5. Materias e métodos

5.1. Área e espécies de estudo
A Ilha do Cardoso localiza-se no município de Cananéia, extremo sul do litoral de São Paulo e pertence ao complexo Estuarino Lagunar de Iguape-Cananéia-Paranaguá. O clima é do tipo Cfa, de acordo com a classificação de Köppen (1948), caracterizado como mesotérmico úmido, sem estação seca, com pluviosidade e umidade relativa elevadas (Pfeiffer et al. 1989). A topografia é predominantemente montanhosa, sendo ocupada por um maciço montanhoso contínuo na região central e por planícies litorâneas – áreas de ocorrência da comunidade vegetal estudada – situadas a norte, nordeste, sul e sudeste da ilha (Barros et al. 1991). A formação de Restinga, situada nas planícies litorâneas, é composta por um mosaico de comunidades vegetais, representado por formações herbáceas, arbustivas e florestais, cujas diferenças ocorrem, basicamente, em função da proximidade do mar e das características físicas e hidrológicas do substrato (Araújo 1992). Os solos das planícies litorâneas são resultado de sedimentação marinha recente e caracterizam-se pelo alto teor de areia, baixos teores de argila e silte e baixa fertilidade (Araújo 1992). Desta forma, um dos fatores limitantes para as comunidades da restinga é a quantidade de nitrogênio disponível no solo. 
O Parque Estadual da Ilha do Cardoso foi uma das áreas contempladas no projeto temático “Diversidade, Dinâmica e Conservação em Florestas do Estado de São Paulo: 40 ha de parcelas permanentes”, financiado pelo programa BIOTA/FAPESP, no ano de 2001. O objetivo do projeto, em linhas gerais, foi caracterizar a flora e estudar a ecologia das comunidades de plantas em diferentes formações florestais do Estado (Floresta Ombrófila Densa, Restinga, Floresta Estacional Semidecidual e Cerradão). Nos 10,2 ha da parcela permanente estabelecida na floresta de restinga no PEIC (a partir de agora referida no texto como PP-PEIC), na qual esse estudo foi conduzido, foram encontrados 14.477 indivíduos arbóreos (1.392 indivíduos/ha) pertencentes a aproximadamente 117 espécies (BiotaFAPESP 2003). 

Estudando a ecofisiologia do uso de nitrogênio das espécies arbóreas na PP-PEIC, Aidar et al. (2006) concluíram que o solo da parcela é pobre em nitrogênio de maneira geral. Em solos mais úmidos e compactados, como é o caso da restinga, a condição anaeróbia é favorável a ocorrência de denitrificação e ocorre redução do NO3- para N2 tornando o primeiro menos disponível para as plantas (Aidar et al. 2006). Além disso, Vitousek & Matson (1988) concluíram que em sistemas tropicais os espodossolos (solo arenoso de origem marinha predominante na área de estudo) apresentam baixas taxas de mineralização e há maior imobilização de N pelos microrganismos, o que acarreta uma disponibilidade limitada de nitrogênio para atividade biológica. Baixas taxas de mineralização de N em espodossolos foram encontradas também por Chandler e colaboradores (1985). O NO3 é facilmente lixiviado em solos arenosos tropicais e, por isso, a vegetação, de maneira geral, apresenta baixo conteúdo de N foliar (Templer et al. 2008, Vitousek & Sanford 1986).

 Seis leguminosas foram identificadas dentre as espécies arbóreas levantadas pelo projeto: Abarema brachystachya (DC.) Barneby & J.W. Grimes (Mimosoideae), Abarema langsdorffii (Benth.) Barneby & J.W.Grimes, Andira anthelmia (Vell.) J.F.Macbr. (Faboideae), Balizia pedicellaris (DC.) Barneby & J.W. Grimes (Mimosoideae), Hymenolobium janeirense Kuhlm. (Faboideae) e Ormosia arborea (Vell.) Harms (Faboideae). De acordo com o banco de dados da GRIN (Germplasm Resources Information Network) (USDA 2010), essas espécies formam nódulos com rizóbios e, portanto, são capazes de fixar nitrogênio atmosférico. Em um estudo que testou a capacidade de nodulação de leguminosas em campo e em casa de vegetação (através de infecção por rizóbios), a espécie B. pedicellaris nodulou tanto em campo, quanto no experimento e a espécie O. arborea nodulou apenas no experimento (Faria & Lima 1998). Na Guiana Francesa, B. pedicellaris nodulou em campo e outras espécies dos gêneros Andira e Ormosia também foram capazes de nodular em campo (Roggy&Frevost 1999). Pons e colaboradores (2007) também detectaram nodulação em B. pedicellaris e em duas espécies de Ormosia. Sabe-se que a nodulação e o potencial de infecção por rizóbios são significativamente altos em solos arenosos (Sylvester-Bradley et al. 1980). Diante dessas considerações, podemos concluir que as espécies de leguminosas presentes na restinga provavelmente são capazes de nodular e fixar nitrogênio.
 Delineamento Amostral – Plântulas e juvenis (DAP <1 cm)

A amostragem de plântulas e juvenis foi feita em parcelas de 1 m2 instaladas em blocos compostos por uma árvore adulta de leguminosa e uma de não-leguminosa. As amostras foram pareadas para minimizar efeitos da heterogeneidade ambiental e da variação nas características dos indivíduos sobre os dados. As árvores adultas pertencentes a cada bloco possuíam tamanho (medido em diâmetro a altura do peito – DAP) e copas relativamente similares.


Para selecionar os indivíduos adultos, sorteamos indivíduos de leguminosas utilizando os dados espaciais da PP-PEIC e, em seguida, identificamos não-leguminosas de DAP similar cuja distância máxima em relação à leguminosa não ultrapassasse 20 m. Uma vez em campo, localizamos os indivíduos selecionados e avaliamos se as duas árvores possuíam portes parecidos e ocupavam ambientes equivalentes (se uma das árvores estava em solo alagado e a outra em solo não-alagado, por exemplo).

Considerando que cada espécie de leguminosa pode atuar de maneira diferente sobre a densidade de espécies e indivíduos em seu entorno, optamos por dividir a categoria “leguminosa” em três espécies (A. anthelmia, B. pedicelaris e O. arborea). As demais espécies de leguminosas presentes na parcela permanente (A. brachystachya, A. langsdorffii e H. janeirense) não foram utilizadas por possuírem um baixo número de indivíduos. Amostramos no total 90 blocos, ou seja, 30 pares para cada uma das três espécies de leguminosas em questão.


Alocamos as parcelas de 1 m2 sob os adultos utilizando sorteio ao acaso entre oito coordenadas geográficas (N, NO, O, SO, S, SE, L, NE) e quatro distâncias (1,2,3,4). Uma vez sorteada a coordenada, medimos o alcance da copa nessa direção utilizando uma trena e dividimos o alcance total da copa em quatro partes iguais, alocando o centro da parcela de 1 m2 na distância sorteada (detalhes na fig.1). Identificamos as espécies de todos os indivíduos de plântulas e juvenis (DAP < 1 cm) presentes nas parcelas.  
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Figura 1. Esquema detalhando as oito possíveis coordenadas (setas tracejadas) e quatro distâncias de alcance da copa (divisões nas setas) para uma árvore x. O círculo central preenchido representa o tronco da árvore e o círculo periférico tracejado representa a projeção da copa. A linha tracejada em vermelho representa uma situação hipotética na qual a coordenada sorteada foi “Sul” e o quadrado representa uma parcela de 1 m2 alocada na distância 2 dessa coordenada.

Para analisar os dados obtidos utilizamos um modelo nulo baseado em aleatorizações dos dados (Gotelli & Graves 1996). O modelo nulo é uma tentativa de gerar distribuições de valores para uma determinada variável de interesse na ausência do processo causal em questão, possibilitando estipular uma "situação controle" (Connor & Simberloff 1986). Uma vez que a hipótese do trabalho previa um maior número de espécies e indivíduos sob as leguminosas, a estatística de interesse considerada foi a média das diferenças (difleg – difnão-leg) entre leguminosas e não-leguminosas de cada bloco. Sendo assim, mantivemos a estrutura dos pares aleatorizando os valores entre cada par, para criar um novo padrão que seria esperado na ausência do efeito. Para cada aleatorização, calculamos a média das diferenças e as aleatorizações foram repetidas 10000 vezes. Por fim, confrontamos a média das diferenças observadas para os dados coletados com a distribuição de médias das diferenças geradas pelo modelo nulo, fixando o valor de α em 0.05. Todas as análises e gráficos foram feitos em linguagem R (R Development Core Team 2010).
 Resultados
. Plântulas e juvenis

Amostramos um total de 2565 indivíduos, pertencentes a 83 espécies, nos 90 blocos compostos por uma árvore leguminosa e uma não-leguminosa. As espécies A. anthelmia e O. arborea não apresentaram maior média das diferenças na densidade de espécies em comparação com as médias geradas pelo modelo nulo. Já a média das diferenças na densidade de espécies observadas para a espécie B. pedicelaris foi significativamente maior. Quanto às médias das diferenças na densidade de indivíduos, as três espécies não apresentaram resultados significativos.


A média das diferenças na densidade de espécies nos blocos com B. pedicelaris foi 2.2 e a distribuição nula de médias apresentou 9994 valores inferiores a 2.2 (p= (10000-9994)/10000 = 0.0006; Fig. 2) e na densidade de indivíduos foi 2.1 (p=0.156; Fig 2). Para a espécie O. arborea o valor médio das diferenças na densidade de espécies foi 0.2 (p=0.242; Fig 3) e na densidade de indivíduos 1.13 (p=0.215; Fig. 3). Por fim, a espécie A. anthelmia apresentou um valor médio das diferenças na densidade de espécies de -0.2 (p=0.614; Fig. 4) e densidade de indivíduos de 0.13 (p=0.476; Fig.4).
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Figura 2. Histogramas das freqüências de médias de densidade de espécies (à esquerda) e densidade de indivíduos (à direita) obtidas pelo modelo nulo para B. pedicellaris. Em ambos os gráficos, a linha vermelha representa a média observada no entorno da leguminosa.
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Figura 3. Histogramas das freqüências de médias de densidade de espécies (à esquerda) e densidade de indivíduos (à direita) obtidas pelo modelo nulo para O. arborea. Em ambos os gráficos, a linha vermelha representa a média observada no entorno da leguminosa.
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Figura 4. Histogramas das freqüências de médias de densidade de espécies (à esquerda) e densidade de indivíduos (à direita) obtidas pelo modelo nulo para A. anthelmia. Em ambos os gráficos, a linha vermelha representa a média observada no entorno da leguminosa.
 Discussão

Dentre as três espécies de leguminosas analisadas, B. pedicellaris apresentou forte evidência de facilitação mostrando uma maior densidade de espécies de plântulas e juvenis sob suas copas (Fig. 2). Provavelmente, B. pedicellaris enriquece o solo sob suas copas com N assimilável resultante da decomposição de suas folhas. Essa espécie possui folíolos pequenos e é semidecídua, o que pode contribuir para uma disponibilização rápida, alta e periódica de nitrogênio no solo através da decomposição. Na área de estudo, a espécie B. pedicelaris apresenta um dos maiores conteúdos de N foliar dentre as espécies estudadas, com baixa atividade da enzima nitrato redutase (enzima que reduz NO3 em NO2 na raiz ou folha), o que indica que essa espécie está mobilizando nitrogênio através de simbiose e/ou através da absorção de NH4 (Aidar et al. 2006). Sabe-se que há uma correlação positiva entre concentração de nitrogênio na serapilheira e taxas de decomposição (Vitousek et al 2002). Além disso, quanto menor o tamanho da folha, maior a superfície de contato dos decompositores, o que também acelera o processo de decomposição. Sendo assim, como B. pedicellaris perde a maioria de suas folhas, a grande quantidade de serapilheira rica em N sob suas copas, deve acelerar o processo de decomposição das folhas, aumentando a liberação de N no solo.


O presente estudo apresenta uma combinação de vários fatores favoráveis ao enriquecimento do solo pelo nitrogênio fixado por leguminosas descritos na introdução, uma vez que ocorre em uma floresta tropical de Restinga que, contrariamente à maioria das florestas tropicais, possui limitada quantidade de nitrogênio, justamente por estar estabelecida sobre espodossolos (solos arenosos). Podemos concluir que a disponibilização rápida e periódica de grande quantidade de nitrogênio assimilável, que provavelmente ocorre em B. pedicellaris, facilita plântulas e juvenis de outras espécies arbóreas, impedindo a exclusão de espécies que não são capazes de tolerar baixas concentrações de nitrogênio no solo.

As espécies O. arborea e A. anthelmia não apresentaram diferenças na densidade de espécies e de indivíduos sob suas copas (Figs. 3 e 4, respectivamente). Ambas as espécies possuem características bem diferentes das características de B. pedicellaris, ocorrendo no subosque relativamente sombreado e possuindo folíolos maiores e mais grossos. É possível que esses indivíduos fixem muito pouco nitrogênio ou utilizem quase todo o nitrogênio fixado quando ocorrem em ambientes sombreados, devido a uma demanda energética conflitante entre a fixação de nitrogênio e o crescimento. Nessas condições, seria mais importante para a planta investir em crescimento do que em fixação de nitrogênio para evitar a exclusão competitiva por parte das plantas não-fixadoras – com capacidade de investir relativamente mais energia no crescimento. (Vitousek & Howarth 1991). 

É provável que plantas que vivem na sombra, como é o caso de A. anthelmia e O. arborea nesse estudo, não possam se dar ao luxo de jogar fora folhas tão ricas em N ou, ainda, que haja maior mobilização de N das folhas de volta para a planta antes da queda das folhas nessas espécies de leguminosas. Ao contrário, leguminosas de “sol”, como é o caso de B. pedicellaris dispõem de muita energia para produzirem fotossintatos que servirão de “pagamento” para seus rizóbios. Assim, para essa espécie não seria tão necessário recuperar o N investido na folha. Se essa hipótese estiver correta, poderíamos prever que leguminosas que não facilitam, não devem possuir alto conteúdo de N nas folhas (especialmente nas folhas secas, devido à recuperação de N) e/ou suas folhas devem ser mais longevas (ou perenes) do que leguminosas que facilitam. Não é preciso admitir, por exemplo, que as espécies de leguminosas invistam diferentemente (proporcionalmente) em seus rizóbios e o controle poderia ser dado, simplesmente, pela produção de folhas mais pobres em N, ou seja, seria um controle na saída e não na entrada.  Entretanto, isso requer que essas espécies de leguminosas sejam capazes de ajustar sua fixação de nitrogênio em resposta às condições ambientais.

 Existem evidências de que há duas estratégias diferentes de fixação biológica de nitrogênio: (1) obrigatória, na qual as plantas fixam nitrogênio em taxas constantes por unidade de biomassa independente do ambiente e (2) facultativa, na qual ajustam a fixação de nitrogênio por unidade de biomassa em resposta às condições ambientais (Menge et al. 2009). De acordo com o modelo desses autores, ainda, a estratégia de fixação facultativa seria mais comum em florestas tropicais e a obrigatória em florestas boreais e temperadas, embora sejam necessários mais estudos conclusivos em campo. 


Na área de estudo, a espécie O. arborea não apresentou maior conteúdo de N foliar em relação a outras espécies não-fixadoras, o que pode indicar que essa espécie não seja capaz de fixar nitrogênio (Aidar et al. 2006). Os indivíduos de O. arborea na área de estudo estão aparentemente estressados com as condições do ambiente, visto que na maior parte das vezes possuem muito poucas folhas que quase sempre apresentam indícios de herbivoria intensa (observação pessoal). Esses fatos, aparentemente contraditórios, pois seria esperado que folhas com menor conteúdo de N sofressem menos herbivoria, podem indicar que as folhas estão, na verdade, expostas há mais tempo, o que seria mais uma evidência de que O. arborea apresenta folhas mais longevas. 

A combinação entre uma alta massa de folha por área (MFA – espécies com alto MFA possuem folhas mais grossas ou mais densas, como é o caso de A. anthelmia e O. arborea) e alto conteúdo de N foliar pode aumentar a perda de energia via respiração, o que pode ser prejudicial em situações nas quais o ganho de energia é baixo devido à menor disponibilidade de luz (situação na qual se encontram as espécies acima) (Walters & Reich 2000). Adicionalmente, em um espectro de economia de energia, à medida que aumenta o conteúdo de N foliar, há uma diminuição na MFA e no ciclo de vida da folha (medido como a duração média do investimento em energia para cada folha construída) e um aumento na capacidade fotossintética da folha (Wright & Westoby 2002). Folhas com longos ciclos de vida requerem construções robustas na forma de alto massa foliar por área. Sendo assim, A. anthelmia e O. arborea, que possuem folhas mais grossas (alto MFA), devem possuir um ciclo de vida foliar maior (mais longevas), aproveitando ao máximo a energia investida na produção da folha. 
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