Universidade Federal de Uberlandia
Instituto de Biologia

Ciéncias Biologicas

Ladiel Aparecido de Oliveira Filho

Interagdo entre larvas de Rhinoleucophenga myrmecophaga (Diptera: Drosophilidae) e formigas

em frutos com nectarios pericarpiais de Cordiera elliptica (Rubiaceae) no cerrado

Orientador: Dr. Kleber Del Claro

Coorientador: Dr. Eduardo Calixto Soares

Uberlandia-MG
2019



LADIEL APARECIDO DE OLIVEIRA FILHO

Interacao entre larvas de Rhinoleucophenga myrmecophaga (Diptera: Drosophilidae) e formigas

em frutos com nectarios pericarpiais de Cordiera elliptica (Rubiaceae) no cerrado

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao curso de
graduaciao em Ciéncias Biologicas, do Instituto de Biologia
Universidade Federal de Uberlandia — MG como exigéncia
parcial para obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias
Biologicas, sob a orientacio do Professor Dr. Kleber Del

Claro e Coorientacio Dr. Eduardo Calixto Soares

Uberlandia-MG
2019



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, Ladiel Aparecido de Oliveira e Silvana Manuel Fagundes de
Oliveira, por sempre estar ao meu lado, me motivando sempre em busca do melhor, por me
apoiar nas decisdes dificeis da vida e por me aconselhar da melhor maneira possivel e sempre

acreditar no meu potencial.



Agradecimento

Agradeco primeiramente a Deus, por ser minha fortaleza e refugio e por sempre me dar forgas
quando preciso.

Agradeco a minha familia por sempre estar ao meu lado, me apoiando, dando forgas para seguir
sempre em frente!

Agradeco aos padrdes da minha mae e pai, Rene Parrini, e Vera Maria de Moura Leme, por
sempre se preocupar em me ajudar sempre que preciso € por sempre me dar forcar e apoio!

Agradego aos meus amigos que me aturaram durante toda minha caminhada, me apoiando e
sempre estando ao meu lado nos momentos mais dificeis longe da familia, em especial “Casa do
Zebu” ao Fernando Oliveira, Ivan Papani Basso, Marcelo de Vito Filho e ao Leonardo de Barros

Sousa (Pupu) por se tornarem mais que companheiros de Rep, e sim irmaos que sempre esta 1a
para ajudar e conversar sobre tudo, convivendo dia ap6s dia como uma familia construida em
Uberlandia-MG

Agradego aos melhores amigos que a Universidade poderia me apresentar, Anelise Gradovski
Shreiber, Arthur Bezerra, Bruna Gentil, Julia Inocéncio, Gabriel de Freitas Cantarim, Guilherme
Fernandes de Jesus, Helvécio Mazon, Victoria Marchetto Tavares e Maria Cecilia, que sempre
estdo presentes ao meu lado em momentos bons e ruins sempre me ajudando com palavras de
conforto e amor!

Agradego a Turma 83 biolodgicas, a qual fiz parte durante minha graduagdo, em especial ao
Gabriel Nogueira Melo, Thalys Felipe e ao Jodo Vitor Rocha (Suricato) por comporem sempre a
melhor equipe de apresentacdo de trabalho e melhores jogadores de truco que possa existir nesta

Universidade!

Agradeco a cada Professor que moldou a minha vida, ensinando sempre com amor por sua
profissao e dedicagdo aos seus alunos.

Agradego ao meu coorientador Dr. Eduardo Calixto Soares, por ter aceitado me ajudar, a ter
paciéncia, e ensinar sempre, me ajudando a melhorar a cada dia!

Agradeco ao meu Orientador Dr. Kleber Del Claro por ter aberto as portas do Laboratorio de
Ecologia Comportamental e Interacdes (LECI) e aceitado a me orientar e ajudar no
desenvolvimento de todo o projeto.

Agradeco ao CNPq (Concelho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico), pela
bolsa de estudos e auxilio financeiro do programa de Iniciacdo Cientifica com parceria a
FAPEMIG que possibilitou a dedicacdo integral ao programa de pos-graduagdo e ao
desenvolvimento do projeto.

Agradeco a Reserva Particular do Patrimonio Natural do Clube de Caga e Pesca Itoror6 de
Uberlandia (CCPIU), por abrirem as portas, e possibilitarem o desenvolvimento de todo o
projeto em sua area de reserva do Cerrado.



Agradeco a todos do Laboratorio de Ecologia e Comportamental e Interagdes por seus conselhos
e dicas, em especial ao Danilo Ferreira Borges dos Santos, por me ajudar e aconselhar durante os
dias de campo sempre que possivel!

Muito Obrigado a todos que fizeram parte durante esta jornada em minha vida!

Duvidas nos tornam sabios, nos
impulsionam a novas descobertas!
Assim, enquanto estiver sobre
duvidas estarei feliz!

(Autor desconhecido)



SUMARIO:
DEDICATORIA .....ueeeeeeeeeeensseesesessssesssssssssosssssssssssssssssssssssssssssessesssssssssassssassssesssssssssssssssssssans 3
SUMARI O :...ceeeieeteeereeerererecsessssressessssssssssossssssssssssssssssssssssssosassssssssssasssssssssssssosassssssssssassssssssosans 6
RESUMO...couueieeeeereneerreesererecsessssesssssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssssosassssssssssassosassssssssosasssssassssansos 7
ABSTRACT ..aeeeereeereeecererecsesesersssesesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssossssssssssssassosassssssssosasssssassssansos 8
INTRODUGCAQ . .....uoereeerrerirenssesessssssesesssssesessssssesesssessssssssessssssssessssasssessasssesssssssessssssssessass 9
JUSTIFICATIVA E OBJETIVO .uucuueeeeeererecreensererecsesssersssssssssssssssssssssssssossssssssssassssssssssesass 11
MATERIAILS E METODOS ....eoeeeveeeeeeeeeeeseseessesssssssesssssenssssssssssssssssnssnssssssessesssnsssssssssssssnssnses 12
AREA DE ESTUDO ..o e e e 12
ESPECIE DE PLANTA ESTUDADA ... ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeraaeeeaans 12
COLETA DE DADOS ..eiteeteee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaeenns 12
DESIGN EXPERIMENTAL ...cuetnttint ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaenas 12
MIRMECOFAUNA ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeeans 13
VALOR ADAPTATIVO DA LARVA E DA PLANTA . .. eu ettt e e e e e eaeenns 13
ANALISE DOS DADOS ...eveeeeeeeeeneeeeeeeesessessessesssssssessessensssssssssssssssenssssssessessensansssssssssssssnssnse 14
MIRMECOFAUNA ...ttt et e e e e e e e e e e e eae e 14
VALOR ADAPTATIVO DA LARVA E DA PLANTA . .. eu ettt e e e e e e eaeeans 15
RESULTADOS aouertteereeeeereeecresesersssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 15
MIRMECOFAUNA ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e e e e 15
VALOR ADAPTATIVO DA LARVA E DA PLANTA . ettt et e e e e eaa e 17
DISCUSSAQD ceeeeeeieeeeeeeeeeseeseesessssessessessesssssssssessesssssssssessesssssssssessessssssessossesssssssssessesssssssssoses 18
CONCLUSAOQ . oeeeeeeeeeeeeeeessesssessessessssssessessosssssssssossesssssssssossossesssssssssessessssssessossesssssssssosses 20

REFERENCIAS ..o eveeeeeveeveeeeeessessessesssssssessessessasssssssesssssesssssssssssssssanssssssessessessanssssssssssssenssnsns 20




RESUMO

Nectarios extraflorais (NEFs) sdo estruturas de grande importancia na interacdo inseto-planta,
pois podem atrair formigas predadoras que defenderdo as plantas contra o ataque de herbivoros.
Entretanto, outros insetos se especializaram na utilizagdo desse recurso, como € o caso de larvas
de uma espécie de Diptera que se desenvolvem nos NEFs de algumas plantas e predam formigas
que forrageiam nessas estruturas. Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi verificar se as larvas
de Rhinoleucophenga myrmecophaga (Diptera: Drosophilidae) apresentam algum efeito sobre o
valor adaptativo (desenvolvimento e produgdo de frutos) de Cordiera elliptica (Rubiaceae), uma
planta de Cerrado. Adicionalmente, foi verificado se a auséncia de formigas influencia no
desenvolvimento e sobrevivéncia da larva. O estudo foi desenvolvido em uma area de cerrado
sentido restrito, entre setembro de 2018 e janeiro de 2019, onde foi avaliado o desenvolvimento
dos frutos e sementes, bem como o desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas, em trés grupos
experimentais: com a presenca de larvas da mosca e de formigas, sem a presenca de formigas, e
sem a presen¢a de larvas. Os resultados mostraram que: o valor adaptativo de C. elliptica é
negativamente influenciado pela presenca das larvas de R. myrmecophaga; a presenca de larvas
diminuiu a abundancia de formigas; a auséncia de formigas influenciou negativamente no
desenvolvimento das larvas; frutos com larvas e sem formigas apresentaram menor volume e
peso. Assim, nés mostramos que os resultados da relacdo multitrofica entre formigas, larvas de
R. myrmecophaga, e uma planta portadora de NEFs em frutos ¢ diretamente e indiretamente
influenciado pelas larvas predadoras, o que indica resultados condicionais dessa relagao

multitrofica.

Palavras-chave: Defesa bidtica, Predagdo, Nectarios extraflorais, Valor adaptativo da planta.



Abstract

Extrafloral nectaries (EFN) are very important structures in insect-plant interaction because they
can attract predatory ants that will defend plants against herbivorous attack. However, other
insects have specialized in the use of this resource, such as larvae of a species of Diptera that
grow in the EFNs of some plants and prey on ants that forage in these structures. In this sense,
the objective of this study was to verify if larvae of Rhinoleucophenga myrmecophaga (Diptera:
Drosophilidae) have any effect on the fitness (development and production of fruits) of Cordiera
elliptica (Rubiaceae), a Cerrado plant. Additionally, it was verified if the absence of ants
influences the larval development and survival. The study was carried out in a cerrado sensu
stricto area between September 2018 and January 2019, where fruit development, as well as the
development of R. myrmecophaga larvae, were evaluated in three experimental groups: with the
presence of larvae of the fly, and adult ant workers; without the presence of ants; and without the
presence of larvae. The results showed that: C. elliptica fitness is negatively influenced by the
presence of R. myrmecophaga larvae; the presence of larvae decreased ant abundance; the
absence of ants negatively influenced larval development; fruits with larvae and without ants
presented lower volume and weight. Thus, we show that the results of the multitrophic
relationship between ants, R. myrmecophaga larvae, and a plant bearing EFNs on fruits are
directly and indirectly influenced by predatory larvae, which indicates conditional results of this

multitrophic relationship.

Keywords: Biotic defense, Predation, Extrafloral nectaries, Parasitism, Plant fitness.



INTRODUCAO

Os ecossistemas sdo constituidos por uma vasta diversidade de organismos, os quais
formam uma extensa rede de interacdes, resultando em interagdes desarmonicas, como as
relagdes predador-presa e parasita-hospedeiro, ou harmoénicas, como a relagdo mutualistica entre
insetos e plantas (DEL-CLARO; TOREZAN-SILINGARDI, 2012). Nesse ultimo caso, a relagao
mutualistica entre esses dois grupos, insetos e plantas, pode ser representada, principalmente,
pela polinizagdo e pela protecdo de plantas por formigas. Formigas interagem com plantas
desempenhando um papel defensivo contra o ataque de herbivoros, enquanto que plantas
oferecem em troca recursos alimentares e/ou locais de nidificagdo (CALIXTO; LANGE; DEL-
CLARO, 2018; DEL-CLARO et al., 2016).

Plantas oferecem diferentes fontes de alimento para formigas, onde o principal recurso
alimentar oferecido ¢ o néctar extrafloral. Este liquido, o qual ¢ secretado pelos nectérios
extraflorais (NEFs), ¢ rico em carboidratos, mas pode apresentar outros compostos diluidos,
como proteinas, lipidios, fenois, alcaloides, enzimas e compostos organicos volateis
(GONZALEZ-TEUBER; HEIL, 2009; KOPTUR, 1994; NICOLSON; THORNBURG, 2007).
Essas estruturas podem ser encontradas em diversas espécies de plantas vasculares,
aproximadamente 4.000, representando cerca de 745 géneros (WEBER; KEELER, 2013), onde
esse numero continua crescendo (PIRES et al., 2017). No Cerrado, esses NEFs representam de 8
a 31% dos individuos e de 15 a 26% das espécies da flora arbérea em regides tropicais,
especificamente de diferentes localidades do Cerrado (OLIVEIRA; LEITAO-FILHO, 1987).

Devido a esse numero de plantas extranectariferas, a localizagao, estrutura e morfologia
dessas glandulas também ¢ bastante diversificada. Os NEFs podem ocorrer em diversas
estruturas da planta acima do solo, inclusive em érgos reprodutivos (DIAZ-CASTELAZO et al.,
2005; KOPTUR, 1992; OLIVEIRA; LEITAO-FILHO, 1987). Algumas espécies de plantas
apresentam NEFs nas sépalas, nos botdes florais e inflorescéncias (DIAZ-CASTELAZO et al.,
2005; RICO-GRAY, 1989), ou mesmo em frutos, os quais sdo conhecidos como nectarios
pericarpiais — NPs (DEL-CLARO et al., 2013; WEBER; KEELER, 2013). Nectarios pericarpiais
ou nectdrios nupciais sdo estruturas que ocorrem em plantas que possuem nectarios florais, e
mesmo apo6s a queda de sua corola, o anel séptico permanece e mantem seus nectrios ativos
sobre o ovario (Figura 1a) durante todas as etapas do desenvolvimento do fruto (DEL-CLARO et

al., 2013). No caso de Cordiera elliptica esta estrutura forma uma elevacao sobre os frutos, que
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continuam a produc¢ao ativa de néctar. Entretanto, independentemente da estrutura da planta onde
sdo encontrados, formigas sdo atraidas pelo néctar e realizam comportamentos agressivos contra
invasores herbivoros, diminuindo consideravelmente os danos em estruturas vegetativas e
reprodutivas ocasionados por eles (CALIXTO; LANGE; DEL-CLARO, 2015; LANGE; DEL-
CLARO, 2014), influenciando diretamente na producdo de frutos (NASCIMENTO,; DEL-
CLARO, 2010; TRAGER et al., 2010).

Além de atrair formigas, os NEFs também s3o um grande atrativo a uma alta diversidade
de animais que se alimentam de seu néctar ou se aproveitam de seus visitantes (CALIXTO;
SOUSA-LOPES; DEL-CLARO, 2018; VIDAL; SENDOYA; OLIVEIRA, 2016). Pode-se citar,
por exemplo, insetos pertencentes as ordens Hymenoptera, Coleoptera, Diptera, Blattodea e
Hemiptera. Além desses exemplos, aranhas também podem complementar sua alimentagdo
consumindo néctar extrafloral, e fornecendo protecao para plantas (DEL-CLARO et al., 2017,
NAHAS; GONZAGA; DEL-CLARO, 2012; SOUSA-LOPES et al., 2019). Recentemente uma
nova espécie de mosca, Rhinoleucophenga myrmecophaga (Diptera: Drosophilidae), foi descrita
no Cerrado brasileiro (VIDAL; VILELA, 2015), a qual foi vista se desenvolvendo nos NEFs de
Qualea grandiflora Mart. (Vochvsiaceae) e predando as formigas mutualistas que eram atraidas
em busca de recursos (VIDAL; SENDOYA; OLIVEIRA, 2016). Além disso, essa nova espécie
de mosca foi vista em NPs (observagdes pessoais, Figura 1), localizados nos frutos de Cordiera
elliptica (Rubiaceae), conduzindo para o surgimento das seguintes questdes: até que ponto as
larvas de R. myrmecophaga podem afetar a relagdo mutualistica formiga-planta? Sera que elas
causam algum efeito direto no valor adaptativo da planta devido sua localizagao? Serd que a
auséncia de formigas, as quais parecem ser seu principal alimento, influenciam no valor

adaptativo da mosca?
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Figura 1 — Flor (~10mm de comprimento) e disco nectarifero produzindo néctar logo apos a
queda da flor, constituindo assim o nectario pericarpial — NP (a); Crematogaster sp. forrageando
nos NPs (b); ovo (~1,5mm de comprimento) (c) e abrigo em estagio intermediario de
desenvolvimento (~2mm de comprimento) (d) de Rhinoleucophenga myrmecophaga (Diptera:

Drosophilidae) em Cordiera elliptica (Rubiaceae) em uma éarea de cerrado brasileiro.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

A literatura revela a importancia de estudar e entender as relagdes e as condicionalidades
que existem dentro das interagdes, especialmente aquelas entre insetos e plantas com NPs no
Cerrado, mostrando a interdependéncia entre as espécies € como as cadeias troficas podem ser
alteradas e/ou afetadas pelos seus interagentes. O objetivo principal deste estudo foi verificar
como a presenca das larvas de R. myrmecophaga pode influenciar o valor adaptativo de Cordiera
elliptica. A principal hipotese € que essas larvas causam efeitos negativos no valor adaptativo da
planta, seja diretamente por drenar recursos que seriam alocados para o desenvolvimento dos

frutos, ou indiretamente através da predagdo de formigas mutualisticas.
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Desta maneira, buscou-se alcancar os seguintes objetivos especificos: (i) verificar se a
riqueza e a abundancia de formigas variam em plantas com e sem larvas; (ii) avaliar se a
auséncia de formigas interfere no valor adaptativo da larva, influenciando o tamanho do abrigo
ao longo do tempo; e (iii) observar se a larva influencia no sucesso reprodutivo da planta através

da avalia¢ao do volume do fruto.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

O estudo foi desenvolvido na Reserva Particular do Patrimonio Natural do Clube de Caga
e Pesca Itoror6 de Uberlandia (CCPIU), Brasil (18°55°23” S e 48°17°19” W). A area esta
localizada no Cerrado, sendo a principal fitofisionomia o cerrado sentido restrito, composto por
arvores entre 2 a 8§ m de altura entremeadas por arbustos e gramineas (ALVES-SILVA;
BACHTOLD; DEL-CLARO, 2018; VILELA; TOREZAN-SILINGARDI; DEL-CLARO, 2014).
O local apresenta duas estacdes bem definidas, sendo uma seca (de maio a setembro) e uma
chuvosa (de outubro a abril) constituida por uma média anual de precipitacdo de 1550 mm e

temperatura média de 22°C (REU; DEL-CLARO, 2005).

Espécie de planta estudada

A planta analisada no estudo pertence a familia Rubiaceae, género Cordiera, o qual
compreende aproximadamente 25 espécies, apresenta uma ampla distribuicao pelo territorio
brasileiro, e seus representantes sao compostos por arvores e arbustos (COBRA et al., 2015). A
espécie escolhida para o estudo foi Cordiera elliptica, uma espécie endémica do Brasil, presente
nas regioes da Amazonia, Cerrado e Caatinga. Estd associada a margens de florestas estacionais
e cerrados. Suas folhas apresentam aproximadamente 3,5 a 5 cm de comprimento (BORGES;
JARDIM; ROQUE, 2017), sua floragdo ocorre entre os meses de setembro e fevereiro e
frutificacdo entre os meses de outubro e fevereiro, e os frutos sdo do tipo baga (SOUSA;

BAUTISTA; JARDIM, 2013).

Coleta de dados

Design experimental



13

Durante os meses de agosto de 2018 a janeiro de 2019, foram selecionados individuos de
C. elliptica (o nimero de amostras estd definido em cada um dos experimentos detalhados
abaixo) pelo menos cinco metros de distdncia uns dos outros e com caracteristicas fenoldgicas
semelhantes (0,80 a 1,5 m de altura, 60 a 90 frutos por planta), os quais foram divididos em trés
tratamentos: plantas com a presenga de larvas e formigas (Controle); plantas com a presenca de
formigas, mas sem a presenca de larvas, as quais foram removidas manualmente e semanalmente
(SL); plantas com a presenga de larvas, mas sem a presenca de formigas (SF). Para isolar as
plantas no tratamento SF, foi utilizada uma faixa de resina Tanglefoot ao redor da base do caule
de cada individuo (~15cm do solo), e removidos galhos que pudessem atuar como pontes para
que as formigas chegassem at¢ as plantas analisadas. Também foram aplicada uma pequena faixa

da mesma resina nas plantas do grupo Controle e SL, mas sem impedir a passagem das formigas.

Mirmecofauna

Para avaliar a abundancia e a diversidade da mirmecofauna associada aos NPs e as larvas
de R. myrmecophaga, foram observados diferentes individuos dos tratamentos Controle (14
plantas), e SL (12 plantas), durante 5 minutos por individuo de 07:00 a 11:00 e de 14:00 a 18:00
horas. No total foram feitas quatro campanhas no periodo da manha e trés no periodo da tarde.
Em cada avaliagdo, foi realizada a contabilidade da abundancia e a riqueza de formigas. Foram
coletados representantes da mirmecofauna, visitantes de cada planta, armazenado em potes
preenchidos com 4lcool 70% e conduzidos para o Laboratorio de Ecologia Comportamental e de
Interagdes (LECI) na Universidade Federal de Uberlandia, onde foram identificados e

depositados.

Valor adaptativo da larva e da planta

Nesse experimento e no inicio de agosto, foram marcados 30 individuos de C. elliptica,
as quais foram conduzidas as mesmas manipulagdes experimentais dos tratamentos do topico
Mirmecofauna (Controle, SF, SL; 10 individuos por tratamento). Entretanto nem todos os
individuos frutificaram, diminuindo o niimero de amostras. O tratamento Controle apresentou
oito individuos, e o SF e SL apresentaram seis cada. Em cada planta, foram selecionados dois

frutos com larva no tratamento Controle e SF, e dois frutos sem larva no tratamento SL, os quais
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foram acompanhados em campo durante quatro semanas entre os meses de setembro e outubro.
Todos os frutos e larvas estavam em estdgio inicial de desenvolvimento (frutos: ~2mm de
diametro; larvas: ~lmm de comprimento). Em cada analise foram avaliados o desenvolvimento
da larva (apenas no caso do tratamento Controle e SF) e do fruto, através do comprimento do

abrigo e do didmetro do fruto, os quais foram medidos com auxilio de um paquimetro manual.

Analise dos dados

As analises estatisticas e graficos foram realizados usando o software livre RStudio 3.6.1
a 5% de probabilidade. Em cada analises, foram verificados os residuos para observar adequacao
do modelo (normalidade e homogeneidade de variancia) e também se havia superdispersdao dos
dados. Modelos Lineares Generalizados Mistos (GLMM) foram utilizados através do pacote
“Ime4” (BATES et al., 2015). A fun¢do Anova foi usada para verificagdo de significancia dos
modelos através do pacote “car” (FOX; WEISBERG, 2011) e testes a posteriori foram
conduzidos com o pacote “emmeans” (LENTH, 2018). NMDS (“Non-Metric Multidimensional
Scaling”) e ANOSIM (“Analysis of Similarities”) com 999 permutagdes foram utilizados através

do pacote “vegan” (OKSANEN et al., 2018)

Mirmecofauna

Para comparar a abundancia da Mirmecofauna entre os tratamentos (Controle e SL) foi
realizado uma andlise considerando apenas formigas. Estd analise foi realizada para avaliar o
efeito direto das larvas sobre a abundancia de formigas, ja que as formigas parecem ser as
principais presas das larvas (VIDAL; SENDOYA; OLIVEIRA, 2016). Entao, foram utilizados a
abundancia total de formigas por planta na analise. GLMM com distribuicdo de Poisson seguido
por teste de Wald foi aplicado para a anélise. A abundancia total de formigas por planta foram
consideradas como variavel resposta, os tratamentos foram considerados como variavel
preditora, ¢ o momento de coleta (1|Coleta) foi ajustado como efeito aleatorio para controlar
medidas repetidas temporais.

Além disso, foi construida uma matriz de abundancia baseada na interagdo entre as
plantas de cada grupo e as espécies de formigas. Desta maneira, a diversidade da mirmecofauna

entre os tratamentos foi comparada através de NMDS seguido por ANOSIM.
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Valor adaptativo da larva e da planta

Para comparar se existe variacdo no tamanho da larva e do fruto em funcio do tempo e
dos tratamentos, foi realizada primeiramente a média dos dados coletados nos dois frutos em
cada planta, obtendo apenas um valor por planta. Entdo, calculado o valor do volume do abrigo
através da formula de volume do cilindro (Veiindaro = Tr?h; onde m representa 3,14, e “r”” o raio e
“h” a altura do abrigo da larva); e calculado o volume do fruto através da formula de volume da

€.
T

esfera (Vestera = (41r’)/3; onde m representa 3,14, e o raio do fruto medido horizontalmente).
Essas formulas foram utilizadas devido ao formato do abrigo e do fruto (Figura 1d) e também
como uma forma de padronizar a analise considerando as medidas avaliadas durante as coletas.
Em seguida, foi utilizado um GLMM com distribuicdo de erro gaussiana seguido por teste de
Wald, onde o volume do abrigo e do fruto foi ajustado como variavel resposta. A interacdo dos
tratamentos (Controle, SF e SL) e do momento de coleta (quatro coletas) foi considerada variavel
preditora. Foi também ajustado o momento de coleta como fator aleatério para controlar
dependéncia temporal dos dados. Na analise do volume do abrigo, foram usados apenas os dados

dos tratamentos Controle e SF, uma vez que o tratamento SL nao apresentava larva (ver Design

experimental).

Resultados

Mirmecofauna

Foi encontrado um total de 15 espécies de formigas distribuidas em seis subfamilias. As
espécies mais abundantes foram Azteca sp. ¢ Camponotus crassus em ambos tratamentos
Controle e SL (Tabela 1).

A abundancia total de formigas por planta variou significativamente entre os tratamentos
(Figura 2). Plantas sem a presenca de larvas, tratamento SL, apresentaram o dobro de formigas
do que plantas com a presenca de larvas, tratamento Controle [SL: 13,76 + 7,9; Controle: 6,72 +
4,75; média = Desvio padrio (DP)] (Figura 2). A diversidade de formigas variou
significativamente entre os tratamentos (ANOSIM: 0,183, p <0,01, stress = 0,25).
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Tabela 1 — Abundancia absoluta e relativa (%), e riqueza de formigas em diferentes
tratamentos de Cordiera elliptica (Rubiaceae) em area de cerrado. Controle — com larva e
formiga, SL — sem larva. Ab.a — abundancia absoluta, Ab.r — abundancia relativa (%).

Subfamilia Controle SL
Espécie Ab.a  Ab.r (%) Ab.a  Ab.r (%)

Dolichoderinae

Azteca sp. 116 34,8 130 22,5

Dolichoderinae sp. 0 0,0 17 2,9
Ectatomminae 0,0 0,0

Ectatomma tuberculatum (Olivier, 1792) 35 10,5 55 9,5

Ectatomma sp.1 10 3,0 17 2,9

Ectatomma sp.2 4 1,2 6 1,0
Formicinae

Brachymymrmex sp. 30 9,0 71 12,3

Camponotus blandus (Smith, F. 1858) 24 7.2 57 9,8

C. crassus (Mayr, 1862) 59 17,7 102 17,6

Camponotus sp. 8 2,4 25 4,3
Myrmicinae

Cephalotes pusillus (Klug, 1824) 10 3,0 17 2,9

Crematogaster sp.1 18 5,4 12 2,1

Crematogaster sp.2 12 3,6 19 3,3
Ponerinae

Neoponera rostrata (Emery, 1890) 3 0,9 11 1,9
Pseudomyrmicinae

Pseudomyrmex sp. 3 0,9 38 6,6

Pseudomyrmex termitarius (Smith, 1855) 1 0,3 2 0,3

Total 333 100 579 100
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Figura 2 — Abundancia total de formigas por planta em Cordiera elliptica (Rubiaceae) nos
diferentes tratamentos. Control — Com larva e formiga; e SL — Sem larva. Figuras representam
boxplots com médias, whiskers e dados brutos. Letras diferentes diferem entre si através do
calculo das médias marginais estimadas.

Valor adaptativo da larva e da planta

O volume do abrigo apresentou diferenga significativa entre os tratamentos Controle e SF
(fator Grupo;). Por outro lado, o fator Coleta (semanas de coleta) e a interacdo de ambos nao
apresentaram resultado significativo . Foi observado que o volume dos abrigos no grupo
Controle (11,73 + 5,41 mm?®; média + DP) foi maior do que no grupo SF (8,59 + 4,44 mm?)
(Figura 3a). Além disso, foi observado que o volume dos frutos de C. elliptica foram
significativamente influenciados pela intera¢ao entre os tratamentos (fator Grupo) e o momento
de coleta (fator Coleta), bem como pelos dois fatores isoladamente. Os frutos com os maiores

3

valores de volume foram do tratamento SL (21,17 £ 16,3 mm’; média + DP), seguido por

Controle (15,39 + 11,64 mm?®) e SF (13,40 + 16,38 mm?) respectivamente (Figura 3b).
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Figura 3 — Volume do abrigo (a) de Rhinoleucophenga myrmecophaga (Diptera) e do
fruto (b) de Cordiera elliptica (Rubiaceae) em diferentes tratamentos (fator Grupo) e ao longo do
tempo (fator Coleta). Grupo: Control — Com larva e formiga; SF — Sem formiga; SL — Sem larva.
Figuras representam boxplots com médias, whiskers e dados brutos.

Discussao

Os resultados mostraram que o valor adaptativo de Cordiera elliptica ¢ negativamente
influenciado pela presenca da larva de R. myrmecophaga, corroborando a principal hipdtese
desse estudo. Foi encontrado que: (i) a presenca de larvas diminuiu a abundancia de formigas;
(i1) a auséncia de formigas influenciou negativamente no volume do abrigo da larva; e (iii) frutos
com larvas e sem formigas apresentaram menor volume Assim, mostra-se que os resultados da
relagdo multitrofica entre formigas, larvas de R. myrmecophaga, ¢ uma planta portadora de NPs,
¢ diretamente ¢ indiretamente influenciado pelas larvas predadoras, o que indica resultados
condicionais dessa relagao multitrofica.

Observou-se uma alta representatividade de formigas coletando ou se alimentando no
néctar pericarpial, especialmente por dois géneros de formigas, Azteca e Camponotus. Byk e
Del-Claro (BYK; DEL-CLARO, 2011) mostraram que coldnias de formigas que se alimentam de
néctar extrafloral apresentam impacto positivo em sua sobrevivéncia, crescimento e reprodugao.
Além disso, Camponotus ¢ um género muito frequente em plantas com NEFs no Cerrado o que

pode explicar essa alta representatividade nos resultados (ANJOS et al., 2017; LANGE et al.,,
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2019). Desta maneira, espera-se uma alta diversidade e abundancia desses artropodes
consumidores de néctar pericarpial, como foi mostrado neste estudo.

A auséncia de formigas influenciou negativamente no valor adaptativo da larva,
mensurado através do volume do abrigo. Apesar de ndo selecionar suas presas e serem
consideradas oportunistas (VIDAL et al., 2018), isto €, se alimentar de diferentes visitantes que
ficam presos nos abrigos pegajosos, entdo percebe-se que as formigas sdo as presas mais
capturadas pelas larvas, assim como mostrado por Vidal et al. (2018). Esse resultado pode estar
ligado a alta abundancia e frequéncia das formigas em plantas portadoras de NEFs e NPs
(CALIXTO; LANGE; DEL-CLARO, 2018; DEL-CLARO et al., 2016). Essas estruturas sao
frequentemente visitadas por formigas, uma vez que sdo fundamentais para o desenvolvimento
das colonias (BYK; DEL-CLARO, 2011). Vidal et al. (2018) mostraram que as formigas sao os
visitantes mais comuns em NEFs de Qualea grandiflora Mart (Vochysiaceae), e dessa forma,
seriam também mais capturadas devido sua abundancia, em comparacdo com outros visitantes
menos frequentes.

Além disso, pode-se afirmar que as formigas representam um recurso fundamental para o
desenvolvimento da larva. Larvas do grupo Controle, as quais tiveram “acesso” a diferentes
visitantes dos NPs, especialmente formigas, apresentaram uma melhor performance do que
larvas do grupo SF, as quais ndo tinham acesso as formigas. Apesar de nao avaliado diretamente
os artropodes apreendidos por R. myrmecophaga, essas larvas podem capturar uma diversidade
enorme de presas, especialmente formigas, as quais podem suprir suas necessidades, pelo menos
para sobrevivéncia. Alguns estudos tém mostrado que geralmente proteinas e lipidios
representam os principais compostos para o desenvolvimento de larvas, enquanto que adultos
geralmente usam carboidratos para suprir as necessidades de seu metabolismo (NATION, 2015).
Sendo assim, a diminuicdo do numero de presas, nesse caso formigas, pode prejudicar o
desenvolvimento da larva através da falta de nutrientes disponibilizados; ¢ mesmo predando
outros insetos visitantes, estes ndo sao tdo abundantes nos NEFs e NPs quanto as formigas.

As larvas representam um fator negativo determinante no sucesso reprodutivo da planta,
uma vez que podem atuar como inibidor e predador das formigas. As formigas podem diminuir
ou parar por completo o forrageamento devido a sinais de alerta encontrados no local onde a
larva se encontra, como por exemplo a presenc¢a do exoesqueleto de outras formigas em NEFs ou

NPs, ou devido aos sinais quimicos liberados por formigas presas no abrigo (VIDAL; VILELA,
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2015). Desta forma, sem a presenca da formiga, a planta acaba por ficar desprotegida resultando
em uma diminui¢do do volume do fruto; uma relagdo similar aquela presente em plantas que tém
seus polinizadores afetados pela presenca de aranhas predadoras nas flores (GONCALVES-
SOUZA et al., 2008).

CONCLUSAO

Nectarios extraflorais, especialmente os pericarpiais, sdo estruturas de grande
importancia na interagdo inseto-planta, que fornece uma importante protecdo as estruturas
foliares e reprodutivas das plantas em troca de recursos alimentares. Os resultados do presente
estudo demonstram que a relagdo mutualistica entre formigas e C. elliptica ¢ interferida
negativamente pela presenca da larva de R. myrmecophaga, a qual diminui o valor adaptativo da
planta seja diretamente através da utilizagdo do néctar pericarpial ou indiretamente através da
predacao das formigas. Esse ¢ o primeiro estudo a analisar o impacto direto e indireto de larvas
predadoras de formigas sobre o valor adaptativo das plantas (desenvolvimento), e como a
auséncia de formigas podem influenciar no valor adaptativo dessas larvas. Estudos multitroficos,
especialmente entre formigas e plantas, t€ém crescido nos ultimos anos, € uma das lacunas ou
interesses dos pesquisadores nesses sistemas mutualisticos de protecdo, ¢ o estudo das
condicionalidades e do papel de cada um dos interagentes dentro dessas relagdes (CALIXTO;
LANGE; DEL-CLARO, 2018). Resultados dessas pesquisas fornecerdao subsidios para um
melhor entendimento dessas relacdes e dos papéis desses seres nas cadeias troficas,
especialmente se esses estudos forem realizados em plantas com NPs, ja que essas estruturas

estdo ligadas a partes extremamente importantes para as plantas, os frutos.
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