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RESUMO

NASCIMENTO, Gabriele Franga do, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2025. Efeito da adicao de fosforo na herbivoria de plantas de sub-
bosque em uma floresta amazénica. Orientadora: Thiago Gechel Kiloss.
Coorientadores: Tatiana Garabini Cornelissen e Cleberson Ribeiro.

Nascimento, Gabriele F, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2025.
Efeito da adicao de fésforo na herbivoria de plantas do sub-bosque em uma floresta
amazoénica. Orientador: Dr. Thiago Gechel Kloss. Coorientadores: Dra. Tatiana
Garabini Cornelissen e Dr. Cleberson Ribeiro.

A Amazénia desempenha um papel vital no ciclo global de carbono, influenciando
diretamente o clima global e a biodiversidade. Porém, os solos dessa floresta
apresentam escassez de alguns nutrientes, especialmente o fésforo, diminuindo a
produtividade primaria da floresta. Além disso, a escassez desse nutriente pode
alterar o balanco energético das plantas e diminuir a capacidade de investimento em
defesa e crescimento. A principal forma de avaliar o efeito da restricao natural de
macronutrientes sobre os ecossistemas é por meio de experimentos de fertilizacao.
No caso do fésforo, a adicdo desse nutriente em solos limitados pode resultar em
maior atratividade e consumo das folhas por insetos herbivoros. Por outro lado,
plantas que receberam esse aporte nutricional podem obter mais energia para
investir em defesas. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi verificar o efeito da
adicdo de fosforo sobre a herbivoria em plantas de sub-bosque da floresta
amazénica. A pesquisa foi conduzida no projeto Amazon Fertilisation Experiment
(AFEX), desenvolvido em colaboragdo com o Projeto Dindmica Bioldgica de
Fragmentos Florestais (PDBFF) e o Instituto Nacional de Pesquisa da Amazénia
(INPA) em uma floresta Amazdnica de terra firme. Amostramos 16 parcelas que sé&o
manipuladas com a fertilizacdo de N, P e Cations. Em cada parcela, amostramos 5
individuos de 5 espécies de plantas abundantes. Em cada individuo, coletamos dez
folhas expandidas para medir a herbivoria e 3 folhas expandidas e intactas para
avaliar indiretamente a qualidade das folhas por meio do indice SPAD, e
caracteristicas fisicas, como espessura, area foliar total e area foliar especifica
(SLA). Calculamos a area foliar total e a area foliar consumida com o software
Imaged. . A adicdo de fésforo ao solo aumentou a herbivoria em plantas de sub-
bosque na Amazénia, provavelmente devido a alteracdes nas defesas quimicas e no
balanco nutricional, sem afetar defesas estruturais como espessura ou area foliar
especifica. Em



contraste, nitrogénio e caélcio nao alteraram a herbivoria, mas influenciaram
caracteristicas funcionais, como maior espessura foliar. Sugerimos que o aumento
da herbivoria tem o potencial de impactar a dindmica ecologica, indicando que, além
de reduzir a produtividade primaria, a limitacdo de fosforo influencia as interacées
nesse ecossistema. Assim, ressaltamos a importancia de considerar a limitacdo
natural desse nutriente em modelos climaticos que preveem impactos futuros na
Amazénia.

Palavras-chave: Palavras-chave: Amazénia; Floresta tropical; Insetos; Interacao
inseto-planta; Teia tréfica.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Gabriele Franga do, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2025. Effect of phosphorus addition on understory plant herbivory in
an amazonian forest. Adviser: Thiago Gechel Kloss. Co-advisers: Tatiana Garabini
Cornelissen and Cleberson Ribeiro.

Nascimento, Gabriele F, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2025.
Efeito da adicao de fosforo sobre a herbivoria em uma floresta amazénica. Adviser:
Thiago Gechel Kloss. Co-adviser: Tatiana Garabini Cornelissen and Cleberson
Ribeiro.

The Amazon is vital role in the global carbon cycle, directly influencing global climate
and biodiversity. However, the soils of this forest are deficient in specific nutrients,
especially phosphorus, which affects the primary productivity of the forest.
Additionally, the scarcity of this nutrient can alter the energy balance of plants and
affect their ability to invest in defense and growth. The primary way to assess the
effect of natural macronutrient limitations on ecosystems is through fertilization
experiments. In the case of phosphorus, additing this nutrient to nutrient-poor soils
can result in increased attractiveness and consumption of leaves by herbivorous
insects. On the other hand, plants that receive this nutritional input may gain more
energy to invest in defenses. Thus, this study aimed to investigate the effect of
phosphorus addition on herbivory in understory plants of the Amazon rainforest. The
research was conducted in the Amazon Fertilisation Experiment (AFEX) project,
developed in collaboration with the Biological Dynamics of Forest Fragments Project
(PDBFF) and the National Institute for Amazon Research (INPA) in a Amazon forest.
We sampled 16 plots that are manipulated with the fertilization of N, P, and cations.
In each plot, we sampled 5 individuals from 5 abundant plant species. For each
individual, we collected ten expanded leaves to measure herbivory and 3 expanded,
intact leaves to indirectly assess leaf quality using the SPAD index and physical
characteristics such as thickness, total leaf area, and specific leaf area (SLA). We
calculated total leaf area and consumed leaf area using Imaged software.The
addition of phosphorus to the soil increased herbivory in understory plants in the
Amazon, likely due to changes in chemical defenses and nutritional balance, without
affecting structural defenses such as thickness or specific leaf area. In contrast,
nitrogen and calcium did not alter herbivory but influenced functional traits, such as
increased leaf thickness. We suggest that the increase in herbivory has the potential
to impact ecological dynamics, indicating that, beyond reducing primary



productivity, phosphorus limitation influences interactions in this ecosystem. Thus, we
emphasize the importance of considering the natural limitation of this nutrient in
climate models that predict future impacts in the Amazon.

Keywords: Key-words: Amazon; Tropical Forest; Insects; Insect-plant interaction;
Trophic web.
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1. INTRODUCAO

As florestas tropicais sdo responsdveis pela maior produtividade primdria do
mundo, sendo fundamentais para o ciclo do carbono (CRAMER et al., 2004). A floresta
amazonica, por exemplo, é responsdvel por 25% da produtividade primdria liquida global
(LE QUEREE et al., 2018). No entanto, a capacidade produtiva das plantas pode ser
influenciada negativamente pela a¢do de herbivoros, que consomem cerca de 20% da
biomassa vegetal em florestas tropicais (METCALFE et al., 2014). Os insetos ao
consumirem a massa foliar promovem reducdes significativas na fotossintese e
consequentemente, alteraram os padrdes de produtividade e alocagdo de carbono nestes
ambientes (BLUMENTHAL e AUGUSTINE, 2009; FEELEY e TERBORGH, 2005;
METCALEFE et al., 2014; ZVEREVA et al., 2014).

A acdo dos herbivoros em florestas tropicais estd diretamente relacionada com as
caracteristicas de defesa da planta (WERNER et al., 2015). As estratégias de defesas das
plantas podem ser fisicas, como espinhos, tricomas e cuticulas espessas, ou quimicas,
como a produc¢do de taninos, alcaloides e outras substincias téxicas (MOSTAFA et al.,
2022). Os tipos de defesa podem influenciar diretamente no processo de selecdo de
plantas pelos herbivoros, reduzindo o consumo ou alterando suas preferéncias alimentares
(COLEY, 1985). Assim, apesar dos herbivoros apresentarem alta capacidade de alterar a
produtividade das florestas, o investimento das plantas em defesas ou atributos funcionais
especificos pode modular significativamente a acdo deles. Além disso, esse investimento
€ energeticamente custoso para as plantas, com gastos elevados de nutrientes, como por
exemplo o fésforo.

O investimento das plantas em defesa esta relacionado com a qualidade nutricional
dos solos onde as plantas adquirem os seus recursos (VITOUSEK et al., 2010). Plantas
que crescem em ambiente com maior quantidade de nutrientes, priorizam crescimento
rapido e reprodugdo, investindo em estruturas de defesas menos custosas, enquanto
plantas de solos pobres, desenvolvem estratégias de sobrevivéncia mais custosas e
possuem maior eficiéncia no uso de recursos (Coley et al., 1985). Dessa forma, a
disponibilidade de nutriente no solo pode modular o investimento em tipos de defesas das
plantas contra herbivoros e afetar a susceptibilidade a herbivoria (RAUBENHEIMER e
SIMPSON 1997; ROEDER e BEHMER, 2014). Isso pode ocorrer porque em ambientes
com maior disponibilidade de recursos nutricionais, as plantas tornam-se mais nutritivas,
com maior teor de proteinas, acticares e compostos que atraem herbivoros (BARROS,

2022). Além disso, o processo de reposi¢ao de tecidos vegetais removidos pode ser feito


https://consensus.app/papers/plant-responses-to-herbivory-wounding-and-infection-mostafa-wang/417e1e35d8705db587f7d47a0f44ffd3/?utm_source=chatgpt
https://consensus.app/papers/plant-responses-to-herbivory-wounding-and-infection-mostafa-wang/417e1e35d8705db587f7d47a0f44ffd3/?utm_source=chatgpt
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mais facilmente devido a quantidade de recurso disponivel. Isso pode levar as plantas a
priorizarem o investimento em crescimento e reprodugdo, em detrimento das defesas.
Assim, compreender os efeitos da nutricdo do solo sobre a herbivoria € crucial, pois a
disponibilidade de nutrientes influencia diretamente o balanc¢o entre crescimento e defesa
das plantas, modulando sua resisténcia a herbivoros e influenciando na produtividade
priméria dessas florestas.

Solos da floresta amazodnica apresentam baixas quantidades de fésforo, que variam
em um gradiente de oeste a leste, e estd relacionada com baixa disponibilidade de
nutrientes de derivacdo rochosa no solo, devido a sua idade avancada e composi¢ao
geoldgica (QUESADA e LLOYD, 2016; LAMBERS et al., 2008). Além disso, o intenso
processo de lixiviagdo remove minerais soliveis, reduzindo a disponibilidade desse
nutriente (QUESADA et al. 2010; 2011). O fésforo € o principal nutriente limitante da
produtividade priméria liquida na Amazdénia (CUNHA et al., 2022; QUESADA e
LLOYD, 2016). Em uma &rea de floresta de solos antigos da Amazonia central, a adi¢cao
de fosforo foi capaz de aumentar a producao de raizes finas e de folhas (CUNHA et al.,
2022). Portanto, a disponibilidade de fésforo no solo pode aumentar a disponibilidade de
biomassa de tecidos vegetais para insetos herbivoros e promover uma maior exploracao
do solo pelas plantas por meio da busca de nutrientes e dgua.

No entanto, a caréncia de fosforo pode afetar o investimento em defesa dessas plantas,
influenciando o consumo dos tecidos vegetais por insetos herbivoros (WILLIS e
RICHARD, 1995). Apesar desse efeito ser pouco compreendido nas florestas
amazonicas, € conhecido que o fésforo atua em processos que contribuem para defesas
contra herbivoros, como a facilitagio de defesas induzidas localizadas
(AGRAWAL,1998). Essas defesas sdo ativadas ou intensificadas apenas quando hd
ataque de herbivoros, patégenos ou danos mecanicos, sendo consideradas com menor
custo energético para a planta (FERRY et al., 2004), o que pode indicar que a restricao
natural desse nutriente pode afetar a defesa de plantas em ambientes amazonicos. Além
disso, o fésforo € o componente essencial do ATP (adenosina trifosfato), molécula de
armazenamento e transferéncia de energia em processos como fotossintese, respiracao
celular e transporte de nutrientes em plantas, além de ser um facilitador em processos
metabodlicos que sustentam a producdo e a funcionalidade da clorofila. Dessa forma, a
disponibilidade desse nutriente no solo pode influenciar no crescimento geral da planta,
aumentando o nimero e o tamanho de folhas, assim como promover um metabolismo

energético eficiente para a sintese de compostos estruturais como folhas mais espessas e
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densas, fatores que podem influenciar a acdo dos herbivoros (BRADY e WEIL, 2008;
PLAXTON e LAMBERS, 2015, VITOUSEK et al., 2010).

Em um cendrio de alteragdes climdticas globais, compreender como caracteristicas
nutricionais do solo podem alterar processos capazes de afetar padrdes de produtividade
e alocacdo de carbono em florestas tropicais sdo essenciais. Dessa forma, investigamos
neste estudo, como a adi¢cdo de fosforo afeta a herbivoria em plantas de sub-bosque em
uma floresta de terra firme na Amazonia Central. Além disso, investigamos como a adi¢ao
desse macronutriente afeta atributos fisiolégicos das plantas do sub-bosque que podem
influenciar na intensidade de acdo de insetos herbivoros. Nesse contexto, avaliamos como
a adicdo de fésforo pode influenciar o investimento das plantas em defesas primdrias
estruturais, como a espessura foliar e a drea foliar especifica (SLA). Folhas mais espessas
apresentam maior resisténcia mecanica, dificultando a mastigacdo por herbivoros. Além
disso, folhas com baixo SLA (mais densas e com menor area) tendem a ser mais dificeis
de consumir, devido a maior densidade tecidual. Assim, a reducdo da drea foliar
especifica (SLA), estd associada a maior investimento em defesas estruturais ou a
condi¢des ambientais estressantes (LARCHER, 2000). Em contraste, folhas com alto
SLA (finas e de grande drea) estdo geralmente associadas a plantas que priorizam o
crescimento répido e que sdo mais suscetiveis ao consumo por insetos herbivoros. Por
fim, buscamos compreender como fatores que aumentam a qualidade do recurso foliar
para insetos herbivoros podem ser afetados pela adi¢ao de fésforo. Para isso, avaliamos
mudancas nos indices relacionados a intensidade da cor verde das folhas, medida
considerada como o indice SPAD e a érea foliar total em plantas do sub-bosque. Dessa
forma, o estudo permitiu compreender o impacto da restri¢ao de fésforo na acdo de insetos
herbivoros em uma floresta amazonica. Além disso, avaliar se essa limitacdo estad
associada a alteragOes na atratividade das plantas ou nas defesas estruturais, fator

essencial para entender o papel desse nutriente na dindmica ecoldgica da floresta.
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2. METODOS

2.1. Area de estudo

A investigacdo foi desenvolvida na Area de Relevante Interesse Ecoldgico - Projeto
Dinamica Bioldgica de Fragmentos Florestais (ARIE-PDBFF), sitio Km 41, que fica
localizada na Amazonia Central, a aproximadamente 80km do norte da cidade de Manaus,
Amazonas. A ARIE-PDBFF compreende mais de 3.180,05 hectares de floresta nativa,
em um alto grau de preservacdo biolégica. O clima da regido é quente e imido, com
temperatura média anual de 26,7°C (RADAMBRASIL, 1978). O pico de chuvas ocorre
entre os meses de marco a abril, e seca entre julho e setembro (LOVEJOY e
BIERREGAARD, 1990). A vegetacdo da area é caracterizada como florestas ombréfila
densa de terra firme (LAURANCE et al., 2018) (Fig. 1).

Reservas do Projeto Dinamica Biolégica de Fragmentos Florestais

Legenda

Estradas Drenagem W 5o AFEX Area
Auto esxacas Rio [ Focesta

——— Estradas o pavimentada Drenagem [ Area cesmatada
N Fonte: INPE Landsat TM 5,4.3 - RGB, 1995.

——— Estraca de acesso a0s acampamentas. @ Lo A Aampamento | Elaborado em junho de 1998 por Venticinque,
Geo E.M.and Ferandes, T. L. N

Figura 1. Mapa da Area de Relevante Interesse Ecolégico do Projeto Dinamica Biolégica
de Fragmentos Florestais, Rio Preto da Eva, Amazonas. Area em amarelo indica a

localizagdo do Amazon Fertilisation Experiment. Fonte: E.M e Fernandes T.L.N.
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2.2. Delineamento experimental

As coletas de dados foram realizadas nas parcelas experimentais do projeto Amazon
Fertilisation Experiment (AFEX), desenvolvido em colaboracdio com o PDBFF e o
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazdnia (INPA). O desenho experimental do projeto
AFEX (Fig. 2), consiste em 32 parcelas de 50x50m, distribuidas em quatro blocos, que
estdo separados por uma distancia minima de aproximadamente 300m. Cada bloco ¢é
formado por oito parcelas, sendo estas separadas a uma distdncia minima de 50m. Em
cada bloco, sete parcelas recebem a fertilizacdo de nutrientes, enquanto uma (controle)
permanece sem fertilizac@o. Os tratamentos de fertilizacdo consistem na aplicacdo de: 1
- Nitrogénio (N); 2 - Fésforo (P); 3 — Cations (Ca, Mg e K); 4 - N+P; 5 - N+Cétions; 6 -
P+Citions; 7 - N+P+Caitions; 8 - Controle (auséncia de fertilizacdo). As propor¢des dos
nutrientes que sdo adicionados nas parcelas, sdo: N: 125 kg ha™ yr! em forma de ureia;
P: 50 kg ha™1 yr!' como superfosfato triplo; cations: 160 kg ha™ yr' de calcario
dolomitico para Ca e Mg, mais 50 kg ha™1 yr! de potéssio cloridrico como K (LUGLI
et al., 2021). No entanto, para a realizacdo desse estudo, utilizamos as parcelas sem
interacOes entre os nutrientes, totalizando a amostragem de plantas presentes em 16
parcelas. O procedimento de fertilizacdo nas parcelas experimentais foi realizado
anualmente, no periodo de 2017-2023, durante a estacdo chuvosa, com as mesmas
propor¢des sendo aplicadas em todas as parcelas. Em cada etapa de fertilizacdo, os
fertilizantes foram adicionados especificamente na area de 30x30m das parcelas e
distribuidos por meio de lanco a mdo durante uma caminhada sistemdtica dentro de cada

parcela.
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Figura 2. Mapa de localizacdo dos blocos e parcelas do Amazon Fertilisation

Experiment no sitio Km41, da ARIE PDBFF, Rio Preto da Eva, Amazonas

2.3. Critério de selecao das plantas

Amostramos em cada parcela, cinco individuos, de cinco espécies abundantes de
plantas, seguindo o protocolo adaptado da rede Herbivory and Florivory
(CORNELISSEN, et al. 2022). Todos os individuos selecionados estavam a uma
distancia minima de 1 m entre si.

Em cada individuo, selecionamos folhas presentes em um ramo intermediario da
planta. Para isso, ficamos posicionados a uma distancia de 2m da planta, e selecionamos
um ramo na posic¢ao central da planta, o que evitou a selecio de ramos apicais muito
recentes ou de ramos muito antigos, que geralmente refletem um grande histérico de
herbivoria. Em cada ramo, coletamos dez folhas maduras e totalmente expandidas para
as andlises de herbivoria, a partir da base de cada ramo. Além disso, em cada individuo,
selecionamos trés folhas intactas para as andlises de espessura foliar, drea foliar total,
intensidade da cor verde nas folhas (indice SPAD) e drea foliar especifica (SLA). A
selecdao de folhas sem danos para a mensuracdo dos efeitos da adicdo de nutrientes foi
realizada para que danos fisicos ndo comprometessem a representatividade da folha por
completo. Além disso, perfuracdes ou rasgos podem representar alteracdes estruturais ou

perda de tecido, gerando valores inconsistentes, que podem influenciar na 4rea foliar
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especifica, SLA, espessura e no indice SPAD. Quando trés folhas intactas ndo estavam
presentes no ramo selecionado, coletamos folhas intactas dos ramos mais proximos, em
direcdo ao dpice da planta, até atingir o nimero necessario.

Avaliamos apenas plantas de sub-bosque, excluindo plantulas menores que 0,5m e
arvores maiores de 3m. Além disso, excluimos todas as espécies que tinham associacoes
mutualisticas com formigas, o que constitui uma defesa bidtica frequente na Amazodnia,
capaz de alterar a acdo de insetos herbivoros. Em alguns casos, foram selecionadas
espécies com folhas compostas que apresentavam grandes foliolos, como ramos com
folhas paripenadas e imparipenadas. Entretanto, nenhuma espécie de planta com folhas
recompostas ou compostas digitadas esteve presente entre as espécies mais abundantes
de cada parcela. No caso da selecdo de espécies com folhas compostas, a unidade foliar
considerada foi o foliolo. Por fim, um ramo de cada espécie selecionada foi coletado para

1dentificacdo, que foi realizada por um parataxonomista especializado na flora amazonica.

2.4. Avaliacao de espessura foliar e indice SPAD

Para avaliar a espessura das folhas, utilizamos um micrometro digital, que mede a
menor dimensao entre duas superficies paralelas, com resolu¢do em mm. A intensidade
de cor verde das folhas foi avaliada pelo SPAD (Soil Plant Analysis Development). Ele
fornece um indice, chamado indice CCI que estd relacionado com os teores relativos de
clorofila presente na folha, e indiretamente, ao estado nutricional da planta (SALLA;
RODRIGUES; MARENCO, 2007). As medidas de espessura e do indice de clorofila
foram realizadas em trés pontos de cada uma das trés folhas intactas (4pice, meio e base),

desconsiderando a nervura central. Assim, para cada folha ou foliolo, obtivemos o valor

médio dessas variaveis (Fig. 3).
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Figura 3. a) Medi¢des em campo de clorofila total das plantas utilizando equipamento

SPAD. b) Medic¢oes de espessura foliar utilizando um micrometro digital.

2.5. Avaliacao da area foliar especifica (SLA) e area foliar total.

Para avaliar a 4rea foliar especifica (SLA) e area foliar total, as folhas intactas de cada
planta foram coletadas, prensadas e conservadas em silica durante a expedi¢ao de coleta.
Em seguida, as folhas foram conduzidas ao laboratério de Ecologia e Comportamento da
UFV (LABECOM-UFV), onde foram secas em estufas por um periodo de 72h, a 45°C.
Para calcular o SLA, digitalizamos as folhas intactas e secas com o auxilio de um scanner.
Com base nas imagens de cada folha, calculamos a drea total de cada folha (cm?),
utilizando software ImageJ. A biomassa seca de cada folha foi mensurada em balanca
digital, com precisdo de 0,0001g. Com base nos valores da édrea foliar e biomassa seca de
cada folha, calculamos a drea foliar especifica (SLA), constituida pela razao entre a 4rea

foliar e a biomassa seca de cada folha.

2.6. Avaliacao da herbivoria

Para avaliar o efeito da adi¢do de nutrientes sobre a herbivoria de plantas de sub-
bosque, secamos todas as 10 folhas coletadas de cada individuo em estufa, por 72h, a
45°C. Na sequéncia, digitalizamos todas as folhas com um scanner. Com base nas
imagens de cada folha ou foliolo, calculamos a drea foliar total e a drea foliar consumida
com o software ImageJ (Fig. 4). Em seguida, determinamos a porcentagem de area
consumida, constituida pela razdo entre drea perdida e drea total multiplicado por 100.
Consideramos apenas as perdas causadas por insetos herbivoros mastigadores
(METCALEFE et al., 2014). Para cada individuo, calculamos a média da porcentagem de

area foliar consumida.
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Figura 4. Ilustracdo do software ImageJ. utilizado para realizar as medi¢Oes da area foliar

total e area foliar removida.

2.7. Andlises estatisticas

Utilizamos modelos lineares generalizados de efeitos mistos para avaliar os efeitos
da adi¢do de nutrientes, sobre a porcentagem de drea foliar consumida, assim como as
caracteristicas de espessura, SLA, drea foliar total e indice SPAD. Para isso, a presenca
e a auséncia de cada nutriente foram consideradas como varidveis preditoras, enquanto a
média observada em cada individuo para a porcentagem de drea foliar consumida, dureza,
SLA, érea foliar total e indice SPAD foram consideradas como varidveis resposta. A
identidade dos blocos e da familia de cada planta foram consideradas como fatores
aleatdrios e independentes nos modelos. Ajustamos os modelos utilizando o pacote
glmTMB (BROOKS et al., 2017). Para avaliar o efeito dos nutrientes sobre a herbivoria,
ajustamos o modelo com distribui¢@o beta binomial. Para avaliar os efeitos dos nutrientes
sobre o indice SPAD (clorofila total), transformamos a varidvel resposta em logaritmo
natural e avaliamos os efeitos por meio da constru¢do de um modelo com distribuicdo
gaussiana e funcao de ligagdo “identity”. Por fim, para avaliar os efeitos dos nutrientes

sobre o SLA, drea foliar total e espessura foliar, ajustamos modelos com distribui¢do
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Gamma, com a funcao de ligagdo “log”. Os efeitos em cada modelo foram avaliados por
meio da funcdo ANOVA (tipo 3), utilizando o pacote car (FOX e WEISBERG, 2019). As
andlises foram realizadas no programa R (R Development Core Team 2024). A
distribuicao dos residuos de cada modelo e os parametros de variancia foram verificados

com o auxilio do pacote DHARMa (HARTIG, 2023).



22

3. RESULTADOS

Nas 16 parcelas amostradas, coletamos dados de 400 plantas, pertencentes a 22 espécies
distribuidas em oito familias. As espécies mais frequentes foram Duguetia echinophora
e Protium sp. e as familias com maior representatividade foram Rubiaceae e Sapotaceae
(ver Anexo 1). Para calcular os efeitos dos nutrientes sobre a herbivoria, avaliamos os
danos proporcionados por insetos mastigadores em 4000 folhas. J4 para as andlises de
area foliar especifica (SLA), indice SPAD, espessura e drea foliar total, analisamos 1199

folhas.
Herbivoria

Observamos que a herbivoria nas parcelas fertilizadas por fosforo apresentaram uma
variacdo de 0,06% a 42,89%, (8,02+7,53%, média + erro padrdo). Nas parcelas
fertilizadas por nitrogénio, a variacdo de herbivoria observada foi de 0,02% a 33,37%
(6,44+5,99%) e nas parcelas fertilizadas por cation, a herbivoria variou de 0% a 28,51%
(5,94+5,68%). A adicdo de fosforo no ambiente resultou em um aumento de 1,66% de
area foliar consumida por insetos herbivoros mastigadores em relagcdo as parcelas onde
esse nutriente esteva ausente (XZ: 6,49; p = 0,01). Entretanto, ndo observamos diferenca
na herbivoria em parcelas onde houve a adicdo de nitrogénio (y’= 0,46; p=0,49) e cition

(x*=0,34; p=0,55) (Fig. 5).
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Figura 5. Relacdo da porcentagem de drea foliar consumida na presenga ou auséncia de
fosforo (P), nitrogénio (N) e cétions. As barras laranja indicam a auséncia de cada
nutriente, enquanto as barras roxas representam sua presenca. Cada ponto no grafico
representa a média da porcentagem de drea foliar consumida para cada planta. A linha

tracejada indica a média observada no grupo controle (auséncia de fertilizagdo).

Area foliar especifica (SLA)

Nas parcelas fertilizadas por fésforo, observamos uma variagio da drea foliar especifica
(SLA) de 48,81 cm?. g'a 382,75 cm? g! (143,08 + 53,6 cm?. g'!, média + erro padrio).
Observamos que, a drea foliar especifica em parcelas fertilizadas por nitrogénio
apresentaram uma variacdo de 52,77 cm?. g'! a 338,44 cm®. g! (134,48 £ 45,7 cm?. g!),
e nas parcelas fertilizadas por cdtions variou de 62,66 cm?. g a 287,56 cm?. g! (141
42,2 cm?. g'!). Dessa forma percebemos a adicio de nitrogénio (x*=6,40; p=0,01) e cétion
(X2:4,02; p=0,04) reduziu a drea foliar especifica das plantas, mas ndo observamos
diferenca no SLA em parcelas onde houve a adi¢io de fésforo (3> =0,008; p=0,92) (Fig.
6).
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Figura 6. Relacdo da drea foliar especifica (SLA) na presencga ou auséncia de fésforo (P),
nitrogénio (N) e cdtions. As barras laranja indicam a auséncia do nutriente, enquanto as
barras roxas representam sua presenga. Os pontos representam a média da drea foliar
especifica (SLA) para cada planta. A linha tracejada indica a média da &4rea foliar

especifica (SLA) observada no grupo controle (auséncia de fertilizacdo).
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Indice SPAD

Observamos que o indice SPAD nas parcelas fertilizadas por fésforo variou de 35,42 a
69,94 (51,9 £7,12, média + erro padrdo). Nas parcelas fertilizadas por nitrogénio o indice
SPAD variou de 38,57 a 71,6 (53,5 £ 6,82) e nas parcelas fertilizadas por cation
apresentaram uma variacao de 32,61 a 67,89 (50,6 + 7,10). Dessa forma percebemos que
a adicao de nitrogénio no ambiente aumentou o indice SPAD ()(2 =14,83; p=0,001), mas
ndo houve diferenca significativa no indice SPAD em parcelas com a adi¢do de fésforo

(x2 =2,91; p=0,08) e cition (x> =0,15; p=0,69) (Fig. 7).
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Figura 7. Relagdo do Indice SPAD em fungio da presenca ou auséncia de fésforo (P),
nitrogénio (N) e cétions. As barras laranja indicam a auséncia do nutriente, enquanto as
barras roxas representam sua presenga. Os pontos representam a média o indice SPAD
para cada planta. A linha tracejada indica a média do indice SPAD observada no grupo

controle (auséncia de fertilizacdo).

Area foliar total

Observamos que a drea foliar total nas parcelas fertilizadas por fésforo variou de 10,1

cm? a 210,23 cm? (51,1 + 44,4 cm?, média + erro padrdo). Nas parcelas fertilizadas por
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nitrogénio a area foliar total variou de 4,32 cm? a 149,56 cm? (43,7 + 30,4 cm?) e nas
parcelas fertilizadas por cétion apresentaram uma variacao de 7,05 cm? a 134,03 cm? (39,3
+ 29,9 cm?).Observamos que a drea foliar total ndo foi afetada pela adi¢do de fésforo no
ambiente (> =0,96 p=0,32), assim como nio foi afetada pela adi¢do de nitrogénio (>

=0,54; p=0,46) e cation (X2 =0,95; p=0,32) (Fig. 8).
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Figura 8. Relacdo da 4rea foliar total (cm?) em da presenca ou auséncia de fésforo (P),
nitrogénio (N) e cdtions. As barras laranja indicam a auséncia do nutriente, enquanto as
barras roxas representam sua presenca. Os pontos representam a média da area foliar total
para cada planta. A linha tracejada indica a média da area foliar total observada no grupo

controle (auséncia de fertilizacdo).

Espessura foliar

Observamos que a espessura foliar nas parcelas fertilizadas por fésforo variou de 0,11
mm a 0,27 mm (0,17 = 0,03 mm, média + erro padrdao). Nas parcelas fertilizadas por
nitrogénio a espessura foliar variou de 0,08 mm a 0,32 mm (0,19 + 0,05 mm), e nas
parcelas fertilizadas por cétion apresentaram uma variagdo de 0,1 mm a 0,34mm (0,18 +
0,04 mm). Dessa forma, percebemos que a adi¢ao de nitrogénio no ambiente aumentou a
espessura foliar (x2 =9,78; p=0,001), assim como a adi¢ao de cdtion (XZ: 4,64; p=0,03),

mas nio diferiu em parcelas onde houve a adigio de fésforo (x> = 1,02; p=0,31) (Fig. 9).



26

0.35 0.35 0.35
[-} L] L
(-} L] L]
[-] (-] -3 L]
(-] L] T -]
0.30 o 0.30 4 0.30 °
=] -] * -] -
—_— 1 * °
0 ® ° [ ] ® L
£ o ® [] ] L] ]
E o2s ® 025 o e 0.25 ° [
—_— b ® " ° ®
& ° ¢ ¢ t
'T_} -} [+ ] -] ..‘
oy [:] ..
o 020 o 0.20 o 0.20 o
= e @ o
= - - B . - il - SR . - . - B . _ S
iy =] e '
2015 o 0.15 C : 0.15 ° ¢
L ° [ [ ° *
[} e [ L] &
o [} [ ° ®
-] (-] [ ] -]
0.10 9 0.10 ® l 0.10 °
L : -]
-] ' ] o
-p +P -N +N -Cations  +Cations

Figura 9. Relacdo da espessura foliar (mm) em funcdo da presenga ou auséncia de fésforo
(P), nitrogénio (N) e cédtions. As barras laranja indicam a auséncia do nutriente, enquanto
as barras roxas representam sua presenga. Os pontos representam a média de espessura
foliar para cada planta. A linha tracejada indica a média da espessura foliar observada no

grupo controle (auséncia de fertilizagdo).
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4. DISCUSSAO

Observamos que a adicdo de fésforo ao solo resultou em um aumento na
porcentagem de drea foliar consumida, sugerindo que a limitag¢do desse nutriente restringe
a acdo de insetos herbivoros em plantas do sub-bosque de florestas de terra firme da
Amazo6nia. No entanto, esse aumento na herbivoria ndo foi promovido por alteracdes nos
tracos funcionais das plantas que podem indicar maior investimento em defesas
estruturais, como espessura foliar e darea foliar especifica (SLA). Além disso, a area foliar
total e a intensidade de cor verde das folhas (indice SPAD), que podem representar maior
disponibilidade e qualidade do recurso foliar, permaneceram inalteradas com a adi¢do de
fosforo. Esse resultado sugere que a adicdo de fésforo no solo pode estar modulando
negativamente as estratégias de defesas quimicas das plantas de sub-bosque, ou atuando
em alteracdes no balanc¢o nutricional das plantas, fatores que podem alterar o consumo de
insetos herbivoros. Assim, além de restringir a produtividade total do ecossistema
amazonico (CUNHA et al., 2022), sugerimos que a limitagdo natural de fosforo nesse
ambiente altera a acdo de consumidores primérios da cadeia tréfica.

Em contraste, a adicdo de N e Cétions, nutrientes que ndo sao limitados fortemente
no ambiente amazdnico, ndo afetou o consumo das plantas por insetos herbivoros.
Entretanto, a adicdo de nitrogé€nio promoveu um aumento na espessura foliar e na
intensidade de cor verde das folhas. Além disso, a adi¢do de nitrogénio reduziu a 4rea
foliar especifica (SLA), devido a uma maior propor¢cdo de biomassa seca por drea foliar,
indicando potenciais ajustes na alocacdo de recursos das plantas em relacio a maior
disponibilidade desse nutriente. A espessura foliar, por exemplo, é influenciada pela
quantidade de dgua disponivel da folha e por fatores que determinam o desenvolvimento
das camadas celulares, como o parénquima pali¢cddico e esponjoso. Dessa forma, o
nitrogénio tem papel mais direto nesse traco, pois ele é necessdrio para sintese de
proteinas estruturais e para a formacdo de cloroplastos (FIELD e MOONEY, 1986;
WRIGHT et al., 2004). Além disso, é conhecido que plantas com maiores concentragdes
de nitrogénio e qualidade e quantidade de pigmentos cloroplastidicos, sdo mais eficientes
em suas taxas fotossintéticas, ou seja, individuos com maior drea foliar e menor espessura
(REICH et al., 1999; LAMBERS et al., 1998; POORTER e ROB DE JONG, 1999;
EVANS e POORTER, 2001). A adi¢do de cdtions ao solo também contribuiu para o
aumento da espessura foliar, indicando que diferentes nutrientes modulam caracteristicas

funcionais das plantas de maneira distinta. Isso sugere que embora a adi¢ao de N e Cations
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tenham promovido uma maior espessura foliar, e uma reducdo no SLA, essas mudangas
que podem refletir maior defesa estrutural e qualidade potencial do tecido foliar, ndo
foram suficientes para alterar a acdo de insetos herbivoros no consumo de plantas, o que
refor¢a a possibilidade do aumento no consumo observado com a adi¢do de P ter sido
gerado por alteragcdes no balanco de defesa quimica das plantas.

Plantas que crescem em ambientes ricos em nutrientes podem alocar menos
recursos para defesas quimicas energeticamente mais custosas, optando por defesas
induzidas, tornando-se mais vulneraveis a herbivoria (MARTINS et al., 2020). Assim,
adicao de fosforo ao solo pode ter contribuido para a produgdo de defesas induzidas
localizadas (AGRAWAL,1998). Isso ocorre como uma vantagem da planta em
economizar recursos, ativando mecanismos de defesa apenas no local onde ocorre o
ataque. Embora sejam energeticamente menos custosas, as defesas induzidas nao evitam
o dano inicial causado pelos herbivoros, sendo ativadas apds a detec¢do do ataque (por
sinais quimicos ou fisicos), o que resulta na producdo dos compostos quimicos de defesa
que atuam na defesa dessas plantas contra ataques futuros (CHESSIN e ZIPF, 1990).
Dessa forma, o fésforo pode provocar um desbalanco nas estratégias defesa, que gera um
ciclo de plantas produtivas, mas menos protegidas, intensificando a press@o de herbivoria
na vegetacdo (HERMS e MATTSON, 1992).

O aumento da herbivoria com a adi¢do de fésforo pode ainda ser explicada por
meio da reducdo da qualidade nutricional das folhas. Ao adicionar fésforo ao solo, ele
pode estimular um crescimento acelerado da planta, especialmente em solos onde o
fosforo € limitante (PLAXTON e LAMBERS, 2015). O aumento da biomassa vegetal
pode promover uma dilui¢do do nutriente, ou seja, a massa fresca aumenta, contudo, a
concentracdo do elemento permanece igual. Essa mudanca pode diminuir o valor
nutricional da biomassa das folhas consumidas por insetos herbivoros. Dessa forma, ao
consumir folhas de menor qualidade nutricional, os insetos herbivoros precisam ingerir
uma quantidade maior de biomassa para atender suas necessidades metabdlicas (SILVA
e BATALHA, 2011; SILVA et al., 2015). Como consequéncia, essa maior ingestdo de
tecido vegetal resulta em um aumento geral na quantidade de folhas consumidas,
elevando as taxas de herbivoria.

Como a reducdo da limitacdo de fésforo na Amazdnia aumenta a produtividade
primaria (CUNHA et al., 2022), é possivel que esse aumento da disponibilidade de
energia no sistema possa afetar o crescimento das populagdes de insetos herbivoros. O

consequente aumento no numero desses insetos poderia explicar também os maiores
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niveis de herbivoria observados neste estudo com a adi¢do desse nutriente limitante.
Dessa forma, os nossos resultados podem indicar que a limitag¢do natural de f6sforo regula
a densidade das populacdes de herbivoros no ambiente amazonico.

O aumento de 1,66% observado na herbivoria em plantas de sub-bosque com a
adicao de fosforo, representa uma mudanga substancial nesse compartimento da floresta
amazoOnica, o que pode resultar em um fator importante para alterar a produtividade do
ambiente. Além disso, é importante ressaltar que esse efeito foi observado a nivel de
comunidade, independentemente da filogenia das plantas. Dessa forma, o trabalho
evidencia a importancia em considerar a limitagao naturais de nutrientes, especialmente
do fésforo, nos modelos de mudancas climdticas que projetam impactos futuros sobre a
floresta amazonica. Embora frequentemente se discuta o papel da Amazonia na absor¢ao
de COz e no balango geral do carbono, a limitacdo de fosforo tem se destacado cada vez
mais como um fator critico para compreender os efeitos do aumento do CO; nesse
ecossistema. Assim, demonstramos que o fdésforo é um elemento crucial nesse
ecossistema, uma vez que sua limitacdo influencia ndo sé diretamente na produtividade

primdria liquida, como também nas interagdes ecoldgicas em niveis tréficos superiores.
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ANEXO 1- Abundancia das espécies de plantas do sub-bosque coletadas nas 16

parcelas experimentais.

Familia Espécie Nimero de individuos
amostrados
Annonaceae Duguetia echinophora 80
Burseraceae Protium sp. 80
Myrtaceae Calyptranthes 35
macrophylla
Rubiaceae Psychotria polycephala 20
Sapotaceae Manilkora sp. 20
Rubiaceae Psychotria sciaphila 20
Rubiaceae Psychotria cincta 15
Melastomataceae Mouriri sp 15
Rubiaceae Psychotria barbiflora 15
Lauraceae Ocotea percurrens 10
Melastomataceae Miconia gratissima 10
Annonaceae Pseudoxandra sp. 10
Lecythidaceae Eschweilera 10
amazoniciformis
Sapotaceae Pouteria filipes 10
Euphorbiaceae Pausandra trianae 10
Clusiaceae Symphonia globulifera 10
Rubiaceae Faramea capillipes 5
Lauraceae Endlicheria bracteata 5
Lauraceae Aniba terminalis 5




Sapotaceae
Moraceae

Sapotaceae

Pouteria reticulada
Naucleopsis caloneura

Pouteria anomala

35



