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“Sou como vocé me Vé.

Posso ser leve como uma brisa ou forte como
ventania;

Depende de quando e como vocé me vé passar”.

Clarice Lispector
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Resumo

Neste estudo foram determinados os fatores que possibilitam a ocorréncia de populacdes de
Tococa guianensis em algumas areas de Cerrado sem a presenca de formigas mutualistas
obrigatorias. Mais especificamente, foi investigada (1) a influéncia dos tricomas e das formigas
oportunistas e obrigatdrias sobre a herbivoria foliar de T. guianensis, (2) se a pressao de
herbivoria sobre T. guianensis difere entre locais com e sem a presenca da formiga obrigatdria e
se (3) existe um investimento diferencial em defesas ndo bioticas (concentracdo de tanino,
densidade de tricomas, e dureza das folhas) entre plantas originadas de locais com e sem a
presenca de parceiros mutualistas obrigatérios. Também foi avaliado se tracos da planta
relacionados ao mutualismo (tamanho das domacias) sdo alterados em funcdo da auséncia do
parceiro mutualista. Além disso, foi avaliado o fator que limita a ocorréncia da formiga
obrigatdria Allomerus octoarticulatus em algumas areas do Cerrado. O estudo foi realizado em
trés locais no Brasil central, sendo dois deles Aragarcas (ARA) em Goiés, Cachoeira da Fumaca
(CACHO) no Mato Grosso e Uberlandia (UDI) em Minas Gerais. Para avaliar o efeito dos
tricomas e das formigas foi desenvolvido um experimento fatorial em duas populagdes com
formigas obrigatdrias (A. octoarticulatus) em ARA e CACHO e uma sem a presenca da formiga
obrigatéria em UDI. Para avaliar se a pressdo de herbivoria difere entre locais com e sem a
presenca da formiga associada e se existe um investimento em defesas ndo bidticas foi feito um
experimento de transplante reciproco com plantulas originadas de locais que a espécie ocorre
com e sem o parceiro mutualistico. Além disso, também foram feitas medic6es morfoldgicas das
domécias das diferentes populagdes. Para saber qual fator bidtico e/ ou abidtico impede a
ocorréncia da formiga em UDI foi comparada a sobrevivéncia e o tamanho das colonias de
rainhas de A. octoarticulatus sobreviventes em ARA e em UDI depois de um periodo de seis
meses. Os tricomas afetaram a herbivoria em todas as trés populaces, mas as diferencas na
herbivoria entre as plantas com ou sem tricomas foi relativamente pequena. Formigas
oportunistas ndo afetaram a taxa de herbivoria em UDI. A formiga obrigatoria teve um forte
efeito sobre a taxa de herbivoria em ARA, mas surpreendentemente, ndo em CACHO. Todas as
plantulas transplantadas, independente da origem, foram mais atacadas em ARA do que em
CACHO e UDI. Em UDI, as plantulas foram menos danificadas do que nos demais locais. A
populacdo de UDI apresentou maior conteudo de tanino, tanto na fase adulta quanto na de
plantulas. A densidade de tricomas também diferiu entre os locais, ARA apresentou mais
tricomas do que os demais locais e os individuos de CACHO apresentaram maior dureza foliar
do que ARA e UDI. A sobrevivéncia de rainhas de A. octoarticulatus foi menor em UDI do que
em ARA, mas a diferenca dependeu do nimero de rainhas que colonizaram a planta. No entanto,
o0 tamanho das coldnias das rainhas sobreviventes até o final do experimento nédo diferiu entre os
locais. De modo geral, os resultados deste estudo sugerem que T. guianensis conta com mais de
uma estratégia de defesa contra os insetos herbivoros e esta plasticidade de defesas pode estar
favorecendo a ocorréncia da populacdo em locais em que a espéecie ocorre sem a presenca da
formiga obrigatoria. Ja a auséncia de A. octoarticulatus em UDI parece estar mais relacionada
com a capacidade de dispersdo das rainhas e a distancia da fonte de rainhas do que com as
condic@es abidticas do local.

Palavras-chave: herbivoria, tricomas, tanino foliar, colonizacdo, transplante reciproco
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Abstract

This study determined the factors that enable the occurrence of populations Tococa guianensis in
some areas the Cerrado without obligate ants. More specifically, it was investigated (1) influence
of trichomes, opportunistic and obligate ants on leaf herbivory T. guianensis, (2) the pressure of
herbivores on T. guianensis differs between these locations and (3) there is a differential
investment (tannin concentration, trichomes of density and leaves toughness) between plants
from sites with and without obligate ants. It was also assessed whether traits related to mutualism
plant (domatia size) are changed due to the lack of mutual partner. Furthermore, we evaluated
the factor limiting the occurrence of obligate ants Allomerus octoarticulatus in some sites in do
Cerrado. This study was realized in three locations in central Brazil, two of them Aragarcas
(ARA) in Goiés, Cachoeira da Fumaca (CACHO) in Mato Grosso and Uberléandia (UDI) in
Minas Gerais. The effect of trichomes and ants was assessed by a factorial experiment in two
populations with obligate ants (A. octoarticulatus) in ARA and CACHO and in an absence of
obligate ants in UDI. To investigate the effect if the pressure of herbivory differs between sites
with and without associated ant and if there is an investment non-biotic defense was made a
reciprocal transplant experiment with seedling originated from sites where the species occurs
with and without the mutualistic partner. Moreover, it was also made morphological
measurements of domatia different populations. To know which biotic and/or abiotic factor
limits the occurrence of ant in UDI was compared to the survival and queen’s size of A.
octoarticulatusin ARA and in UDI after six months. The trichomes affected herbivory in all
three populations, but the differences between herbivory in plants with or without trichomes was
relatively small. Opportunistic ants did not affect herbivory rate in UDI. Obligate ants had a
strong effect on the herbivory rate in ARA, but surprisingly, not in CACHO. All seedling
transplanted, regardless of source, were attacked in more in ARA than CACHO and UDI. In UDI
plants were less damaged than in other places. The UDI population showed higher tannin content
both in adult and in seedling. The trichomes density also differed between sites, ARA had more
trichomes than other places and individuals CACHO showed higher leaf toughness than ARA
and UDI. The survival of queen’s A. octoarticulatus was lower in UDI than in ARA, but the
difference depended on the number of queens that colonized the plant. However, the size of the
colonies of queens surviving until the end experiment did not differ between sites.Overall, the
results of this study suggest that T. guianensis has more of a defense strategy against herbivory
insects and this plasticity defenses maybe favoring the occurrence of local population without the
presence ofobligate ants. The absence of A. octoarticulatus in UDI seems to be more related to
dispersal ability of queens and distance from local that queens occurs in greater quantities than
with abiotic conditions sites.

Keywords: herbivory,trichomes, leaf tannin, colonization, reciprocal transplant



Introducéo geral

Mutualismo pode ser definido como uma interacdo interespecifica de beneficios mutuos
onde, 0s membros envolvidos obtém maior aptiddo quando ocorrem juntos do que quando estdo
separados (Bronstein 1998). Estas interacdes podem ser divididas em dois tipos: facultativa e
obrigatoria (Fiedler 1991, Pierce et al. 2002). Nas interacBes facultativas ndo existe
especificidade entre os mutualistas, mas ainda assim existe um efeito positivo sobre o fitness das
espécies. Por outro lado, nas interacBes obrigatdrias existe maior especificidade entre os

membros da associacdo e, em geral, nenhum pode persistir sem o outro (Boucher et al. 1982).

Um dos melhores exemplos de interagdes mutualisticas € a associacdo entre plantas e
formigas (Bronstein 1998). As mirmecdfitas (ant-plants) apresentam estruturas especializadas,
denominadas domacias, que possibilitam a nidificacdo de col6nias de formigas em seu interior.
Em alguns casos, as plantas oferecem também recursos alimentares, como corplsculos
alimentares ou néctar extrafloral, as formigas associadas (Benson 1985). Em troca destes
beneficios, as formigas protegem as plantas hospedeiras dos herbivoros, de plantas competidoras
e ainda fornecem nutrientes essenciais para o seu desenvolvimento (Janzen 1966; Benson 1985;
Vasconcelos 1991; Alvarez et al. 2001; Heil & McKey 2003; Romero & 1zzo 2004, Palmer &
Brody 2007). Estas plantas ocorrem em alguns géneros de Acacia, Cecropia, Leonardoxa, Piper,
Macaranga, Tococa, entre outras, e sdo permanentemente habitadas por colénias de formigas

especializadas (Davidson & McKey 1993, Heil & McKey 2003, Rico-Gray & Oliveira 2007).

A protecdo fornecida pelas formigas contra a acdo dos herbivoros varia de acordo com a
abundancia das formigas e dos herbivoros (Barton 1986), tipos de herbivoros presentes (Koptur
1984; Yu & Pierce 1998), microhabitat (de La Fuente & Marques 1999) e as espécies de
formigas envolvidas (Davidson & McKey 1993). Vasconcelos & Davidson (2000) estudando as
formigas associadas a Maieta guianensis verificaram que embora as duas espécies de formigas

associadas defendam a planta hospedeira, esta apresenta uma maior aptiddo quando esta
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associada com a formiga Pheidole minutula do que com Crematogaster laevis. Além disso, é
importante considerar que as associacdes entre formigas e mirmecoéfitas também podem variar
geograficamente, uma vez que os limites de ocorréncia de uma dada espécie de planta nem
sempre coincide com os de uma dada espécie de formiga e vice-versa (Guimaraes et al. 2007).
Isso acaba gerando um complexo mosaico de intera¢des, quando considerado em ampla escala, o
que pode determinar o estabelecimento e permanéncia de diferenciados mutualismos em

diferentes locais (Lapola et al. 2004).

Apesar desta especificidade entre mirmecofitas e as formigas especialistas, ja foram
encontradas algumas populagGes de mirmecofitas sem suas formigas associadas em altas
altitudes e em ilhas remotas (Wheeler 1942, Janzen 1973, Putz & Holbrook 1988, Michelangeli
2005). De acordo com Janzen (1973) a ocorréncia destas populac6es pode estar sendo favorecida
pela baixa densidade de herbivoros e/ou as mirmecdéfitas podem apresentar defesas alternativas,
como por exemplo, constitutivas ou morfolégicas induzidas contra a acdo dos herbivoros

(Stapley 1998, Heil et al. 2002, Dicke & Baldwin 2010).

Até entdo, populacdes de mirmecdfitas sem associagdo com formigas mutualistas
obrigatorias tinham sido encontradas somente em ambientes extremos ou isolados, mas foram
descobertas populacfes de Tococa guianensis persistindo em algumas areas do Cerrado a mais
de quinze anos sem a presenca das formigas (Moraes & Vasconcelos 2009). De acordo com estes
autores a persisténcia destas populactes nestes locais pode estar relacionada com (i) a baixa
pressdo de herbivoros, ja que estas populacdes por estarem localizadas proximas do limite de sua
distribuicdo em areas mais restritas e isoladas (proximas a nascentes de rio) podem sofrer menos
danos quando comparado com outras populacées amplamente distribuidas (Michelangeli 2003,
Dejean et al. 2006); (ii) um aumento no nivel de defesas quimicas; (iii) a presenca de defesas
fisicas (morfoldgicas) contra a agdo dos insetos herbivoros, ja que T. guianensis produz folhas

mais duras e com mais tricomas quando desprovidas de formigas; e/ou (iv) com a defesa bidtica,
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ja que as formigas oportunistas podem desempenhar o mesmo papel das formigas obrigatorias

nestas areas.

Diante disto, o objetivo geral deste trabalho foi determinar os fatores que podem limitar a
ocorréncia de populacdes de Tococa guianensis em areas de Cerrado sem formigas mutualistas
obrigatdrias. Mais especificamente, no Capitulo 1 foi avaliada a influéncia dos tricomas e das
formigas sobre a herbivoria foliar de Tococa guianensis. No Capitulo 2 foi avaliado se a pressao
de herbivoria sobre Tococa guianensis difere entre os locais em que a espécie ocorre com e sem
a formiga obrigatéria e se ha um investimento diferenciado em defesas ndo bidticas
(concentracdo de taninos e dureza das folhas) entre estas popula¢Bes. Além disso, também foi
avaliado se tracos da planta relacionados ao mutualismo (especificamente o tamanho das
domécias) sdo alterados em func¢do da auséncia do parceiro mutualista. Por fim, no Capitulo 3 foi
avaliado o fator que pode estar limitando a ocorréncia da formiga obrigatoria Allomerus
octoarticulatus em algumas &reas do Cerrado: as condi¢cBes climaticas da regido e/ou a

capacidade de dispersdo das rainhas.

Para isto, foram comparadas populagdes de T. guianensis que ocorre sem a presenca da
formiga obrigatéria em Uberlandia/MG e com a presenca da formiga em Aragar¢as/GO e

Cachoeira da Fumaca, distrito pertencente ao Municipio de Novo Sdo Joaquim/MT (Figura 1).



Figura 1. Mapa mostrando a localizacdo das trés areas de estudo: Aragarcas/GO (ARA) e
Cachoeira da Fumaca/MT (CACHO) e Uberlandia/MG (UDI).

Caracterizacao das areas de estudo

As populacdes de Uberlandia e Aragarcas encontram-se em um habitat de nascente,
ambiente com cobertura arbdrea superior a 85% e rico em matéria organica, que permanece
alagado por pelo menos seis meses. J& a populacdo de Cachoeira esta presente em uma mata de
galeria de solo arenoso com baixo conteddo de matéria organica e sujeita a inundacgdes torrenciais.
A densidade de plantas nas trés populagdes ficou entre 0,12 e 0,15 individuos/m? (Tabela 1). A
cobertura arborea das populacées foi obtida por meio fotos digitais tiradas no inicio da manh& ou

final da tarde com uma camera digital (Fujifilm AX200: lente 25 mm) posicionada a um metro do
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solo. As fotos foram analisadas no programa Adobe Photoshop 14.0 de acordo com a metodologia
descrita por Engelbrecht & Herz (2001). Para estimar a densidade de individuos foram
estabelecidos dez areas de 10 x 10 m nos trés locais. Em cada transecto foram quantificados todos

os individuos encontrados.

Tabela 1. Localizacdo geografica das populacdes estudadas de T. guianensis e caracteristicas

dos ambientes.

All t Densidade de )
Populacéo Coordenadas Omerus Coper ura Habitat
/Azteca arborea (%) Plantas (m2)

15°53°49” S Mata de
+
Aragarcas/GO 5007 377 0 Presente 90,5+15 0,15 Galeria/Nascente
Mata de
Cachoeira da 15°03° 37" S . .
+
Fumaca/MT 520 46" 19" O Presente 76,8+11,4 0,12 Galerlngelra do
al Riacho
. 18°57° 28”8 Mata de
+
Uberlandia/MG 48°12° 377 O Ausente 88,9+20 0,14 Galeria/Nascente

Caracterizacao das espécies

Entre as diferentes espécies de formigas encontradas nidificando em T. guianensis, duas -
Allomerus octoarticulatus Mayr (Myrmicinae) e Azteca sp. (Dolichoderinae) - sdo habitantes
obrigatdrios, ou seja, utilizam a planta como unico sitio de nidificacdo, apresentando coldnias
completas, com rainhas, operarias e imaturos. Allomerus octoarticulatus € encontrada no norte
da América do Sul, no Peru e na Amazonia brasileira (Fernandez 2007). Ja Azteca sp. apresenta
uma ampla distribuicdo na regido Neotropical desde o sul do México até o Brasil (Bolton 1995).
Allomerus octoarticulatus foi a espécie mais comum nas localidades do Cerrado estudadas por
Moraes &Vasconcelos (2009), sendo também a espécie mais comum em Aragarc¢as e Cachoeira
da Fumaca. J& em Uberlandia as plantas de T. guianensis ndo tém formigas obrigatdrias, mas
apresentam espécies oportunistas do género Wasmannia, Brachymyrmex, Camponotus,

Cephalotes, Crematogaster, Linepithema ou Pheidole que utilizam a planta como sitio de



forrageamento ou eventualmente como ninho satélite, mantendo na planta algumas operarias e

imaturos (Moraes & Vasconcelos 2009).

O género Tococa (Melastomataceae) € amplamente distribuido na regido Neotropical,
desde o sul do México até a Bolivia e leste do Brasil (Michelangeli 2005). Geralmente é
representado por espécies arbustivas, sendo encontrada no sub-bosque de diversas formacdes
vegetais, como em florestas tropicais e matas de galeria e também eventualmente em campos
umidos. A espécie Tococa guianensis Aublet (Melastomataceae) é uma das poucas espécies
mirmecofitas que ocorrem no bioma Cerrado, porém existem poucos trabalhos sobre a ecologia
das interacOes desta espécie com formigas neste bioma (Bizerril & Vieira 2002, Moraes &
Vasconcelos 2009). As mirmecdfitas deste género apresentam domécias localizadas na base

foliar ou entre a folha e o peciolo (Figura 2 A - D).
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Figura 2. (A) Tococa guianensis; (B) Domacia — na base da folha, onde abriga formigas; (C)

Inflorescéncia e (D) Formigas sobre a folha.
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CAPITULO 1

Condicionalidade no papel das formigas e dos tricomas na defesa da planta

mirmecofita Tococa guianensis

Resumo

Defesas fisicas e interacfes bidticas sdo diferentes estratégias utilizadas pelas plantas contra os
herbivoros. As defesas fisicas (tricomas) atuam como uma barreira fisica para 0s insetos
herbivoros. Interagdes mutualisticas obrigatdrias entre plantas e formigas também iniciam um
importante papel na defesa indireta contra os herbivoros, ja que as formigas fornecem protecéo
para sua planta hospedeira em troca de abrigo (domécia). Tococa guianensis € uma planta
Neotropical associada com formigas do género Allomerus ou Azteca. Entretanto, no limite sul de
sua distribuicdo, populagbes de T. guianensis foram encontradas persistindo na auséncia de
Allomerus e Azteca. Duas hipoteses foram propostas para explicar persisténcia destas
populaces: (i) formigas oportunistas podem estar desempenhando o mesmo papel das espécies
obrigatérias e/ou (ii) a herbivoria é evitada devido aos tricomas foliares. Para testar estas
hipoteses foi desenvolvido um experimento fatorial com duas populagdes que T. guianensis
ocorre com formigas obrigatorias (Allomerus octoarticulatus) em Aragarcas/GO (ARA) e
Cachoeira da Fumaca/MT (CACHO) e uma sem a formiga obrigatéria em Uberlandia/MG
(UDI). Neste experimento foi manipulada a presenca de formigas (presenca/auséncia) e de
tricomas (intactos/raspados). Além disso, também foi quantificada a densidade de tricomas
foliares das populacGes estudadas. A taxa de herbivoria sobre as folhas produzidas depois do
inicio do experimento foi medida a cada dois meses durante um periodo de seis meses e a
quantificacdo dos tricomas foi feito sob a lupa no laboratério. A remocao dos tricomas resultou
num aumento da herbivoria em duas das trés populacfes estudadas (ARA e UDI), mas esta
diferenca foi relativamente pequena. A densidade de tricomas também diferiu entre as
populagdes na fase adulta, ARA apresentou mais tricomas do que os demais locais. As formigas
oportunistas ndo afetaram a taxa de herbivoria em UDI. No entanto, a formiga obrigatoria teve
um forte efeito sobre a taxa de herbivoria em ARA, mas surpreendentemente ndo em CACHO. A
taxa de herbivoria total foi maior em ARA do que em CACHO e UDI. Estes resultados sugerem
que a importancia da formiga obrigatéria como defensora da planta é condicionada pela taxa de
herbivoria experimentada pelas plantas. Em ARA, onde a taxa de herbivoria foi alta, a defesa da
formiga foi extremamente eficiente para as plantas, mas em CACHO a formiga obrigatéria ndo
afetou a herbivoria. Em locais onde T. guianensis ocorrem sem a formiga obrigatoria, as plantas
também parecem contar com a defesa fisica, ja que a herbivoria foliar foi afetada pelos tricomas
em UDI. Além disso, em ARA (local com maior herbivoria) as plantas também apresentaram
maiores densidades de tricomas foliares, sugerindo que T. guianensis, além de se beneficiar da
protecdo fornecida pelas formigas, em caso de alta herbivoria, a planta se beneficia da defesa
fisica. Assim, esta plasticidade em defesas contra os insetos herbivoros em T. guianensis pode
ajudar a explicar a permanéncia de populacdes em locais onde as formigas obrigatdrias ndo
ocorrem.

Palavras-chave: Allomerus octoarticulatus, experimento exclusdo, formigas oportunistas,
tricomas
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1. Introducéo

As plantas apresentam uma variedade de estratégias de defesas contra os herbivoros que
tendem a reduzir a herbivoria e assim aumentar o fitness da planta (Pullin & Gilbert 1989,
Strauss & Agrawal 1999, Rautio et al. 2002). Tais estratégias podem ser fisicas (morfoldgicas)
quando ha producdo de tricomas, espinhos e esclerificacao foliar que impedem ou dificultam o
consumo da planta pelo herbivoro (Dalin & Bjorkman 2003, Lucas et al. 2000) e bidticas que se
caracterizam pela associacao da planta com outro organismo, geralmente formigas, que defende

a planta atacando os potenciais herbivoros (Heil & McKey 2003, Campbell et al. 2013).

A producédo de tricomas é um importante componente da resisténcia contra os insetos
herbivoros (Agren & Schemske 1994, Levin 1973, Karban & Myers 1989, Brian Traw &
Dawson 2002), pois representa uma barreira fisica e/ou quimica para os insetos (Levin 1973).
Como barreira fisica, os tricomas interferem no movimento dos insetos e outros pequenos
artrépodes sobre a superficie da planta tornando o acesso dos insetos mais dificil (Levin 1973,
Baur et al. 1991). J& como barreira quimica, alguns tricomas chamados de glandulares
apresentam células secretoras que liberam metabdlitos secundarios que podem ser téxicos ou
repelentes volateis a varios tipos de insetos herbivoros (Schoener 1988, Rautio et al. 2002, Heil

et al. 2001, Kobayashi et al. 2008).

Muitas espécies de plantas depois de serem danificadas pelos herbivoros passam a
produzir folhas novas com um aumento na densidade de tricomas e 0s insetos passam a consumir
menos folhas e crescem menos comparados aqueles insetos que se desenvolvem em plantas onde
ndo houve uma inducgdo na producgédo de tricomas (Agrawal 1999, Dalin & Bjorkman 2003).
Letourneau & Barbosa (1999) observaram em Endospermum labios que os insetos brocadores
evitavam consumir tanto as plantas que estavam colonizadas por formigas da espécie
Camponotus quadriceps, quanto os individuos ou galhos da planta que apresentavam maior

densidade de tricomas em suas folhas. A densidade de tricomas foliar nestas arvores foi bem
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maior nas plantas que tinham sido anteriormente danificadas pelos insetos brocadores do que

naquelas arvores que ndo tinham sido danificadas.

Muitos estudos tém demonstrado que os danos causados pelos insetos herbivoros sao
negativamente correlacionados com a densidade de tricomas (Agren & Schemske 1994,
Mauricio 1998, Valverde et al. 2001, Hare & Elle 2002, Handley et al. 2005). No entanto, esta
relacdo pode ser alterada pelas condi¢des do ambiente, tais como, temperatura, fotoperiodo

(Gianfagna et al. 1992) e também pela variacéo na pressdo de herbivoria (Baur et al. 1991).

Algumas espécies de plantas também contam com a defesa bidtica que pode ser, em
alguns casos, um recurso menos dispendioso para as plantas (Bronstein 2001). Um dos melhores
exemplos de associacdo mutualistica € a relacdo entre plantas e formigas. A defesa anti-
herbivoro fornecida pelas formigas € um recurso utilizado por muitas espécies de plantas
tropicais (Heil & McKey 2003, Moraes & Vasconcelos 2009, Rico-Gray & Oliveira 2007,
Campbell et al. 2013). As plantas associadas as formigas fornecem alimentos através de
nectarios extraflorais, corpusculos alimentares (Holldobler & Wilson 1990, Fiala & Maschwitz
1991, Fiala et al. 1999), via excrecdo de hemipteros trofobiontes (Order Hemiptera:
Sternorryncha e Auchenorryncha), do elaiossomo que cobrem as sementes de algumas espécies
de plantas (Beattie 1985). Além disso, algumas espécies também oferecem abrigo as formigas
(Janzen 1966, Heil & McKey 2003, Rico-Gray & Oliveira 2007). Em troca destes beneficios as
formigas protegem as plantas contra os insetos herbivoros e plantas competidoras (Fiala &
Maschwitz 1991, Fiala et al. 1999, Rico-Gray & Oliveira 2007), dispersam suas sementes ou
ainda fornecem nutrientes essenciais para o seu desenvolvimento (Sagers et al. 2000, Dejean et

al. 2013).

Associagdes entre plantas e formigas podem ser facultativas ou obrigatorias (Fiedler
1991; Pierce et al. 2002). Nas associagdes facultativas ndo existe especificidade entre os

mutualistas, mas mesmo assim existe um efeito positivo sobre a aptiddo das espécies. Ja nas
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obrigatdrias existe especificidade entre os membros da associacdo e, em geral, nenhum pode
persistir sem o outro (Boucher et al. 1982). Plantas mirmecofilicas caracterizam-se por
apresentar uma relacéo facultativa com as formigas. Estas plantas fornecem alimentos (nectarios
extraflorais e corpusculos alimentares) que podem ser utilizados pelas formigas em troca de
defesa contra o ataque dos insetos herbivoros. No entanto, estas plantas ndo sdo regularmente
habitadas por coldnias de formigas e varias espéecies de formigas podem estar envolvidas nesta

relagdo (Webber et al. 2007, Heil & McKey 2003).

Apesar da maioria das interagdes entre plantas e formigas serem facultativas e néo
obrigatorias (Beattie 1985), as mirmecofitas (Ant-plants) apresentam uma relacdo mais
especifica e sdo permanentemente habitadas por colénias de formigas durante a maior parte de
sua vida (Benson 1985 Webber et al. 2007). As mirmecofitas apresentam estruturas
especializadas, denominadas domécias que servem de sitio de nidificacdo para as formigas. Estas
estruturas podem ocorrer em formato de uma bolsa localizada na base das folhas, de espinhos
inchados, no caule oco de algumas espécies de plantas, nas raizes, bulbos e tubérculos (Janzen
1966, Heil & McKey 2003, Rico-Gray & Oliveira 2007). Vérias espécies dos géneros Acacia,
Cecropia, Leonardoxa, Maieta, Macaranga, Miconia, Piper, Tococa, entre outras, Sao
permanentemente habitadas por col6nias de formigas formando uma associacdo mutualistica

obrigatdria (Davidson & McKey 1993, Heil & McKey 2003, Rico-Gray & Oliveira 2007).

A especializagdo entre as mirmecdfitas e formigas € tdo alta que as rainhas, muitas vezes,
reconhecem os volateis emitidos pela sua planta hospedeira no momento da colonizacéo, sendo
um mecanismo fundamental para a estruturacdo da comunidade de formigas que habitam as
mirmecoéfitas (Edwards et al. 2006, Dattilo et al. 2009). Uma Unica planta hospedeira pode se
associar com multiplas espécies de formigas simbioticas, embora geralmente cada planta
individual se associe em um dado momento a uma Unica espécie de formiga (Fonseca & Ganade

1996; Campbell et al. 2013).
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Apesar da aparente co-dependéncia entre formigas e plantas, foram encontradas
populacdes de Tococa guianensis persistindo em algumas areas do Cerrado sem a presenca
destas formigas (Moraes & Vasconcelos 2009) e os fatores atribuidos a persisténcia destas
populacdes foi um maior investimento em defesa fisica (tricomas) contra a acdo dos insetos
herbivoros e/ou a defesa bidtica, ja que as formigas oportunistas podem estar desempenhando o

mesmo papel das formigas obrigatorias nestas areas, mas parcialmente.

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influencia dos tricomas e/ou das
formigas (oportunistas ou obrigatorias) contra a acdo dos insetos herbivoros em éreas de Cerrado
em que a populagdo ocorre com e sem formigas mutualistas obrigatorias. Mais especificamente
avaliou se: (i) a presencga de tricomas nas folhas efetivamente protege T. guianensis contra a agao
de insetos hebivoros, (ii) as formigas oportunistas e obrigatérias fornecem algum grau de
protecdo contra herbivoros a T. guianensis e se (iii) hd um investimento diferenciado em defesa
morfolégica induzida (densidade de tricomas) entre os locais em que T. guianensis ocorre com e
sem a presenca da formiga obrigatoria. Além disso, também foi feito um experimento
laboratorial adicional para avaliar se os herbivoros evitam consumir folhas com tricomas através

de um teste de preferéncia utilizando lagartas generalistas.

2. Material e Métodos

2.1. Desenho experimental e tratamentos

2.1.1. Remogao dos tricomas e exclusdo das formigas

Para saber se os tricomas ou as formigas (oportunistas ou obrigatdrias) influenciam a
herbivoria foliar de T. guianensis, no més de outubro de 2011 foi selecionada uma populacéo de
T. guianensis sem formigas obrigatdérias em Uberlandia (UDI) e duas populagdes com formigas

obrigatorias em Aragar¢cas (ARA) e Cachoeira da Fumaca (CACHO). Em cada populacdo
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selecionou-se 44 individuos (11 por tratamento), os quais tiveram suas folhas novas (sem danos)
marcadas e submetidas a quatro tratamentos: (i) Controle, onde se manteve os tricomas e 0
acesso das formigas; (ii) Sem formigas e sem tricomas; (iii) Sem formigas com tricomas e (iv)
Sem tricomas com formigas. No tratamento onde o acesso das formigas foi impedido aplicou-se
a resina Tanglefoot no caule das folhas marcadas e as formigas pré-existentes nas domacias
foram removidas com o auxilio de uma seringa com inseticida a base de Cipermetrina (Barrage),
a uma concentracao de 0,5 mL por litro. Apds a remocédo das formigas, a entrada das domaécias
foi fechada usando-se tufos de algoddo de forma a evitar colonizacdo por rainhas de Allomerus
octoarticulatus nos locais onde a formiga estava presente. Os tricomas foram retirados da parte
superior e inferior das folhas com o auxilio de um aparelho de barbear elétrico, sem danificar a
folha (Figura 1 A - E). Os experimentos foram monitorados durante um periodo de seis meses e
a cada dois meses foram quantificados a porcentagem de danos causados pelos herbivoros em
todas as folhas marcadas no inicio do experimento e também naquelas que surgiram durante o
experimento nas plantas experimentais (com e sem tricomas, com e sem formigas). A
porcentagem de danos foi calculada da seguinte forma: (area danificada/area foliar total) *100. A
area danificada de cada folha foi determinada utilizando-se uma folha de transparéncia contendo

uma grade retangular de pontos com espacamento de um centimetro entre os pontos (Figura 1 F).
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Figura 1. Diferentes métodos usados nos tratamentos aplicados nas folhas de T. guianensis: (A)
remocao dos tricomas das folhas, (B) remocdo das formigas preexistentes com inseticida, (C)
isolamento das domacias com tufos de algoddo, (D e E) isolamento com Tanglefoot e (F)
medindo a taxa de herbivoria.

2.1.2. Investimento em defesa fisica (tricomas)

Para quantificar a densidade de tricomas dos individuos adultos e das plantulas de cada

populacdo foram coletadas aleatoriamente trés folhas novas e trés folhas maduras de 15
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individuos adultos e de todas as folhas presentes em 26 plantulas de cada populacdo. O numero
de tricomas foi quantificado em uma area de 0,25 cm2? em trés posicOes diferentes da parte

superior e inferior das folhas (excluindo as nervuras), totalizado uma area de 1,5 cm? por folha.

2.1.3. Teste de preferéncia

Para a realizacdo do teste de preferéncia foram colocadas 50 lagartas generalistas
(Lepidoptera: Noctuidae) em potes plasticos juntamente com fragmentos de folhas novas (9 cm?)
de T. guianensis. Em cada pote havia uma lagarta e dois fragmentos de uma mesma folha (com e
sem tricomas), totalizando 50 réplicas por tratamento. Este experimento foi monitorado por um
periodo de 72 horas e a &rea consumida das folhas foi calculado utilizando-se o programa ImageJ
versdo 1.42 (Rasband, 2009). A duracdo desse experimento corresponde ao periodo de maior

atividade das lagartas.

3. Andlise de dados

Para analisar os experimentos de exclusdo de tricomas e formigas, investimento em
defesa morfoldgica induzida e o teste de preferéncia foi utilizado ANOVA fatorial. Os dados de
herbivoria (propor¢do da area foliar danificada) do experimento de exclusdo de tricomas e
formigas foram transformados antes da analise, usando-se a transformacdo Logit, a qual é

especialmente indicada para dados de proporcao (Warton & Hui 2011).
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4. Resultados

Os tricomas atuaram como um mecanismo de defesa contra a herbivoria foliar de T.
guianensis (F,120) = 4,493; p = 0,036), independente da formiga (obrigatoria e oportunista) estar
presente ou ndo (Tabela 1). Tanto em Aragar¢as quanto em Uberlandia, as folhas sem tricomas
tiveram um aumento médio de 50% da herbivoria comparado com as plantas com tricomas. J& na
Cachoeira da Fumaga os tricomas ndo influenciaram a herbivoria, pois esta se manteve baixa,

mesmo nas plantas em que os tricomas foram retirados (Figura 2).
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Figura 2. Herbivoria foliar média de populacGes de T. guianensis com e sem presenca de
tricomas. Letras mindsculas indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) e linhas

verticais o desvio padrao.

As formigas obrigatdrias tiveram um forte efeito sobre a taxa média de herbivoria, mas
este efeito dependeu do local (F,1200= 14,515; p < 0,0001) (Tabela 2). Em Aragarcas, a exclusdo
experimental de A. octoarticulatus resultou em uma alta taxa de herbivoria foliar (1% com e

13% sem a formiga). Mas, a herbivoria foliar de T. guianensis na Cachoeira da Fumacga,
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permaneceu baixa, independente da formiga obrigatoria estar presente ou ndo. Ja em Uberlandia,
local onde a populacdo ocorre sem a presenca da formiga obrigatoria, as formigas oportunistas

também ndo afetaram a taxa de herbivoria foliar (Figura 3).
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Figura 3. Herbivoria foliar média de populacGes de T. guianensis com e sem a presenca de
formigas obrigatérias e oportunistas nas diferentes localidades. Letras mindsculas indicam

diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) e linhas verticais o desvio padrao.

Tabela 1. Resultados da anélise de variancia (ANOVA) da herbivoria foliar de T. guianensis

submetida a diferentes tratamentos.

Tratamentos Soma dos quadrados gl  Quadrado médio F P
Tricomas 2,161 1 2,161 4,493 0,036
Formigas 11,247 1 11,247 23,385  <0,0001
Local 7,154 2 3,577 7,437 0,001
Tricomas*Formigas 1,183 1 1,183 2,459 0,119
Tricomas*Local 0,725 2 0,362 0,753 0,473
Formigas*Local 13,962 2 6,981 14,515 <0,0001
Tricomas*Formigas*Local 1,678 2 0,839 1,744 0,179
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A densidade de tricomas diferiu entre os locais para os individuos adultos (F2 177 = 4, 923;

p = 0,008), mas nao diferiu para os individuos na fase de plantulas. Aragarcas foi o local que
apresentou maior densidade média de tricomas na fase adulta (11,0 £ 5,8 cm?), seguido da
Cachoeira da Fumaca (9,0 £ 5,0 cm?) e Uberlandia (8,5 £ 3,0 cm?). Na fase de plantulas a
densidade de tricomas foliar foi de (10,5 £ 4,3 cm?) em Aragarcas, (9,3 £ 3,7 cm?) em Cachoeira

e (9,0 £ 3,5 cm?) em Uberlandia (Figura 4A e B).
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Figura 4. Densidade média de tricomas dos individuos adultos (A) e de plantulas (B) das
populacdes de Aragarcas, Cachoeira da Fumaca e Uberlandia. Linhas verticais representam o

erro padréo.

O teste de preferéncia usando lagartas generalistas e fragmento de folhas novas mostrou
que as lagartas preferiram consumir folhas sem tricomas (F17, = 6,929; p = 0,010). A herbivoria
dos fragmentos foliares sem os tricomas foi duas vezes maior do que nas folhas com tricomas

(Figura 5).
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Figura 5. Herbivoria foliar média causada por lagartas generalistas em fragmentos de folhas

jovens de T. guianensis com e sem a presenca de tricomas (realizado em laboratério). Letras
diferentes indicam diferengas estatisticas significativas (p< 0,05) entre os tratamentos e linhas

verticais o erro padrao.

5. Discussao

Apesar da diferenca na herbivoria entre plantas com e sem tricomas ter sido relativamente
pequena, a retirada dos tricomas resultou num aumento na herbivoria foliar de T. guianensis em
dois dos trés locais onde este estudo foi realizado (Aragarcas e Uberlandia). Provavelmente os
herbivoros evitam consumir folhas com tricomas, ja que os tricomas podem dificultar e/ou
impedir a locomog&o dos herbivoros sobre as folhas o que acaba influenciando o nivel do dano
causado pelos herbivoros (Levin 1973, Baur et al. 1991). J& em relacdo a populacdo da
Cachoeira a retirada dos tricomas ndo afetou a herbivoria talvez devido & baixa herbivoria
encontrada no local ou até mesmo porque esta populacdo pode estar investindo em outras defesas
contra a a¢do dos herbivoros, como por exemplo, defesas induzidas e/ou quimicas (Stapley 1998,

Heil et al. 2002, Dicke & Baldwin 2010).
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Também foi observado atraves do teste de preferéncia que as lagartas consumiram uma

maior quantidade de folhas de T. guianensis quando estas estavam desprovidas de tricomas, o
que reforca a hipotese da influencia dos tricomas sobre a herbivoria. Muitos estudos também tem
demonstrado que ha uma relacdo negativa entre os tricomas e a herbivoria (Schoener 1988, Rios
et al. 2008, Baur et al. 1991). Lill et al. (2006) observaram que a densidade de lagartas
generalistas da familia Limacodidae foi maior sobre as folhas de Quercus velutina desprovidas
de tricomas e que estas lagartas também preferiram consumir folhas sem tricomas. De qualquer
forma estes resultados, em parte, ddo apoio a hipoOtese proposta por Moraes & Vasconcelos

(2009) de que os tricomas contribuem para a reduzir a herbivoria foliar em T. guianensis.

No entanto, ao contrario dos resultados encontrados por Moraes & Vasconcelos (2009),
neste estudo foi observado que onde T. guianensis foi mais atacada pelos herbivoros (Aragarcas)
a planta apresentou maior densidade de tricomas na fase adulta, sugerindo que além da espécie
contar com a defesa bidtica fornecida pelas formigas, em caso de alta herbivoria, a planta pode
também induzir a producéo de mais tricomas foliares contra os insetos herbivoros. Neste caso, 0
investimento em defesa fisica parece ser uma resposta induzida da planta em resposta a
herbivoria, sendo que em locais com alta herbivoria a planta tende a ter mais tricomas do que em
locais com baixa herbivoria. Letourneau & Barbosa (1999) também encontraram que a defesa
fisica (tricomas) em Endospermum foi induzida tanto na presenca quanto na auséncia da defesa
bidtica (formiga). Portanto, este estudo demonstrou que T. guianensis além de contar com a
defesa biotica fornecida pelas formigas especialista, em locais com alta herbivoria, a planta

também conta com a defesa fisica.

A exclusdo experimental das formigas mostrou que A. octoarticulatus eficientemente
protegeu T. guianensis contra os insetos herbivoros, mas a eficiéncia desta defesa parece estar
condicionada com a intensidade de herbivoria do local. A exclusdo experimental da formiga

obrigatéria resultou em um significativo aumento na taxa de herbivoria em um dos locais
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estudados (Aragarcas), 0 que corrobora com outros estudos de mutualismos entre plantas e
formigas (Rosumek et al. 2009, Trager et al. 2010, Campbell et al. 2013), mas
surpreendentemente ndo afetou a herbivoria em outro (Cachoeira da Fumaca). A presenca de
Allomerus provavelmente ndo influenciou a herbivoria na populacdo de T. guianensis da
Cachoeira da Fumaca porque este local apresentou baixa taxa de herbivoria. Esse resultado apoia
a ideia de que muitas vezes os beneficios da interacdo entre plantas e formigas dependem da
abundancia dos herbivoros (Bronstein 1998). Barton (1986) estudando a variacdo do efeito da
formiga sobre o sucesso reprodutivo de Cassia fasciculata observou que locais onde havia maior
herbivoria a presenca das formigas teve um forte efeito sobre o sucesso reprodutivo das plantas,
mas em locais com baixa herbivoria, a formiga ndo afetou o fitness da planta. Bronstein (1998)
argumenta que o mutualismo é somente efetivo quando ha necessidade de investir em algum
produto (por ex., defesa bidtica) devido a presenca dos insetos herbivoros. Geralmente, 0s
beneficios obtidos da associacdo entre plantas e formigas sdo positivos quando ha alta herbivoria
(Strauss et al. 2002), mas quando ha baixa herbivoria, como no caso da Cachoeira da Fumaca, a
manutencdo desta relacdo pode tornar-se custosa, e desnecessaria para a planta. Em Uberlandia,
a exclusdo experimental das formigas oportunistas também ndo afetou a herbivoria
provavelmente porque essas formigas utilizam suas plantas hospedeiras somente
esporadicamente para forragear ou nidificar (Moraes & Vasconcelos 2009). Portanto, a baixa
taxa de herbivoria observada em Uberlandia, pode ser porque as plantas, alternativamente, estdo
investindo em outros mecanismos de defesa (p.ex. fisico e quimico) ou porque neste local a

pressdo de herbivoria é muito baixa.

Este estudo sugere que a importancia da formiga obrigatéria como defensora da planta foi
condicionada pela taxa de herbivoria experimentada pelas plantas. Em Aragarcas, onde a taxa de
herbivoria foi alta, a defesa por Allomerus foi extremamente eficiente para as plantas, mas na
Cachoeira da Fumaca a presenca dessa formiga ndo afetou a herbivoria. Ja onde Allomerus

estava ausente ndo houve um efeito de outras formigas (oportunistas), apenas da presenca dos
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tricomas. Assim, além de T. guianensis contar com a defesa bidtica, fornecida pelas formigas,
parece também contar com a defesa fisica e estes mecanismos parecem ser eficazes contra a
herbivoria, principalmente em casos de alta herbivoria, e isto potencialmente pode ajudar a

explicar ocorréncia de populagdes de mirmecéfitas sem a formiga obrigatéria.
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CAPITULO 2

Variacdes na herbivoria e no investimento em defesas quimicas e bidticas entre

populagdes da planta mirmecofita Tococa guianensis

Resumo

Vaérios fatores foram propostos para explicar a ocorréncia de T. guianensis em areas de Cerrado
sem a formiga obrigatéria. Um dos fatores que pode possibilitar a permanéncia da espécie é um
efeito local, j& que a populagdo, por estar localizada proximo ao limite de sua distribuicdo, em
areas mais restritas e isoladas, pode sofrer menos danos quando comparada com outras
populacbes amplamente distribuidas e/ou a planta, em decorréncia da auséncia da formiga
obrigatdria, pode investir em outras defesas alternativas (fisicas e quimicas). Assim, para
determinar quais fatores (menor herbivoria ou defesas alternativas) favorecem a ocorréncia
destas populagdes foi feito um experimento de transplante reciproco com plantulas originadas de
locais que a espécie ocorre com (Aragarcas e Cachoeira da Fumaca) e sem formigas obrigatorias
(Uberléndia). Também foi observado se tracos relacionados ao mutualismo (tamanho da
domacia) sdo alterados em funcao da auséncia da formiga. Plantulas de diferentes origens foram
distribuidas em matas de galeria em Aragarcas, Cachoeira da Fumaca e em Uberlandia e a
herbivoria foi quantificada durante um periodo de seis meses. Além disso, foi quantificado o
conteldo de tanino e dureza foliar, tanto nas plantulas transplantadas quanto nos individuos
adultos das populacGes. Todas as plantulas transplantadas, independente da origem, foram mais
atacadas em Aragarcas do que na Cachoeira e Uberlandia. Além disso, houve um aumento da
herbivoria com o passar do tempo em todos os locais, mas as populacdes de Cachoeira e
Uberlandia continuaram a apresentar menos herbivoria. A populacdo de Cachoeira e de
Uberlandia apresentaram maior quantidade de tanino foliar na fase de plantulas, mas na fase
adultas somente a populacdo de Uberlandia apresentou maior conteddo. Em relacdo a dureza
foliar, os individuos da Cachoeira da Fumaca apresentaram maior dureza do os demais locais.
Estes resultados indicam que T. guianensis conta com mais de uma estratégia de defesa contra os
insetos herbivoros e esta plasticidade de defesas pode estar favorecendo a ocorréncia da espécie

onde a formiga obrigatdria ndo esta presente.

Palavras-chave: transplante-reciproco, tricomas, tanino, mirmecofita, herbivoria
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1. Introducgéo

As plantas podem exibir uma variacéo intraespecifica significativa em defesas contra os
herbivoros, que podem surgir como um resultado da plasticidade fenotipica ou da variabilidade
genética das plantas (Massad et al. 2011). A plasticidade fenotipica permite que as plantas
respondam a condi¢des variaveis do ambiente, como por exemplo, na disponibilidade de luz, de
nutrientes, agua, CO: e/ou na pressdo de herbivoria (Arimura et al. 2000, Karban et al. 2000,
Karban 2001, Massad & Dyer 2010). O gen6tipo também pode afetar a producdo de metabolitos
secundarios em plantas (Marquis 1992, Keindnen et al. 1999, Hamilton & Zangerl 2001, lvey et
al. 2009) e esta variabilidade genética pode ser expressa como diferencas na identidade ou na

concentracdo dos compostos quimicos produzidos por gendtipo (Massad et al. 2011).

As interacOes entre plantas e herbivoros representam um dos primeiros exemplos de
coevolucédo (Ehrlich & Peter 1964, Pellmyr 2003, Stenberg et al. 2006, Pauw et al. 2009). Em
geral, a herbivoria reduz o crescimento, a fecundidade e/ou a sobrevivéncia das plantas (Crawley
1989, Strauss 1991). Ao diminuir o fitness das plantas (Marquis 1984, Maschinski & Whitham
1989), a herbivoria pode mudar os resultados das interacfes competitivas (Bentley & Whittaker
1979) e modificar o processo de sucessdo (Brown et al. 1987). O impacto causado pelos
herbivoros também é considerado uma das forcas seletivas que mais colaboram com a evolucéo
do mirmecofitismo em plantas (Beattie 1985).

O mirmecofitismo e os compostos secundarios sdo estratégias de defesas alternativas que
reduzem a disponibilidade da planta como fonte de alimento para os herbivoros, e
consequentemente, aumentam o fitness das plantas (Janzen 1967). Plantas mirmecofitas
oferecem abrigo e nutrientes para colonias de formigas especificas que vivem dentro das
domaécias e em troca deste beneficio, as formigas patrulham a superficie da folha e removem os
potenciais herbivoros (Holldobler & Wilson 1990). JA os compostos secundarios, como por

exemplo, fendis, taninos e alcaloides sdo substancias toxicas que podem alterar o metabolismo
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ou o comportamento do herbivoro e, desta forma, também reduzir a herbivoria (de Bruxelles &
Roberts 2001, Mello & Silva-filho 2002).

Apesar dos beneficios obtidos por estas estratégias de defesas, a producdo e manutencao
destes mecanismos pode ser metabolicamente dispendioso para as plantas. Por exemplo, as
mirmecofitas investem uma quantidade consideravel de nutrientes, os quais variam com a
intensidade da relacdo mutualistica, para atrair as formigas e reforcar a relacdo com elas (Janzen
1966, Rehr et al. 1973, Heil et al. 1997). Ja os metabolitos secundarios reduzem a quantidade de
nutrientes e produtos fotossintéticos disponiveis que poderiam ser utilizados para promover o
crescimento e a reproducdo das plantas (Simms & Rausher 1987). Mas, estes custos sdo
presumivelmente recompensados pelos beneficios associados com o baixo nivel de herbivoria
(Zangerl & Bazzaz 1992, Simms 1992). No entanto, quando os recursos sao limitados é dificil
para a planta manter ambas as estratégias de defesas, devido ao alto custo de producdo e
manutencdo, sendo assim, € esperado que ocorram trade-offs de defesas quimica e biotica (Rehr
et al. 1973, Simms 1992). Por exemplo, plantas com defesa bidtica efetiva reduzem seu
investimento em defesa abidtica (quimica), ja que investir em ambas as estratégias de defesas

seria um gasto metabdlico desnecessario para a planta (Janzen 1966, Gershenzon 1994).

A hipétese de reducdo de defesa quimica em plantas mirmecéfitas foi originalmente
proposta por Janzen (1966), que sugeriu que a defesa quimica tende a ser perdida em
mirmecdfitas, provavelmente devido ao alto custo de manutengdo de ambas, defesas bidtica e
quimica. O primeiro estudo experimental sobre defesa quimica em plantas mirmecdfitas foi
realizado por Rehr (1973) que observou um forte efeito negativo sobre o crescimento de lagartas
que se alimentavam de uma dieta contendo estratos de folhas da espécie ndo mirmecdfita Acacia
farnesiana, comparado com lagartas que se alimentavam de estratos de folhas da mirmecofita

Acacia cornigera.
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Muitos trabalhos tém relatado um baixo investimento em defesa quimica em
mirmecofitas (Seigler & Ebinger 1987, Dyer et al. 2001, Heil & McKey 2003). Em Acacias
neotropicais Heil et al. (2000) observaram que espécies mirmecofitas exibem uma reducéo na
producdo de quitinases comparado com Acacia farnesiana (ndo mirmecdéfita) e outras trés
espéecies ndo mirmecdfitas da familia Fabaceae. De acordo com estes autores, provavelmente a
producdo de quitinases é reduzida em espeécies de plantas mirmecofitas devido a eficiente defesa
fornecida pelas formigas e também para evitar gastos supérfluos de defesas redundantes. Outro
caso de trade-offs entre defesa quimica e bidtica foi demonstrado por Eck et al. (2001), que
observaram que plantas ndo mirmecdéfitas do género Macaranga apresentam um maior conteido
de tanino do que as mirmecdéfitas do mesmo taxon. Além disso, também observaram uma
tendéncia para um baixo conteudo de tanino em mirmecdfitas que sdo precocemente colonizadas

quando comparado com espécies que sdo tardiamente colonizadas.

Apesar das plantas mirmecdéfitas dependerem em maior ou menor grau das formigas
como forma de defesa contra os herbivoros, alguns estudos mostram que existem locais onde
estas plantas podem ocorrer sem a presenca de seus parceiros mutualistas (Wheeler 1942, Janzen
1973, Putz & Holbrook 1988, Michelangeli 2005). H&, por exemplo, populacdes de Cecropia
pelata L. em ilhas, onde as formigas do género Azteca nao ocorrem (Putz & Holbrook 1988),
populacbes de Cecropia em altas altitudes onde Azteca também ndo ocorre (Janzen 1973) e de
Tococa guianensis que ocorrem proximo ao limite sul de sua distribuicdo geografica onde os
seus habitantes obrigatorios, Allomerus octoarticulatus e Azteca sp. também ndo ocorrem

(Moraes & Vasconcelos 2009).

Neste estudo, duas hipbteses, ndo mutuamente exclusivas, foram propostas para explicar
a persisténcia de populaces de mirmecoéfitas em locais onde seus parceiros mutualistas ndo
ocorrem. A primeira sugere que as plantas podem persistir nestes locais em fungéo de uma baixa

densidade de herbivoros, enquanto que a segunda sugere que na auséncia de defesas bidticas
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(formigas mutualistas) as mirmecofitas investem em outros tipos de defesas (Stapley 1998, Heil
et al. 2002, Dicke & Baldwin 2010). Desta forma, para testar estas hipoteses foi feito um
experimento de transplante reciproco com plantulas da mirmecéfita Tococa guianensis
(Melastomataceae) para locais com e sem o parceiro mutualista. Através deste transplante foi
possivel avaliar se plantas originadas de diferentes populac@es e transplantadas para um mesmo
local (onde eram mantidas sem formigas) sofreriam diferentes niveis de danos por herbivoros

e/ou se haveria diferencas entre os locais independente da populacéo de origem da planta.

Caso a primeira hipGtese esteja correta, espera-se que plantas originadas de populacoes
sem formigas mutualistas, por investirem mais em defesas ndo bidticas apresentem menor taxa
de dano, enquanto que se a segunda hipGtese estiver correta, espera-se que plantas transplantadas
para locais onde as formigas mutualistas ndo ocorrem, elas também sofreram menos dano, ja que
nestes locais a densidade de herbivoros deve ser menor. Como teste adicional a primeira hip6tese
(investimento diferencial em defesas ndo bidticas) foi comparado a concentracdo de taninos e o
investimento em defesa fisica (dureza foliar) dos individuos adultos e de plantulas das diferentes
populagdes e como teste da segunda hipo6tese foi comparado a taxa de herbivoria de individuos
adultos de diferentes populacGes apds a remocédo experimental das formigas associadas (Capitulo
1) com a taxa de herbivoria das plantulas transplantadas nos diferentes locais. Por fim, também
foi avaliado se tracos da planta relacionados ao mutualismo (especificamente o tamanho das
domécias) sdo alterados em funcdo da auséncia do parceiro mutualista. Caso haja um custo
elevado para a planta produzir e manter estas estruturas entdo espera-se que na auséncia das

formigas mutualistas houvesse um menor investimento na manutencao dessas estruturas.
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2. Material e métodos

2.1. Desenho experimental e tratamentos
2.1.1. Efeito da herbivoria

Para determinar se a persisténcia de Tococa guianensis em algumas areas de Cerrado
pode ser favorecida pela menor pressdo de herbivoros (efeito local) ou a um maior investimento
em defesa quimica (adaptacdo local) foi feito um experimento de transplante reciproco. Este tipo
de experimento em populac¢des naturais permite uma avaliagdo mais realista dos efeitos locais e
genéticos sobre o desempenho da planta, além de considerar fatores bidticos que podem ser

importantes para o desenvolvimento de adaptacdes locais (Antonovics & Primack 1982).

Todos os individuos utilizados no experimento de transplante apresentavam tamanho de
15 a 30 cm e foram coletados em Aragarcas - ARA, Cachoeira da Fumaca — CACHO e em
Uberlandia — UDI (Figura 1 A). De agora em diante estes individuos serdo chamados apenas de
plantulas. Para tentar minimizar os efeitos da variacdo ambiental, assim como possiveis
influéncias bidticas, as plantulas foram plantadas em copos plasticos de 500 mL e mantidas em
casa de vegetacdo com as mesmas condi¢cdes de umidade e temperatura durante um periodo de
quatro meses (Figura 1 B). No total foram utilizadas 180 plantulas, 60 de cada populacéo. Vinte
plantulas de cada populacdo foram plantadas em 20 pontos distribuidos ao acaso em Aragarcas,
Cachoeira da Fumaga e Uberlandia, onde T. guianensis ocorre naturalmente. Cada ponto era
formado por um grupo de trés plantulas uma de cada origem (Figura 1 C). O transplante foi feito
em julho e agosto de 2012 nas trés localidades e as plantulas que ndo sobreviveram até uma
semana apds o transplante foram substituidas e a mortalidade nesse estagio foi atribuida ao

estresse do transplante (Abdala-Roberts & Marquis 2007; Eichhorn & Compton 2008).

Antes do transplante, o numero de folhas e a porcentagem de danos das plantulas também
foram registrados. O experimento teve duracdo de seis meses e a cada dois meses foram

quantificados os danos (porcentagem de herbivoria) em todas as folhas marcadas no inicio do
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experimento (Figura 1 D). Para evitar que as plantulas fossem colonizadas, as domaécias foram
lacradas com tufos de algoddo. A porcentagem de dano foi calculada da seguinte forma: (area
danificada/area foliar total) *100. A area danificada de cada folha foi determinada utilizando-se
uma folha de plastico transparente contendo uma grade retangular de pontos com espagamento

de um centimetro entre os pontos (Figura 1 F, Capitulo 1).

Figura 1. (A) Producédo de plantulas de T. guianensis na casa de vegetacdo; (B) Grupo de

plantulas de diferentes origens (Aragarcas, Cachoeira e Uberlandia), (C) Ponto experimental com
as plantulas transplantadas no campo e (D) Plantulas com as folhas danificadas marcadas para a
quantificacdo da herbivoria.

Com este experimento foi possivel separar os efeitos do local (Aragarcas, Cachoeira da
Fumaca e Uberlandia) e também da adaptacdo local (caracteristicas geneticamente fixadas para

um determinado fenétipo em resposta as condicBes locais) da planta sobre a taxa de herbivoria
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em T. guianensis. Caso a herbivoria, independente da origem das plantulas, difira entre os locais
para onde foram transplantadas, entdo teremos evidéncia do efeito do local, ao passo que, se a
herbivoria for menor em plantulas de origem Uberlandia, independentemente do local onde
forem plantadas, entdo teremos evidéncia de que houve uma selecdo em favor de um maior
investimento em defesas constitutivas nos locais onde o parceiro mutualista obrigatorio nédo
ocorre, 0 que ajudaria a explicar porque as plantas de T. guianensis conseguem permanecer em

Uberlandia na auséncia do parceiro mutualista.

2.2.2. Efeito da defesa quimica

Para avaliar se existe diferenca no investimento em defesa quimica (concentracdo de
tanino foliar) entre os individuos adultos das populacdes de Aragarcas, Cachoeira da Fumaca e
Uberlandia foram coletadas 20 folhas jovens expandidas e sem danos (até o terceiro par de folhas
do ramo) de 15 individuos de cada populagdo. Ja para avaliar a concentracdo de tanino foliar dos
individuos na fase de plantulas foram selecionadas 15 plantulas (com aproximadamente 15 cm)
de cada populacéo e todas as suas folhas foram coletadas para analise. Além disso, também foi
observado se as plantulas ja estavam colonizadas, ou seja, se apresentavam rainhas e operarias.
Todas as folhas dos individuos adultos e das plantulas foram levadas para o laboratério onde
foram secas em estufa a uma temperatura de 50 °C durante um periodo de 72 horas e moidas
para a obtencdo dos extratos. O método utilizado foi o proposto por Hagerman & Butler (1989),
0 qual se baseia na propriedade dos taninos de precipitar em solucdo aquosa na presenca de
proteina, que pode ser medida em espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 510 nm.
Para esta técnica, utilizou-se 2 mL da solucdo de 1mg/mL de albumina sérica bovina e 1 mL do
extrato das folhas em solucdo tampéo de hidroxido de sédio 0,1M (pH 4,9) contendo 11, 4 mL
de &cido acético glacial e 9,86 g de cloreto de sodio para precipitar os taninos em solucéo. Além

disso, também foi utilizado a solugdo detergente de SDS/Trietanolamina para separar 0s taninos
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da proteina no precipitado e solucdo de FeCls, a qual foi utilizada como solugdo cromogénica.
Todas as analises quimicas foram feitas no Laboratério de Fisiologia Vegetal (LAFIVE) da

Universidade Federal de Uberlandia.

2.2.3. Efeito de defesa fisica (dureza foliar)

Para estimar a dureza foliar das populagfes foram coletadas aleatoriamente trés folhas
novas e trés folhas maduras de 15 individuos. A dureza foi estimada através da esclerofilia foliar.
A esclerofilia foi indiretamente medida através do indice de esclerofilia (IE), onde IE é igual ao

peso foliar especifico (PFE) dividido pela area foliar (AF) (Witkowski & Lamont 1991).

2.2.4. Investimento em defesa bidtica (domacia)

Em associacBes mutualisticas entre formigas e plantas mirmecéfitas, o espaco para
nidificacdo é um recurso essencial e limitado ja que existe uma relacdo positiva entre o tamanho
da domécia e a quantidade de formigas que nela vive (Fonseca 1993, 1999). Entdo, para avaliar
se 0 investimento em defesa bidtica (tamanho das domacias) difere entre os locais foram
selecionadas trés folhas maduras de 15 individuos de cada populacdo e medido o comprimento e
a largura maxima da folha e das domaécias, para estimar tanto a area total da folha quanto da
domacia. A razdo entre a area da domacia pela area da folha representa um indice do
investimento em defesa bidtica contra herbivoros em funcéo do investimento em area foliar por

parte desses individuos.

3. Analise de dados

Para avaliar o efeito do local e do tempo sobre a herbivoria de T. guianensis foi usada

analise de variancia de medidas repetidas (ANOVA). Os dados de herbivoria (propor¢éo da area
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foliar danificada) foram transformados antes da anélise, usando-se a transformacao Logit, a qual

é especialmente indicada para dados de proporcao (Warton & Hui 2011).

A ANOVA fatorial também foi usada para avaliar se o investimento em defesa abidtica
(tanino e dureza foliar) diferem entre as populacdes de T. guianensis e com a idade da planta.

Para comparacgdes maltiplas das médias foi usado o teste a posteriori de Tukey.

Para avaliar se tracos da planta relacionados ao mutualismo (tamanho da domécia) séo
alterados em funcdo da auséncia da formiga obrigatéria foi usada analise de covariancia
(ANCOVA). A érea da domacia foi incluida como variavel dependente, o local como fator e area

da folha como covariavel.

4. Resultados

4.1. Efeito da herbivoria

A herbivoria foliar em plantulas de T. guianensis diferiu entre os locais, mas néo houve
efeito da origem das plantulas e nem uma interacdo entre local e origem (Tabela 1). Além disso,
foi observado um aumento da herbivoria com o passar do tempo em todos os locais e uma
interacdo entre o tempo e o local (Tabela 1). As plantulas em Uberlandia tiveram menor taxa de
herbivoria do que as plantulas em Aragarcas ao longo de todo o periodo do experimento. As
plantulas em Cachoeira também apresentaram menor herbivoria do que as plantulas em
Aragarcas, porém este efeito s6 foi detectado seis meses apos transplante (Figura 2). A taxa de
herbivoria dos individuos adultos seguiu 0 mesmo padréo das plantulas. Depois de seis meses de
observagdo, na auséncia da formiga, Aragarcas foi o local que apresentou a maior taxa de

herbivoria (13%), seguido de Uberlandia (4%) e Cachoeira (2%) (ver figura 3, Capitulo 1).
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Tabela 1. Resultados da ANOVA de medidas repetidas da taxa de herbivoria foliar de plantulas
de T. guianensis de diferentes origens (Aragargas, Cachoeira da Fumaca e Uberlandia)
transplantadas em locais com (Aragarcas e Cachoeira da Fumaca) e sem (Uberlandia) a presenca
da formiga obrigatoria.

Tratamentos Soma dos quadrados al Quadrado médio F p
Local 71,274 2 35,617 7,379 0,001
Origem 5,647 2 2,823 0,585 0,559
Local*Origem 9,908 4 2,477 0,513 0,726
Tempo 39,831 2 19,915 31,051 <0,0001
Tempo*Local 20,394 4 5,098 7,949 < 0,0001
Tempo*Origem 3,157 4 0,789 1,231 0,298
Tempo*Local*Origem 6,028 8 0,753 1,175 0,314
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Figura 2. Variagdo temporal da taxa de herbivoria das plantulas de diferentes origens (ARA,
CACHO e UDI) em locais com (Aragarcas e Cachoeira da Fumaca) e sem (Uberlandia) a
presenca de formigas obrigatorias. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas

(p< 0,05) entre os locais e linhas verticais o erro padrao.
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4.2. Efeito da defesa quimica

A porcentagem média de tanino presente nas folhas de T. guianensis diferiu entre os
locais e a idade da planta. Alem disso, também foi observada uma interacdo entre a idade da
planta e o local (Tabela 2, Figura 3). Na fase adulta, os individuos da populacdo de Uberlandia
apresentaram maior contetdo de tanino foliar (8,0 £ 2,19) comparado com os de Aragarcas (4,8
+ 2,57) e Cachoeira da Fumaga (3,5 £ 2,32). J& na fase de plantulas, Uberlandia e Cachoeira
apresentaram os maiores contetdos de tanino foliar (5,3 £ 2,82 e 4,0 + 3,2, respectivamente),

comparados com Aragarcas (2,28 + 1,51) (Figura 3).
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Figura 3. Conteudos de tanino foliar das populacdes de T. guianensis de diferentes idades
(adultos e pléantulas) que ocorrem em associa¢cdo com o parceiro mutualistico obrigatorio em
Aragarcas e Cachoeira da Fumaca e sem em Uberlandia. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas (p< 0,05) entre a idade e linhas verticais o erro padrdo. * indicam

diferencgas significativas do contetido de tanino entre plantas adultas e as plantulas.
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Tabela 2. Resultados da ANOVA fatorial da porcentagem média de tanino foliar de individuos
adultos e de plantulas de T. guianensis de locais com (Aragarcas e Cachoeira da Fumacga) e sem
(Uberlandia) a formiga obrigatoria.

Soma dos -
Tratamentos quadrados gl Quadrado médio F p
Local 54,798 2 77,399 12,846 <0,0001
Idade 47,148 1 47,148 7,825 0,007
Local*ldade 41,902 2 20,951 3,477 0,036

4.3. Efeito da defesa fisica (dureza foliar)

A esclerofilia foliar também diferiu entre os locais tanto para os individuos adultos (F.42
= 10,059; p < 0,0001) quanto para as plantulas (F240 = 5,426; p = 0,008). Além disso, foi
observada uma diferenca entre as idades. Na fase adulta a populacdo de Cachoeira apresentou o
maior indice (0,0060+0,002 g/ cm?) do que Aragarcas (0,0044+0,001 g/ cm2) e Uberlandia
(0,0037+0,00061 g/ cm?). Na fase de plantulas Cachoeira também apresentou maior indice
(0,0042+0,0013 ¢/ cm?), seguido de Aragarcas (0,0035+0,0005 ¢/ cm?) e Uberlandia

(0,0031+0,0005 g/ cm?) (Figura 4).
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Figura 4. indice de esclerofilia de individuos adultos e de plantulas de T. guianensis das
populacdes de Aragarcas, Cachoeira da Fumaca e Uberlandia. Linhas verticais representam o

erro padrao.

4.4. Efeito da defesa bidtica (tamanho das domécias)

O tamanho das domécias também diferiu entre as populagdes (F2.129 = 10,375; p< 0,0001)
e foi encontrada uma interacdo entre a area foliar e o local (F2129 = 18,071; p< 0,0001). A
populacdo de Uberlandia apresentou a menor area média das domaécias (10,6 mm?) e o seu
tamanho se manteve independente da area foliar. Ao passo que as populagdes de Aragarcas e
Cachoeira, além de apresentarem as maiores areas média das domécias (136 mmz2 e 107 mm?,
respectivamente), este tamanho aumentou com a area foliar (Figura 5). Também foi observada
uma diferenca significativa no tamanho das domacias entre as populacdes de Aragarcgas e
Cachoeira da Fumaca (F1g7 = 10,252; p = 0,002), sendo que Aragarcas apresentou domacias

maiores do que a Cachoeira da Fumaca.
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Figura 5. Relacdo entre a area da domécia e a area foliar de T. guianensis com a presenca
(Aragarcas e Cachoeira da Fumaca) e sem a presenca do parceiro mutualistico obrigatério
(Uberlandia).

5. Discussao

O experimento de transplante reciproco mostrou que ha uma variagdo na taxa de
herbivoria entre os locais. Todas as plantulas, independente da origem, em média, sofreram
danos similares em todos os locais. Além disso, também foi observado um aumento da
herbivoria com o passar do tempo em todos os locais. Aragarcas, além de ser o local em que as
plantulas foram mais danificadas, também apresentou 0 maior aumento da herbivoria com o
passar do tempo (interacdo entre tempo e local). Ja Uberlandia foi o local que apresentou a
menor taxa de herbivoria ao longo dos seis meses de estudo. Assim como as plantulas, a
populacdo adulta de T. guianensis presente em Uberlandia (que ocorre sem a formiga associada)
apresentou menor taxa de herbivoria do que a populacdo de Aragargcas, com a remocao
experimental da formiga obrigatoria (Capitulo 1), sugerindo que a baixa pressédo de herbivoros
pode ser um fator importante para explicar a ocorréncia de populacbes de T. guianensis em

locais onde as formigas obrigatdrias ndo ocorrem.
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Como comentado anteriormente, todas as plantulas de diferentes origens, inclusive as de
Uberlandia, foram igualmente danificadas em todos os locais, apesar das plantulas de Uberlandia
apresentar maior conteudo de tanino do que as plantulas dos demais locais (Figura 5). Este
resultado sugere que na fase de plantulas somente o tanino ndo seja suficiente para conter a
herbivoria e que a planta necessite de outros mecanismos de defesa, como no caso dos tricomas,
conforme observado na populacdo adulta de Uberlandia que, além da defesa quimica também
conta com a defesa fisica (tricomas). Além disso, a maioria das plantulas transplantadas em
Aragarcas foram mais atacadas por sadvas e 0s tricomas nao representam uma barreira para estas

formigas, ja que elas cortam as folhas na base do peciolo (Obs. pessoal).

Estes resultados corroboram com a primeira hipotese proposta, de que a populagéo de T.
guianensis em Uberlandia pode persistir devido a baixa herbivoria do local. Putz & Holbrook
(1988) observaram que a ocorréncia de plantas mirmecéfitas do género Cecropia que ocorrem na
Malasia sem a formiga associada Azteca também é favorecida pela baixa herbivoria. De acordo
com Janzen (1973) em locais isolados que apresentam condicGes adversas (por exemplo, alta
altitude, temperaturas) a densidade de herbivoros € baixa, o que pode possibilitar a existéncia de

mirmecoéfitas sem as suas formigas associadas.

No entanto, foi observado que a populacdo adulta de T. guianensis que ocorre sem a
presenca da formiga obrigatdria (Uberlandia) apresentou maior contetdo de tanino foliar do que
as populacdes que ocorrem com a formiga associada (Aragarcas e Cachoeira). Este maior
investimento em defesa quimica em Uberlandia pode explicar a menor taxa de herbivoria
encontrada nesta populacdo, o que sugere que em decorréncia da auséncia da formiga obrigatoria
a planta pode aumentar o investimento em defesa quimica. Este resultado parece estar de acordo
com o modelo proposto por (McKey 1984) de que quando ha um baixo investimento em defesa
bidtica, ha um aumento no investimento em defesa quimica, e vice-versa. Muitos estudos tém

demonstrado a ocorréncia de trade-offs em defesas bidtica e abidtica em mirmecofitas (Seigler &
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Ebinger 1987; Heil et al. 1999, 2000; Dyer et al. 2001). No entanto, a maioria destes estudos fez
comparacOes do investimento em defesa abiotica (quimica) e bidtica em plantas mirmecofitas e
ndo mirmecofitas do mesmo género. Um resultado similar a este estudo foi o de Eck et al. (2001)
que demonstraram que plantas mirmecéfitas do género Macaranga que séo tardiamente
colonizadas por formigas obrigatorias tendem a apresentam maior concentracdo de tanino do que
as mirmecofitas que sdo precocemente colonizadas, sugerindo que na auséncia da formiga as

plantas podem aumentar o investimento em defesa quimica.

O contetdo de tanino também foi maior nas plantulas de Uberlandia do que nas plantulas
de Aragarcas. Provavelmente, estas plantulas apresentaram um maior conteudo de tanino, devido
a auséncia da formiga obrigatéria. Ao passo que as plantulas de Aragarcas apresentaram um
baixo contetido de tanino. O menor contetudo de tanino encontrado nesta populacdo pode ser
porque a maioria destas plantulas ja apresentavam coldnias de A. octoarticulatus (Obs. pessoal)
quando coletadas, sugerindo que a planta por contar com a defesa bidtica fornecida pela formiga
obrigatoria, reduz o investimento em defesa quimica, ja que investir em ambos 0s mecanismos
de defesa seria um gasto metabdlico desnecessario para a planta (Janzen 1966; Gershenzon
1994). Além disso, também foi observado que os individuos na fase de plantulas apresentaram
menor conteudo de tanino do que os individuos na fase adulta. O menor contetdo de tanino
encontrado nestas plantulas pode estar relacionado com mudancas ontogenéticas das plantas ou
porque as plantas s6 passam a investir em defesa quimica, a partir do momento em que sao

induzidas, provavelmente para evitar gastos desnecessarios.

Em relacdo a dureza, tanto os individuos adultos quanto os individuos na fase de
plantulas da populacdo de Cachoeira da fumaca apresentaram maiores indices de esclerofilia do
que as demais populagdes. Neste caso, provavelmente o maior peso foliar encontrado nesta
populacdo parece ndo ser uma resposta induzida da herbivoria, ja& que este local apresentou

menor taxa de herbivoria, e sim uma resposta da planta ao proprio ambiente (a beira de um
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riacho, com solo mais arenoso). Varios estudos mostram que plantas que crescem em solos
arenosos, com baixa retencdo de agua e de nutrientes, possuem folhas com caracteristicas
xeromorficas (caules carnudos, folhas mais duras ou coreaceas, etc), mesmo que pertencam a
ambientes de florestas tropicais (Turner et al. 1995, Medina et al. 1990, Cao 2000). Essas
caracteristicas sdo consideradas vantajosas para as plantas, nessas areas, pois podem reduzir a

perda de agua (Boeger & Wisniewski 2003).

A populacéo de T. guianensis de Uberlandia, devido a auséncia da formiga obrigatdria e a
baixa herbivoria do local, parece alterar tracos relacionados ao mutualismo, pois o tamanho das
domécias neste local, aléem de ser bem menor do que os locais em que a planta ocorre com a
formiga associada ndo teve relacdo com a area foliar. Frederickson et al. (2012) observaram que
Cordia nodosa em resposta da herbivoria aumenta o volume das domacias, independente da
presenca das formigas, ja que domacias maiores podem abrigar mais operarias e garantir
protecdo contra 0s insetos herbivoros. Provavelmente, o investimento em defesa bidtica € um
recurso dispendioso para a planta e, neste caso, seria um gasto desnecessario, ja que a planta ndo
além de ndo se beneficiar da presenca da formiga hd uma baixa taxa de herbivoria neste local.
Varios estudos tém reportado alteracdes nos tracos relacionados ao mutualismo em plantas onde
a formiga associada ndo esta presente. Janzen (1973) observou que espécies de Cecropia que nao
sdo habitadas por formigas ndo produzem corpusculos alimentares, ja que a planta ndo conta com
a defesa biotica fornecida pelas formigas. Keeler (1985) também observou que o numero de
plantas com nectarios extraflorais foi significativamente menor em altas elevacbes onde as
formigas estavam ausentes. Eck et al. (2001) observaram que a mirmecéfita Macaranga
pruinosa que é tardiamente colonizada pela formiga associada também reduz a producdo de
alimento para as formigas (corpusculos alimentares) em comparagdo com as outras mirmecofitas
que sdo precocemente colonizadas, ja que a planta ndo se beneficia da protecédo fornecida pelas

formigas nesta fase.
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Por outro lado, as populacdes de T. guianensis que ocorrem com A. octoarticulatus em
Aragarcas e Cachoeira da Fumaca apresentaram maiores doméacias do que a populacdo de
Uberlandia. Provavelmente o maior investimento em domacias nestes locais é para atrair as
formigas, ja que domécias maiores podem abrigar um maior nimero de formigas e 0 espacgo para
a nidificacdo € um recurso limitado (Fonseca 1993, 1999). Além disso, 0 investimento em
domacia pode fornecer uma vantagem seletiva para as plantas por facilitar a defesa bidtica
através da presenca da formiga (Gaume et al. 2005). Portanto, T. guianensis parece alterar o
tamanho das domécias onde a formiga obrigatdria ndo ocorre, sugerindo que o investimento em
defesa bidtica vai depender se a planta é beneficiada ou ndo pela protecdo fornecida pela
formiga.

Os resultados encontrados neste estudo sugerem que T. guianensis conta com mais de
uma estratégia de defesa contra os insetos herbivoros e dependendo da condicdo (presenca ou
auséncia da formiga, maior ou menor herbivoria) elas podem induzir o investimento em outros
mecanismos de defesa. Frederickson et al. (2012) observou que Cordia nodosa também utiliza
defesa quimica como uma seguranca contra variacdes no nivel de protecdo fornecido pelas
formigas. Portanto, esta plasticidade em defesas pode ajudar a explicar a permanéncia de
populacdes de T. guianensis em locais onde a planta ocorre sem a presenca da formiga

mutualista.
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CAPITULO 3

Colonizacao de rainhas de Allomerus octoarticulatus em plantas de Tococa
guianensis em areas de Cerrado na presenca e auséncia do parceiro mutualistico

obrigatorio

Resumo

Mirmecofitas ou plantas de formigas sdo plantas que fornecem estruturas especializadas que
permitem e facilitam o estabelecimento e crescimento de colbnias de formigas. A fase de
plantulas é o periodo mais importante do seu ciclo de vida, pois nesta fase muitas plantas
adquirem uma col6nia de formigas. O sucesso da colonizacdo pode depender de varios fatores
abioticos (tipo de habitat, condi¢Ges climaticas) e bidticos (competicdo, parasitismo e capacidade
de dispersdo das rainhas). Neste estudo, foi comparada a sobrevivéncia e o tamanho das colénias
de rainhas de Allomerus octoarticulatus sobreviventes em locais onde Tococa guianensis ocorre
associada (Aragacas) ou ndo (Uberlandia) com a formigas mutualistas para saber qual fator
bidtico e/ ou abidtico impede a ocorréncia da formiga em Uberlandia. A taxa de sobrevivéncia
das rainhas foi menor em Uberlandia do que em Aragarcas, embora a diferenca na sobrevivéncia
dependeu do numero inicial de rainhas colonizadas. No entanto, o tamanho das coldnias das
rainhas sobreviventes até o final do experimento ndo diferiu entre os locais. Isto sugere que a
auséncia de A. octoarticulatus em Uberlandia pode estar relacionada com as condicdes
climaticas e/ou bioticas do local, mas este fator por si s6 ndao explica a auséncia da formiga.
Provavelmente, a capacidade de dispersdo das rainhas associada a distancia da fonte de rainhas

sdo fatores mais importantes e que limitam a ocorréncia de A. octoarticulatus neste local.

Palavras-chave: rainhas fundadoras, condi¢des climéticas, disperséo, distancia, mirmecofita
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1. Introducéo

As mirmecofitas ou plantas de formigas (ant-plants) fornecem estruturas especializadas,
denominadas domacias, que permitem e facilitam o estabelecimento e crescimento de coldnias
de formigas (Benson 1985). Em troca deste beneficio, as formigas efetivamente protegem suas
plantas hospedeiras contra a herbivoria (Beattie 1985, Davidson & McKey 1993). Estas
associacOes raramente sdo espécies-especificas ja que, frequentemente, “guildas” de formigas
com funcbes ecologicamente similares, ou varias formigas relacionadas interagem com a
‘guilda’ de plantas hospedeiras que apresentam caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas
semelhantes (Ward 1991, Davidson & McKey 1993, Chenuil & McKey 1996, Agosti et al. 1999,

Fiala et al. 1999).

A fase de plantulas das mirmecofitas € o periodo mais importante do seu ciclo de vida,
pois € nesta fase que muitas plantas adquirem uma col6nia de formiga. Neste estagio de vida da
planta vérias rainhas da mesma espécie ou de espécies diferentes podem encontrar a planta
hospedeira adequada e coloniza-la, mas somente uma col6nia ir4 se estabelecer e dominar a
planta (McKey 1984, Maschwitz & Fiala 1995, Dejean & Djieto-Lordon 1996). O sucesso da
localizagé@o da planta hospedeira e o estabelecimento das coldnias podem ser influenciados pela
competicdo inter e intraespecifica (Longino 1989, Yu & Davidson 1997), pelas caracteristicas
morfolégicas da planta (Broaut et al. 2001), pela capacidade das rainhas fundadoras
reconhecerem 0s sinais quimicos da planta (Inui et al. 2001), preferéncias de habitats por ambos
0s associados (Yu & Davidson 1997), predacéo, parasitismo, ou ataque de patdgenos (Mckey

1988).

A importéncia relativa destes fatores pode variar de acordo com o habitat onde a planta
hospedeira estd crescendo (Nery & Vasconcelos 2003). As condigdes do habitat, especialmente
luz, podem afetar a taxa de recursos disponiveis (producdo de alimento e espago para

nidificagdo) fornecidos para as formigas (Davidson & Fisher 1991, Folgarait & Davidson 1994)
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e desta forma, indiretamente, afetar a sobrevivéncia e o crescimento das coldnias de formigas
associadas. Por exemplo, em Cecropia, 0 ataque as rainhas fundadoras por vespas parasitoides é
intenso em plantas que ficam proximas a riachos, mas ausente em manchas de plantas

distribuidas em &reas abertas da floresta (Yu & Davidson 1997).

Além disso, a colonizagcdo também pode depender da distancia da fonte de novas rainhas
fundadoras. Plantulas de Maieta guianensis tem maior chance de serem colonizadas por formigas
quando estdo crescendo préximo de plantas adultas da mesma espécie do que quando estdo
distantes das populacdes de plantas, sugerindo que a probabilidade das plantulas serem
colonizadas diminui com o aumento da distancia da fonte de rainhas (Vasconcelos 1993). De
forma similar, em Leonardoxa africana, a propor¢édo de plantulas colonizadas por formigas varia
conforme a distancia das arvores adultas (McKey 1984). Esses estudos sugerem fortemente que a

colonizacdo de plantas mirmecdfitas depende da capacidade de dispersdo das rainhas fundadoras.

Populacdes de mirmecdéfitas sem col6nias de formigas especificas ja foram encontradas
em lugares com condi¢Oes extremas de temperatura (em altas altitudes) (Janzen 1973) e em ilhas
remotas (Putz & Holbrook 1988) onde provavelmente a ocorréncia de formigas é menor, devido
as condicOes estressantes do ambiente ou até mesmo a limitagBes da prépria rainha fundadora,
como por exemplo, menor capacidade de disperséo (Vasconcelos 1993, Yu et al. 2004). Mas,
recentemente foram descobertas populacfes de Tococa guianensis persistindo em algumas areas
do Cerrado no Triangulo Mineiro, a mais de quinze anos, sem a presenga da formiga obrigatdria
Allomerus octoarticulatus, uma espécie comumente encontrada em associa¢do com T. guianensis
em Jatai-GO, Mineiros-GO e Agua Boa-MT no estudo realizado por Moraes & Vasconcelos
(2009) e neste estudo em Aragarcas-GO e Cachoeira da Fumaga-MT (Capitulo 1 e 2). Uma das
hipoteses propostas para explicar a auséncia desta formiga neste local seria as condicGes
climaticas da regido (por exemplo, um inverno mais rigoroso) que poderia estar impedindo a

sobrevivéncia da formiga e/ou condi¢des bidticas (por exemplo, parasitoides) ou simplesmente
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resultado da menor capacidade de dispersdo da rainha, ja que rainhas de A. octoarticulatus sdo

caracterizadas como sendo ‘pobres’ dispersoras (Debout et al. 2010).

Diante disto, o objetivo deste estudo foi comparar a sobrevivéncia de rainhas fundadoras
de Allomerus octoarticulatus e o crescimento inicial das col6nias entre duas localidades,
Aragarcas, onde T. guianensis ocorre na presenca desta espécie de formiga e Uberlandia, onde a
formiga ndo ocorre. O intuito foi o de testar as duas hipoteses anteriormente comentadas, de que
a auséncia de A. octoarticulatus em Uberlandia pode estar relacionada (i) com as condigfes
climéticas e/ou bidtica dos locais (ii) a capacidade limitada de dispersao das rainhas fundadoras.
Caso as condi¢bes climaticas ou bioticas (por exemplo, parasitoides) em Uberlandia sejam
improprias para a sobrevivéncia das rainhas fundadoras entdo se espera uma taxa de
sobrevivéncia significativamente menor em Uberlandia do que em Aragarcas. J& se a auséncia de
A. octoarticulatus em Uberlandia estiver associada a incapacidade das rainhas em chegar e
colonizar as plantas de Tococa guianensis presentes nesta localidade entdo se espera que as
rainhas transplantadas para Uberlandia tenham sobrevivéncia parecida com as transplantadas em

Aragarcas.

2. Material e Métodos

2.1. Historia natural de Allomerus octoarticulatus

A fundacdo de coldnias de Allomerus octoarticulatus é independente e a dispersdo das
rainhas aladas ocorre pelo voo. As rainhas sdo consideradas “pobres” dispersoras, mas suas
colbnias apresentam alta fecundidade de fémeas aladas. Em areas com alta densidade de
plantulas, onde ha pouca necessidade de dispersao, as rainhas podem colonizar mais plantulas
por unidade de tempo, do que outras rainhas (como por exemplo, as de Azteca), 0 que permite
que elas dominem o local (Debout et al. 2010). Geralmente as rainhas competem

intraespecificamente por suas plantas hospedeiras, de modo que muitas rainhas colonizam
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plantas individuais, mas somente uma colénia sobrevive e se estabelece na planta (Davidson et
al. 1989, Yu & Pierce 1998, Frederickson 2006). A dieta parece consistir principalmente de
insetos que sdo capturados na superficie das folhas da planta hospedeira (Davidson et al. 2003,

Dejean et al. 2005).

2.2. Desenho experimental e tratamento

Uberlandia situa-se préximo do limite sul da distribuicdo de T. guianensis. Portanto, a
auséncia de sua parceira obrigatoria, Allomerus octoarticulatus, nesta regido pode ser
simplesmente resultado da menor capacidade de dispersdo da formiga. Outra possibilidade é que
as condicbes climaticas da regido (por exemplo, um inverno mais rigoroso) impeca a
sobrevivéncia da formiga. Para testar estas hipoteses, 50 plantulas de T. guianensis provenientes
de Aragarcas-GO foram mantidas em casa de vegetacao, sob as mesmas condi¢fes de umidade e
temperatura, durante um periodo de quatro meses. Apos este periodo, quando as plantulas ja
apresentavam de 15 a 30 cm de altura e mais de trés domaécias, elas foram manualmente
colonizadas por rainhas de Allomerus octoarticulatus (Figura 1 B). A colonizacdo foi feita da
seguinte forma: rainhas coletadas em Aragarcas foram inseridas nas novas plantulas e
transferidas para as duas areas de estudo, de forma que cada area recebeu 25 plantulas (com uma
ou duas rainhas por planta) (Tabela 1). Nas plantulas com duas rainhas as formigas estavam
separadas, ou seja, foram inseridas em lados opostos da domécia. As plantulas experimentais
foram colonizadas por uma ou duas rainhas, porque foi observado que naturalmente algumas
plantulas apresentam duas rainhas fundadoras, enquanto outras apresentam apenas uma. Para
prevenir futuras colonizacdes, as plantulas foram colocadas dentro de pequenas gaiolas cobertas
por uma rede de malha fina (2 mm), e para prevenir 0 acesso de possiveis invasores terrestres,
tais como formigas, o acesso a todas as plantulas foi impedido usando Tanglefoot (Figural A e

C). Ao final de seis meses foi determinado o nimero de coldnias vivas e mortas e também foram
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coletadas todas as coldnias vivas para determinar o tamanho da col6nia (nimero de larvas, pupas

e operarias).

Figura 1. Isolamento da planta com gaiolas cobertas com malha fina, para prevenir futuras
colonizagdes (A), colonizacdo manual da rainha de A. octoarticulatus nas plantulas (B) e
impedimento do acesso de invasores terrestres (formigas) nas plantulas com a utilizagdo de
Tanglefoot (C).

3. Analise de dados

Para avaliar a sobrevivéncia das colénias em Aragarcas e Uberlandia depois de seis
meses do inicio do experimento foi utilizado o teste Qui-quadrado e para saber se 0 tamanho da
coldnia (nimero de larvas, pupas e operéarias) difere entre os locais foi utilizado o teste ndo

paramétrico de Kruskall-Wallis.
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4. Resultados

A sobrevivéncia das rainhas em plantas colonizadas com apenas uma rainha diferiu entre
Aragarcas e Uberlandia (y°= 4,54, gl = 1, P = 0,03). Em Aragarcas somente duas das 14 rainhas
morreram, ao passo que nove das 16 rainhas transplantadas em Uberlandia morreram. J& a
sobrevivéncia das rainhas em plantas colonizadas simultaneamente com duas rainhas nao diferiu
entre as duas localidades (y*= 0,28, gl = 1, P = 0,605), embora neste experimento também tenha
sido notado uma tendéncia de maior mortalidade em Uberlandia do que em Aragarcas (Tabela

1).

Entre as rainhas que sobreviveram até o final do experimento o nimero de operarias,
larvas e pupas produzidas por rainha ndo diferiu significativamente entre Aragarcas e Uberlandia

(U =222,5; N;= 19, e N, = 22; P = 0,710) (Figura 2).

Tabela 1. Sobrevivéncia de rainhas de A. octoarticulatus em plantulas de T. guianensis
transplantadas para Aragarcas ou Uberlandia.

Situacdo depois de 180 dias

N° de plantulas  N° de rainhas NCinicial ~ N°de rainhas

Local % sobrevivéncia

experimentais por plantulas de rainhas mortas
Aragarcas 14 1 14 2 85,7
11 2 22 10 54,5
Uberlandia 16 1 16 9 43,7
8 2 16 10 37,5
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Figura 2. Nimero médio de larvas, pupas e operéarias por plantulas produzidas por rainhas de A.
octoarticulatus em Aragarcas e Uberlandia depois de seis meses do transplante. Linhas verticais

indicam o erro padréo.

5. Discussao

De modo geral, os resultados deste estudo demonstraram que a sobrevivéncia de rainhas
fundadoras de Allomerus octoarticulatus diferiu entre os locais, mas esta diferenca variou em
funcdo do numero inicial de rainhas fundadoras. A sobrevivéncia de rainhas em plantulas
colonizadas por apenas uma rainha em Uberlandia foi menor do que em Aragarcas, sugerindo
que condigdes intrinsecas do local, como por exemplo, condigdes climéaticas da regido (por
exemplo, um inverno mais rigoroso) e/ou bidticas (parasitdides) podem impedir ou até mesmo

dificultar estabelecimento das coldnias de A.octoarticulatus neste local.

No entanto, a sobrevivéncia de rainhas em plantulas colonizadas por duas rainhas

simultaneamente ndo diferiu entre os locais, embora também tenha sido notado uma tendéncia de
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maior mortalidade em Uberlandia do que em Aragarcas. Provavelmente, a mortalidade destas
rainhas pode estar relacionada com a competicdo entre as rainhas, uma vez que em condigdes
naturais as rainhas de Allomerus octoarticulatus tendem a competir intraespecificamente por
suas plantas hospedeiras (Yu & Pierce 1998). Frederickson (2006) observou que muitas rainhas
de A. octoarticulatus chegam para colonizar plantulas individuais de Cordia nodosa, mas a partir
do momento em que as operarias passam a estar evidentes nas plantas, ocasionalmente a planta
apresenta mais de uma rainha, sugerindo que a competicdo intraespecifica entre as rainhas pela
planta hospedeira é alta durante a fase de colonizacdo e que somente uma rainha se estabelece na
planta com o passar do tempo. Segundo este mesmo autor, a fase de acasalamento, dispersao e
fundacdo de colbnias de A. octoarticulatus é a mais perigosa para as rainhas do que outro estagio
do ciclo de vida da formiga. Isto ocorre em muitas outras espécies de formigas (Holdobler &

Wilson 1990; Sommer & Holldobler 1995, Gordon & Kulig 1996).

Embora a sobrevivéncia das rainhas fundadoras a principio parece ser afetada pelas
condigdes intrinsecas do local, o tamanho das colénias formadas por rainhas que sobreviveram
até o final do experimento tanto em Uberlandia quanto em Aragarcas ndo diferiu entre os locais.
Estes resultados sugerem que apesar das rainhas sofrerem uma maior mortalidade em
Uberlandia, caso elas consigam chegar, as mesmas conseguem se estabelecer e formar col6nias.
Assim, provavelmente, a auséncia de A. octoarticulatus em Uberlandia também pode estar
relacionada com a capacidade de dispersdo da rainha, ja que alguns autores tém observado que a
capacidade de disperséo de rainhas de A. ocotoarticulatus é limitada (Frederickson 2006; Debout
et al. 2010). Além disso, a ocorréncia mais proxima de A. octoarticulatus em T. guianensis esta
localizada a mais de 600 km de Uberlandia no municipio de Jatai-GO (Moraes & Vasconcelos
2009) e esta distancia talvez possa explicar porque essa espécie de formiga esta ausente em
Uberlandia. De fato, alguns estudos mostram que a probabilidade de colonizacéo de plantulas de
mirmecofitas por rainhas fundadoras diminui com o aumento da distancia da fonte de rainhas

(Vasconcelos 1993; Bruna et al. 2011).
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Além disso, durante a dispersao a mortalidade das rainhas também pode ser um resultado

da predacdo, parasitismo, fome ou dessecacdo (Gordon & Kulig 1996, Nery & Vasconcelos
2003) e o espaco de tempo em gque uma rainha passa fora do ninho, provavelmente aumenta seu
risco de mortalidade. Desta forma, as rainhas preferencialmente procuram nidificar em sitios
mais proximos para melhorar sua chance de sobrevivéncia (Frederickson 2006). Assim, estes
resultados sugerem que a colonizacdo de plantas mirmecéfitas também depende da capacidade

de dispersdo das rainhas fundadoras e da distancia da fonte de rainhas.

Os resultados deste estudo sugerem que a auséncia de A. octoarticulatus em Uberlandia
pode estar relacionada com as condi¢des climaticas e/ou bidticas do local, ja que a sobrevivéncia
das rainhas é menor em Uberlandia do que em Aragarcas. No entanto foi observado que as
condigdes climaticas e/ou bitticas do local ndo tiveram efeito sobre a sobrevivéncia das rainhas,
sugerindo que este fator por si s6, ndo explica a auséncia de A. octoarticulatus em Uberlandia. A
capacidade limitada de disperséo das rainhas fundadoras juntamente com a grande distancia
entre Uberlandia e outras localidades com populacGes estabelecidas de A. octoarticulats parecem

ser os fatores de maior importancia e que melhor explicam a auséncia da formiga neste local.
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Conclusdes gerais

1. A importéncia da formiga obrigatéria como defensora da planta parece ser condicionada
pela taxa de herbivoria experimentada pelas plantas. Em locais onde a taxa de herbivoria
foi alta, Allomerus octoarticulatus eficientemente defendeu a planta hospedeira, mas em
locais com baixa taxa de herbivoria a presenca desta formiga ndo afetou a herbivoria. Ja
onde A. octoarticulatus ndo estd presente ndo houve um efeito de outras formigas
(oportunistas), mas a presenca dos tricomas diminuiu a herbivoria. Provavelmente T.
guianensis, além do contar com a defesa bi6tica fornecida pelas formigas, também conta
com a defesa fisica e estes mecanismos parecem ser eficazes contra a herbivoria.

2. Tococa guianensis parece contar com mais de uma estratégia de defesa contra os insetos
herbivoros e esta variedade de estratégias de defesa pode favorecer a existéncia das
populacBes em locais onde a planta ocorre sem a presenca de formigas obrigatdrias.
Além disso, a planta também parece investir menos em tracos relacionados ao
mutualismo (tamanho da domécia) quando as formigas estdo ausentes, provavelmente
para evitar gastos desnecessarios.

3. Aauséncia de A. octoarticulatus em Uberlandia pode estar relacionada com as condigdes
climéticas e/ou bidticas do local, ja que a sobrevivéncia das rainhas foi menor em
Uberlandia do que em Aragarcas. Mas, este efeito por si s6 parece ndo explicar a
auséncia das formigas e sim a capacidade de dispersdo das rainhas fundadora associada a
distancia de Uberlandia a outras localidades com populacOes estabelecidas de A.
octoarticulatus.

4. De maneira geral, T. guianensis parece contar com mais de um mecanismo de defesa
contra os insetos herbivoros e esta plasticidade em defesas associado a menor herbivoria
do local parece ser fatores relevantes e que facilitam o estabelecimento e a permanéncia

da populacdo em Uberlandia.



