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“There are people. There are stories. The people
think they shape the stories, but the reverse is often
closer to the truth. Stories shape the world. They
exist independently of people, and in places quite
devoid of man, there may yet be mythologies.”

Alan Moore

Swamp Thing Vol. 2: Love and Death

“The page is long, blank, and full of truth. When | am
through with it, it shall probably be long, full, and
empty with words.”

Jack Kerouac

Atop an Underwood: Early Stories and Other Writings
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1. Resumo

Plantas carnivoras sdo aquelas que apresentam a capacidade de capturar e
digerir pequenos animais, geralmente invertebrados. Os estudos com essas plantas
comecaram ha mais de um século e, ainda hoje, ndo sdo conhecidos os mecanismos que
determinaram a evolucgao e a distribuicdo geografica dessas singularidades vegetais. Os
modelos de custos-beneficios vém, nesse sentido, atuando como guias para diversos
estudos nas ultimas décadas e parecem esclarecer diversos pontos obscuros quanto a
ecologia e evolucdo dessas plantas. O género Philcoxia (Plantaginaceae), endémico de
campos rupestres - ambientes associados a afloramentos rochosos e a formacgdes de
areia branca, propensos a eventuais queimadas e pobres em nutrientes -, apresenta
caracteristicas que acabaram por levar a questionamentos quanto a sua fisiologia. Com
o0 acumulo crescente de evidéncias, estudiosos comecaram a sugerir que tais espécies
pudessem apresentar mecanismos ativos de captura e digestdo de presas. O estudo em
guestdo teve como objetivo determinar se Philcoxia minensis exibe a sindrome da
carnivoria e analisar os custos e beneficios desse habito no contexto tedrico sugerido
por Thomas J. Givnish para a evoluc¢ao da carnivoria. Para isso, fizemos uma detalhada
descricao anatomica das folhas de P. minensis, na qual pudemos observar padrdes
evidentes de producdo enzimatica associada a digestdo de invertebrados, em especial
de fosfatases. Caracterizamos as estruturas glandulares responsdveis pela producao
dessas enzimas, assim como os nematddeos que sdo considerados, até o momento, as
Unicas presas de P. minensis. Por fim, quanto a absorcdo de nutrientes derivados dos

nematddeos, pudemos observar uma incorporagao de 5% do nitrogénio das presas
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(Caenorhabditis elegans) em apenas 24h, e 15% em 48h em um experimento com
isétopos estaveis. Para avaliar o balanco energético dessa espécie, analisamos de que
forma caracteristicas foliares associadas aos processos de fotossintese e respiragao se
correlacionam. De maneira geral, encontramos forte correlacdo entre as capacidades
fotossintéticas (Aarea € Amass) € 0s valores de LMA (quantidade de massa seca por
unidade de area foliar) para as espécies ndo carnivoras, com um claro distanciamento
dos individuos de P. minensis, que apresentaram taxas fotossintéticas extremamente
baixas. Quanto as correlagdes entre os conteludos de nitrogénio e de fosforo com as
capacidades fotossintéticas, vimos que os individuos de P. minensis apresentaram taxas
fotossintéticas extremamente baixas para os valores desses dois nutrientes e, embora
uma tendéncia possa ser observada, ndo observamos correlacdes entre capacidades
fotossintéticas e os conteudos foliares de nitrogénio e fésforo. Por fim, conseguimos
determinar conclusivamente a natureza carnivora de P. minensis, assim como pudemos
posicionar essa espécie ao longo do espectro de economia foliar, tanto de forma local
qguanto em uma escala global. Nossos resultados ilustram o quanto ainda ha para ser

descoberto quanto a origem, a distribui¢ao e a frequéncia da sindrome da carnivoria.
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2. Abstract

Carnivorous plants are plants that have the ability to capture and digest small
animals, usually insects and other invertebrates. The studies with these plants began in
the nineteenth century and until today it is unknown the underlying mechanisms that
determine the evolution and the geographical distribution of these singularities. The
cost-benefit models are, accordingly, acting as guidelines to various studies in recent
decades and seem to be able to clarify many obscure points concerning the ecology and
the evolution of these plants. The three species of the genus Philcoxia, endemic to
campos rupestres - fire prone and nutrient-poor environments usually associated with
rocky outcrops and white sand formations - have unique characteristics and adaptations
that eventually led to several questions regarding the physiology of these plants. With
growing accumulation of evidence, scholars started to consider the possibility that such
plants could present active mechanisms for capturing and digesting prey. The present
study aimed to determine if Philcoxia minensis exhibits the syndrome of carnivory and
to analyze the costs and benefits of this habit in the theoretical context suggested by
Thomas J. Givnish for the evolution of carnivory. In order to do so, we have made a
detailed anatomical description of the leaves of P. minensis, in which we observed a
clear pattern of enzyme production possibly associated with prey digestion, including
phosphatases. We also characterized the glandular structures that are responsible for
the production of the enzymes as well as the nematodes that are considered, until now,
the only prey of P. minensis. Concerning the absorption of nutrients derived from prey,

we observed an incorporation of 5% of the nitrogen of the nematodes (Caenorhabditis
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elegans) in 24h, and 15% in 48h in an experiment with stable isotopes. To evaluate the
energy balance of this species, we analyzed correlations between leaf traits associated
with the processes of photosynthesis and respiration. Generally speaking, we found a
strong correlation between the photosynthetic capacity (Amass and Agea) and the LMA
(leaf mass per area) values for neighboring non-carnivorous plants, with a distancing of
P. minensis individuals, which showed very low photosynthetic rates. Regarding the
correlations between the contents of nitrogen and phosphorus with photosynthetic
capacities, we observed that the individuals of P. minensis showed extremely low
photosynthetic rates for their nutrient concentrations and, although a tendency could
be observed, there is no correlation between photosynthetic capacity and the foliar
contents of nitrogen and phosphorus. Finally, we have conclusively determined the
carnivorous nature of P. minensis and we placed this species along the leaf economics
spectrum, both in local and global scale. Our results illustrate how much there is still to

be discovered about the origin, distribution and frequency of the carnivorous syndrome.
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3. Introdugao
3.1. Carnivoria em Plantas

As plantas carnivoras tém fascinado pesquisadores evolucionistas, botanicos e
ecologos hd séculos. Inicialmente, a ideia de que certas plantas pudessem consumir
pequenos invertebrados nao foi amplamente aceita (Juniper et al. 1989). Contudo, com
a publicacdo dos trabalhos de Darwin (1875), nos quais foram apresentadas as primeiras
evidéncias experimentais da sindrome da carnivoria em diversos géneros, esse quadro
mudou e, desde entdo, mais de 600 espécies de plantas carnivoras ja foram descritas
em seis subclasses distintas de angiospermas, compreendendo tanto monocotiledéneas
qguanto eudicotileddneas (Albert et al. 1992).

Plantas carnivoras podem ser encontradas ao redor do mundo em pantanos,
turfeiras, planicies, topos de inselbergs, tepuis e outras montanhas, vales e margens de
rios, e em lagos e lagoas (Ellison, 2006) - ambientes geralmente caracterizados por altos
indices de luminosidade e umidade e pela baixissima disponibilidade de nutrientes no
solo, em especial nitrogénio, fésforo e potassio (Givnish et al. 1984). Com efeito, por
sofrerem intensa pressdo evolutiva de ambientes semelhantes, convergéncia evolutiva
torna-se constante nesse grupo de plantas (Benzing, 1987), fato que, quando associado
a importancia dada aos caracteres morfoldgicos nos estudos cladisticos, passa a ser um
obstaculo para o entendimento das relagdes filogenéticas do grupo (Juniper et al. 1989).
De fato, a dificuldade na determinacdo da proximidade entre essas plantas era tanta
gue, até o fim da década de 80, muitos pesquisadores acreditavam que todas as plantas

carnivoras derivavam de um ancestral comum (Juniper et al. 1989). Entretanto, dados

16



moleculares e estudos filogenéticos modernos vém cada vez mais dando suporte a ideia
de uma origem polifilética para esse habito em plantas (Ellison, 2001).

A evolugao multipla e independente da sindrome da carnivoria em diferentes
grupos de plantas sugere que tal caracteristica deva ser uma adaptacao as condicdes
desfavordveis dos ambientes onde tais espécies ocorrem, principalmente as baixas
disponibilidades de nutrientes (Adamec, 1997). Givnish propés um modelo geral de
custo-beneficio para explicar a evolugao da carnivoria no qual sugere que exista um
trade-off entre o custo fotossintético associado a sintese das diversas estruturas de
carnivoria (custo marginal) e o beneficio fotossintético associado a aquisicdo adicional
de nutrientes por essas estruturas (beneficio marginal). Desse ponto, a carnivoria ird
evoluir se os beneficios fotossintéticos excederem os custos associados (Ellison, 2006).

O modelo de Givnish, ademais, faz trés previsdes. A primeira é que plantas com
investimentos em estruturas de carnivoria devem apresentar uma vantagem energética
guando “competindo” com outras plantas, ndo carnivoras (Givnish et al. 1984). Em
segundo lugar, o beneficio energético primario da carnivoria serd ou um aumento na
taxa fotossintética por unidade de massa foliar, ou um aumento na quantidade de
massa foliar total suportada pela planta (Givnish et al. 1984). Por fim, o modelo prevé
gue, com o aumento do investimento em estruturas de carnivoria, o beneficio marginal
da carnivoria devera decrescer e o beneficio absoluto devera atingir um platdé conforme
outros fatores, ndo associados a disponibilidade de nutrientes, passem a limitar as taxas
fotossintéticas (Givnish et al. 1984). O primeiro e o terceiro aspecto sdo especialmente

interessantes, pois é a partir deles que nés chegamos a generalizagdo do modelo de
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Givnish, que postula que, em ambientes pobres em nutrientes, mas nos quais nem a
luminosidade nem a disponibilidade de agua sejam limitantes, as espécies carnivoras
devam apresentar certa vantagem energética quando "competindo” com plantas nao
carnivoras (Ellison, 2006).

O modelo proposto por Givnish foi, algum tempo depois, ampliado por Benzing,
que permitiu trade-offs especificos entre umidade, luminosidade e disponibilidade de
nutrientes advindos de serapilheira (Benzing, 2000 apud Ellison, 2006). Dessa forma, a
existéncia de carnivoria em diferentes regimes de luminosidade e disponibilidade de
agua pode, finalmente, ser explicada, dado os possiveis trade-offs entre os trés eixos
estabelecidos pelo autor (Ellison et al. 2001; Ellison et al. 2006).

Diversos estudos se esforcaram em determinar se, de fato, o crescimento de
plantas carnivoras é afetado de forma positiva pela obtengao adicional de nutrientes
através das estruturas de carnivoria. Uma meta-analise desses trabalhos indicou a
existéncia de um efeito positivo da adigdo de presas no crescimento dessas plantas
(Ellison, 2006). No entanto, o mesmo ndo foi verificado para a adicdo de nutrientes no
solo, nem para a interacdo entre adicdo de nutrientes no solo e presas (Ellison, 2006).
Dessa forma, entende-se que os nutrientes adicionais - obtidos através da carnivoria -
sdo menos valiosos quando a planta estd crescendo em solos relativamente mais ricos
(Aldenius et al. 1983; Karlsson, 1991). Contudo, ainda é importante ressaltar que esses
estudos sé apresentam evidéncias indiretas do modelo de custo-beneficio, uma vez que
Givnish (1984) expressa os beneficios da carnivoria em termos de taxas fotossintéticas,

e ndo em termos de crescimento (Pavlovic et al. 2009).
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As plantas carnivoras situam-se ao longo de um gradiente que varia de quase
completa dependéncia até certa independéncia dos nutrientes obtidos diretamente por
carnivoria na determinacdo de crescimento, ocorréncia natural e propagacdo (Adamec,
1997). De maneira geral, a dependéncia de nutrientes derivados de carnivoria aumenta
conforme as estruturas de captura de presas se tornam mais elaboradas (Ellison et al.
2001). No mais, existem variagGes significativas ao longo do ano quanto a contribuigdo
relativa dos nutrientes derivados de presas para as plantas carnivoras (Friday, 1992).

Os processos fisiologicos e o crescimento das plantas podem ser limitados tanto
pelas concentragdes absolutas dos nutrientes disponiveis, quanto pelas concentracdes
relativas (Aerts et al. 2000). Givnish deixa claro em seus estudos que as disponibilidades
de nitrogénio, de fosforo e de potassio podem afetar as taxas fotossintéticas de plantas
carnivoras (Givnish et al. 1984) e, embora praticamente todos os estudos subsequentes
assumam que o nitrogénio seja o principal nutriente obtido através da carnivoria, alguns
estudos sugerem uma preferéncia pela absorcdao de fosforo em determinadas espécies
(Wakefield et al. 2005).

Os estudos de Wakefield e colaboradores (2005), assim como outros nos quais o
foco volta-se ao fésforo como principal nutriente obtido através da carnivoria (Chandler
et al. 1976; Stewart et al. 1993), sdo particularmente interessantes, uma vez que podem
ajudar a elucidar diversos pontos obscuros acerca da evolugao das plantas carnivoras,
principalmente ao estudarmos os padrdes de distribuicdo dessas plantas em ambientes

conhecidamente pobres guanto a esse nutriente, como 0s campos rupestres.
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3.2. Campos Rupestres

Campo rupestre define um tipo peculiar de vegetacdo associado a afloramentos
rochosos e formacdes de areia branca que ocorre principalmente acima de 1000 metros
de altitude, na porcao central do Brasil (Alves et al. 2007). Compreende, de uma forma
geral, complexos de vegetacdao extrazonais vinculados a afloramentos pré-cambrianos
de quartzito que emergem como mosaicos circundados, principalmente, por cerrado e
caatinga (Alves et al. 2007).

Os campos rupestres exibem condi¢cdes ambientais extremamente limitantes ao
estabelecimento de espécies vegetais, como grandes oscilacGes de temperatura, altas
taxas de radiacdo e baixas disponibilidades de nutrientes (Shure, 1977; Ware, 1990).
Contudo, ainda assim, mais de 4000 espécies de plantas vasculares ja foram descritas
para esses ambientes (Giulietti, 1997). O mais interessante é que grande parte dessas
espécies apresenta distribuicdo limitada e muitas, ainda, sdo microendémicas, de modo
gue algumas localidades ao longo da Cadeia do Espinhaco podem apresentar cerca de
30% de suas composicoes floristicas completamente baseadas em espécies endémicas
(Burman, 1991). Apesar dessa incrivel riqueza de espécies, no entanto, pouco se sabe
sobre a diversidade de mecanismos de aquisicao de nutrientes das plantas que ocorrem

nesses ambientes.

3.3. Género Philcoxia

O género Philcoxia P. Taylor & V. C. Souza (fig. 01) é composto por trés espécies

singulares, endémicas do Brasil (Taylor et al. 2000). O grupo é caracterizado por caules
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subterraneos, folhas orbiculares usualmente peltadas e situadas na superficie do solo ou
imediatamente abaixo desse. Quanto as flores, elas se localizam em pedunculos que,
por sua vez, ndao apresentam folhas; o cdlice é relativamente profundo e composto por

cinco lobos sub-iguais e os estames sdo inclusos no tubo da corola (Fritsch et al. 2007).

Fig. 01. Philcoxia minensis em seu habitat natural na Serra do Cabral, Joaquim Felicio, MG, Brasil.
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A presenca de folhas peltadas, caracteristica de todas as espécies de Philcoxia,
tornam o género quase Unico na familia Plantaginaceae (Taylor et al. 2000). Embora
extremamente raro, esse traco foliar ja foi descrito em Apocynaceae, Asclepiadaceae,
Gesneriaceae, Lentibulariaceae e Pedaliaceae. Outra caracteristica muito interessante
também foi observada em P. goiasensis: a vernagdo foliar é, aparentemente, circinada,
um atributo incomum em fanerégamas, embora constante em algumas familias, como
Lentibulariaceae e a pouco aparentada Droseraceae (Taylor et al. 2000). Pesquisadores
notaram, ainda, a presenga de numerosas glandulas na superficie superior das folhas,
similares aquelas encontradas em algumas familias de plantas carnivoras (Fritsch et al.
2007; Taylor et al. 2000).

Caracteristicas como essas ja seriam mais do que suficientes para elevar esse

4

género ao patamar das plantas “impares”, daquelas que apresentam especializacdes
altamente singulares. Contudo, com cada olhar esmiucado que lancamos sobre essas
plantas, mais peculiaridades sdao encontradas; a presenga de vermes nematédeos na
superficie das folhas de P. minensis (Fritsch et al. 2007) é somente mais um exemplo.
Dessa maneira, era somente de se esperar que surgissem questionamentos acerca da
fisiologia e da evolugdao dessas plantas. As primeiras ideias foram propostas no artigo
original em que esse género é descrito (Taylor et al. 2000), no qual os autores sugerem
uma similaridade geral, aparentemente convergente, entre as espécies de Philcoxia e
alguns membros das familias Droseraceae e Lentibulariaceae, especialmente devido as

abundantes glandulas na superficie superior das folhas e a suposta vernagao circinada.

Os ambientes onde tais plantas ocorrem, abertos, pobres em nutrientes e propensos a
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eventuais queimadas, também sdo consistente com o habito e a forma de diversas
espécies carnivoras (Lloyd, 1942; Givnish, 1989).

Por fim, o acimulo crescente de evidéncias, associado as observacdes cada vez
mais frequentes de nematédeos sobre as folhas das espécies de Philcoxia (Fritsch et al.
2007) acabou levando alguns pesquisadores a conduzir um teste simples de carnivoria.
Os resultados negativos encontrados para o teste de atividade de proteases proposto
por Hartmeyer (1997), conforme as modificacGes de Meyers-Rice (1999), apontaram na
direcdo oposta a esperada, sugerindo que Philcoxia ndo era, de fato, carnivora (Fritsch
et al. 2007). Contudo, devido a vdrias fontes potenciais de erros, os autores deixaram
claro que a possibilidade de carnivoria para esse género ndo deveria ser descartada

(Fritsch et al. 2007).

3.4. Justificativa

Considerando o que foi apresentado, e atentos ao fato de que os mecanismos de
obtencao de nutrientes de Philcoxia permanecem desconhecidos, acreditamos que um
conjunto substancial de experimentos deva ser conduzido no sentido de determinar,
conclusivamente, se as plantas desse género apresentam a sindrome da carnivoria. Nos
acreditamos, ainda, que o conhecimento dos mecanismos de aquisicao de nutrientes de
plantas como essas - altamente adaptadas a seus ambientes e com graus singulares de
especializacdes - pode nos ajudar a entender, de forma mais completa, os processos
ecoldgicos e evolutivos que determinaram a distribuicao das espécies vegetais. No mais,

também permanecem desconhecidos os mecanismos intrinsecos que podem ter levado
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a evolugdo dessa sindrome em Philcoxia - assim como em todas as plantas carnivoras.
Dessa forma, e observando o fato de que praticamente ndao existem estudos avaliando
os custos e os beneficios da carnivoria no contexto originalmente proposto por Givnish
em 1984, decidimos conduzir um conjunto de experimentos para determinar quais sao
esses custos e beneficios - em termos de eficiéncia fotossintética - em P. minensis. De
forma geral, Philcoxia constitui um excelente estudo de caso acerca de angiospermas
gue evoluiram em ambientes geologicamente antigos e pobres em nutrientes, e varias
guestdes sobre a ecologia e a evolucdo dessa espécie, ainda sem respostas definitivas,

serdo investigadas nessa dissertagao de mestrado.
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4. Objetivos

O objetivo deste estudo é determinar, primeiramente, se Philcoxia minensis
apresenta o habito da carnivoria. Queremos, em um segundo momento, determinar
guais sao os custos e os beneficios da sindrome da carnivoria, no contexto teérico
originalmente proposto por Givnish (1984), para P. minensis. Para isso, pretendemos
entender de que maneira os compromissos impostos pela sindrome da carnivoria se
expressam em determinadas relacdes alométricas quando comparadas com espécies
ndo carnivoras da comunidade. Com isso, queremos entender de que forma o espectro
de economia foliar global se expressa em uma comunidade caracterizada por intensas
limitacdes nutricionais e, principalmente, como as plantas carnivoras se comportam ao
longo desse espectro, uma vez que deveriam apresentar certo relaxamento quanto a

limitacao por nutrientes.
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6.1. Resumo

O género Philcoxia compreende trés espécies restritas a ambientes bastante
iluminados e com solos pobres em nutrientes do Cerrado Brasileiro. As similaridades
morfoldgicas de Philcoxia - assim como as semelhancas de habitat - com a de espécies
carnivoras, juntamente as recentes observa¢des de nematédeos sobre a superficie das
folhas dessas plantas levou a sugestdo de que o género poderia ser carnivoro. Nesse
estudo apresentamos evidéncias convincentes de carnivoria em Philcoxia e, de forma
analoga, em Plantaginaceae, uma familia de plantas em que nenhum outro membro
carnivoro é conhecido. Nés também documentamos uma estratégia de captura Unica
para plantas carnivoras e o primeiro caso de uma espécie que captura e digere vermes
nematddeos com folhas adesivas subterraneas. Nossos resultados ilustram o quanto
ainda ha para ser descoberto quanto a origem, distribuicdo e frequéncia da sindrome da
carnivoria em angiospermas e, de forma geral, sobre a diversidade de mecanismos de
aquisicao de nutrientes que evoluiram em plantas que ocorrem em ambientes muito
limitados quanto a disponibilidade de nutrientes, como é o caso do Cerrado Brasileiro,

um dos 34 hotpots de diversidade mundial.

Palavras-chave: carnivoria em plantas | estratégias de aquisi¢do de nutrientes | campos

rupestres | nitrogénio | isdtopos estaveis
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6.2. Abstract

The recently described genus Philcoxia comprises three species restricted to well
lit and low-nutrient soils in the Brazilian Cerrado. The morphological and the habitat
similarities of Philcoxia to those of carnivorous plants, along with recent observations of
nematodes over its subterranean leaves, prompted the suggestion that the genus is
carnivorous. Here we report compelling evidence of carnivory in Philcoxia of the
Plantaginaceae, a family in which no carnivorous members are otherwise known. We
also document both a unique capturing strategy for carnivorous plants and a case of a
plant that traps and digests nematodes with underground adhesive leaves. Our findings
illustrate how much can still be discovered about the origin, distribution, and frequency
of the carnivorous syndrome in angiosperms and, more generally, about the diversity of
nutrient acquisition mechanisms that have evolved in plants growing in severely
nutrient-impoverished environments such as the Brazilian Cerrado, one of the world’s

34 biodiversity hotspots.

Key words: plant carnivory | plant nutrient acquisition | campos rupestres | nitrogen |

stable isotopes
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6.3. Introdugao

Carnivoria evoluiu pelo menos seis vezes nas angiospermas e, desde os trabalhos
iniciais de Darwin (1875), cerca de 20 géneros de plantas carnivoras distribuidos em dez
familias distintas e quatro linhagens foram identificados (Ellison, 2009; Krol et al. 2011).
Um modelo geral de custo-beneficio prediz que a carnivoria sera restrita a ambientes
intensamente iluminados, pobres em nutrientes e pelo menos sazonalmente Umidos
(Givnish, 1984), nos quais a principal fonte de nitrogénio, fosforo, potdssio e demais
nutrientes serd derivada de invertebrados capturados, digeridos e absorvidos (Juniper,
1989). CondicGes de intensa luminosidade e umidade estdo incluidas no modelo porque
os custos fotossintéticos da carnivoria deverdo exceder os beneficios em ambientes
secos e sombreados (Givnish, 1984; Ellison, 2006).

Recentemente, esse modelo foi expandido por incluir trade-offs especificos
entre intensidade luminosa, umidade e disponibilidade de nutrientes advindos de
serapilheira, o que pode explicar a ocorréncia de carnivoria em uma variedade de
habitats com regimes contrastantes de luz e dgua (Benzing, 2000; Ellison, 2001). O
género Philcoxia compreende trés espécies que crescem exclusivamente em campos
rupestres do Bioma Cerrado no Brasil Central (Taylor, 2000; Fritsch, 2007), um mosaico
de afloramentos rochosos e formag¢des de areia branca com grande diversidade de
espécies, intensas taxas luminosidade e baixa disponibilidade de nutrientes sob um
regime de precipitacdo sazonal. De acordo com o modelo de custo-beneficio, essas
condicBes sao propicias a evolugdo da carnivoria e, de fato, espécies do género Genlisea

(Barthlott, 1998) sdao comuns nessas areas. Philcoxia apresenta diversas caracteristicas
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morfologias similares as de espécies carnivoras, especialmente um sistema radicular
pouco desenvolvido e sem associacbes micorrizicas, folhas peltadas e dobradas na
nervura quando imaturas, glandulas capitadas na superficie superior das folhas e
inflorescéncias sem folhas (Ellison, 2009; Taylor, 2000; Fritsch, 2007; Givnish, 1989). Um
traco adicional marcante de Philcoxia é o posicionamento de muitas de suas pequenas
folhas (0.5 - 1.5mm de diametro da lamina) sob a superficie da areia branca onde as
plantas ocorrem. No caso, as glandulas capitadas produzem substancias adesivas que
prendem fortemente graos de areia as folhas.

Para poder ser considerada carnivora, uma planta deve ser capaz de absorver os
nutrientes de animais presos a superficie de suas folhas, além de apresentar alguma
caracteristica cujo efeito primdrio seja a atragdo, a captura e a digestdo das presas
(Givnish, 1984). Por fim, a combinacdo das caracteristicas morfoldgicas, o substrato
seriamente empobrecido quando a disponibilidade de nutrientes, e as observagdes de
nematddeos aderindo as superficies foliares - tanto em herbdario (Fritsch, 2007) quanto
no campo - levou a hipdtese de que Philcoxia seria carnivora, capturando nematddeos e
talvez outros organismos e absorvendo os nutrientes dessas presas (Fritsch, 2007). Para
testar essa hipdtese, nos avaliamos uma espécie, P. minensis, para sua capacidade de

digerir e absorver nutrientes de nematddeos.
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6.4. Material e Métodos

O presente estudo foi realizado em duas etapas distintas, sendo que cada uma
serd apresentada, e propriamente explicada, nos procedimentos a seguir. Quanto a
infraestrutura, os diferentes experimentos foram conduzidos nas dependéncias do
Laboratédrio de Ecologia Funcional de Plantas, na Universidade Estadual de Campinas, e

no Laboratdrio de Biologia Molecular de Nematodeos, na Universidade de Sdo Paulo.

6.4.1. Primeira Parte

Descrigdo Anatomica

A descricdo anatomica das folhas de Philcoxia minensis foi feita a partir de
observagdes de material foliar fresco e fixado - seccionado transversalmente - em
estereomicroscépio; o registro das imagens foi feito através de fotografias, com as
devidas escalas demonstrativas.

O material foi fixado em FAA (formalina, acido acético e alcool 50% 1:1:18, v:v),
conforme Johansen (1940), por um periodo de 24 horas sendo, logo apds, estocado em
alcool etilico 70%. Apds essa etapa, o material foi submetido a uma camara de vacuo, na
qual os gases contidos nos tecidos foram eliminados, e a uma série de desidratacao
etilica. O material foi, enfim, incluido em resina pldstica (Historesin Leica®) conforme os
protocolos descritos por Gerrits (1983) e de acordo com as sugestdes do fabricante.
Apds o processo de inclusao, os materiais foram montados em blocos de madeira e
seccionados transversalmente em um micrétomo rotativo manual (Microm® HM 340 E),

com a utilizacdo de uma navalha do tipo C e em sec¢bes de 5-7um de espessura. Os
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cortes foram corados com azul de toluidina 0,05% em solu¢do tampao acetato, de pH
4,7 (Sakai, 1973; O‘Brien et al, 1964), por um periodo de 30 minutos.

Como o objetivo principal de nossa andlise anatomica era evidenciar estruturas
glandulares encontradas nas folhas de P. minensis, e avaliar o sugerido papel que essas
podem apresentar quanto ao habito da carnivoria, outras sec¢des foram coradas com o
vermelho de ruténio, um composto que evidencia pectinas e polissacarideos (Johansen,
1940); além disso, um ultimo conjunto de sec¢Bes foi corado com &cido tanico/cloreto
férrico, um composto que evidencia as proteinas de mucilagem (Pizzolato et al. 1973).
As preparagdes foram observadas e fotografadas com o uso de uma camera Olympus®
DP71 acoplada a um fotomicroscopio Olympus® BX51.

Quanto a andlise superficial das folhas, um estudo mais detalhado foi feito com
imagens de microscopia eletrdnica de varredura. O material foi fixado em solugao de
Karnovsky (1965) e desidratado em uma série etilica para, em seguida, sofrer outra
desidratacdo pelo método de ponto critico com CO,, em equipamento Balzers® CPD
030. O material foi, entdo, colocado em cima de stubs de aluminio e recoberto com
camadas de ouro em equipamento Bal-Tec® SCD 050 por um periodo de 220 segundos.
Logo apds, o material foi analisado em um microscépio eletrénico de varredura LEO®
VP435 (operado a 10kV), e as imagens obtidas serdo apresentadas e analisadas adiante
nesse estudo. Por fim, para avaliar a producdo de fosfatases, as folhas intactas de P.
minensis foram analisadas com o substrato de fosfatase ELF97 (Invitrogen Molecular
Probes®) conforme descrito em trabalhos anteriores (Plachno et al. 2009; Plachno et al.

2006; Nedoma et al. 2003). De forma geral, as amostras foram incubadas em solucdo
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250uM de substrato para fosfatases ELF97 em dgua milli-Q a temperatura ambiente por
15 minutos. Depois, essas amostras foram analisadas para fluorescéncia verde em um
microscopio de epifluorescéncia (Optiphot-2 ou Eclipse E800 com filtro UV-2A da Nikon
com excitacdo de 330-380nm, um filtro de emissdao de 420nm e um espelho dicromatico
de 400nm). Por fim, as imagens foram documentadas com uma camera digital Nikon
FDX-35. Amostras sem substrato para fluorescéncia ELF97 foram testadas para possivel

autofluorescéncia.

6.4.2. Segunda Parte

Marcagao Isotdpica

Os isétopos estaveis podem ser usados como marcadores ecolégicos, permitindo
compreender o fluxo e as transformagdes de um determinado recurso nos mais diversos
sistemas naturais (Dawson et al. 2002). Considerando isso, decidimos fazer um ensaio
usando invertebrados marcados isotopicamente, analisando o fluxo desses isétopos em
um sistema controlado, a fim de determinar se ocorre absor¢ao ativa desses animais por
Philcoxia minensis.

O experimento foi composto por trés grupos de estudo - um controle externo e
dois grupos tratamentos - cada um contendo oito individuos de P. minensis. O elemento
gue determinou a diferenca entre os grupos tratamentos foi o tempo de permanéncia
dos nematddeos sobre a superficie das folhas (sendo 24h para o Grupo | e 48h para o
Grupo ll), acomodando uma janela de tempo adequada para avaliar a absorcdo ativa

dos nutrientes derivados das presas, conforme descrito por Barthlott (1998). O grupo
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Controle Externo, por sua vez, caracterizou-se pelo fornecimento de invertebrados nao
marcados por um periodo de 48h (garantindo a exposicdo experimental maxima desses
invertebrados).

Os animais escolhidos para esse experimento, Caenorhabditis elegans, foram
cultivados e mantidos em placas de agar tipo NGM* contendo NA22, uma linhagem
especifica de Escherichia coli, segundo o protocolo descrito por Brenner (1974), mas
com as alteracbes sugeridas pelo Dr. Carlos E. Winter e pela Dr. Daniela P. Almenara
(comunicacdo pessoal). Os C. elegans ndo marcados foram cultivados em meio NGM
simples (Wood, 1988), no qual as bactérias foram mantidas como fonte de alimento.
Cultivamos, entretanto, uma linhagem dessa mesma bactéria em um meio enriquecido
especifico (CGM-1020-SL-N, Cambridge Isotope Laboratories, Inc.®) a fim de estabelecer
a assinatura isotdpica dos C. elegans que foram fornecidos aos dois grupos tratamentos.
Crescemos uma col6nia isolada de NA22 em 90m| de meio CGM-1020-SL-N overnight,
centrifugamos esse volume em eppendorfs de 1,5ml e, em seguida, ressuspendemos o
conteudo de cada eppendorf em 50ul de tampao M9. Com isso, conseguimos semear
um conjunto de 30 placas de Petri (cada uma com 3cm de didmetro) contendo NGM*
sem peptona, estabelecendo, dessa forma, um meio em que a Unica fonte de nitrogénio
disponivel aos nematddeos foram as bactérias marcadas.

Colocamos somente um individuo de C. elegans em cada placa, de forma que os
contetdos individuais de 6™°N dos nematédeos que se estabeleceram foram os mais
elevados possiveis. Inicialmente, as placas com os nematddeos foram deixadas a 15°C,

dada a impossibilidade de controle durante o final de semana; logo apds esse periodo,
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alteramos a temperatura para 22°C e deixamos as col6nias crescerem por quatro dias. O
processo de passagem dos nematddeos para as folhas de P. minensis comecou com a
lavagem das placas em tampao M9; cada uma exigiu um volume de aproximadamente
400ul. Conseguimos, dessa forma, seis eppendorfs contendo os nematddeos em solugao
aquosa. Centrifugamos esses eppendorfs a 1000 RPM por 60 segundos, eliminamos os
sobrenadantes e suspendemos o conteudo em C. elegans de cada eppendorf em 200pl
de M9 estéril. Colocamos, por fim, 20ul dessa solucdo extremamente concentrada sobre
algumas das folhas, devidamente identificadas, dos individuos de P. minensis; as demais
folhas haviam sido anteriormente coletadas para analise dos conteudos originais de
5'N, a fim de nos garantir um controle experimental individual passivel de comparac3o.

Coletamos as folhas dos individuos envolvidos no experimento, apos os devidos
intervalos de exposicao, e eliminamos quaisquer vestigios de nematddeos e de outros
contaminantes através de cuidadosas lavagens com agua Milli-Q®. Colocamos, depois
disso, o material em estufa a 60°C por trés dias e, apds as preparacdes, 0 enviamos ao
Laboratério de Ecologia Isotépica do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA,
Piracicaba - SP) para determinacdo das concentragdes totais e composicdo isotdpica de
nitrogénio através de um espectrometro de massa (Thermo Finnigam MAT Delta Plus -
Bremen, Germany). Os dados obtidos foram comparados através do teste de analise de

variancia univariado ‘Kruskal-Wallis’, um similar ndo paramétrico do ‘ANOVA on ranks’.
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6.5. Resultados

Continuaremos a apresentar os experimentos separadamente. Os dados, as
analises e algumas das conclusdes serdo expostos a seguir. O estudo serd, no entanto,
discutido somente apds a exposicao dos resultados encontrados para as diferentes

etapas propostas pelo projeto.

6.5.1. Primeira Parte

Descrigdo Anatomica

Quanto a estrutura geral das folhas, ndo encontramos nenhuma caracteristica
excepcional. Os individuos de P. minensis apresentam uma epiderme unisseriada, com
células que variam muito pouco, quanto a estrutura e organizacao, entre uma superficie
e outra. Contudo, observamos um conjunto de células que apresentam um volume
significativamente maior, especialmente na superficie adaxial da lamina (fig. 2a e 2b). Os
corantes utilizados durante o experimento ndo foram capazes de evidenciar o conteldo

dessas células, ao contrario das demais células da epiderme.

50.0 pm

— x - : ,
Figura 2. Cortes transversais de P. minensis, evidenciando a epiderme e as suas células (a), e célula
epidérmica com volume significativamente maior cuja fungdo ainda permanece desconhecida (b).
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Como a maioria das plantas superiores, P. minensis apresenta o mesofilo dividido
em dois conjuntos celulares fotossintetizante distintos, que sdo comumente conhecidos
como parénquima palicadico e parénquima esponjoso (Appezzato-da-Gléria et al. 2006).
O primeiro encontra-se imediatamente abaixo da epiderme e é composto por células
gue, sob seccdo transversal, se assemelham a barras dispostas em fileiras; sdo células
alongadas que se tornam menores a medida que se afastam da epiderme (fig. 3a). O
ultimo, por sua vez, apresenta células isodiamétricas, substancialmente maiores e bem
menos numerosas (fig. 3b). O espaco entre as diferentes células excede o de qualquer

outro tecido da folha, abrigando grandes conjuntos de feixes vasculares.

Figura 3. Cortes transversais de P. minensis, evidenciando a estrutura geral do mesofilo e as células do
parénquima palicadico (a), e as células do parénquima esponjoso proximas a feixes vasculares (b).

Os aspectos mais interessantes e, sem duvida, os mais importantes no contexto
desse trabalho, foram as glandulas encontradas sobre a superficie das folhas (fig. 4a).
Consideravelmente grandes (com cerca de 30um de comprimento), essas glandulas se
estendem ao longo de toda a superficie adaxial da lamina foliar, sendo exclusivas dessa

area (fig. 4b). Semelhantemente as glandulas encontradas em diversas outras espécies
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carnivoras (Drosera e Pinguicula, especialmente), os tricomas observados nos individuos
de P. minensis apresentam formato pedunculado; de maneira geral, sua extremidade é
formada por uma cabeca, aparentemente unicelular, que se une a epiderme através de
um pedunculo composto por 1-2 células (fig. 5a). Como em outras glandulas, as paredes
anticlinais das células que compdem o pedunculo apresentam grandes quantidades de
cutina e/ou suberina, um aspecto que é evidenciado com o azul de toluidina (fig. 5b);
acredita-se que tal caracteristica evite o transporte apopldstico de substancias, fazendo
com que essas sejam conduzidas obrigatoriamente através do citoplasma, a exemplo de

como ocorre com diversas células endodérmicas (Appezzato-da-Gldria et al. 2006).

i g 50.0 pm K .
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Figura 4. Cortes transversais de P. minensis evidenciando duas glandulas secretoras (a), que sao
exclusivamente encontradas sobre a superficie adaxial, como é possivel observar em (b).

Caracteristicas interessantes também foram encontradas através de uma andlise
diferencial de coloracdo. Com o uso do vermelho de ruténio, um corante que evidencia
os compostos de mucilagem, polissacarideos diversos e pectinas, as glandulas ficaram

intensamente coradas, em especial a superficie das células apicais (fig. 6a). Com o acido
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tanico/cloreto férrico, de maneira andloga, as glandulas apresentaram forte coloragdo

escura, indicando a presenca de proteinas de mucilagem (fig. 6b).

Figura 5. Cortes transversais de P. minensis, evidenciando a estrutura de uma glandula (a), assim
como as paredes anticlinais das células do pedunculo, altamente cutinizadas e suberizadas (b).

Os aspectos mais particulares observados durante essa analise anatdmica, no
entanto, foram os conjuntos celulares exteriores a superficie das folhas; essas células,
significativamente menores e organizadas de uma maneira completamente diferente,
apresentam nucleos bem evidentes e auséncia de parede celular sendo, dessa forma,
caracteristicas de tecidos animais (fig. 7a). Cortes de células de animais, associados as
constantes observacdes de nematdédeos sobre as folhas de Philcoxia, sugerem que esses
conjuntos celulares correspondam a esses organismos, uma vez que essas imagens sao

coerentes com secc¢des de corpos cilindricos (fig. 7b).
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Figura 6. Cortes transversais de P. minensis, evidenciando a superficie das glandulas com
a coloracgdo diferencial do vermelho de ruténio (a) e do acido tanico/cloreto férrico (b).

Grande parte das espécies carnivoras “historicamente verdadeiras” apresenta

atividade de fosfatases nas glandulas secretoras e emergéncias foliares (Juniper et al.

1989; Plachno et al. 2009). Conseguimos detectar a atividade de fosfatases nas folhas de

P. minensis (fig. 8a-b), o que sugere que os nematddeos sdo digeridos diretamente pela

planta, ao invés de serem degradados por microrganismos, como é o caso de algumas

Nepenthes e Sarracenia (Adams et al, 1977).

e 50.0 pm | 3 *a 50.0
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Figura 7. Cortes transversais de P. minensis, evidenciando os conjuntos celulares atribuidos
as seccOes de nematddeos (a) constantemente encontrados na superficies das folhas (b).
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Concluimos esse estudo anatomico com uma andlise da estrutura externa das
folhas de P. minensis. Conseguimos, através de imagens de microscopia eletrdnica de
varredura, observar detalhes da superficie das folhas (fig. 9a), da estrutura geral das
glandulas (fig. 9b), além de uma grande quantidade de grdos de areia e de nematddeos
aderidos as folhas de P. minensis (fig. 9c-d). Com uma andlise minuciosa das glandulas
(fig. 10a-b), observamos que elas se assemelham, e a semelhanca é extraordindria, com
aquelas encontradas em espécies de Pinguicula, onde tais estruturas sdo conhecidas
como columella; aparentemente, a Unica diferenca entre as glandulas de P. minensis e
as dessas espécies é a quantidade de células. Por fim, quanto aos diversos organismos
encontrados sobre as folhas de Philcoxia (fig. 9a-d), de acordo com o Dr. Carlos Winter,
do Laboratodrio de Biologia Molecular de Nematédeos (USP), tais animais correspondem,

de fato, a diferentes espécies de nematddeos.

20.0 pm

100 pm

Figura 8. Diversas glandulas de P. minensis marcadas com substrato de fosfatase ELF97 (a) e uma
glandula isolada com alta concentragdo de fosfatases em seu interior e em seu entorno (b)

44



o

MITOS DRE 0 kY

Figura 9. Imagens de microscopia eletrénica de varredura de P. minensis, evidenciando a
superficie das folhas (a), as glandulas (b) e as varias espécies de nematddeos (c) e (d).
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Figura 10. Imagens de microscopia eletronica de varredura de P. minensis, evidenciando suas
glandulas (a) e (b) e 0 esquema das glandulas encontradas no género Pinguicula (columella).
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6.5.2. Segunda Parte

Marcagao Isotopica

Quanto a segunda - e certamente a mais importante - etapa desse estudo, nds
observamos uma variacdo significativa na composicao isotdpica de P. minensis apés a
exposicdo das folhas aos nematédeos marcados nos dois grupos tratamentos (fig. 11).
Quantidades significativas de *°N foram encontradas nas folhas submetidas ao nosso
tratamento: aproximadamente 5% do N de C. elegans foram encontrados nas folhas
de P. minensis em apenas 24h, e esse valor subiu para 15% quando deixamos as presas
sobre as folhas por 48h. Os dois tratamentos ndo apresentaram, no entanto, diferencas
significativas entre si, uma vez que a amplitude dos valores encontrados para o Grupo Il
foi substancial e nossa pequena quantidade de amostras impossibilitou a eliminacdo de

possiveis outliers.
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Figura 11. Padrdo de absorgdo de >N em Philcoxia minensis, expresso pelas médias de >N derivado de C.
elegans com barras de erro padrdo (n=8). Os dados mostram uma diferenca significativa na assinatura
isotopica das plantas em 24h e 48h depois que os nematddeos foram colocados sobre as folhas.
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O padrao observado sugere fortemente - e outra vez - que os nematédeos sdo
digeridos diretamente, ao invés de decompostos por outros microrganismos, e entao
absorvidos rapidamente pelas folhas de P. minensis. De maneira geral, esse padrdo é
inteiramente consistente com carnivoria, e as taxas de absorgdo sdo relativamente altas
guando comparadas com outras espécies carnivoras (Plachno et al, 2009).

Comparamos, também, as quantidades absolutas de nitrogénio das amostras,
antes e depois da exposicdao das folhas aos nematddeos, e fomos capazes de observar
um aumento significativo no conteudo de nitrogénio, em relacdo as folhas nao expostas,
48h depois da adigdo das presas (fig. 12). No mais, as concentragdes de nutrientes nas
folhas de P. minensis, quando comparadas as de suas vizinhas ndo carnivoras, sugerem
gue o uso de presas é criticamente importante como fonte de nitrogénio e fésforo, uma
vez que os contelddos observados para esses dois nutrientes foram significativamente
maiores que a média de oito espécies ndo carnivoras' da comunidade (Nitrogénio: 29,2
+ 1,6mg/g para P. minensis e 9,4 + 3,8mg/g para a média da comunidade; e Fésforo: 0,9

+0,2mg/g para P. minensis e 0,4 + 0,2mg/g para a média da comunidade).

1 Como o cronograma desse projeto foi bastante apertado, ainda n3o conseguimos identificar as espécies
envolvidas na segunda parte desse estudo. Confirmamos, contudo, que pertencem as seguintes familias:
Clusiaceae, Cyperaceae, Ericaceae, Eriocaulaceae, Fabaceae, Poaceae, Velloziaceae e Xyridaceae.
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Figura 12. Padrdo de absor¢do de N em Philcoxia minensis, expresso pelas médias de conteudo foliar de
N, com barras de erro padrdo (n=8). Os dados mostram uma tendéncia a acréscimo em 24h, e um
aumento significativo na concentragdo de nitrogénio foliar depois de 48h que os nematdédeos foram
adicionados as folhas de Philcoxia minensis (a’bP < 0,05 entre tratamentos).

Com esse conjunto consistente de dados, que mostram o aumento significativo
nos valores de 6N e nos contetidos absolutos de nitrogénio apds a adi¢do de vermes
nematddeos enriquecidos com >N as folhas de Philcoxia minensis, assim como dados
mostrando diferengas substanciais nos conteudos foliares de nitrogénio e fésforo em
condi¢cBes naturais, comprovamos que essa espécie apresenta, de fato, a capacidade de

absorver e incorporar nutrientes derivados de presas.
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6.6. Discussao

Os primeiros aspectos que precisam ser discutidos dizem respeito as diversas
caracteristicas morfoldgicas apresentadas por P. minensis, e que poderiam sugerir a
sindrome da carnivoria no género. Os primeiros trabalhos com Philcoxia apontavam as
glandulas como uma forte evidéncia de carnivoria, embora uma andlise mais detalhada
fosse necessaria. Nos conduzimos essa andlise, e apresentamos aqui uma caracterizagao
detalhada dessas estruturas. Como foi possivel observar, essas glandulas apresentam
semelhancas morfoldgicas considerdveis com aquelas encontradas em outras espécies
conhecidamente carnivoras, como Drosera e Byblis (Plachno, 2006; Plachno, 2009); a
semelhanca com as glandulas de Pinguicula (Plachno, 2006; Plachno, 2009), sobretudo,
foi extraordindria, variando somente quanto a quantidade de células.

Quanto a analise citoquimica, os corantes utilizados durante os experimentos
evidenciaram a presenca, na superficie das folhas e das glandulas - principalmente - de
componentes de mucilagem, pectinas e polissacarideos diversos, compostos coerentes
com a sugerida funcdo digestiva/absortiva dessas estruturas (Appezzato-da-Gldria et al,
2006). De maneira geral, a intensa producdo de fosfatases corrobora essa hipdtese, e
indica que as caracteristicas necessarias para a digestao de presas estao presentes.

O experimento com vermes nematddeos marcados foi conclusivo. Conseguimos
observar a absorg¢do de uma quantidade substancial de *°N pelas folhas de P. minensis
apds um curto periodo de exposicdo a C. elegans, resultado que, quando associado a
magnitude nos niveis de absorc¢do, garante que essa tenha ocorrido de maneira ativa.

Com espécies do género Genlisea (Lentibulariaceae), em um ensaio muito semelhante,
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as folhas sé apresentaram S em niveis detectaveis apos 48h (Barthlott et al, 1998).
Contudo, o aspecto mais importante ndo foi a rapidez com que as plantas absorveram
os nematddeos enriquecidos, e sim a absorcdo em si, o que garante que essa espécie
pode ser considerada, do ponto de vista puramente ecoldgico, uma verdadeira planta
carnivora. Conseguimos, ainda, observar um aumento significativo nas concentracdes
absolutas de nitrogénio (N% em massa) em todos os grupos em que foram adicionados
nematddeos, inclusive no controle, o que é mais uma evidéncia de que P. minensis é
capaz de absorver e incorporar nutrientes derivados de presas.

O uso de presas por espécies vegetais ndo é considerado o meio mais econémico
de adquirir nutrientes. De maneira geral, esse fato parece derivar da relativa raridade da
sindrome da carnivoria, que é encontrada em aproximadamente 0,002% das espécies de
angiospermas (Givnish, 1989; Benzing, 1987). O numero de espécies carnivoras pode,
dessa forma, representar uma subestimativa do verdadeiro total, isso em parte porque
apenas testes preliminares foram conduzidos com os géneros supostamente carnivoros
Dipsacus, Geranium, Petunia e Potentilla (Benzing, 1987; Simons, 1981; Spomer, 1999;
Shaw et al. 2011). No contexto desse estudo, a carnivoria pode ser criptica - devido ao
uso de presas microscopicas, de mecanismos dificilmente visiveis e da relativa raridade
ou acessibilidade das espécies -, e esses motivos poderiam explicar porque apenas agora

a sindrome da carnivoria esta sendo descrita para Philcoxia.
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6.7. Conclusao

Com as evidéncias apresentadas aqui, conseguimos demonstrar que P. minensis
apresenta, de fato, o habito da carnivoria. Comparativamente, a importancia disso se
estende para muito além do nivel especifico, ou até mesmo genérico. Comprovamos a
carnivoria em um grupo novo de plantas que, até pouco tempo atras, era desconhecido.
Nao bastasse, essa espécie é a primeira em sua familia a apresentar essa sindrome, algo
gue pode ser extremamente importante do ponto de vista evolutivo. O presente estudo,
e até entdo dados menos conclusivos de outras espécies com folhas adesivas (Benzing,
1987; Simons, 1981; Spomer, 1999; Shaw et al. 2011) e com estruturas do tipo “pitfall"
parece suportar a nocdao de que estamos cercados por mais plantas carnivoras do que

pensamos (Chase et al, 2009).
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7.1. Resumo

Os estudos com plantas carnivoras comecaram hd mais de um século e, ainda
nos dias de hoje, ndo sdo conhecidos os mecanismos que determinam a evolucdo e a
distribuicdo geografica dessas singularidades vegetais. Os modelos de custo-beneficio
vém, nesse sentido, atuando como guias para diversas pesquisas nas Ultimas décadas e
parecem poder esclarecer diversos pontos obscuros quanto a ecologia dessas plantas. O
género Philcoxia, endémico de campos rupestres - ambientes associados a formacdes
de areia branca e afloramentos rochosos, propensos a eventuais queimadas e pobres
em nutrientes -, apresenta caracteristicas que acabaram por levar a questdes quanto a
sua fisiologia e evolucdo. Nosso grupo de pesquisa demonstrou que as espécies desse
género sdo carnivoras, contudo ainda ndo sabemos bem o papel que essa sindrome
desempenha no balanco energético dessas plantas. O estudo em questdo teve como
objetivo analisar os custos e os beneficios da carnivoria em P. minensis no contexto
tedrico sugerido por Thomas J. Givnish para a evolucdo da carnivoria. Para tal, nds
posicionamos essa espécie no espectro global de economia foliar, analisando de que
forma essa planta se comporta quanto aos trade-offs energético-estruturais impostos

pelos ambientes restritivos onde ocorrem.

Palavras-chave: espectro global de economia foliar | atributos foliares | capacidade

fotossintética | LMA | nitrogénio | fésforo

56



7.2. Abstract

The studies with carnivorous plants began more than a century ago and until
today it is unknown what are the mechanisms that determine the evolution and the
geographical distribution of these singularities. The cost-benefit models are, in this
context, acting as guidelines to several surveys in recent decades and they appear to
clarify many obscure points about the ecology of these plants. The genus Philcoxia,
endemic to campos rupestres - environments associated with white sand and rocky
outcrops, fire-prone and nutrient-poor - has characteristics which eventually led to
inquiries concerning its physiology and evolution. Our research group has shown that
the species of this genus are carnivorous, but we do not yet know the role that this
syndrome plays in the energetic balance of these plants. This study aimed to analyze the
costs and benefits of the carnivorous syndrome in P. minensis in the theoretical context
suggested by Thomas J. Givnish for the evolution of carnivory. In order to do this, we
placed this species in the worldwide leaf economics spectrum, analyzing how it behaves
regarding the energetic/structural trade-offs imposed by the restrictive environments

where they occur.

Key words: worldwide leaf economics spectrum | leaf traits | photosynthetic rates |

LMA | nitrogen | phosphorus
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7.3. Introdugao

Um dos objetivos centrais da ecologia vegetal é entender os mecanismos pelos
guais as plantas assimilam os nutrientes e alocam os recursos essenciais aos processos
fisioldgicos, ao crescimento e a reproducdo (Farnsworth et al. 2008). De maneira geral,
as concentragdes de nutrientes foliares, especialmente nitrogénio, fésforo e potassio,
sdo amplamente conhecidas por determinarem capacidades fotossintéticas maximas,
assim como medidas de massa foliar especifica (Reich et al. 1999; Wright et al. 2004). De
fato, a correlacdo entre esses tracos é tao geral que ficou conhecida como o “espectro
global de economia foliar” (Wright et al. 2004).

O “espectro global de economia foliar” engloba um padrado de correlacdes entre
caracteristicas foliares que é virtualmente universal e consistente ao longo de todas as
angiospermas (Reich et al. 1997; Wright et al. 2004). De um lado do espectro, estdo as
espécies vegetais de crescimento rapido e que produzem folhas efémeras e de baixo
custo estrutural, mas que apresentam altas concentracdes de nitrogénio e de outros
nutrientes, assim como altas capacidades fotossintéticas. Do outro lado desse espectro,
no entanto, estdo descritas espécies vegetais de crescimento lento que produzem folhas
duradouras e estruturalmente mais custosas, pequenas concentragdes de nitrogénio e
outros nutrientes, assim como baixas capacidades fotossintéticas (Donovan et al. 2011).
Essas diferentes combinacdes de aspectos foliares representam alternativas ecolégicas
associadas ao balanco entre os custos de construcdao de uma folha e os beneficios que
essa estrutura fornece na forma de assimilacdo de carbono via fotossintese - ou seja,

aquisicdo rdpida de recursos versus a conservacao de recursos (Reich et al. 1997; Reich
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et al. 1999; Wright et al. 2004; Westoby et al. 2006). Devido ao fato dessas correlagbes
entre atributos ser observada entre espécies dentro de comunidades isoladas, assim
como através de diferentes biomas, o espectro global de economia foliar é tido como
reflexo de adaptacdes a gradientes ambientais em larga escala (Donovan et al. 2011).

Contudo, plantas sdao extremamente sensiveis quanto as quantidades locais de
nutrientes disponiveis e, de maneira geral, a limitagdo por um nutriente pode interferir
substancialmente na habilidade dessa planta usar outro nutriente, dgua e até mesmo
luz (Farnsworth et al. 2008). Dessa forma, diversos estudos recentes tém ilustrado o
papel que as diferengas locais nas disponibilidades de recursos, assim como variagdes
espécie-especificas, podem exercer sobre as relacdes de forma e de funcdo das folhas
(Dudley, 1996; Ordonez et al. 2010), e no quanto essas correlacdes podem divergir do
espectro global de economia foliar proposto por Wright et al. (2004).

Nesse contexto, as plantas carnivoras (que derivam uma grande quantidade de
seus nutrientes da captura e da digestdo de presas) exibem relagdes alométricas foliares
diferentes das previstas pelo espectro global de economia foliar (Ellison, 2006); essas
plantas apresentam, por exemplo, taxas fotossintéticas extremamente baixas, e o uso
de nitrogénio durante o processo de fotossintese chega a ser 50% menos eficiente do
gue o esperado segundo padrdes mundiais. Dessa maneira, tais caracteristicas podem
determinar um deslocamento considerdvel da posigdo relativa das plantas carnivoras na
correlacdo que Wright et al. (2004) prop0s para todas as espécies vegetais - um fato que
foi verificado em apenas alguns estudos (Farnsworth et al. 2008). De forma geral, esses

trabalhos deixam claro que as plantas carnivoras estdo sob uma grande desvantagem
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energética quando comparadas com espécies ndo-carnivoras.

Contudo, as plantas carnivoras crescem em ambientes considerados “extremos”
e, dessa forma, o desempenho energético dessas espécies deve ser avaliado dentro do
contexto desses ambientes, algo geralmente ignorado por pesquisadores que trabalham
com ecossistemas. Por esse motivo, decidimos analisar as relacdes alométricas descritas
por Wright et al. (2004) e outros autores em uma comunidade especifica, avaliando de
gue maneira as plantas carnivoras se comportam quando comparadas as vizinhas ndao
carnivoras que crescem no mesmo ambiente.

De forma geral, esperavamos encontrar a mesma correlagao descrita por muitos
autores (Reich et al. 1999; Wright et al. 2004; Westoby et al. 2006) para as espécies nao
carnivoras, com maiores concentracdes de nutrientes, no caso o fésforo e o nitrogénio,
determinando maiores capacidades fotossintéticas. Por outro lado, todavia, esperamos
uma correlagao apenas semelhante para as espécies carnivoras, com uma alteragao na
posicdo da curva e em sua angulacdo, visto que essas espécies apresentam trade-offs
adicionais a serem considerados, ja que uma parte da drea foliar apresenta funcdes
relacionadas a atracdo, captura e digestdo de presas (Ellison, 2006; Farnsworth et al.
2008). Quanto a correlagdo entre fotossintese e LMA (quantidade de massa seca por
unidade de drea foliar), por fim, esperdvamos que P. minensis, apesar de sua posicao
relativa ao longo do espectro, apresentasse o mesmo padrdao que descreve o trade-off
entre os gastos estruturais e a fase liquida (fotossintese) e, dessa forma, formasse uma

curva semelhante a observada para as espécies ndo carnivoras da prépria comunidade.
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7.4. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no parque onde sdo encontrados os individuos de
P. minensis, em Joaquim Felicio, MG. Nessa area, nds coletamos dados de fotossintese
(Aarea) para quatro individuos de P. minensis, assim como de quatro individuos das dez
espécies n3o carnivoras mais abundantes®. Depois disso, coletamos as folhas usadas nas
medicoes de fotossintese e o material, apds ser mantido a 60°C por 48 horas, foi moido
e as concentragGes dos principais nutrientes (nitrogénio e fosforo) foram determinadas
em um espectrometro de massa (Thermo Finnegan, Delta Plus - Bremen, Germany) no
laboratério de Ecologia Isotdpica do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA,
Piracicaba - SP). No caso, as andlises das amostras de P. minensis tiveram que ser feitas
separadamente, uma vez que os individuos dessa espécie apresentaram um conteldo
em massa muito limitado, o que impediu que nés fizéssemos as quantificacdes da forma
convencional. Dessa forma, os conteludos de nitrogénio foram determinados através de
analise elementar (CHN Elementar Analyzer 2400 Perkin EImer, USA), enquanto que as
concentracgdes de fosforo foram determinadas por espectrometria de emissdo atémica
acoplada a plasma (ICP-MS, Spectro Ciros CCD, Germany). Como esses equipamentos
sdo extremamente complexos, nossas amostras foram enviadas a Central Analitica do
Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (USP, Sdo Paulo - SP). Por fim, as
medidas de fotossintese foram correlacionadas com razdes de massa por drea foliar e

com as concentracdes de nitrogénio e de fdsforo através de regressdes lineares no

2 Como o cronograma do projeto foi apertado, ainda n3o conseguimos identificar as espécies envolvidas
nesse estudo. Confirmamos, entretanto, que pertencem as familias Annonaceae, Asteraceae, Clusiaceae,
Cyperaceae, Ericaceae, Fabaceae, Melastomataceae, Proteaceae, Velloziaceae e Vochysiaceae.
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software SYSTAT 13.0 (Systat).

O foco desse estudo foram quatro caracteristicas foliares que, juntas, capturam
diversos aspectos da economia foliar; (1) LMA (leaf mass per area), mede o peso seco
da folha que é investido por unidade de area foliar fotossintetizante. De maneira geral,
as espécies que possuem altos LMAs tém laminas foliares mais grossas e tecidos mais
densos (Witkowski et al. 1991). (2) Capacidade de assimilacdo fotossintética maxima
(Amax), medida em condicbes de alta umidade e luminosidade e ampla disponibilidade
de COyg). Dentre outros fatores, a capacidade fotossintética maxima é influenciada pela
condutancia estomatica e pela capacidade de carboxilagdo dos cloroplastos no interior
da folha. (3) Concentracdo de nitrogénio (N), ja que esse nutriente € um componente
integral de diversas proteinas do maquinario fotossintético, em especial a Rubisco (ou
Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase). O aparato fotossintético, principalmente
devido a essa enzima, é diretamente responsavel pelo uso do COy) intracelular, em um
processo que também é afetado pela estrutura geral das folhas e; (4) Concentragdo de
fosforo (P), uma vez que esse nutriente estd presente em acidos nucleicos, membranas
lipidicas e em moléculas ligadas a quimica energética da célula, como o ATP e o ADP. O
fésforo deriva da desagregacdo de certos minerais, ao contrario do nitrogénio, que é
predominantemente incorporado ao solo via fixagao da atmosfera por microrganismos
associados, ou nao, as plantas (Wright et al. 2004). Os outros parametros analisados ao
longo desse estudo sdo, de uma forma ou de outra, derivacGes desses quatro atributos
foliares chave. O primeiro, eficiéncia do uso de nitrogénio na fotossintese (ou PNUEy),

mede o quanto eficaz uma determinada espécie é em utilizar o nitrogénio no processo
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fotossintético. Dentre diferentes espécies, a capacidade fotossintética maxima (Amax)
geralmente esta fortemente correlacionada com as concentragdo de nitrogénio foliar
(N) e, grosso modo, essa correlagdo normalmente é atribuida ao fato de que a maior
parte do nitrogénio foliar estd alocada no aparato fotossintético (Evans, 1989). No
entanto, é sabido também que, quando comparadas sob a mesma concentracdo de
nitrogénio (N), espécies diferentes exibem amplas variacbes quanto as capacidades
fotossintéticas (Field et al. 1986). Permanece desconhecido o motivo pelo qual certas
espécies apresentam PNUEy consistentemente baixos, mas normalmente esses valores
sdo observados em espécies tolerantes ao estresse (Poorter et al. 1990). Por fim, PNUEp,
ou eficiéncia do uso de fésforo na fotossintese, é um parametro que equivale ao PNUEy,
mas associado ao fésforo. Dessa forma, analisamos o uso dos dois principais nutrientes
associados a assimilagdao de carbono que mais frequentemente limitam a produtividade

primaria em ecossistemas terrestres.
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7.5. Resultados

Os quatro atributos foliares chave analisados para P. minensis e para as espécies
ndo carnivoras variaram em, no maximo, uma ordem de grandeza ao longo do conjunto
de dados que coletamos para a comunidade em questdo. Os valores de LMA variaram
entre 55,43g/m? e 269,42g/m?. Quanto as capacidades fotossintéticas maximas (Amay),
os valores baseados em area (Agrea) Variaram entre 1,28umol COz(g)-m'z-s'1 e 18,20umol
COz(g)-m'z-s'1 e 0s com base em massa (Amass) variaram entre 14,78nmol COz(g)-g'l-s'1 e
163,26nmol COz(g)-g'l-s'l. Os conteldos foliares de nutrientes variaram entre 7,22mg/g e
20,58mg/g para nitrogénio (N), e entre 0,26mg/g e 1,00mg/g para fosforo (P). Quanto
aos demais parametros expandidos, os valores de eficiéncias do uso de nitrogénio (ou
PNUEy) variaram entre 18,99umol CO,'mol™ N-s™ e 181,37umol CO,rmol™ N's™, e os
valores de eficiéncias do uso de fosforo na fotossintese (ou PNUEp) variaram na faixa
entre 566,67umol CO5g'mol™ Ps™ e 8331,85umol COygmol™ P-s™.

Quanto as analises estatisticas, nds encontramos correlacdes significativas para
apenas algumas combinacdes de atributos, mas principalmente quando as capacidades
fotossintéticas foram expressas em relacdo a massa (Amass). Os graficos de correlacao
entre Anax € LMA das espécies ndo carnivoras apresentaram padrdes semelhantes aos
encontrados em trabalhos anteriores (Wright et al. 2004 e Westoby et al. 2006), com
diminuicGes nas taxas de fotossintese (Aarea € Amass) cCOM aumentos nos indices de LMA
(fig. 13 e 14). Esse padrdo nado foi evidenciado para P. minensis, embora uma aparente

tendéncia tenha sido observada na correlagao entre Anass € LMA (fig. 14).
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Figura 13 - CorrelagGes entre Ao € LMA para dez espécies ndo carnivoras
(pontos azuis, equacdo da direita) e para P. minensis (pontos vermelhos).

180,0 1
160,0 - :
140,0 - <o

»120,0 -

100,0 -

80,0 -

60,0 - :

40,0 - .

20,0 - .

0,0 T T T T T 1
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0

LMA (g/m?)

y =-0,6594x + 196,62
R*=0,7239, P < 0,001

s1)

A, (nmol g

Figura 14 - CorrelagGes entre Anass € LMA para dez espécies ndo carnivoras
(pontos azuis, equacdo da direita) e para P. minensis (pontos vermelhos).

Como foi possivel observar, os valores de LMA puderam explicar 24,96% da
variacdo de A,., para as plantas ndo carnivoras da comunidade. Quando a capacidade
fotossintética estd expressa em funcdo da massa dos individuos (Amass), esses valores

sdo ainda maiores; nesse caso, os valores de LMA explicaram 72,39% dessa variacao.
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Convertendo os valores para uma escala logaritmica, as correla¢des ficaram ainda mais
proximas aquela descrita para as espécies do Glopnet - o maior conjunto de dados j3
publicado sobre as correlagGes entre caracteristicas foliares - (Wright et al. 2004), com
os valores de LMA explicando 74,09% da variacdo de Anass das plantas ndo carnivoras.
Nesse caso, fica evidente o quanto P. minensis se distancia das demais espécies
da comunidade, apresentado indices de LMA substancialmente mais baixos do que os
das espécies ndo carnivoras (fig. 15). Da mesma forma, as capacidades fotossintéticas de
P. minensis sdo extremamente baixas - e isso independentemente do parametro usado,
Aarea OU Anass (fig. 16 e 17) -, consistente com o que parece ser uma propriedade geral

das plantas carnivoras (Ellison, 2006; Ellison et al, 2005).
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Figura 15 - Médias de LMA de P. minensis e das plantas ndo-carnivoras, com os quartis
inferiores (25%) e superiores (75%), barras de erro padrao e outliers (pontuagdes).
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Figura 17 - Média de A,.ss de P. minensis e das plantas ndo carnivoras, com os quartis
inferiores (25%) e superiores (75%), barras de erro padrio e outliers (pontuacdes).




Quanto as correlagdes entre os demais parametros, os valores de concentracao
de nitrogénio (N) puderam explicar 19,80% da variacdo de Amass (fig. 18) para as espécies
ndo carnivoras. Os valores de conteudo de fésforo (P), por sua vez, explicaram 23,78%
da variacdo de A,res € 36,96% da variacdo de Anass (fig. 19) para esse mesmo grupo. Nao
encontramos correlagdes significativas entre esses atributos para P. minensis, porém o
posicionamento dessa espécie indica que as capacidades fotossintéticas (Aarea € Amass)

sdo muito baixas para as concentragdes foliares de nitrogénio e fésforo (fig. 18 e 19).
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Figura 18 - CorrelagGes entre A,rea € N (2) € entre Anass € N (b) para espécies ndo carnivoras
(pontos azuis, equagdes na parte inferior dos graficos) e P. minensis (pontos vermelhos).
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Figura 19 - CorrelagGes entre A,rea € P (2) € entre Anass € P (b) para espécies ndo carnivoras
(pontos azuis, equagdes na parte superior dos graficos) e P. minensis (pontos vermelhos).
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Como em absolutamente todos os estudos anteriores (Reich et al. 1999; Wright
et al. 2004; Westoby et al. 2006), com o aumento nas concentracées de nitrogénio (N) e
de fosforo (P), nés fomos capazes de observar aumentos nas capacidades fotossintéticas
(Aarea € Amass) das espécies ndo carnivoras, consequéncia de uma melhora na eficiéncia e
na concentracdo das enzimas do fotossistema (Poorter et al. 1990).

Quanto as caracteristicas estequiométricas gerais, apenas dois individuos® no
apresentaram deficiéncias nutricionais® sérias: o primeiro (Annona crassiflora Mart.)
apresentou um nivel de nitrogénio (N) comparativamente alto (20,59mg/g), mas uma
marcada deficiéncia de fésforo (0,87mg/g); o segundo (Gaylussacia brasiliensis Meisn.),
apresentou uma concentragdao imediatamente acima do nivel de limitagcao de fdsforo
(1,00mg/g), mas uma significativa deficiéncia de nitrogénio (13,62 mg/g). De maneira
geral, podemos observar um padrao nitido nas razdes entre nitrogénio (N) e fésforo (P)
para as espécies dessa comunidade, com 67,3% dos individuos apresentado valores de
N:P maiores que 16 - indicando limitagao por fésforo -, o que é ainda mais evidenciado
com o valor médio de 19,94 £ 6,30 na razdo N:P para essa comunidade. O padrao fica
mais visivel no grafico de correlacdo entre nitrogénio (N) e fésforo (P) (fig. 20), no qual
os valores de fésforo quase nao variam independentemente dos valores de nitrogénio.

Os indices de LMA puderam explicar 34,19% da variacdao do PNUEy e 37,88% da
variacdo do PNUE, (fig. 21) para as plantas ndo carnivoras. Como pudemos observar, os

aumentos nos valores de LMA determinaram diminui¢des na eficiéncia da utilizagdo de

3 No caso, apenas dois individuos no total, sendo um de cada espécie (A. crassiflora e G. brasiliensis).

4 No caso, as deficiéncias nutricionais sdo definidas segundo os estudos de Koerselman & Meuleman
(1996) e Aerts & Chapin (2000), nos quais a limitagdo por N é dada quando N < 20mg/g e N:P < 14, a
limitagdo por P é dada quando P < 1mg/g e N:P > 16 e a co-limitacdo é dada quando 14 < N:P < 16.
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nutrientes (tanto o nitrogénio quanto o fésforo) no processo de fotossintese para essas
espécies, padrao que ndo foi observado para os individuos de P. minensis. Quanto aos
valores de eficiéncia do uso de nutrientes (PNUE) para P. minensis, eles variaram entre
18,99umol-mol™s™ e 80,47umol-mol™s™ para o PNUEy e entre 566,67umol-mol™s™’ e
2659,36umol-mol™s™ para PNUE,. Como fica evidente, a eficiéncia do uso de nutrientes

em Philcoxia é significativamente menor que o das plantas ndo carnivoras (fig. 22 e 23).
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Figura 20 - Correlagdo entre nitrogénio (N) e fosforo (P) para espécies ndo carnivoras
(pontos azuis, equacgdo descrita) e para Philcoxia minensis (pontos vermelhos).
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Figura 21 - Correlagdo entre eficiéncia do uso de nitrogénio na fotossintese (PNUEy) e LMA (a) e
correlagdo entre eficiéncia do uso de fésforo na fotossintese (PNUE;) e LMA (b) para as plantas nao
carnivoras (pontos azuis, equagdes na parte superior dos graficos) e P. minensis (pontos vermelhos).
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Figura 22 - Média de PNUEy de P. minensis e das plantas ndo carnivoras, com os quartis
inferiores (25%) e superiores (75%), barras de erro padrio e outliers (pontuacdes).
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Figura 23 - Média de PNUE; de P. minensis e das plantas ndo carnivoras, com os quartis
inferiores (25%) e superiores (75%), barras de erro padrio e outliers (pontuagdes).
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7.6. Discussao

O primeiro aspecto a ser discutido diz respeito as correlagdes encontradas para
os valores de Anax € LMA. Como nds pudemos observar, o mesmo padrao descrito por
diversos pesquisadores (Wright et al. 2004; Westoby et al. 2006) foi encontrado para as
espécies nao carnivoras dessa comunidade, mas ndo para os individuos de P. minensis.
Nesse contexto, duas hipdteses surgem como possiveis explicacdes para essa correlacao
ndo significativa em P. minensis. De forma geral, o que observamos pode ser um quadro
incompleto, derivado do simples fato da amostragem de individuos em P. minensis ter
sido substancialmente menor (n=6 para P. minensis, comparado com um n=32 para as
demais espécies ndo carnivoras). Por outro lado, um fator possivelmente importante e
gue ndo havia sido exposto pode fornecer uma explicacdo alternativa; de fato, os dados
descritos aqui, seja para os valores de A,rea, Amass quanto para os de LMAs ndo foram
obtidos a partir das folhas dessa espécie, e sim das inflorescéncias. Devido a pequena
area absoluta (menos de 0,5 cm?), ao fato de estarem quase que permanentemente
enterradas sob a areia e, principalmente, ao fato de apresentaram uma funcdo dupla
como armadilha para nematddeos e outras presas, as folhas de P. minensis parecem ter
apenas um papel acessério, se ndo desprezivel, na assimilagdo de carbono por parte
dessas plantas. De fato, nds tentamos diversas vezes medir a capacidade fotossintética
desses 6rgaos, sob as mais diferentes condi¢des, e nunca obtivemos valores positivos.
Dessa forma, e levando em consideracdo varias observacoes anteriores, nés sugerimos a
existéncia de um desacoplamento de forma e funcdo nos 6rgaos dessa espécie, onde as

inflorescéncias - comparativamente muito maiores e mais expostas - sdo as principais
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responsaveis pelas funcdes de fotossintese e respiracao.

De qualquer forma, é interessante notar que o trade-off obrigatdrio entre a
alocagao de recursos em componentes estruturais ou nos processos de fase liquida
(fotossintese), sugerido por Shipley (2006), parece ser uma tendéncia, ainda que as
correlagdes ndao tenham sido significativas, e isso independentemente da origem do
tecido, desde que a fungdo fotossintética seja mantida. O modelo em que o autor se
baseia deriva de um compromisso anterior entre o numero de células ao longo da
lamina foliar e o tamanho das mesmas, além da variagao na espessura das folhas. De
maneira geral, isso cria uma ampla coordenacdo entre os parametros Amass, LMA e N, e
determina as diferengas nos custos de construcao das folhas de diferentes espécies.

Quanto ao evidente distanciamento dos individuos de P. minensis das curvas
observadas para as plantas nao carnivoras da comunidade, podemos extrair algumas
conclusdes importantes. Os valores de LMA para os individuos de P. minensis foram
comparativamente muito baixos (fig. 15), o que indicaria um investimento preferencial
em area fotossintética, em detrimento de uma possivel complexidade estrutural. Com
efeito, seria de se esperar que tais estruturas apresentassem altas taxas de assimilagdo
de carbono. Contudo, como vemos, as capacidades fotossintéticas dessa espécie sao
extremamente baixas (fig. 16 e 17). Dois motivos podem explicar o porqué isso é uma
propriedade geral das plantas carnivoras: (1) em espécies que apresentam armadilhas
adesivas, ou sticky-trap (como Byblis, Drosera, Drosophyllum, Pinguicula, etc.), as folhas
apresentam duas funcdes - assimilacdo de carbono através da fotossintese e captura /

digestdo / absorg¢do de presa -, o que impde necessidades diferenciais de investimentos.
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De forma geral, gastos com carnivoria determinam uma diminuigao nos investimentos
da fase liquida e, com isso, superestimam os valores esperados para as capacidades
fotossintéticas. Colocando de outra forma, se pudéssemos separar as quantidades de
nitrogénio e de fosforo efetivamente alocadas no aparado fotossintético, veriamos que
esses valores representam apenas uma pequena parcela dos contelddos nutricionais que
observamos em nossas analises e, possivelmente, a correlacdo entre essas pequenas
porgdes e a taxas de fotossintese observadas seriam coerentes com o espectro global de
economia foliar. (2) Quanto a Philcoxia - assim como diversas outras espécies carnivoras
- esse padrdo parece derivar do fato de os 6rgaos fotossintéticos serem apenas solucdes
possiveis, ao contrario de adaptagdes 6timas. Com efeito, as taxas fotossintéticas sao
limitadas por caracteristicas intrinsecas dos tecidos vegetais (como abertura estomatica,
concentracdes enzimaticas, etc.), o que acaba determinando a posicdo periférica dessas
espécies no espectro de economia foliar (fig. 24).

Quanto as correlagBes entre as capacidades fotossintéticas maximas (Amax) € as
concentracdes foliares de nutrientes (N e P), outro padrdo interessante aparece. Como
pudemos observar, as variagcdes nos contetudos de nitrogénio (fig. 18) e fésforo (fig. 19)
determinaram consequentes variacdes nas taxas fotossintéticas, principalmente Anass,
para as espécies nao carnivoras. No entanto, diferentemente de estudos anteriores, o
fésforo conseguiu explicar as variacoes de Ajrea € Amass de forma muito mais consistente
do que o nitrogénio. De forma geral, isso é um indicio de que as plantas da comunidade
apresentam uma maior limitagao por fésforo, o que é coerente com estudos anteriores

para essa area (Candido, H. G., comunicagdo pessoal) e com as caracteristicas sugeridas
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para os OCBILs (Lambers et al. 2010). Novamente, as correla¢des entre as concentracdes
de nutrientes (nitrogénio e fésforo) e as capacidades fotossintéticas (Aarea € Amass) para
P. minensis ndo foram significativas. No entanto, a informac¢do mais importante dessas
analises ainda pode ser obtida; as taxas fotossintéticas dos individuos de P. minensis sdao
extremamente baixas para as concentragdes nutricionais que essas plantas apresentam.
De fato, quando as capacidades fotossintéticas sdo expressas em termos de utilizagao
dos nutrientes - PNUEy, (fig. 22) e PNUE;p (fig. 23) -, os valores encontrados para Philcoxia
foram significativamente menores que o das plantas ndo carnivoras da comunidade, e
préoximos aos valores observados em outras espécies carnivoras (Ellison, 2006. Ellison,
2005). Mais uma vez, pudemos observar o trade-off adicional que as plantas carnivoras
precisam enfrentar, deslocando recursos para os processos de fase liquida ou para os
processos de captura / absorcdo / digestdo de presas. Dessa forma, acreditamos que o
posicionamento adequado das plantas carnivoras no espectro global de economia foliar
deva considerar um modelo diferente do proposto por alguns estudiosos (Wright et al.
2004; Westoby et al. 2006) e assim, considerar o compromisso originalmente descrito
por Shipley (2006) com um componente adicional, que chamamos de “fase carnivora”.
Com efeito, a construcao das folhas em plantas carnivoras deverd ser conduzida por um
trade-off composto por trés eixos principais; (1) estrutura foliar, (2) fase liquida e (3) os

investimentos em carnivoria.
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y =-0,7826x + 2,493 y=-0,9369x + 3,8724
R?=0,379,P=0,05 R? =0,49802, P < 0,001

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50
lg LMA

Figura 24 - Correlagdo entre logAmass e logLMA para as espécies do Glopnet, o maior conjunto de dados
publicado sobre correlagdes entre atributos foliares (pontos cinzas, equacgao da direita, linha de tendéncia
superior), e para as espécies carnivoras (Glopnet e P. minensis, equacdo da esquerda, linha de tendéncia
inferior, pontos vermelhos para Philcoxia minensis, pontos verdes para Sarracenia sp. e pontos azuis para
Drosera sp.). Os pontos em preto representam as espécies ndo-carnivoras da comunidade em estudo.
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7.7. Conclusao

Com as evidéncias apresentadas nesse estudo, conseguimos entender melhor de
qgue forma as restricdes impostas pela sindrome da carnivoria se expressam em termos
de relacGes alométricas e custos de construcao foliar. De maneira geral, nds observamos
que o trade-off sugerido por Shipley (2006) ndo é adequado para explicar a posicao das
espécies carnivoras no espectro global de economia foliar proposto por Wright (2004).
Devemos, dessa forma, unir o compromisso explicito indicado por Givnish (1984) para a
evolucdo das plantas carnivoras e considerar um trade-off com trés componentes: (1) a
estrutura foliar, (2) a fase liquida e (3) os investimentos em carnivoria.

No mais, esses resultados corroboram nossa hipdtese de que P. minensis é, de
fato, carnivora, assim como posiciona essa espécie na periferia do espectro global de
economia foliar, onde sdo encontradas as demais plantas carnivoras (notadamente, as
espécies do género Drosera e Sarracenia). Por fim, ainda apresentamos evidéncias de

gue o ambiente onde P. minensis ocorre apresenta forte limitacdo por fosforo.
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