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1.

Resumo

Multiplos predadores frequentemente tém efeitos em suas populagdes comuns
de presas que ndo podem ser preditos somando os efeitos de cada predador de uma
vez. Quando os predadores forrageam no mesmo substrato de vegetacdo, as interagdes
intraguildas podem causar resultados positivos para as plantas em que os predadores
co-ocorrem. Nos avaliamos experimentalmente os efeitos de aranhas e formigas sobre
herbivoria e reprodugdo em plantas que possuem nectarios extraflorais Banisteriopsis
malifolia (Malpighiaceae). As plantas foram divididas em quatro grupos, dependendo
da presenca ou auséncia de formigas e aranhas. Comparamos os efeitos de cada
tratamento sobre a herbivoria e avaliamos o impacto dos predadores na produgdo de
botdes, frutas e sementes, e peso dos frutos. Os efeitos benéficos ocorreram quando
apenas as formigas estavam presentes, levando a um aumento no numero de flores
formadas por botdes florais e o nimero de sementes por flores, enquanto que o peso
das sementes foi maior quando a planta hospedeira estava com um dos predadores
presentes. Este estudo destaca a importancia de avaliar o efeito da fauna de predadores

como um todo e ndo apenas um grupo especifico sobre herbivoria e fitness.

Palavras chaves: Cerrado, multiplos predadores; efeitos top-down.



2. Introducio

Dentro das comunidades bidticas encontram-se varias formas de interagdes entre os
seres vivos, as quais podem oferecer informagdes sobre a dindmica e a estruturacdo dessas
comunidades (SIMBERLOFF 2006, CLEMENTef? al. 2008). Por exemplo, as plantas podem
sofrer influéncia direta e indireta de intera¢des entre os niveis troficos, como as interagdes de
herbivoria, ou interagdes de predacdo, e competicdo que ocorrem entre espécies de uma
mesma guilda (FAGAN 1997, BORER et al. 2005, SANDERSez al. 2011).

As comunidades terrestres sdo consideradas multitroficas e compostas por no
minimo trés niveis troficos que interagem entre si: produtores (plantas), consumidores
primarios (herbivoros) e consumidores secundarios (inimigos naturais como predadores e
parasitoides) (PRICE ez al. 1980). Nos ecossistemas terrestres, as for¢as descendentes (top-
down) que os invertebrados predadores exercem nos herbivoros e os efeitos da cascata trofica
nas plantas sdo de grande importancia na sua estruturacdo (SCHMITZ et al., 2000, HALAJ &
WISE, 2001, SANDERS et al, 2008). Formigas e aranhas estdo entre os principais
invertebrados predadores e podem reduzir a herbivora (RUIZ et al.2009, NASCIMENTO &
DEL-CLARO 2010), podendo refletir na capacidade reprodutiva de plantas hospedeiras.
Dessa forma elas tém condi¢do de exercer um impacto significativo na densidade e
distribui¢do espacial de herbivoros foliares e florais (THOMAS, 1989; ROMERO &
VASCONCELLOS-NETO, 2007; ALVES-SILVA & DEL-CLARO, 2013).

Em estudos envolvendo as interagdes formigas-plantas-herbivoros, a planta pode
ser beneficiada dependendo da intensidade dos danos dos herbivoros e do comportamento da
espécie de formiga associada (PRICE, 2002; HEIL & MCKEY, 2003; DEL-CLARO et al.
2013). Muitas espécies de plantas oferecem recursos alimentares e/ou abrigos que sdo
utilizados por formigas e aranhas, as quais podem fornecer prote¢do contra grande parte dos

herbivoros, simultaneamente (BEATTIE, 1985). Um desses recursos sdo o0s nectarios



extraflorais (NEFs) que produzem um liquido rico em carboidratos e outros compostos
diluidos (GONZALEZ-TEUBER E HEIL, 2009) que atrai diversos artropodes,
principalmente formigas (RICO-GRAY E OLIVEIRA, ROSUMEK et al. 2009, MARAZZI et
al. 2013) trazendo pleno beneficios para ambos (BRONSTEIN, 1994). As aranhas também
podem ser atraidas pelos NEFs para utilizad-los como fonte complementar de agua e energia
(TAYLOR & FOSTER 1996, JACKSON et al. 2001) ou mesmo para predar os insetos ali
presentes.

Estudos no cerrado mostram os beneficios que as formigas que visitam os NEFs
trazem as plantas, um dos mais visiveis € a prote¢do contra a herbivoria, que permite a planta
direcionar seus recursos vindos da fotossintese principalmente para seu crescimento e
producdo de propagulos (OLIVEIRA & FREITAS, 2004). Por exemplo, Nascimento & Del-
Claro (2010) utilizando manipulag¢do experimental em condi¢des naturais, constataram que a
presenca de formigas visitantes de NEFs em Chamaecrista debilis (Fabaceae) aumentou sua
frutificacdo em mais de 50% em relagdo as plantas em que as formigas foram excluidas.
Assim, a presenca constante de formigas na vegetagdo € devida principalmente a existéncia de
diferentes fontes renovaveis de alimentos liquidos disponiveis na folhagem, como os NEFs
(DAVIDSON ef al. 2003; LANGE ef al. 2013), que fornecem um recurso que efetivamente
nutre e permite um melhor desenvolvimento das colonias de formigas (BYK & DEL-CLARO
2011).

Os beneficios das aranhas foram evidenciados, por exemplo, em um experimento
teito em Chamaecrista nictitans (Fabaceae) em ambiente controlado, onde havia plantas com
e sem NEFs ativos. Nesse estudo, Ruhren & Handel (1999) constataram que aranhas da
familia Salticidae preferiram as plantas com NEFs ativos onde se alimentavam de néctar. Isto
resultou em uma correlagdo positiva entre a presenga de salticideos e o nimero de frutos e

sementes produzidos nesta espécie de planta. O consumo de néctar por aranhas também foi



documentado por Taylor & Pfannenstiel (2008) com aranhas das familias Thomisidae e
Oxyopidae que apresentaram resultados positivos em testes de detecc@o de frutose, indicando
alimentagdo de néctar extrafloral oriundo da planta hospedeira Gossypium hirsutum
(Malvaceae). Além disso, insetos herbivoros sdo presas comuns de aranhas, o que pode
resultar em um grande decréscimo das taxas de herbivoria foliar, beneficiando as plantas
hospedeiras (ROMERO, 2007, NAHAS et al.2012). Assim, pode-se perceber que aranhas
sobre partes vegetativas das plantas podem remover herbivoros e até mesmo nutrir suas
plantas hospedeiras com suas fezes, além das carcagas de presas (ROMERO &
VASCONCELLOS-NETO, 2004, ROMERO et al. 2006; ROMERO et a/.2008). Porém,
quando estdo sobre flores, as aranhas podem ter efeitos controversos. Se capturam insetos
herbivoros, como por exemplo, aqueles que consomem partes da flor ou toda a flor, as
aranhas tém efeitos positivos para as plantas e podem até mesmo aumentar seu Sucesso
reprodutivo. Entretanto, se capturam ou afugentam insetos polinizadores, seu papel na planta
pode ser negativo. Essa situagdo ja foi demonstrada para formigas sobre flores de
Malpighiaceae (ASSUNCAO et al. 2014).

Portanto, compreender as relagdes ecologicas no contexto top-down € importante
para determinar a acdo de predadores na possivel regulagdo dos insetos herbivoros e seus
efeitos indiretos na reducdo de danos foliares e florais, refletindo numa maior produtividade
da planta hospedeira. Nesse contexto, o presente estudo tem a intengdo de verificar se essas
interagdes realmente beneficiam a planta e se os possiveis efeitos dos predadores mais
comuns (formigas e aranhas) ocorrem quando atuam separada ou simultaneamente.

A hipotese desse estudo € que formigas e aranhas contribuem para proteger as partes
vegetativas contra danos causados por herbivoros e, consequentemente aumentam o valor
reprodutivo da planta hospedeira (que possui NEFs), podendo ter um efeito isolado ou

complementar. Para isso, foram formuladas duas questdes:



a) Formigas e/ou aranhas reduzem danos foliares promovidos por herbivoro sem uma
espécie comum de Cerrado?

b) Formigas e/ou aranhas exercem um impacto positivo sobre a reproducdo das plantas?

3. Materiais e Métodos

3.1 Area de estudo

O estudo foi realizado na Reserva Ecoldgica do Clube Caca e Pesca Itororo de
Uberlandia (CCPIU - 18°57” S; 48°12° W), em Uberlandia, MG. A vegetacdo da reserva ¢
composta predominantemente por cerrado sentido restrito. A regido possui um clima AW
megatérmico que tem por caracteristicas uma estacdo chuvosa (de outubro a margo) e outra
seca (de abril a setembro) (GOODLAND 1979, ROSA ef al. 1991). A temperatura média

anual € de 22 °C e a precipitagdo total € de 1500 mm por ano (ROSA ef al. 1991).

3.2 Espécie de planta
A planta do estudo € Banisteriopsis malifolia (Ness Mart) B.
Gates(Malpighiaceae) (Figura 1), um arbusto, o qual raramente atinge 2,5 metros de
altura, apresentam ramos com muitas subdivisdes e nectarios extraflorais (NEFs) na base
da nervura principal das folhas, na face abaxial. As folhas sdo coriaceas, com coloragio
verde escuro nas folhas adultas e verde claro nas jovens. Banisteriopsis malifolia tem
floragdo entre os meses de maio a junho. As flores possuem variagdo em sua coloragdo,

podendo ser rosa intenso a rosa intermediario (Ferreira & Torezan-Silingardi, 2013).



Figura 1: Planta hospedeira Banisteriopsis malifolia.

3.3 Manipulagdo experimental

O experimento foi realizado durante o periodo de um ano, de setembro de 2015 a
setembro de 2016. As plantas (N=48) marcadas estavam no mesmo estado fenologico
(periodo de crescimento vegetativo € ainda sem inflorescéncias), com arquitetura similar
(altura, nimero de ramos) e distando pelos menos cinco metros uma planta da outra. As
plantas foram divididas aleatoriamente (por sorteio) em quatro grupos de 12 individuos, cada
grupo recebeu uma denominag@o e um tratamento diferente. No Grupo I (CF/CA- com
formiga/com aranha) ndo houve manipulagdo. Nos demais grupos foram feitas manipulagdes
experimentais, sendo que: nas plantas do Grupo II (SF/SA — sem formiga/sem aranha) foram
excluidas as aranhas e as formigas, no Grupo III (CF/SA — com formiga/sem aranha) foram
excluidas somente as aranhas e no Grupo IV (SF/CA — sem formiga/com aranha) foram

excluidas somente as formigas. Formigas e aranhas foram removidas com auxilio de pingas e



pincéis, evitando possiveis danos a planta. Apds a exclusdo das formigas (grupos 11 e IV), foi
colocada uma fita adesiva com cinco centimetros de largura sobre a circunferéncia do caule
da planta a 30 cm do solo e aplicada em cima da fita uma resina atoxica (Tanglefoot). Esta
resina atua como uma barreira fisica impedindo o acesso das formigas as plantas (DEL-
CLARO et. al, 1996, KORNDORFER & DEL-CLARO, 2006). Foram cortados os ramos de
outras plantas proximas, ou qualquer estrutura do ambiente que pudesse servir como ponto de
passagem para as formigas.

O intervalo para a retirada das aranhas na planta (Grupos II e III) ocorreu mediante a
retirada manual de todos os individuos a cada quatro dias. Este intervalo foi estabelecido
durante uma fase pré-experimental em que foram removidas as aranhas de cinco plantas de
B.malifolia, seguindo metodologia de Nahas et al.(2012). Assim, foram removidas as aranhas
de cinco individuos das plantas estudadas e inspecionado o estabelecimento das aranhas
durante um periodo de seis dias. A recolonizagdo durante o experimento foi menor que o

primeiro dia de exclusdo durante os seis dias seguidos (Figura 2).
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Figura 2: Recolonizacdo de aranhas na planta Banisteriopsis malifolia.



Durante o periodo reprodutivo de B.malifolia, foi registrado semanalmente e
em todos os ramos reprodutivos de cada planta e de cada tratamento: a guilda e o numero de
aranhas, as espécie e numero de formigas, os herbivoros e outros visitantes.

Dados da fenologia reprodutiva também foram registrados semanalmente, como o
numero de botdes florais, flores, frutos e sementes. Para quantificar a herbivoria, trés folhas
jovens de cada planta foram marcadas com um pedago de barbante para o acompanhamento
ao longo do desenvolvimento da planta, sendo uma folha no é&pice, uma no meio e uma na
base do ramo. A cada 50 dias ap0s a marcagdo essas folhas foram fotogratadas.

3.4 Andlise dos dados da herbivoria

A normalidade(p <0,05) dos dados foi verificada por meio de histogramas e testes de
Lilliefors, e a homoscedasticidade por meio de graficos de dispersdo dos residuos e testes de
Levene. Testes estatisticos ndo paramétricos foram usados quando os dados originais se
apresentaram ndo normais e/ou ndo homoscedasticos, mesmo ap6s serem transformados. Os
dados quantitativos foram apresentados como média + erro padrdo.

Para verificar se existe diferenca entre a variagdo da média da herbivoriaao longo do
tempo nos diferentes tratamentos, transformamos os dados da herbivoria por planta em log +1
e utilizamos ANOVA para medidas repetidas. Posteriormente, realizamos o teste de Tukey
para verificar quais médias dos tratamentos (entre as quatro diferentes manipula¢des dos
predadores) diferiram entre si.

Para determinar o efeito de formigas e aranhas (em conjunto ou separadamente) na
produtividade da planta (nimero de flores por botdes, numero de sementes por flores e peso
das sementes por planta) em cada grupo experimental foi usado o teste Kruskal-Wallis

seguido do teste de Post-Hoc de Dunn (Q).



Resultados
Os resultaram mostraram que ocorreu uma diferenca significativa entre os grupos
experimentais (F=7.571; p=0.0001). Comparando par a par as distintas manipulagdes foi

encontrada variagdo significativa em plantas SF/SA x CF/SA; SF/SA x CF/CA e para SF/CA

x CF/CA.
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Figura 3.Variagdo média da herbivorianos diferentes grupos experimentais em diferentes coletas. ** indica
estatistica significativa (teste de Kruskal-Wallis). Média e erro padrio sdo apresentados. Letras diferentes dentro

das barras indicam diferencga significativa (com post-hoc de Dunn).

O namero de flores formadas por botdes florais produzidos foi diferente entre os
grupos experimentais, apresentando uma diferenca significativa entre os tratamentos
(F=4,128; p=0,0007). Plantas ocupadas apenas por formigas apresentaram maior producdo de
flores, seguido do grupo exclusdo de formigas e de aranhas, grupo apenas com aranhas e por
ultimo o grupo controle. No entanto, a analise par a par ndo mostrou uma diferencga

significativa nos diferentes tratamentos (Figura 4).
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Figura 4 — Numero de flores produzidas por botdo floral (teste de Kruskal-Wallis). Sdo apresentadas as médias
+ EP._** aponta para diferenca estatistica significativa.Letras diferentes dentro das barras indicam diferenga
significativa (com post-hoc de Dunn).

O numero de sementes formadas por flores produzidas foi diferente entre os grupos
experimentais, apresentando uma diferenga significativa (F=5,134; p=000,1).Plantas do grupo
CF/SA apresentaram maior producdo de sementes, seguido dos grupos SF/SA, SF/CA e
CF/CA, respectivamente. Entretanto, a analise par a par mostrou uma diferenga significativa

apenas entre os grupos CF/SA e CF/SA (Figura 5).
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Figura 5. -Numero de sementes produzidas por flor. Sdo apresentadas as médias + EP.** aponta para diferenga
estatistica significativa (teste de Kruskal-Wallis).Letras diferentes dentro das barras indicam diferenga
significativa (com post-hoc de Dunn).

Em relagdo ao peso das sementes, os resultados dos distintos tratamentos ndo
apresentou diferenca significativa (F=7,46; p=0,058). No entanto comparando os grupos
experimentais par a par foi verificado que plantas ocupadas apenas por um predador (aranha
ou formiga) apresentaram maior peso das sementes do que os grupos sem predadores ou com
dois predadores simultaneamente, com diferenca significativa. Além disso, os grupos com a
auséncia e também com a presenca de ambos predadores agindo simultaneamente nao

diferiram entre si quanto ao peso das sementes (Figura 6).



lo.e)
5

=N
T

Média + EP
S
1

)
T

1 1

a a,d

SF/I SA SF/I CA CF/I SA CF/I CA

Figura 6. Peso das sementes nos diferentes tratamentos em gramas (g). Sdo apresentadas as médias = EP.Letras
diferentes dentro das barras indicam diferenga significativa (com post-hoc de Dunn).

5. Discusséao

A hipotese de que as aranhas e formigas exercem um efeito positivo sobre a
herbivoria da planta estudada foi confirmada. O efeito encontrado ocorre principalmente
quando ambos predadores (formiga e aranhas) estdo simultaneamente presente. Em relacdo a
reproducdo de B.malifoliaos efeitos benéficos ocorreram quando apenas as formigas estavam
presentes, levando a um aumento no nimero de flores formadas por botdes florais € 0 numero
de sementespor flores, enquanto que o peso das sementes foi maior quando a planta
hospedeira estava com um dos predadores presentes, ou seja, apenas a formiga ou apenas a
aranha.

A baixa herbivoria encontrada na presengca ambos os predadores pode estar
relacionada a uma maior captura de presas ou as presas podem responder a presenga de
predadores através de mudancgas no comportamento. Intera¢cdes mutualisticas de protegdo
entre predadores e plantas envolvem um certo grau de especializagdo por parte dos
predadores, bem como a necessidade de que estes estejam em um numero elevado sobre a
planta para promover uma defesa efetiva (Vasconcellos-Neto 2004b, Romero et. al. 2006).

Por exemplo, em uma meta-analise do papel das formigas como defesas bioticas de plantas



Rosumeket al. (2009), mostraram que, em média, a exclusdo de formigas aumenta o nimero
de herbivoros em plantas em quase 50 por cento, e duplica a quantidade de tecido vegetal
perdido para os herbivoros. Nahas et. al.(2012) avaliou experimentalmente os efeitos de
aranhas e formigas sobre a herbivoria ea reproducdo da planta hospedeira Qualea multiflora
(Vochysiaceae). As plantas foram divididas em quatro grupos experimentais, dependendo
dapresenga ou auséncia de formigas e aranhas. Os autores compararam os efeitos de cada
tratamento sobre a riqueza e abundancia de herbivoros mastigadores e sugadores
correlacionando-as com a herbivoria (perda de area foliar). Compararamtambém o impacto
dos predadores sobre a produgdo de botdes, frutos e sementes e o peso dos frutos. Os
resultados mostraram que predadores como aranhas e formigas na planta hospedeira Q.
multiflora possuem efeito positivo na redugdo da herbivoria e na presenga dos herbivoros na
planta, corroborando nossos resultados. Entretanto, os autores ndo encontraram nenhum efeito
positivo ou negativo no fitness da planta.

Os resultados observados nesse estudo em relagdo aos efeitos da remocdo de
predadores sobre a reproducdo de B. malifolia pode ser explicado de acordo com Schmitz
(2000). Segundo este autor, em geral, os efeitos da remocdo de predadores sdo mais
facilmente observados na perda de area foliar que no fitness das plantas. Segundo o mesmo
autor, 1sso ocorre, possivelmente, devido ao fato de o sucesso reprodutivo da planta ser um
processo mais complexo e lento, onde os efeitos da herbivoria em estruturas reprodutivas s
poderdo ser de fato percebidos no préximo evento reprodutivo, enquanto que o aumento na
perda de area foliar € reconhecido de imediato.

A presenga de predadores pode diminuir tanto a perda de area foliar, como a perda de
partes da flor. As pétalas apresentam como fungdo principal a atragdo de polinizadores para a
flor, especialmente a curta e média distancia (Torezan-Silingardi 2012). As glandulas que

produzem o perfume floral (osmoforos) podem estar localizadas nas pétalas. Dessa forma,



elas também atuariam na atragdo a longa distancia pelo odor (Torezan-Silingardi 2012). Se as
pétalas apresentarem danos devido aos herbivoros florais, a atratividade aos polinizadores
sera diminuida e, consequentemente, as taxas de visitagdo e de frutificacdo serfio inferiores
aquelas observadas em flores com as pétalas intactas (Ferreira &Torezan-Silingardi2013).
Isso mostra que a presenca dos predadores pode fornecer um beneficio indireto para o fitness
da planta.

No entanto, a presenga de predadores como as formigas ¢é reconhecida por
polinizadores, o que pode causar um efeito de evitagdo das flores que apresentam um
predador proximo. Num experimento com flores de Heteropteris pteropetala
(Malpighiaceae), Assun¢do et al. (2014) notaram que a presenca de formigas de plastico nas
proximidades de uma flor diminuiram significativamente sua consequente visitagdo e
frutificacdo. Porém, esses autores ndo encontraram diferenca entre a producdo de frutos entre
os grupos de flores com livre acesso das formigas e com exclusdo de formigas. Isso se deve
ao comportamento tipico das formigas de se deslocar constantemente sobre a planta,
buscando presas e o néctar extrafloral.

Nossos resultados mostraram a formiga atuandopositivamente na planta no
desenvolvimento das flores em botdes e das sementes a partir das flores, enquanto que apenas
os predadores separadamente indicaram um maior peso das sementes. Em um estudo com
Lriotheca gracilipes, Stefani et al. (2015) mostraram que presenca de aranha e formigas
levaram a um maior numero de sementes viaveis comprovando a importancia dos predadores
que atuam simultaneamente na planta hospedeira.

Oliveira (1997) realizou um estudo experimental em campo envolvendo a exclusido de
formigas na planta Caryocar brasiliense, que possuem nectarios extraflorais (NEFs). As
plantas foram divididas em dois grupos, com auséncia e/ou presenca de formigas. Os

resultados mostraram que plantas com presenga de formigas foram menos infestadas por



herbivoros do que plantas que tiveram as formigas excluidas. Com as observagdes em campo,
o autor pode observar que as formigas visitantes de NEFs comportam-se de modo agressivo
em relagdo aos herbivoros de C. brasiliense.

Entretanto, os efeitos na reproducdo promovidos por aranhas podem ser observados de
maneira indireta. Por exemplo, Louda (1982), em estudo envolvendo analise de custos e
beneficios, demonstrou que a presenca da aranha Peucetia viridans (Oxyopidae) em flores de
Haploplappus venetus (Asteraceae) reduz o numero de Ovulos fertilizados, mas em
contrapartida, aumenta o numero de frutos ndo afetados por herbivoros endofiticos, resultando
em saldo positivo.

Sugerimos que a continuidade dos estudos com a mesma espécie no Cerrado e em
outros ambientes, assim como estudos com outras espécies possuidoras de NEFs ou sem
NEFs mas com hemipteros trofobiontes, possam vir a elucidar algumas questdes interessantes

sobre a efetividade da presenga de diferentes predadores sobre o fitness das plantas.
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