coexisténcia de espécies potencialmente datopes, quando o
recurso é limitante. Padrdes de particdo de recursosdiferanciacdo de nicho
realizado, eram interpretados como evidéncias de exctus@petitiva no tempo
evolutivo. No entanto, dados sobre utilizacdo de recundossdo suficientes para
avaliar processos competitivos: eles se restringemoamafdes basicas sobre as
guais se podem construir hipéteses de processos ecoldégiwotivos. Aqui nos
avaliamos se existe particdo de nicho trofico entre aspéde grilos que
coocorrem em serrapilheira de florestas tropicais e datses influenciam essa
particdo. Encontramos evidéncias de que a coexisténcigpéeies de grilos em
comunidades naturais envolve particdo de recursos aliment@relecal de
forrageamento influenciou diretamente no uso da dieta seqdentemente na
posicdo trofica dos grilos, 0os quais apresentaram aténitvés troficos quando
avaliados em um contexto global da dieta. Além dissonadisiduos do mesmo
género apresentaram maior sobreposicdo no uso de realimestares. Como
previsto na literatura, os valores &éN determinaram a posicao tréfica dos grilos
dentro de uma comunidade biolégica e os valores de 8'3C indicaram que todos os
grilos utilizam recursos alimentares com origem em pfanG. Finalmente,
encontramos evidéncias de estreitamento do nicho trafibedida que aumenta o

namero de espécies coocorrentes.

Palavras-Chave:particdo de nicho, coexisténcia, nicho isotopico, Mata Atian
dieta
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Introducgéo

A partiha de recursos alimentares entre espécies cadrstee
potencialmente concorrentes, tem sido descrita como us lecessos
responsaveis pela estruturacdo de populacdes e comunidddesisn@lilman
1988; Tilman & Pacala 1993; Chase & Leibold 2003; Svanback & Sth®12;
Correa & Winemiller, 2014). Na maioria das vezes essa padilbaa processos
competitivos associados a teoria de nicho (Chase & IceiB603). Um dos
principas propdositos dos estudos de partilha de recursos € analibanites que a
competicdo interespecifica impde ao niumero de espéciepogieen coexistir de
maneira estavel em ambientes com restricdo de rec(B8shoener 1974a). Neste
contexto, a amplitude e sobreposicdo de nicho trofico sgmriemtes para
guantificar como duas ou mais espécies se relacionam tiéhgrar recursos
alimentares (Hurlbert 1978), ou até mesmo para descrevigossie organizacao
de uma comunidade (Abrams 1980).

Dentre as varias definicdes de nicho ecoldgico, Hutchi(Eesi7) chama
atencdo para uma definicdo baseada na quantificacdo dedimumssdes. Ele
descreve o nicho fundamental ou potencial como um egmagaim hipervolume
n-dimensional, que consiste de uma série de variaveisticias& bidticas, em que,
na auséncia de competicdo, a espécie é capaz de perdedfimidamente (McGill
et al. 2006). No entanto, as interacdes bioticas, incluindo competigacoes
simbidticas e predacdo, desempenham importante papel noadwin® das
porcdes de nichos fundamentais, alimentares e geograjgessdo os chamados
"nichos realizados", ou ocupados, dada a influéncia de ograsies, e ndo sendo
possivel uma sobreposicao total destas porcdes (Soberon 2007).

Alguns autores (Bearhop et 2D04; Newsome et al. 2007; Layman et al.
2007a; Jackson et aR011) tém proposto uma tecnologia relativamente nova
baseada em analise de iso6topos estaveis (AIE), que podélizada para medir
algumas das muitas dimensfes dos nichos ecoldgicos. O isitaj®s estaveis
para explorar nichos tréficos é faciltado pela existérie uma variedade de
assinaturas isotopicas que distinguem os elementos dentie éedas alimentares
(Newsome et al2007). Dentre esses isotopos, o 6°°C e 5°N s&o os is6topos

estaveis mais frequentemente utilizados em estudos de iadoddiga (Post 2002).
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Assume-se que o fator de discriminagéo para o carbonocgariaim aumento de
0%o a 1%o, ao longo da cadeia alimentar (Peterson & Fry 1987), servindo para
determinar as fontes de carbono usadas por consumidores (\Zamen &
Rasmussen 2001; Post 2002) e o nitrogénio possui um fator denthiagéo que
aumenta entre 2%o € 5%o, a cada nivel trofico (Peterson & Fry 1987; De Niro &
Epstein 1981; Hobson & Clark 1992b; Bearhop et2802), empregado por
ecologistas para estimar posicao tréfica dos animaigiesdlimentares.

Em organismos onivoros, como é o caso de grilos de Bleeiem a
utilizac@o de AIE para estudo da dieta e do nicho trofémm, gido a metodologia
mais adequada, uma vez que reflete a histéria alimentarrdasismos, ndo se
restringindo apenas aos itens recém ingeridos (Fry 2006). @u asejtécnicas
tradicionais (observacOes diretas e analise de conte§tmmacal ou fecal)
utilizadas para avaliar a amplitude de dieta de grilos néeienm a quantidade e
gualidade de nutrientes assimilados nos tecidos em escalarédifBolnick et al.
2003).

O delineamento dos esps de nichos isotdpicos (eixos 5N e §°C) e as
medidas de sobreposicdo interespecifica desses nichos pauheTer um meio
para quantificar nichos tréficos em comunidades naturaideer sobre o quao
semelhante sdo as dietas entre espécies coocorrentes €W\d.2004; Ercoli et al.
2014). Alguns autores acreditam que esta ferramenta podeligadatpara prever
0 potencial para a coexisténcia ou exclusdo competitas espécies que se
alimentam dos mesmos recursos alimentares (Aradjo &a6We06). Isso porque
a variacdo isotopica d&"™N e §°C nos individuos de cada espécie pode ser
utilizada como uma medida de amplitude de forrageamento, ddédefinir os
limites do nicho isotépico ocupado (Layman et 2007a; Jackson et a2011,
Ercoli et al 2014; Syvaranta et al. 2013).

Neste estudo descrevemos o0s nichos tréficos de grilosseata local e
avaliamos se ha particdo de nicho trofico entre as espéoiecorrentes em
serrapilheira de floresta tropical. Avaliamos também efsitos de local de
forrageamento, identidade especifica, proximidade filogenéticniamero de
espécies coocorrentes, sobre os nichos tréficoantestas seguintes hipoéteses: (i)
a dieta dos grilos é determinada pelo local de forrageam@it@as espécies

coocorrentes particionam nichos tréficos; (iii) a mgadi de nicho trofico diminui
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com a proximidade filogenética entre os individuos; (ianaplitude do nicho

trofico das espécies diminui com o aumento no niumero deiespéocorrentes.

Material e métodos

Declaracao de ética

Todas as licencas necessérias para este estudo est@orde com as
normas pertinentes do Brasil. Isto inclui a concesséo lidencas do
ICMBIio/SISBIO  (Instituto  Chico Mendes de  Conservagdo da
Biodiversidade/Sistema de Autorizacdo e Informacdo endiBicsidade), a
permissdo dos proprietarios de reservas particularesperrissdo da UFV
(Universidade Federal de Vigosa) para realizar o estudo s &reas de

preservagao ambiental

Definigdo de termos

Utilizamos os termos “nicho trofico” e “nicho isotopico” como sindnimos,
gue se referem ao sub-conjunto do espaco @@ltarcfletem os valores isotopicos
estimados para cada individuo de grilo analisado (unidade amo®savalores
isotdpicos representam proporcdes dos isdtopos estaveis (5°°N e §*°C) incorporados
em tecidos do animal.

Os termos ‘“coocorrentes” e ‘“co-habitantes” foram utilizados como
sinbnimos, referindo-se a ocorréncia simultanea de indigidi® diferentes
espécies de grilos no mesmo local de forrageamentos(&®a500rf), sem
implicacdo de influéncias positivas ou negativas reciprooesquais coletamos os
grilos.

Consideramos como “local de forrageamento” o estrato da serapilheira
florestal de cada uma de seis areas de cerca de’5P8atidas em remanescentes

florestais isolados entre si por pelo menos 1,2km dandist.

Area de estudo
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O estudo foi realizado em seis remanescentes de MHiatiéd inseridos
numa matriz predominantemente de pastagens, na mesomlegi&mna da Mata,
Estado de Minas Gerais, Sudeste do Brasil. As distarnoias 0s remanescentes
florestais sdo de no minimo 1,2km e no maximo 39,7 km (Fig./AS%¥¢getacao
nativa da regido é caracterizada como Floresta Estd@@midecidual (Veloso et
al. 1991), com clima do tipo Cwa e Cwb (mesotérmico) segundo sifidagdo de
Kbdppen, com verdes brandos a quentes e umidos ¢Pe¢ 2007). Temperatura
média de 19°C com precipitacdo entre 1248 mm a 1500 mm de outabrd a
(Peel et al. 2007).

Trés remanescentes sdo Unidades de Conservacgdo: Parque IN@giona
Capara6g- Parna Caparad (20° 25' 19.3-@1° 51' 10.3" O), municipio de Alto
Capara6; Parque Estadual da Serra do Brigaddtarque Brigadeiro (20°43'23.8"
S — 42°28'57.0" O), que abrange cinco municipios; e Estacdo de $¥squi
Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do ParaiSetacéo Paraiso (20°48'1.0"
S — 42°51'52.2" O), municipio de Vigosa. Os outros trés remanescesa
localizam no municipio de Vigosa, denominados: "Mata ddoBia" — Mata
Biologia (2045'33.6" S— 42°51'53.5" O), "Mata do Seu Nice" Mata Nico
(20°47'45.6" S— 42°50'46.5" O) e "Mata do Prof. Chaves"Mata Chaves
(20°43'19.49" S- 42°51'42.25" O) (Fig. S1).

Coleta e identificacdo dos espécimes

Coletamos os grilos manualmente, ao longo de cerca de dds ho
acumuladas, por trés a quatro noites em cada remateefloesstal. A intensidade
da coleta em cada local foi dependente da dificuldade deraagds individuos.
Coletamos de novembro de 2013 a Janeiro de 2014, entre 18huen22imimo de
22 individuos para cada espécie de grilo encontrada coegisia serrapilheira de
cada remanescente. Este numero de grilos foi escolhidacpmpor 20 repeticdes
para cada espécie e 2 individuos como amostras de refer@ugichiella
matiottiaefoi a Unica excec¢ao, pois coletamos apenas oito ahgi (Tabela S1).

No laboratério, todos os grilos foram morfoespeciadcsegarados em
grupos por espécie e local para posterior analise isotdpimaminimo de dois

individuos de cada grupo foi mantido em alcool 80% como rahtkr referéncia e
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posteriormente identificado em nivel de espécie (ou mepéare). Estas amostras
foram depositadas na colecdo de Orthoptera da UniversidadeaFee Vigcosa,
afiliada ao Museu Regional de Entomologia, Universidade Heder&icosa—
UFVB, Brasil.

Andlise isotopica

Ap6s a morfoespeciacdo, todos os grilos foram mantigosin@nicdo
alimentar durante dois dias a fim de evitar que a compossig&ipica do alimento
ingerido imediatamente antes da coleta interferisseasngtados. Apenas agua foi
fornecida em um chumaco de algoddo umedecido. Depois diicados, os grilos
foram lavados cuidadosamente com agua destilada para gu@djuer residuo de
solo ou materiais vegetais aderidos a superficie do compiatamente foram
levados a estufa na temperatura de 60°C por aproximadamenteas2 Ayposa
secagem, cada amostra, representada por um individuo de g=élze e foi
macerada em almofariz de agata e peneirada (mesh=10@rat@ibpmetria de po.
Este procedimento foi repetido para cada individuo, separat@noempondo 20
amostras para cada espécie encontrada em cada lotekexo@cdo da espécie
Zucchiella matiottiae

Aproximadamente 1,519 de amostra (corpo do grilo homogeneizado)
foram pesados dentro de capsulas de estanho, em combust@aisadas para
8N e 5°C em um sistema de espectrometria de massa de fluxtuwmmo
Laboratério de Ecologia Isotopica do Centro de Energiaddmaha Agricultura,
CENA, da Universidade de S&ao Paulo, Brasil.

As relagdes isotopicas foram expressas com notagio "delta" (8*°C ¢ §"°N) em
partes por mil (%0) de acordo com os padrdes internacionais de Viena Pee Dee
Belemnite para o carbono e nitrogénio atmosférico pardtrogénio. Normas
internas (NBS-19 e NBS-22, e AIEA-N1 e N2 como IAEA-e) forgtitizadas para
determinar a precisdo de 0.1%o para o carbono e 0.2%o para nitrogénio. Finalmente,

a razdo isotopica (6'°C/ 8'°N) de cada amostra foi calculada pela equacéo:
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R :
OX(%o) [L"Str _1j + 100C
R padrac

onde, X= *C ou™N, R= a relacdd®C/*°C ouN/*N, fornecendo portanto, o valor
de 5'°C ou 8™N, respectivamente, da amostra em relacdo ao padra@lddss de
dX denotam enriquecimento isotdpico ou deplecdo em relaci@dd@o. Desta
forma, um valor de "3" positivo significa um enriquecimento isotopico, ou seja, a
amostra contém proporcionalmente mais do is6topo "pesadstara portanto em

um nivel tréfico superior.
Analise de dados

Os limites do nicho isotépico (subgentos do espago delta 5*°C x §*°N) de
cada espécie foram estatisticamente definidos corpsesliBayesianas padrao,
plotados a partir dos pontos definidos pelos valores das coordenadas de 8%C e
8'°N. Tais elipses s&o usadas como representacéo de dadélbsaassim como
0 desvio padréo é utilizado para dados univariados. Uma vez taseedipses
definem os limites estatisticos para as dimensfes de aduraiswtopico, elipses
sobrepostas indicam espacos de nicho indistinguiveissdéstanente. Elipses e
métricas associadas foram calculadas utilizando o SHB&Rble Isotope Bayesian
Ellipse Package in R (Jackson et 2011) do pacote SIAR - Stable Isotope
Analysis Package in R (Parnell et2010), sob o ambiente R 3.1.1 de computacéo
estatistica (R Core Team 2014). O SIAR utiliza um proc&sgesiano para
calcular todas as possiveis solucbes para o modelo ecéom intervalo mais
provavel (95% intervalo de credibilidade) entre potengmeporcdes da dieta
(Parnell et al. 2010).

As elipses geradas pelo SIBER sdo imparciais em relac@aramho da
amostra, permitindo comparacfes mais robustas enfgeertes comunidades
(Jackson et aR011). Estas elipses séo calculadas com base em um padwm
centrado na média, contendo cerca de 40% dos dados (Jatkdo8011). Essa
elipses foram estimadas de acordo com trés pontos de digtiatos, mas

complementares ao conjunto de dados. Inicialmente, um é@sjEago isotépico foi
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estimado para toda a comunidade de co-habitantes de griloscosesmerar a
identidade das espécies, permitindo comparacdes dos nicidgides entre 0s
locais de forrageamento. Elipses sobrepostas indicasiamiaridade entre as
dietas dos grilos em escala global de dieta. Em segeligaes individuais foram
plotadas para cada espécie dentro das comunidades de grl@bitzmtes,
permitindo comparagfes dos nichos isotdpicos em cada kinalmente, foram
plotadas elipses para cada espécie mostrando a amplitaidgotseu nicho tréfico

Para inferir sobre processos interativos que regulasbragosicao da dieta,
fizemos uma ANOVA a fim de verificar o efeito do nlumede espécies
coocorrentes sobre as dimensdes do nicho isotopico dasessgéntro de cada
local. Se uma espécie diminui seu nicho isotdpico em s&s@ocoocorréncia com
outras espécies, a dimensdo do seu respectivo nicho td@i@diminuir com o
namero de espécies coocorrentes. As analises foramacdzaizcom Modelos
Lineares Generalizados (GLM) sob erros normais, seguidosapalises de
residuos para confirmar a adequacgéo do modelo e a d¢gokde erro.

Os niveis relativos de onivoria, bem como a posicaac&rados grilos,
foram inferidos a partir da amplitude do nicho troficstireada pelos valores de
8'°N e de 8™°C medidos nos individuos de cada espécie. O eixo isotopico 813C foi
utilizado para diferenciar dietas baseadas em plantas diferentes vias
fotossintéticas (§ Cs ¢ CAM) (Peterson & Fry 1987) enquanto o eixo 8*°N foi
utilizado para inferir a posicao tréfica das espécies @i2; Anderson & Cabana
2007). A posicéo tréfica dos grilos foi inferida, nesse estag@artir de valores de
fracionamento isotopico de 8*°N estimado em corpos de grilos submetidos a dieta

artificial (Jesuset al.em preparacao).

Resultados

Coletamos 557 individuos de grilos, pertencentes a noveiespe duas
familias dentro da superfamilia Grylloidea. Em cada local reremos de trés a
guatro espécies de grilo coocorrendo. Dentre as nove espémetadas, cinco
ocorreram em apenas um remanescente flordstihanacrissp. ePhoremiaspl
(Parna Caparad), Luzarinae gen. nov.Pkoremia sp2 (Parque Brigadeiro),

Izecksohniellasp. (Mata Chaves).
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As figuras de 1 a 6 apresentam os nichos troficos das coaa@si de grilos
(Grylloidea) e das espécies em cada local de ocorréncias détalhadamente,
nestas figuras testamos:

(i) o efeito do local de forrageamento na segregacao de triaficn em
comunidades de grilos (Grylloidea) como um todo, no espacol gleba
dieta (Fig. 1) e em cada espécie (Fig. 2);

(i)  se existe particho de nicho tréficertre individuos de espécies
coocorrentes, em cada local (Fig. 3);

(i) o efeito de proximidade filogenética na segregacao de tiéfico dos
grilos, em nivel de género (Fig. 4) e em nivel de familia 8jig.

A figura 6 apresenta a amplitude média dos nichos tréfitass espécies,

comparando locais de forrageamento com trés e quatro esméweorrentes.

Nessa figura testamos:

(iv) o efeito do niumero de espécies coocorrengegmplitude do nicho
trofico das espécies.

() Efeito do local de forrageamento

De forma geral, houve particdo dos nichos tréficos dossgeihtre os locais
de forrageamento (Fig. 1 e,Xeparando-os em até trés niveis tréficos. Em nivel
especifico também houve particdo de nicho tréfico entlecass de forrageamento
guando analisamos o nicho tréfico das espécies que ocomenanais de um local
(Fig. 2). A particdo de nicho tréfico pelos grilos entre os locksforrageamento
ocorreu devidoa menor variacio isotopica dos valores de 5"°N e §'°C em cada

local quando comparada ao espaco global como um todo {Feg2).

64



Mata Nico

Estaciio Paraiso
PARNA Caparaé

Parque Brigadeiro

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

8“C

Figura 1. Resumo dos nichos isotopicos (subconjuntos do espaco delta)
das comunidades de grilos em diferentes locais de forragean@ncomo
inferido a partir de suas assinaturas isotopicasCada ponto representa 0s
valores de isétopos estaveis de carbono e nitrogénicongo de um
individuo de grilo. Cada elipse Bayesiana padrdo repeesemt local
amostrado. As linhas pontilhadas paralelas ao xigefine intervalos de
3%o de 8"°N, que correspondem a posicdes tréficas distintas. Vesld &d
para a identidade das espécies que compdem cada local.
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Figura 2. Resumo dos nichos isotopicos dos individuos de cada espécie em
todos os locais de sua ocorréncia, como inferido a partir de suas
assinaturas isotopicasCada ponto representa os valores de isGtopos estaveis
de carbono e nitrogénio no corpo de um individuo de grilo. Céidsee
Bayesiana padréo representa um local amostrado. Cats pmgresenta uma
espécie em seu respectivo local de forrageamento ddatnemanescente
florestal amostrado. As linhas pontilhadas paralelas aexedefine intervalos

de 3% de "N, que correspondem a posicdes tréficas distintas. Seaddla

Mata Biologia; area 2= Parque Brigadeiro; area 3= P&ayearad; area 4=
Mata Chaves; area 5= Mata Nico e area 6 = Estacas®arai
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(i)  Efeito de identidade especifica

Encontramos partigd de nicho tréfico entre a maioria das espécies
coocorrentes de grilos (Fig. 3). Apenas em um dos fragmetld Mata Atlantica
amostrados ndo observamos particdo de nicho troficoe eas espécies
coocorrentesMellopsis doucasa& Phoremia zefait Z. mattiotiae Mata do seu
Nico) (Fig. 3).

(i)  Efeito da proximidade filogenética
Encontramos evidéncias de que a distancia filogenética peumuarticao
de nicho trofico entre as espécies coocorrentes (F)40s casos mais evidentes

de particdo de nichtvofico ocorreram entre individuos de géneros difereffies

4), coincidentes com a segregacao entre individuos dedamilerentes (Fig. 5).

67



"N

| | | |

| | ] | |
Mata Biologia Parque Brigadeiro

| ] |
PARNA Caparad

8- P. zefai P zefai
P, rolfsi P. rolfsi

oSS SRS ) >, =217, AT Vo S (—— ;ﬁ”PJmJ'emiufSp.lf

P, rolfsi

P. zefai

T T T |
-28 -26 -24 -22

Figura 3. Resumo dos nichos isotépicos dos individuos de cada espécie

em escala local, como inferido a partir de suas

assinaturas isotopicas

Cada ponto representa os valores de isOtopos estaveiarbena e
nitrogénio no corpo de um individuo de grilo. Cada elipseeBiaya padrao
representa uma espécie. Cada painel representa o lot@iraigeamento
das espécies coocorrentes dentro do remanescenteafl@eststrado. As
linhas pontilhadas paralelas ao eidefine intervalos de 3%o de '°N, que

correspondem a posicdes troficas distintas.
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Phoremia Phoremia Phoremia

Mata Chaves Mata Nico Estacio Paraiso
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Figura 4. Resumo dos nichos isotopicos dos individuos de cada género
em escala local, como inferido a partir de suas assinaturas isotépicas
Cada ponto representa os valores de isOtopos estaveiarbena e
nitrogénio no corpo de um individuo de grilo. Cada elipseeBiaya padrao
representa individuos de um género. Cada painel represeotalode
forrageamento dos géneros coocorrentes dentro do remateefiossstal
amostrado. As linhas pontilhadas paralelas ao eixo-x defieevalos de
3%o de 8'°N, que correspondem a posicdes troficas distintas.

69



"N

A M

] ]
Mata Biologia

]
Parque Brigadeiro

| ] ]
PARNA Caparad

Trigonidiidae

Trigonidiidae

Trigonidiidae

0_ ___________________________________________________________________________
Mata Chaves Mata Nico Estacio Paraiso
8 i .
°D°° °
6= ; et ST ::5::_{%; ':.; 77777777777777777777 : SRV
. o o? ° g oog
o P odg ° % ;ﬁ. ° o
4
2_
Trigonidiidae Trigonidiidae Trigonidiidae
0_ ___________________________________________________________________________
I I I I TT [ I I TT I I I I
-28 -26 -24 -22 =28 -26 -24 -22
8"°C

Figura 5. Resumo dos nichos isotopicos dos individuos de cada
familia em escala local, como inferido a partir de suas assituras

isotdpicas.Cada ponto representa os valores de is6topos estaveis de

carbono e nitrogénio no corpo de um individuo de grilo. Gdigae
Bayesiana padrdo representa individuos de uma mesma fabaitia
painel representa o local de forrageamento das famil@soentes
dentro do remanescente florestal amostrado. As linhatlhawas
paralelas ao eixo-x define intervalode 3% de &N, que
correspondem a posicdes troficas distintas.
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Efeito do niumero de espécies coocorrentes na amplitude de nicho tréfico

Encontramos evidéncias de que 0 numero de espécies resmes
influenciou na amplitude do nicho trofico das espéciasdf= 5.27,P = 0.03) (Fig.
6). As areas dos nichos isotépicos dos grilos nos locaie foram encontradas trés
espécies coocorrendo foram maiores do que as areas Hos oide havia quatro

espécies coocorrendo (Fig. 6).
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Numero de espécies coocorrentes

Figura 6. Efeito do niUmero de espécies coocorrentes na amplitudea é nicho
trofico das espécies em cada local de forrageamentonpditade de cada nicho
trofico foi estimada calculando a area total de cdigaeeBayesiana padrdo gerada a
partir de 40% dos pontos amostrais de cada espécie.

Discussao

Esses dados sdo os primeiros que avaliam nicho troficcoemunidades
bioldgicas de grilos. A partilha de recursos alimentaresstdmnconsiderada um dos
principais mecanismos que facilitam a coexisténcia das iesp@éhase & Leibold
2003), e isso inclui comunidades de plantas (Silvertown 2004jolrar & Tilman
2005), peixes (Mason et.&1008) e insetos (Floréncio et al. 2013, Sarty, Abbott &
Lester 2007; Tillberg et al. 2007). Em comunidades de grilos &acoos particdo

de nicho trofico entre espécies coocorrentes na rpaide dos locais amostrados
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Isso nédo significa que a coexisténcia de grilos eswsscro-habitas estaria sendo
faciltada unicamente porque os grilos estariam partilhandorgses alimentares
Para que isso fosse verdade, os locais amostrados dew&rniacomprovadamente,
restritos em recursos alimentares para os grilos, ena se sabe, tudo que compbe
a serrapilheira pode ser recurso alimentar para os giissa variacdo na
composicao alimentar foi demonstrada pela grande amplitafieatinferida pelos
valores de 5'°N nas comunidades de grilos (Fig. 1 e 2).

Essa grande amplitude de dieta coloca os grilos em atgas&des troficas,
considerando uma mudanca de nivel a cad4o.2de 8°N (Jesus et al. em
preparacao/cap.2). Nossos resultados, portanto, sugerem fp@IEHS para grilos
podem ndo ser limitantes a ponto de explicar a coexiat@ecespécies através da
segregacao de nichos alimentares, mas sdo dados fundanpamta entender a
ecologia trofica desses organismos.

O conhecimento do nicho tréfico de grilos que vivem em serapithele
florestas neotropicais é fundamental para compreender gimfuncionamento desse
ecossistema. Os grilos desses ambientes sdo impsr@tgonentes na base de
cadeias alimentares, fornecendo um fluxo significativo etergia através da
predacdo por animais de niveis tréficos superiores cores @vau, Wikelski &
Wingfield 2000), répteis (Unrine et &007), anfibios, outros artropodes etc. (Kupfer
et al.2006).

(i) Efeito do local de forrageamento

A particdo de nichos tréficos entre grilos nos diferentecais de
forrageamento (Fig 1) com relacdo ao espaco global da, digidencia que, na
grande maioria, as comunidades de grilos exploram didagemtes. Essa particdo
foi evidenciada pelos valores de 8N, que originou grande amplitude de nicho
trofico para grilos que forragearam em mais de um I&sses valores contribuiram
para uma amplitude de dieta que variou entre 0.1 a 8.7%o0 em 421 individuos de grilos
avaliados. As diferengas entre os valores de 8'°N s&o mais acentuadas se comparados
os grilos que forragearam na “Mata Nico” e “Mata Chaves” comparados aos que
forragearam no ‘“Parque Brigadeiro” (Fig. 1). Os grilos desse ultimo local de
forrageamento parecem consumir recursos mais pobrest@génio, podendo ser

considerados como decompositores primarios (Kupfer e208)6). Enquanto os
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grilos que ocuparam os nichos tréficos superiores (MataeSha Mata Nico) estdo
entre as faixas de 8*°N que, segundo Kupfer e colaboradores (2006) englobam (i) os
carnivoros 1, os quais utilizam varias fontes alimentémekiindo detritos e presas
animais; (ii) e os carnivoros 2, que se alimentam, prilmgrie de outros animais.
Seguindo este raciocinio, podemos inferir que, por serevorosie exibirem ampla
flexibilidade alimentar, algumas espécies de grilos consegeeatimentar e dessa
forma, continuar se reproduzindo em locais diferentes.

Com relacéo aos valores &€C, foi observada uma sobreposicéo dos nichos
tréficos. A maioria dos grilos apresentvalores des**C entre -28 €26%o (Fig. 1).
Com essa variacdo podemos inferir que a fonte de reautiipados pelos grilos,
independente do local de forrageamento, provém de plaat&egundo a literatura,
essas plantas possuem valoresst€ que variam, em média, entre -322d%,
(Peterson & Fry 1987; Fry 2006). Alguns estudos atribuem a nrag@stao de
plantas G a sua maior digestibilidade (Carvalho & Pires 2008). Nonémtaos
valores de5**C encontrados em organismos onivoros também podem ibericiis
ao fato de ter havido uma assimilacéo preferencial do carbgendo de plantas L
(Gannes et al.1998). Nossos resultados, no entanto, ndo permitem maiores
discussdes sobre os processos fisiolégicos, que camrnens corpos dos grilos, e
resultaram em valores d&#’°C dentro do esperado para o consumo de recursos
provenientes de plantag Carvores e arbustos) (Fry 2006). No entanto, parece ser
l6gico supor que plantas;Gao os recursos alimentares disponiveis em florestas e
por isso ha uma maior assimilacédo de carbono proverdesta fonte, pelos grilos.

A evidencia de particdo de nicho trofico dos individuos das aesspécies
entre os locais de forrageamento (Fig. 2) tem as mesnpdisacoes discutidas para
as comunidades de grilos no geral. Ou seja, os difertrtais de forrageamento
implicam em mudancas de posicdes tréficas de individuos ddatiama mesma
espécie de grilo, dependendo dos recursos disponiveis em loadl e
provavelmente das espécies que coocorrem. A mudanca detrdfiess (Kupfer et
al. 2006) dentro da mesma espécie pode ser visualizada ao asglimhas
tracejadas horizontais em todas as figuras que evideacrantdanca de nivel tréfico
dos grilos a cada 3%o de 8'°N. Esse valor foi determinado a partir de véarios estudos
com diferentes taxas, em que a cada nivel trofico subgeguenorganismos séo
enriquecidos, em média, entre 2,5 e 3,4%. de 6"°N com relacdo a sua dieta (Post

2002). Estes valores estdo entre a média de fracionansendpico observada em
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grilos 2.7%o + 0.04 - média e SD, Jess alem preparagéo/cap2). Assim, os valores
de 8N estimados nos grilos (0.1%o a 8.7%0) sugere, no minimo, duas posi¢des
troficas completas para estes organismos. Isso si@gujfie os grilos consomem uma
grande variedade de itens alimentares e por isso apresgraade amplitudes de
nicho tréfico (Laymaret al2007b, Syvaranta & Jones 2008, Eratlal2014).

(i)  Efeito de identidade especifica

Os casos de particdo de nicho tréfico entre espéciesrcentes de grilos em
cada local (Fig. 3) podem ser uma evidencia de que os gstés utilizando itens
alimentares diferentes, gerando um discreto padrdo degs€do alimentar entre
algumas espécies (Putmam & Putmam 1996; Philippsen, Hauser &lideR@15
Ercoli et al. 2014). Os grilos sempre foram considerados, ar@grmaioria, como
onivoros, com base em sua aceitacdo de grande variedadéedaisnarganicos em
laboratorio (Walker & Masaki 1989; FMJ observacédo pessaa8lise de conteudo
do tudo digestivo (Castner & Fowler 1984) e observacdes anpa (Desutter-
Grandcolas 1995). Neste estudo, confirmamos a onivoria emrsdade de grilos
no geral, baseado, principalment®s valores isotopicos de 5"°N que conferiu a
ocupacédo de até trés niveis troficos quando observamgsagoeglobal de dieta
Mas também pudemos observar que ha certa diferenciacasmale recursos
alimentares pelas espécies que coocorrem, mesmo quandmsganmo mesmo
nivel trofico.

Quando comparamos 0s nichos troficos entre espéciesdanocal (Fig. 3)
com o nicho tréfico de uma Unica espécie em todosaasslale sua ocorréncia (Fig.
2) podemos observar o efeito do local de forrageamentoespixie especifica. As
diferentes proporcdes de sobreposicdo de nicho podemcesidicionadas a uma
menor sobreposicdo de nicho entre potenciais competidorescala local, uma vez
gue os espacos dos nichos tréficos potenciais se sobrepdsideravelmente em
escalas geograficas maiores (Fig. 1) (Ryan 1986; AraujGussan 2006). Por
exemplo, quando avaliamos o nicho tréfico das esp8tiedoucasae P. zefaiem
um espaco global de dieta (Fig. 2), temos um espaco dekapoderia ser
comparado ao que seria o nicho fundamental, ou potencisdasdesspécies.
Seguindo esse raciocinio podemos perceber que, apesar sugrggasum amplo

espectro alimentar (escala global), os individuos desgaécies ocupam apenas
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parte do potencial nicho tréfico quando em coocorréoeia outras espécies (Fig.
3), sobrepondo, na maioria das vezes, 0 nicho das espécdesrrentes. O nicho

trofico local seria entdo analogo ao nicho realizaopcupado, de uma espécie,
uma vez que o0 nicho realizado, além das varidveis atalge considera as

interacdes bioldgicas.

Essa particdo de nichmbfico entre espécies coocorrentes ndo representa uma
forte evidéncia, no tempo atual, de que ha processos ctivgeefdor recursos
alimentares atuando nas comunidades de grilo. Contudo, nédo gedenfirmar a
inexisténcia de competicdo por recursos nao alimentarex) territério (Jain &
Balakrishnan 2011; Alexander 1961), fémeas para acasalamentzan@de 1961;
Rantala & Kortet 2004), sitios de oviposi¢do, dentre outtasndo na estruturacdo
das comunidades de grilos.

(i)  Efeito da proximidade filogenética

A particdo de nicho trofico parece em algumas comunidadeilds garece
estar relacionados a distancia filogenética entre ossgrgehabitantes. As espécies
coocorrentes que pertencem a géneros diferentes segregjartnés dos seis locais
de forrageamento (Fig. 4). Esse mesmo resultado fon&acim quando analisamos
as espécies entre diferentes familias (Fig. 5). Poo ¢adip, ndo encontramos casos
de segregacdo de nicho entre espécies do mesmo génerarasrda familia, ou
seja, as espécies congenéricas apresentaram sobrepdssciichos troficos em
todos os locais de forrageamento. Pode ser que alguma disiergaorfoldgica
existente entre os individuos de géneros e familias diésréenha causado uma
variacdo nos recursos consumidos, podendo explicar paeoiga coexisténcia de

algumas espécies coocorrentes (MacArthur & Levins 1967).

(iv) Efeito do numero de espécies coocorrentes na amplitude de nicho trofico

Encontramos uma evidéncia de estreitamento de nichoficos
correlacionada com numero de espécies coocorrentesooBoléncia de mais
espécies cada local pode ter provocado um empacotamenichoatréfico efetivo
das espécies, que pode ter contribuido para evitar um aungsttbreposicdo dos

nichos (Pianka 1967). Assim, acreditamos que 0S mecanisspsnsaveis pelo
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estreitamento do nicho tréfico dos grilos em cada Ipodem incluir (i) diferencas
locais na disponibilidade de recursos, como por exempoesenca temporaria de
frutos, flores e fungos na estagdo chuvosa, pode faeroeeabundancia dos grilos
(Neves et al2010), levando-os a um estreitamento do uso de recurs@nai®s o
ao longo de ungontinumtréfico no mesmo local; (i) diferencas locais nasdipdes
ambientais, com maior agrupamento de individuos em lamade as condi¢cdes
abioticas (temperatura, luminosidade e umidade) sejasadaguadas, visto que os
grilos florestais sdo muito sensiveis a baixas umidaSegwelski 2009) e ao
ressecamento, como a grande maioria dos insetos (Dow 2013).

Consideracgdes finais

Neste estudo encontramos evidéncias de que a coexisténcipéaides de
grilos em comunidades naturais envolve particdo de recalisosntares. O local de
forrageamento influenciou diretamente no uso da dieta seqdentemente na
posicdo trofica dos grilos, os quais apresentaram aséniu@is troficos quando
avaliados em um contexto global da dieta. Como prevatdenatura, os valores de
8N determinaram a posicéo tréfica dos grilos dentro de umarnidate bioldgica
e os valores de 8°C indicaram que todos os grilos utilizam recursos alimesteom
origem em plantas £ Além disso, encontramos evidéncia de que a distancia
filogenética também parece influenciar na particdo &dim comunidades de grilos.
Os individuos do mesmo género apresentaram maior sobreposic&o de recursos
alimentares. Finalmente, encontramos evidéncias detasteato do nicho trofico a

medida que aumenta o numero de espécies coocorrentes.
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CONCLUSAO GERAL

(i)

(ii)

(i)

(iv)

v)

Os resultados apontados nos trés artigos desta teségpeiconcluir que:

Os métodos de preservacdo fisico (congelamento) e quimetasol
comercial e combustivel) por 15 e 60 dias, alteram pedoosr um dos
valores isotopicos de 8°C ¢ 8'°N de amostras de grilos de serrapilheira
florestal. Recomendamos o uso de material recém-paztegsara AIE de
grilos.

O fracionamento isotopico de Carbono e Nitrogénio avaliadaapos de
grilos com relacdo a dieta causa um enriqueciment@ &¥¥%o e 4%o nos
valores de&5™°N e uma deplecao entéed4%o e 0.7%o nos valores de *C. Com
iIsso, concluimos que a AIE constitui uma ferramentam@spra para
investigar o nicho tréfico e consequentemente a posicabcar da
comunidade de grilos de serrapilheira, uma vez que sabemassmuA 0
fracionamento isotOpico nos grilos com relacdo a dieta.

A coexisténcia de espécies de grilos em comunidades naturai$/eenv
particio de recursos alimentares. Sendo que o local dagdamento
influencia diretamente no uso da dieta e consequentemarposicao trofica
dos grilos, os quais podem apresentar até trés niveisofofjioando
avaliados em um contexto global da dieta. Ha evidénciaséranide que a
distancia filogenética parece influenciar na particdacaéEm comunidades
de grilos. Os individuos de grilos do mesmo género apresemaior
sobreposicdo no uso de recursos alimentares.

Como previsto na literatura, os valores de §*°N determinam a posicéo tréfica
dos grilos dentro de uma comunidade biologica e os valores de $'°C indicam

a origem da matéria organica, que no caso de grilos depifesia €
basicamente plantag.C

Finalmente, encontramos evidéncias de estreitamento aim nrofico a
medida que aumenta o nimero de espécies coocorrenteste¥shltar que
esses dados sobre utilizacdo de recursos ndo devemilgadag como
evidéncias sobre processos competitivos, porém sdo Bféen basicas

81



sobre as quais se podem construir hipéteses de processogicesole
evolutivos em comunidades bioldgicas.
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Material Suplementar - Artigo 3.
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Figura S1.llustracdo dos locais de forrageamento das espéciesdmsudada local
de forrageamento esta inserido em um remanescenteflomestado no Bioma Mata
Atlantica, localizados na Zona da Mata Mineira, MG, BraSendo A = Parque
Nacional do Caparadé, B = Parque Estadual Serra do Brigadeiro Mata da

Biologia, D = Mata do Seu Nico, E = Estacdo de PesqRasaiso e F = Mata do
professor Chaves. O ponto marcado em cada remanescaei&gpoade ao local de
coleta (area de aproximadamente 5¢0m
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Tabela S1 Descricdo do numero de individuos coletadasafnostras para analises isotOpicas) por espécie em eadaascente
florestal amostrado, totalizando 557 individuos pertencemtaeve espécies e duas familias. Cada amostra foi equévaenm
individuo, totalizando 401 amostras para andlise isotopica.

Téxon
Phoremia zefai
R Phoremiaspl
Trigonidiidae Phoremiasp2

Zucchiella matiottiae

Eidmanacrissp.
Izecksohniella sp.
Phalangopsidae \e|iopsis Doucasae

Luzarinae Gen.Nov.

Mata Mata Nico  Mata Chaves Estacao Parna P. E. Serra
Biologia Paraiso Capara6 Brigadeiro
34 (20) 27 (20) 26 (20) 32 (20) 28 (20) 32 (20)

29 (20)
34 (20)
22 (20) 8 (6)
22 (20)
22 (20)
31 (20) 28 (20) 23 (20) 29 (20) 22 (20)
22 (20)
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