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RESUMO GERAL

ECOLOGIA DA INTERACAO ENTRE FORMIGAS, HERBIVOROS E OURATEA SPECTABILIS
ENGL. (OCHNACEAE). CONDICIONALIDADE NOS RESULTADOS DAS ASSOCIACOES
DEPENDENTE DE VARIAGAO GEOGRAFICA E TEMPORAL- UMA DISCUSSAO A LUZ DA
TEORIA DOS MOSAICOS GEOGRAFICOS DA COEVOLUGAO DE THOMPSON

A herbivoria € um importante fator de estruturacdo e diversidade das comunidades
naturais, e varia em fungdo de sazonalidade, variacdo espacial e pelas interagcdes planta-
herbivoros-predadores. Como resposta a herbivoria, as plantas apresentam diferentes
estratégias de defesa, principalmente quimicas, fisicas, fenoldgicas ou bioticas. As
associacbes com formigas, atraidas por nectarios extraflorais (NEFs), s&o
provavelmente as principais defesas bidticas dos vegetais. A presente tese como
objetivo avaliar a variacdo ao longo do tempo dos beneficios conferidos pelas formigas
visitantes de NEFs de Ouratea spectabilis (Ochnaceae) no ambiente Cerrado, contra a
acao de herbivoros. A hipdtese gue todas as espécies de formigas protegem a planta ao
receber néctar extrafloral. Para tal, avaliou-se o quanto as formigas ganham ao visitar
nectarios extraflorais. Montamos trés experimentos, isoladamente: no primeiro,
manipulamos em laboratério, formigueiros e plantas com e sem NEFS para
mensuramos o ganho das formigas em receber o néctar extrafloral foi testada como
alimento complementar; no segundo avaliamos em campo o desempenho de uma
espécie de formiga (Cephalotes pusilus) para saber se todas as espécies realmente
conferem protecgdo as plantas portadoras de NEFs e em um ultimo experimento, através
da permanéncia e exclusdo de formigas, avaliamos a interacdo simultaneamente por
dois anos em Uberlandia — MG, Agua Clara — MS e Brasilia — DF, afim de testar a
Teoria dos Mosaicos Geograficos da Coevolucdo. Conseguimos demonstrar pela
primeira vez, de forma evidente, que formigas obtém beneficios ao se alimentar de
néctar extrafloral, aumentando o peso e nimero de individuos no decorrer de um ano.
Conseguimos demonstrar que algumas formigas, neste caso Cephalotes pusilus, ndo
confere protecdo alguma a planta e que simplesmente se alimenta de néctar e pdlen,
mostrando que nem todas as espécies se comportam de maneira agressiva e possuem
caracteristicas para proteger a planta. E no ultimo caso, conseguimos demonstrar que as
interacdes entre formigas e Ouratea spectabilis apresentam o mesmo significado
ecologico, independendo da regido geografica. Sugere-se que se um tipo de interacdo €
resultado de coevolucdo, o conjunto de elementos interagentes esta sujeito a pressdes
seletivas semelhantes que conduzirdo a interacdo para um mesmo resultado, neste caso,
uma relagdo mutualistica, corroborando com a teoria que foi testada.

Palavras-chave: mutualismo, mosaicos geogréaficos, coevolugdo, interagdo inseto-
planta, formigas, comportamento



GENERAL ABSTRACT

ECOLOGY OF THE INTERACTION BETWEEN ANTS, HERBIVORES AND
Ouratea spectabilis ENGL. (Ochnaceae). CONDICIONALITY IN THE RESULTS OF
TEMPORAL AND GEOGRAPHICAL DEPENDENT VARIATION - A
DISCUSSION UNDER THE LIGHT OF THE THEORY OF GEOGRAPHIC
MOSAICS OF COEVOLUTION BY THOMPSON

The herbivory is an important factor for the structuring and diversity of natural
communities, and may be influenced by factors such as seasonality, and spatial
interactions by plant-herbivores-predators. In response to herbivory plants have
different defense strategies, mainly chemical, physical, phenological or biotic. The
associations with ants, attracted by extrafloral nectaries (EFN), are probably the main
biotic defenses of plants. This thesis aims to determine the variation over time, the
benefits conferred by the ant EFN visitors from Ouratea spectabilis (Ochnaceae) in the
Cerrado environment, against the action of herbivores if all species of ants actually
protect the plant to receive extrafloral nectar and how the ants win by visiting extrafloral
nectaries. We set up three experiments in isolation: one in which we manipulated in the
laboratory, ants and plants with and without EFNS to measure the gain that the ants get
in the extrafloral nectar as a food supplement. In the second chapter, we evaluated the
performance of a species of ant (Cephalotes pusilus ) to see if all the species actually
confer protection to plants with EFN and a final experiment, by the time spent and the
exclusion of ants, we evaluated the interaction simultaneously for two years in
Uberlandia - MG, Agua Clara - MS and Brasilia - DF, in order to test the geographical
mosaic theory of coevolution. We demonstrated for the first time, in an obvious way,
that ants benefit by feeding on extrafloral nectar, increasing the weight and number of
individuals in the course of a year. We showed that some ants, in this case Cephalotes
pusilus do not confer protection to the plant and that just feed on nectar and pollen,
showing that not all species behave aggressively and have features to protect the plant.
In the final experiment, we could demonstrate that the interactions between ants and
Ouratea spectabilis have the same ecological significance regardless of geographic
region. It is suggested that one type of interaction is the result of coevolution, the set of
interacting elements are subject to similar selective pressures that lead to interaction for
the same outcome in this case, a mutualistic interaction, which corroborates the theory
that was tested

Keywords: mutualism, geographic mosaic, coevolution, interaction insect-plant, ants,
behavior.



1- INTRODUCAO GERAL

Aproximadamente, ha duzentos milhdes de anos, formava-se um
supercontinente continuo denominado Pangea. Ap6s o0 Jurassico Médio, o Pangea
dividiu-se em dois blocos (norte e sul). Ao norte, estava conectado a Australia, Africa,
América do Sul e india com conexdo a Antartica. Esta divisio promoveu caminhos
evolutivos separados na biota do mundo. No Cenozoico, as ligagbes entre Antartica e
Australia foram rompidas, guardando uma amostra a parte desta Gltima, devido a néo ter
glaciado. O restante das areas continuou sofrendo mudancas mais bruscas (HOPPER et
al. 1996). Muitas dessas regides foram se moldando com caracteristicas deseérticas,
incluindo a Australia, com pluviosidade concentrada durante os verdes, levando também
a formacdes botanicas semelhantes, incluindo regides suscetiveis a queimadas, devido a
auséncia de chuvas em determinadas épocas do ano, a qual talvez tenha desempenhado
um papel na evolucdo da biota (GiLL, 1975). Milhares de anos se passaram até o
alinhamento destas areas entre os trépicos, proporcionando condi¢cdes semelhantes, mas
em continentes separados. Diversas familias de plantas alcancaram um pico de riqueza
na América do Sul, Africa e Australia e desde os primordios, provavelmente
estabelecendo alguma relacdo com a fauna presente (LAMONT, 2005). Hoje temos,
nestes locais, os hotspots da biodiversidade mundial (MYERs, et al., 2000).

1.1- Coevolucéao

As plantas sob efeito de pressfes seletivas adaptaram-se aos efeitos nocivos da
herbivoria, enquanto os animais herbivoros se adaptaram aos seus suprimentos
alimentares. Bons exemplos sdo os insetos herbivoros e espécies lenhosas dos trépicos
(JANZEN, 1975; MAIORANA, 1978). Nédo so insetos herbivoros procuram plantas como
parcela de seu habitat ou nicho. Outros insetos procuram plantas em busca de outros
recursos como néctar floral e extrafloral e/ou para predar herbivoros, como fazem
membros de algumas familias de Hymenoptera, principalmente os Formicidae.

A associacdo entre insetos e plantas tem-se destacado dentre os estudos de
Histéria Natural, com grande destaque para formigas. Esses estudos sugerem que
formigas e plantas podem afetar um ao outro em suas vidas de diversas maneiras e
niveis de complexidade (JANZEN, 1966; MARQUIS & BRAKER, 1994; OLIVEIRA & PIE,
1998; ABDALA-ROBERTS & PARRA-TABLA, 2005).

A evidéncia fossil para interacdes “formiga-planta” ¢ muito fragmentada,

datando do Oligoceno (PEMBERTON, 1992). Essas associa¢cdes sdo muito importantes,
1



principalmente pela gama de animais e variedade de taxons envolvidos: aranhas, insetos
(e.g. vespas, abelhas, moscas, besouros, hemipteros, formigas) e vertebrados; sugerindo
a existéncia de um efeito relativo desse grupo. (CUAUTLE & RICO-GRAY, 2003; HEIL &
McKEY, 2003). H& muitos casos descritos onde estes animais protegem as plantas
BOUCHER et al., 1982, KEELER, 1989). Em contrapartida, estas podem receber alimento
(corpuUsculos protéicos ou exudatos) (BENTLEY,1977; DEL-CLARO et al. 1996), local para
nidificagcdo (BEQUAERT, 1922); ou ambos (JANZEN, 1966).

Sistemas “formigas-plantas-outros artropodes” tém sido apontados como
modelos para uma melhor compreensdao da “biodiversidade interativa” (THOMPSON,
1997; 2005). A diversidade de relagdes bidticas em uma dada localidade parece ser a
ferramenta fundamental para o desenvolvimento de estratégias para a manutencdo da
viabilidade das comunidades naturais (THOMPSON, 2005; OLIVEIRA & DEL-CLARO,
2005). Ao que parece, relacbes mutualisticas sdo exemplos de coevolugdo entre espécies
ou grupos de espécies, havendo grande conservacionismo filogeogréfico e filogenético
nessas associa¢oes (THOMPSON, 2005).

1.2- A Teoria dos Mosaicos Geograficos da Coevolucéo

Ainda é possivel ler afirmacfes que defendem que uma interacdo ndo é ou esta,
verdadeiramente, coevoluida porque ela “se rompe” em algumas populagOes ou parece
ndo ocorrer em outras. Por esta definicdo tipoldgica, ndo-bioldgica, uma interacdo é
coevoluida somente se apresentar clara reciprocidade em todas as populacdes
(THOMPSON, 2005). Esta visdo antiga se tornou crescentemente insustentavel a medida
que aprendemos mais sobre a estrutura genética e ecoldgica de espécies reais e a
estrutura hierarquica da dindmica coevolucionaria. A coevolucao é um processo crucial
na organizacdo da biodiversidade, especificamente porque ela é simultaneamente
flexivel, ainda que conservativa, e molda interacdes interespecificas num mundo em
constantes mudangas.

As observacdes empiricas sugerem que a coevolucdo € um processo dindmico e
inerentemente geografico (THOMPSON, 2005). A teoria do mosaico da coevolugdo foi
desenvolvida como uma tentativa de organizar o que aprendemos sobre a estrutura
ecologica, genética e filogenética de espécies reais em um arcabouco hierarquico para
analise coevolucionaria (THOMPSON 1994, 1997, 1999, 1999b, 2001; THOMPSON &
CUNNINGHAM 2002, THomMPSON 2005). Basicamente, a Teoria dos Mosaicos
Geograficos da Coevolucdo, proposta por THOMPSON (2005), apresenta cinco hipoteses:

) . N ulacs . ) ) ,
“As espécies sao grupos de populacOes geneticamente diferenciadas, € a
2



maioria das espécies que interagem ndo tem variacdes geograficas.

-As espécies sdo filogeneticamente conservativas em suas interacGes, e este
conservacionismo geralmente traz relagfes interespecificas por longos periodos de
tempo.

-A maioria das populacdes locais especializa suas interacdes sobre outras poucas
espécies.

-As conseqiéncias ecoldgicas destas interacbes interespecificas diferem entre as
comunidades.

-As espécies geralmente se tornam localmente adaptadas a populagdes locais de
outras espécies e continuam a evoluir rapidamente”.

Levados como suposi¢Bes, hd sugestbes que a evolucdo continua tem trés
atributos ndo evidentes no nivel da selecdo coevolucionaria local e isolada, segundo
THOMPSON, (2005): “1) Mosaicos de selegdo geografica: a selegdo natural em interagdes
interespecificas varia entre populacdes em parte porque ha diferencas geogréficas na
forma como a adequagdo em uma espécie, que depende da distribuicdo de gendtipos em
outra espécie. Os meios poderiam diferir fisicamente (temperatura), ou em como estas
duas espécies interagem com outras espécies. Estas duas continuam a interagir em
ambos os meios, mas como qualquer genétipo especifico de uma espécie, pode afetar a
adequacdo de qualquer gendtipo da outra espécie, podendo diferir entre os meios. 2)
Hotspots de coevolucdo: a selecdo natural numa interacdo ndo é reciproca em todas as
comunidades nas quais ocorre. Ao inveés disso, regides nas quais a selecdo na interacdo é
realmente reciproca — areas susceptiveis de coevolucdo — serdo geralmente providas de
uma rede mais ampla de habitats e regiGes nas quais a interagdo impde sele¢do sobre
apenas uma das espécies ou em nenhuma espécie, como por exemplo em &areas pouco
susceptiveis a coevolucdo. Numa interacdo pareada, uma regido pouco susceptivel a
coevolucdo é aquela na qual a selecdo sobre pelo menos uma das espécies ndo depende
da distribuicdo de gendtipos de outra. Desde que poucas espécies co-ocorram por todas
suas variagcOes geograficas inteiras, algumas regides serdo localidades pouco
susceptiveis a coevolucdo para uma interacdo, simplesmente porque uma das espécies
ndo ocorre la. Tais regides pouco susceptiveis sdo quase inevitaveis, exceto por alguns
mutualismos obrigatdrios reciprocos. A coevolucdo, consequentemente, ndo requer que
as espécies que interagem tenham variacdes geograficas completamente coincidentes.
Tal visdo ignora 0 mosaico geografico do processo coevolucionario. 3) Remistura ou
Rearranjo de Caracteres: novas mutacgdes ao fluir dos genes, através das paisagens, 0

fluxo genético aleatorio e a extingdo de populacGes locais posteriormente propulsionam
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0 mosaico geografico da coevolucdo, alterando a distribuicdo espacial de alelos e
caracteres potencialmente coevoluidos. Mesmo se uma interacdo é antagonista através
de todas as populacdes, populacdes locais podem diferir a qualquer momento no tempo,
na variedade de alelos de defesa e contra-defesa sobre os quais a selecdo pode atuar
(THOMPSON, 2005).

A teoria da coevolucdo do mosaico geografico consequentemente argumenta que
a coevolucdo é um processo evolucionério tripartidario, que continuamente remolda as
interacdes de espécies que estdo evoluindo através dos espacos geograficos (THOMPSON
1994), 0 que nos permite testar em campo. Mosaicos de selecdo geograficos, regides
susceptiveis de coevolucdo e remistura de caracteres, juntos, adicionam um nivel mais
elevado de dindmicas ao processo coevolucionario do que o que ocorre em nivel de
populacdes locais. Através dessa estrutura dinamica, interacdes interespecificas
coevoluem ha milénios sobre espacos geograficos que estdo em constante mudanca, dos
quais podemos analisar experimentalmente, desde que haja um modelo experimental
para testar tais processos.

A maior parte da coevolucgdo é consequentemente tanto um processo ecolégico,
qguanto um processo evolucionario, criando uma mudanca dinamica, continua e
reciproca através dos espacos geograficos sem necessariamente conduzir a uma grande
mudanca na diversidade das espécies. Este € um processo que conecta as populacdes e
mantém as interacOes intactas, mesmo se uma populacdo local se extinguir. Populagdes
de uma espécie competidora ganham em ambientes mais mornos ou mais secos, assim
como populacBes de outras espécies ganham em meios mais frios ou mais Umidos.
Mutualistas em populagbes diferentes convergem em combinacdes diferentes de
caracteres e igualmente em combinacOes diferentes de parceiros. Individuos com
caracteres coevoluidos diferentes se movem entre populacbes, se adicionando a
dindmica regional do processo coevolucinario (THOMPSON 2005).

Segundo THOMPSON (2005), esta mistura e combinacdo de genes, caracteres,
efeitos e participantes através dos espacos geograficos se torna a verdadeira estrutura
ecoldgica das interacOes interespecificas e da coevolugdo. O mosaico geogréafico em
constante mudanca se torna tdo importante como o papel da coevolucdo na
diversificacdo das espécies, porque ele conecta diretamente a evolugdo com a ecologia,
espécies com comunidades, e comunidades através de regides e mesmo continentes. E
uma parte central da explicacdo de como as espécies persistem por tanto tempo em meio
a continuos ataques de multiplas espécies inimigas e de frequentes mudancas climaticas.

A Luz da sua teoria (GMC - Geographic Mosaic of Coevolution) THOMPSON,
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(2005) faz trés previsdes gerais sobre a estrutura ecoldgica e a dindmica de taxons que

coevoluem:

Primeira — “As populacdes diferem nos caracteres moldados por uma interacgao:
diferencas geograficas em caracteres coevoluidos sdo uma consequéncia inevitavel dos
mosaicos de sele¢do geogréafica, dos hotspots coevolutivos e do rearranjo de caracteres.
Estas diferencas populacionais podem ser manifestadas de muitas maneiras. Espécies
que coevoluem podem mostrar evidéncias da adaptacdo local apenas em algumas
populacdes. Algumas espécies nas interacbes podem mostrar evidéncias mais fortes de
adaptacao reciproca que outras (hotspots coevolucionarios). A estrutura geografica geral
de uma interacéo coevolutiva pode mostrar evidéncias de continuidade ou mosaicos em
caracteres moldados pela coevolucdo. As fronteiras ou limites geogréaficos das variacdes
das espécies sdo, mais provavelmente, zonas altamente dinamicas para a evolucao de
novas caracteristicas nas interacdes de coevolucdo, a medida que as espécies alcangam

regides que diferem em condicBes abidticas ou no contexto da comunidade’’.

Segunda — ‘‘Caracteres de espécies que interagem sdo bem pareados em apenas
algumas comunidades: o fluxo de genes e a dindmica metapopulacional misturam
caracteres localmente coevoluidos com caracteres coevoluidos de outras populaces.
Consequentemente, caracteres ndo bem-pareados sdo provaveis em pelo menos algumas
populacdes. A dinamica temporal da coevolucdo pode também apresentar
caracteristicas mal-pareadas transitorias dentro de comunidades locais, pois espécies
respondem sequencialmente umas as outras. O fluxo de genes e a dindmica da
metapopulacdo, porém, adicionam ainda mais dimens@es, criando continuidade na
adaptacdo através dos espacos geograficos. Em alguns casos, as populacdes podem
manter caracteres coevoluidos apenas através do fluxo de genes com outras

populagdes’”.

Terceira — ““‘Poucos caracteres coevoluidos se alastram por todas as populagdes se
tornando caracteres fixos dentro das espécies, porque poucos caracteres coevoluidos
sdo favorecidos entre todas as populacOes: esta previsdo vem a partir das duas
primeiras. Caracteres recém coevoluidos podem emergir em qualquer populacdo ao
longo do tempo e do alcance de variag0es de uma interagdo, mas apenas poucos destes
caracteres irdo se alastrar alem de seu local de origem. A coevolugéo é um processo tao

dindmico que qualquer analise de diferengas fixadas em caracteres entre espécies esta
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fadada a subestimar os caracteres moldados pela coevolugao™.

A teoria do mosaico sugere uma visdo mundial das dindmicas coevolucionérias
proxima a teoria da estrutura de mudanca evolucionaria de Wright (ou Teoria do
balanco variante de Wright), mais préxima que da teoria dos tamanhos de populacbes
grandes de Fisher (THOMPSON 1994). WADE & GOODNIGHT (1998) argumentaram que
Wright enxergou o problema essencial da evolugdo como sendo o desconhecimento do
processo adaptativo num mundo em constante mudanca. Em sua visdo, 0S mais
importantes processos evolucionarios que direcionam as mudancas sdo uma combinacéo
de selecéo natural local envolvendo epistasia e pleiotropia, mudanca genética aleatoria,
fluxo genético, e selecdo entre populacBes (interdémica). Estes processos ocorrem num
contexto ecoldgico que geralmente inclui populagbes pequenas, subdivididas e alelos
cujos efeitos variam entre 0s ambientes. Em contraste, o argumento de Fisher enfatizou
o refinamento continuo da adaptacdo em populacdes pan-miticas grandes, dentro de
ambientes estdveis ou em mudanca lenta (THOMPSON, 1994). Dentro desta visao,
mutacdo e selecdo sdo os processos evolucionarios dominantes e agem nos efeitos
aditivos dos alelos. A teoria do mosaico geografico da coevolucdo, porém, difere da
visdo particular de Wright na énfase sobre o balanco variavel da evolucdo em aspectos
importantes. Wright estava preocupado com o problema de como mudar de um pico
adaptativo para outro. No mosaico geografico da coevolucdo, o problema é como
manter as espécies coevoluindo ao longo de milénios a medida que os picos
coevolucionarios continuam a mudar ao longo de gradientes geograficos reais que
incluem mosaicos de selecdo geografica, hotsposts e coldspots coevolucionarios
(Thompson, 2005).

Em 1980, Daniel Janzen escreveu um artigo chamado “Quando ¢ coevolucao?”,
como uma tentativa de interromper a tendéncia de alguns pesquisadores em supor que
todo caractere envolvido em uma interacdo interespecifica é um resultado direto da
coevolugdo. Desde entdo, estudos de mutualismo geralmente se concentraram sobre a
proporcao de custos e beneficios do valor adaptativo resultante de uma interacdo ou
sobre a interpretacdo de como caracteres particulares contribuem para o mutualismo
(THomMPSON 2005, BRONSTEIN 2009).

Obter evidéncias para a coevolugdo requer multiplas abordagens observacionais
e experimentais que une subdisciplinas. Num nivel pratico, uma anéalise que fornece
algumas informagdes sobre todas estas formas de evidéncia envolve: 1) usar
observacdes ecologicas para identificar pares ou grupos de espécies que tém o potencial

para trazer a tona efeitos sobre o valor adaptativo das caracteristicas, 2) as fontes
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potenciais de selecdo diferencial sobre a interacdo entre comunidades, e 3) as condi¢bes
possiveis que favorecem a coevolu¢do. THOMPSON (2005) separa essas evidencias em:
nivel local, nivel geografico, niveis de espécies e linhagem filogenética, e por altimo,

redes multiespecificas e multilinhagens.

1.3- Interagdo formiga-planta como modelo de estudos de herbivoria

As interagdes entre formigas e plantas tém sido estudadas intensamente nas
ultimas trés décadas. No inicio desses estudos, muitos pesquisadores afirmaram que
formigas atraidas pelos nectarios extraflorais (NEFS) protegem a planta, mas falharam
em mostrar, experimentalmente, evidéncias que suportassem tais conclusdes (BENTLEY,
1977). Entretanto, em 1966, JANZEN apresentou os primeiros dados experimentais na
Ameérica Central que demonstraram efetivamente uma relacdo obrigatoria entre Acacia
cornigera L. e Pseudomyrmex ferruginea. A planta oferece espago fisico para
construcdo de ninhos (domécias), alimento na forma de corpos protéicos (também
conhecidos com corpos Beltianos) e aclcares provenientes dos NEFs em troca de
protecdo contra herbivoros, a poda de espécies de plantas competidoras e possivel
beneficio contra a acdo do fogo (JANZEN, 1966).

Quando a interacdo planta-formiga é mencionada, comumente envolvem-se
conceitos mutualisticos, considerando-se que mutualismo seja a relagdo que beneficia
ambas as espécies participantes (EDWARDS & WRATTEN, 1981, BRONSTEIN, 2009). Nem
todos os trabalhos que demonstram uma relacdo positiva entre plantas e formigas
propGem um mutualismo obrigatorio como o descrito por JANZEN (1966). A maioria dos
exemplos corresponde a um mutualismo facultativo, de grande importancia para o
entendimento do processo evolutivo continuo (FIALA et al., 1994). Para alguns
estudiosos, isso se deve as diferencas comportamentais dentre as varias espécies de
formigas, e principalmente no que se refere a sua agressividade, fator que influencia a
sua taxa de forrageamento e defesa de recursos pelas formigas (HOLLDOBLER &
WILSON, 1990). Essas caracteristicas sdo fundamentais para compreensdo de interagdes
mutualisticas entre formigas e plantas (e.g. BRONSTEIN, 1994, RICO-GRAY & OLIVEIRA,
2007)

1.4- Os Tropicos
BENTLEY (1976) sugeriu que, nos tropicos, as interacbes mutualisticas entre
plantas e formigas sdo mais comuns do que nas regides temperadas, pois ha maior

abundancia de formigas e de plantas com NEFs do que nas regides temperadas. Varios
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autores testaram essa hipotese (SCHEMSKE, 1982; TEMPEL, 1983; KOPTUR, 1984;
OLIVEIRA et al., 1987; KOPTUR & LAWTON, 1988; OLIVEIRA, 1988; OLIVEIRA &
BRANDAO, 1991), e estimaram que a abundancia de plantas com NEFs varia de 0 a 80%
em ambientes tropicais (BENTLEY, 1976) contra 0 a 14% em ambientes temperados
(KEELER, 1981).

1.5- O Cerrado

O Cerrado, situado principalmente no Planalto Central é o segundo maior
bioma do Brasil em area, excedido apenas pela Floresta Amazénica. Abrange os estados
de Goias, Tocantins e o Distrito Federal totalmente, parcialmente os estados do Ceara,
Maranhdo, Piaui, Ronddnia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Minas
Gerais e ocorre em manchas nos estados do Parana, Para, Amazonas, Amapa e Roraima,
ocorrendo em altitudes que variam de 300 a 1600 m (LoPes, 1984; OLIVEIRA &
OLIVEIRA-FILHO, 1991; EITEN, 1994, OLIVEIRA-FILHO & RATTER, 2002). Somando,
ocupa aproximadamente 2.000.000 Km? o que corresponde a 23% do territorio
brasileiro (IBGE, 2006).

Este complexo vegetacional possui relacdes ecoldgicas e fisiondmicas com
outras savanas da América Tropical, Africa e Australia (EITEN 1972; 1994; HOPPER et
al 1996). O Cerrado pode ser dividido em gradientes fitofisiondGmicos, determinados por
variacOes locais (aspectos fisicos e quimicos do solo, geomorfologia e topografia) e
eventos temporais. Sendo assim, a vegetacdo deste apresenta fisionomias que
conglomeram formacdes florestais e principalmente campestres e savanicas (RIBEIRO &
WALTER, 1998).

WARMING (1973), indicou o clima como o fator determinante das formagdes
campestres e savanicas, onde a deficiéncia hidrica no periodo seco seria o principal fator
(Ne1, 1973). ALviMm (1996) corroborou as observacbes de Warming, porém,
identificaram-se aspectos edéaficos e a acdo do fogo como fatores que influenciam direta
ou indiretamente as espécies vegetais nas diferentes caracteristicas fisionémicas dos
cerrados. S8o descritos onze tipos fitofisiondmicos gerais enquadrados em formacoes
florestais (Mata Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerraddo), savanicas (Cerrado
sentido restrito, Vereda, Palmeiral e Parque de Cerrado) e campestres (Campo Limpo,
Campo Sujo e Campo Rupestre), sendo que alguns apresentam subtipos (OLIVEIRA-
FILHO & RATTER, 2002).

O Cerrado sentido restrito é caracterizado pela presenga de arvores baixas,

inclinadas, tortuosas, com ramificacdes retorcidas e irregulares, e geralmente com
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evidéncias de queimadas (suber carbonizado). Os arbustos e subarbustos encontram-se
espalhados, com algumas espécies apresentando 6rgaos subterraneos perenes, 0s quais
permitem a rebrota apds o fogo (CouTINHO, 1990a, 1990b, 1994).

1.5.1- O Cerrado como modelo

O Cerrado ¢é a savana tropical com maior diversidade de espécies do planeta,
no entanto, a maioria dos estudos nesse ecossistema visa obter dados sobre sua
utilizagio para atividades agricolas (OLIVEIRA & MARQUIS, 2002). E apontado hoje por
Orgdos nacionais e internacionais como um dos ecossitemas mais ameacados da Terra,
0s chamados hot spots. Esses argumentos demonstram a importancia de estudos nesse
ambiente.

OLIVEIRA & LEITAO-FILHO (1987) observaram, em nove areas de diferentes
tipos de cerrado de Sdo Paulo, que NEFs sdo bem distribuidos na flora lenhosa. Um
total de 44 espécies dentro de 17 familias foi registrado. OLIVEIRA & OLIVEIRA-FILHO
(1991) realizaram estudos em diferentes tipos de vegetacdo, entre eles no estado de
Mato Grosso. Os resultados mostraram que 37 espécies de plantas de 26 géneros e 17
familias eram extranectariferas. Estes estudos adicionaram varias espécies e géneros as
listas de plantas que portam NEFs, tornando possivel comparar e observar a ocorréncia
de familias em comum com levantamentos realizados em outras formagdes savanicas
por BENTLEY (1977) e ELIAS (1983). Somando tudo isso, plantas com NEFs podem
representar mais de 31% dos individuos presentes em uma area de cerrado e estarem
presentes em 25% das espécies lenhosas da flora arbdrea em diversas partes vegetais
(OLIVEIRA & OLIVEIRA-FILHO, 1991).

Sdo relativamente recentes os trabalhos envolvendo interagdes entre formigas
e plantas com nectarios extraflorais e sua possivel funcdo no Cerrado (OLIVEIRA et al.
1987 ;CosTA et al., 1992; DEL-CLARO & OLIVEIRA, 1993; DEL-CLARO et al., 1996;
OLIVEIRA, 1997; KORNORFER & DEL-CLARO 2006).

1.6 — Os modelos de coevolugao

Sistemas “formigas-plantas-outros artropodes” tém sido apontados como
modelos para uma melhor compreensdo da “biodiversidade interativa” (THOMPSON,
1997; 2005). A diversidade de relagdes bioticas em uma dada localidade parece ser a
ferramenta fundamental para o desenvolvimento de estratégias para a manutencdo da
viabilidade das comunidades naturais (THOMPSON, 2005; OLIVEIRA & DEL-CLARO,

2005). Ao que parece, relagdes mutualisticas sdo exemplos de coevolugdo entre espécies
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ou grupos de espécies, havendo grande conservacionismo filogeografico e filogenético
nessas associacoes (THOMPSON, 2005). No entanto, tais aspectos ndo foram investigados
até 0 momento para associagfes entre formigas-plantas e, em especial, nos trépicos
americanos.

Embora o Cerrado seja um bioma bem definido, ocupando originalmente 23%
do territorio brasileiro, poucos estudos tém examinado as relagdes entre plantas e
insetos nesse bioma. OLIVEIRA et al. (1987) foram os primeiros a estudar plantas com
NEFs no Cerrado. CosTA et al. (1992) e DEL-CLARO et al. (1996) demonstraram que
formigas diminuem significativamente a herbivoria foliar e de botdes florais. Revisdes
recentes (OLIVEIRA et al., 2002; OLIVEIRA & FREITAS, 2004; OLIVEIRA & DEL-CLARO,
2005) tém rediscutido esses estudos oferecendo novas informac6es, indicando que
plantas com NEFs no Cerrado podem servir como excelente material para os estudos
investigativos sobre o conservacionismo filogeografico e filogenético nas relacbes
mutualisticas, como proposto por THOMPSON (2005).

Algumas regides vizinhas mostram padrfes muito diferentes de diferenciagao
molecular. Em estudos na Europa e no noroeste dos Estados Unidos, as populacGes de
algumas espécies mostram diferenciacdo regional relativamente pequena na sequéncia
de DNA, quando comparadas com mais populacGes do sul que foram menos afetadas
pelas placas de gelo do Pleistoceno (BROWN et al 1997; SOLTIS e SOLTIS 1999; AVISE
2000; HEwITT 2001; CALSBEEK, THOMPSON, € RICHARDSON 2003). Em muitos casos
estas populac@es do norte resultaram de uma rapida expansdo pos-Pleistoceno, a qual
permitiu pouco tempo para a diferenciacdo molecular em posicGes neutras de DNA.
Baixos niveis de diferenciacdo molecular regionais, as vezes encontrados nestes
estudos, ndo sugerem automaticamente uma falta de diferenciacdo em caracteres sob
selecdo ao longo da variacdo geografica de uma espécie.

As variedades geograficas em constante mudanca e a relativa diversidade de
espécies se inserem como matéria prima para 0 mosaico geogréfico de coevolugdo. A
intervencdo humana complica qualquer interpretacdo simples destas variacfes
geogréficas. A medida que aprendemos mais sobre a filogenia das espécies que
interagem em décadas recentes, tem se tornado evidente que simplesmente optar por
ndo participar de uma interacdo ndo é uma opcao viavel comumente para a maioria dos
taxons. Grandes saltos filogenéticos, que permitem as espécies interagirem com taxons
muito diferentes daqueles que seus ancestrais encararam, sdo relativamente incomuns. A
opcéo mais viavel, ao contrario da extingéo, é a coevolucdo com o pequeno subgrupo de

taxons com que o ancestral de sua espécie tenha coevoluido. Estas espécies intimamente
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relacionadas geralmente diferem fenotipicamente e ecologicamente umas das outras de
formas relativamente pequenas (HARVEY 1996; HEDDERSON E LONGTON 1996;
SILVERTOWN, FRANCO E HARPER 1997; CLAYTON et al. 2003). Isto ndo significa de
forma alguma que ha pouca variacdo sobre a qual a selecdo natural possa agir. Isto
significa que a evolucdo das interacbes é mais compelida ao longo de algumas
trajetorias do que outras.

O conservacionismo filogenético também molda a fundacdo geogréfica das
interacdes interespecificas limitando a gama de habitats disponiveis para as espécies.
Estas diferencas comportamentais também estdo associadas com diferencas
morfoldgicas e fisiologicas entre espécies. A coevolugdo € inerentemente um processo
genético e ecologico que mistura conservacionismo filogenético com novas
oportunidades entre os ambientes complexos. Mais ainda, algumas formas de interacdo
(por ex. mutualismos dispersos) inerentemente coevoluem em direcdo a redes
interespecificas de espécies filogeneticamente ndo relacionadas, criando muitas
oportunidades para novas interagdes dentro das mais amplas constrigcoes.

Muitas das caracteristicas morfologicas e comportamentais ndo sdo Unicas,
reforcando a observacdo do conservacionismo filogenético em interacGes
interespecificas. As interagdes se encaixam dentro de redes mais amplas que variam em
estrutura ecoldgica e resultados ao longo dos ambientes, permitindo a coevolugdo
apenas dentro de um subgrupo de comunidades locais. O desafio é entender como a
coevolucdo procede quando populacgdes locais interagem com uma variacdo grande de

outras espécies, € muitas delas “ativam” a selecao sobre uma interagao.

Justificativa e objetivos gerais

Ouratea spectabilis Engl. (Ochnaceae) € uma planta de porte arboreo (Figura 1
A e B), com altura entre dois & sete metros de altura, comum em varias fisionomias de
Cerrado, tendo sua floragéo entre agosto e novembro (Figura 1 C e D) (LORENzI, 2002).
Suas folhas ndo apresentam sincronia na brotacdo e sdo frequentemente alvos de
herbivoros. Pelo fato de possuir NEFs ativos nas estipulas dos ramos jovens, atraem
comumente formigas diurnas e noturnas. Por essas caracteristicas O. spectabilis torna-se
um objeto de investigacdo atraente para testar a Teoria dos Mosaicos Geograficos da

Coevolucéo.
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Figura 1. Ouratea spectabilis. A) Planta em fase vegetativa; B) a mesma planta em periodo de
floracéo.C) botbes florais; D) flores.

Seguindo-se a revisdo teodrica acima e considerando-se que:

- NEFs sdo modelos muito interessantes para estudos de relagcdes multitréficas,
tanto pela quantidade de espécies que podem estar relacionadas nos sistemas, bem como
pelas variacGes que podem apresentar (resultados condicionais) (OLIVEIRA & FREITAS,
2004);

- 0 Cerrado possui uma diversidade de formigas, herbivoros e plantas extra-
nectariferas significativa. Por apresentar vegetacdo mais baixa e aberta quando
comparada a florestas, por exemplo, torna-se um ecossistema especialmente atraente
para estudos de interacfes (DEL-CLARO, 2004);

- Ouratea spectabilis ocorre em varias fisionomias de Cerrado, possui
reproducdo anual e sincronizada. Suas folhas sdo constantemente atacadas por
herbivoros, embora muitas formigas visitem seus nectarios extraflorais (LORENZI, 2002;
Byk, 2006),

- 0s NEFs de O. spectabilis efetivamente atraem formigas que a protegem contra
a acdo de herbivoros (FERREIRA,1994; BYK, 2006);

- este modelo permite testar duas premissas da teoria dos mosaicos geograficos
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de coevolucdo: 1) de que as espécies sdo grupos de populacdes geneticamente
diferenciadas, e a maioria das espécies que interagem ndo tém variacdes geogréficas e
2) que as espécies sdo filogeneticamente conservativas em suas interacdes, e este
conservacionismo geralmente traz relacGes interespecificas por longos periodos de

tempo.

2. Objetivo Geral
-Avaliar a condicionalidade dos resultados na interagdo O. spectabilis -formigas-
herbivoros do ponto de vista sazonal, espacial e os fatores biéticos, além de verificar o

conservacionismo filogeografico das espécies interagentes.

Assim sendo, com base na revisdo teodrica, em nossas consideracdes e nas
questBes propostas, as principais hipoteses desse projeto sdo:

1- ha condicionalidade, dependente de variacao sazonal, espacial (ao longo
do gradiente ambiental) e de fatores bidticos (como espécies de
formigas e herbivoros), nas interacdes observadas entre O.
spectabilis-herbivoros-formigas no Cerrado;

2- ha conservacionismo filogenético ao longo da variacdo geogréafica com
implicacdes no resultado das interacBes O. spectabilis-herbivoros-

formigas, conforme sugerido por THOMPSON (2005).

A presente tese tem como objetivo contribuir para o conhecimento das espécies

e suas relacdes. Para tanto, foi divida nos seguintes capitulos:

Capitulo I: Através de manipulacdo experimental, tentamos demonstrar o quanto é
benéfico para as formigas se alimentarem em NEFs e mostrando o
beneficio direto sobre o valor adaptativo das colénias.

Capitulo 1l: Mostra que o comportamento desta especie, Cephalotes pusilus, e as
limitagbes biologicas deveriam ser consideradas antes de
generalizacGes sobre formigas visitantes de NEFs e suas capacidades
defensivas. Mostramos o caso de C. pusilus uma espécie que recebe
beneficios, mas ndo presta servi¢o algum a planta;

Capitulo I11: Através do levantamento de dados das duas premissas da Teoria dos

Mosaicos de Coevolugéo, verificamos a variagcdo ao longo do tempo

13



(sazonal/anual) nos beneficios conferidos pelas formigas visitantes
dos NEFs de Ouratea spectabilis contra a acdo de herbivoros. Se os
beneficios se restringem a reducdo da herbivoria foliar, ou também
repercutem sobre o valor adaptativo das plantas (protecdo a botdes,
flores e frutos) e com isso mostrar que espécies que interagem néo
apresentam  variacbes geogréficas e sdo filogeneticamente

conservativas em suas interagdes e por longos periodos.
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CAPITULO I

Efeitos diretos de néctar extra floral sobre o fitness de formigas: evidéncia de um

estudo a longo prazo

RESUMO

Estudos que mostram beneficios de formigas para plantas que possuem nectarios
extraflorais (NEFs) sdo predominantes na literatura. Mas nédo se sabe como e quanto as
formigas se beneficiam ao utilizarem o néctar extrafloral (NEF) na sua dieta e qual o
efeito sobre o fitness de formigas. Apresentamos os resultados de um estudo, de longo
prazo, em ambiente de laboratério, para demonstrar que o néctar extrafloral tem um
efeito positivo sobre o fitness de colonias de formigas. Para este estudo usamos colonias
de Cephalotes pusillus e arbustos de Chamaecrista desvauxii (Caesalpinioidea) que
possui NEFS no peciolo. Cada ninho de formiga foi acondicionado em uma bacia
plastica com resina em suas bordas e adicionado um vaso contendo um arbusto. Grupos
controle (N= 11) tiveram os nectarios extraflorais intactos, enquanto grupos tratamento
(N=11) tiveram os NEFs necrosados. Ambos 0s grupos receberam a dieta de Bhatkar &
Witcomb. Cada coldnia iniciou com uma rainha, dois soldados, trés operarias e cinco
ovos. O experimento foi conduzido por um ano. A analise de concentracdo de aclcar de
NEF revelou que cada glandula produziu ao menos 2,5 microlitros de néctar por dia
(N=42 glandulas amostradas, duas glandulas de cada planta), o que correspondeu a 2,16
cal. Ao final, contamos o nimero de individuos de cada colénia (ovos, rainhas,
operarias e soldados). O néctar extrafloral teve um impacto significante e positivo sobre
o fitness das formigas. Col6nias com acessp aos NEFs desenvolveram-se melhor e
produziram nimero maior de individuos e ovos do que coldnias nas quais faltava néctar
extrafloral. Nossos resultados lancam uma luz nova sobre as relacfes entre formigas e
plantas com NEFs. A formiga C. pusillus é o primeiro caso, no qual temos real
evidéncia de que o NEF melhora o crescimento e desenvolvimento da coldnia,
corroborando com mais de 100 anos de evidéncia experimental dos beneficios para as
plantas, nestas relagdes amplamente distribuidas.

Palavras-chave: mutualismo, néctar-extrafloral, fitness, beneficios para formigas.
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ABSTRACT

Direct effects of extra floral nectar on the fitness of ants: evidence from a long-
term study

Studies that show benefits of ants to plants possessing extrafloral nectaries (EFN) are
predominant in the literature. But it is unclear how and how much the ants benefit by
using the extrafloral nectar (EFN) in their diet and what is the effect on the fitness of
ants. We present the results of a long-term study in a laboratory setting, to show that the
extrafloral nectar has a positive effect on the fitness of ant colonies. For this study we
used Cephalotes pusillus colonies and Chamaecrista desvauxii (Caesalpinioidea) shrubs
that have EFNSs in the petiole. Each ant nest was added to a plastic bowl with resin at the
edges and added a pot containing a bush. Control groups (N = 11) had the extrafloral
nectaries intact, while the treatment groups (N = 11) had the EFNs necrotic. Both
groups received a diet Bhatkar & Witcomb. Each colony began with a queen, two
soldiers, three operators and five eggs. The experiment was conducted for one year.
Analysis of sugar content of EFN gland revealed that each one produced at least 2.5
microliters of nectar per day (N = 42 glands sampled, two glands of each plant), which
corresponded to 2.16 cal. Finally, we counted the number of individuals of each colony
(eggs, queens, workers and soldiers). The EFN had a significant and positive impact on
the fitness of the ants. Colonies fed with EFNs developed better and produced higher
number of individuals and eggs than colonies which lacked extrafloral nectar. Our
results shed new light on the relations between ants and plants with EFN. The ant C.
pusillus is the first case where we have real evidence that the EFN enhances the growth
and development of the colony, supporting more than 100 years of experimental
evidence of benefit to the plants widely distributed in these relationships.

Keywords: mutualism, extrafloral nectar, fitness, benefits to ants.
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1-INTRODUCTION

In communities, the assembly of species is linked directly or indirectly through
resources and consumption. One of the biggest questions in ecology is to determinate
the distribution and assembly of species (Polis and Winemiller 1996, Borer et al. 2005).
Thus, works on the direct trophic relationships that influence species interactions and
biodiversity are basic to our comprehension of how communities are established and
organized (Thompson 2005). Because of this, studies of interactions such as parasitism
and mutualism can provide particular insight into community dynamics (Simberloff
2006, Clement et al. 2008), and allow us to predict community stability through the
study of costs and benefits of related species (Sachs and Simms 2006). Ant-plant
relationships have made enormous contributions to our understanding of communities
(Bronstein 1998, Rico-Gray and Oliveira 2007 and references therein). The commonest
resource plants offer to ants is extrafloral nectar (EF nectar), a liquid substance rich in
carbohydrates with dilute concentrates of amino acids (Baker et al. 1978). Extrafloral
nectaries (EFNS) are present in at least 93 plant families and 332 genera round the world
(Koptur 1992). Although few studies have directly investigated the effects of ant-EFN
bearing plants on communities, current evidence suggests that EF nectar may influence
species composition, abundance, and interactions at the community scale (Rico-Gray et
al. 1998, Bluthgen et al. 2000).

To qualify an interaction as mutualistic, benefits to both participants must be
demonstrated (Cushman and Beattie 1991), but is experimentally difficult (Fiedler and
Saam 1995, Lach et al. 2009). Furthermore, some studies have revealed that ant-plant
mutualisms can be exploited by several species, mainly ants (e.g. Janzen 1975,
Letourneau 1990), that obtain resources from the plants but provide no services. These
species are termed cheaters, exploiters, or parasites of the mutualism (Clement et al.
2008). Nevertheless, studies that show benefits from ants to plants possessing EFNs are
predominant in the literature (Rico-Gray and Oliveira 2007, Rosumek et al., 2009), but
the reciprocal question of whether and how ants benefit from EFNs, as in parasitic as in
mutualistic relationships, are rarely addressed (Bronstein 1998, Del-Claro and Torezan-
Silingardi 2009, Rosumek et al. 2009). We extensively searched in the literature for
evidence of benefit to ants that visit ant-EFNs bearing plants, and also ant interactions
with tend exudate-secreting insects such as hemipterans and butterfly larvae, or collect
seeds, and we found only five published papers that demonstrated clear benefit to the

ants. Three studies investigated the benefits of elaiosome-bearing seeds: the first
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showed positive effect of elaiosome on gyne abundance (Morales and Heithaus 1998),
the second in larval weight and abundance (Gammals et al. 2005), and the third in pupal
abundance (Fokuhl et al. 2007). In a short time experiment, Cushman et al. (1994)
showed that ants with access to lycaenid butterfly larva had 40% greater survival than
workers with access only to plants. More recently, Lach et al. (2009) in two short
laboratory experiments showed that in EFNs bearing plants, herbivory can induce a
higher production of EF nectar that can improve worker survivorship 7-11 times greater
than unfed ants. Thus, despite the hundreds of studies on ant-plant interactions, we still
lack clear evidence from long-term experimental studies of the effect of EF nectar on
colny ant fitness.

Here, we present the results of a long term study, in a controlled laboratory
environment, to demonstrate whether EF nectar has a positive effect on ant colony
fitness. For this study we used one of the most studied arboreal ant species in the
Brazilian tropical savanna, Cephalotes pusillus (e.g. Korndorfer and Del-Claro 2006,
Sendoya et al. 2009) and the EFN-bearing shrub Chamaecrista desvauxii
(Caesalpinioidea). We hypothesized that ant colonies with access to EFN-bearing plants
would have higher fitness than colonies without access, because they would have an
additional source of energy from EF nectar. Carbohydrates have been suggested to be
key resources for arboreal ants (Davidson et al. 2003). We quantified colony growth
rate, survival and the final weight of individuals as measures of benefit derived from EF

nectar.

2 -MATERIAL AND METHODS

2.1 -Species descriptions

Cephalotes pusillus Klug (Myrmicinae) is a black and polymorphic species, with
size differences between workers (3-4mm), soldiers (5-6mm) and gyne (9-11mm). They
nest in natural cavities of trees, or in cavities produced by beetles, but can also be found
in dead stems or trunks on the ground (Powell 2008). Mature colonies have only one
gyne (queen) and abaut 170 workers (173£19, X+1SD, N=16) and 25 soldiers (24%7,
X+1SD, N=16). These ants have small mandibles and feed primarily plant and insect
exudates such as EF nectar and hemipteran honeydew, fallen fruits, feces of birds, dead
animal matter, and slow-moving prey (Del-Claro and Oliveira 1999, Davidson et al.

2003). Previous field observations showed that in the tropical savanna cerrado, the
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reproductive period begins in late September and October, and in December initial nests
can be easily found in stems of Stryphnodendron polyphyllum (Mimosaceae), Ourateae
spectabilis and O. hexasperma (Ochnaceae).

The genus Chamaecrista (Moench) (Caesalpiniaceae) is widely distributed in the
tropical savanna, witch more than 130 species (Mendonga, et al., 1998), several of them
bearing EFNs (Irwin and Barneby, 1982), and only recently studied in terms of the
outcomes of ant-plant associations (Nascimento and Del-Claro 2010). The shrub C.
desvauxii presents yellow flowers and pinnately compound leaves with EFNs in the
basis and in the tip of each leave. This species is common and presents aggregate
distribution in the cerrados of Southeast Brazil. These plants have, on average, fourteen
extra-floral nectaries and they secrete nectar during all the year

2.2 -Experiments

EF nectar production and quality can vary among plant species, plants of the
same species and leaves of the same plant, depending also of season, soil quality and
herbivory (Koptur 1992, Heil and McKey 2003). To reduce individual variation in
nectar quality and production we collected in the field seeds of one shrub and cultivated
it in laboratory conditions (8hs of light, 23-27°C, 50-60% humidity) in pots (500ml)
previously prepared with the same quantity and quality of soil substrate. Each pot was
placed in the right side of a plastic rectangular basin (20 X 30 cm length and 10 cm
height), entirely covered by a thin and transparent tulle. These cages (N=30) were
prepared between October and November of 2007. Seeds germinated in two weeks and
after 45 days (December) we had seedlings with one main branch, 8-10 cm tall. The C.
desvauxii EFNs produced nectar during the whole day. However, it was more intense in
dawn (06:30h) and dusk (17:30h), when we could note a more intense bright in the
glands and a liquid accumulation that enabled us to sampled it. Thus, to know the
contribution of each EFN to the ants in terms of calories, with a microcapillary tube
(10ul) we looked for the sugar concentration in a refratometer (Eclipse®). The values
recorded are in Brix scale and represent the percentage of sugar per volume, and we
converted it to mass, according to Kearns and Inouye (1993). The quantity of nectar
found in each EFN was finally converted to calories according to Dafni (1992; 1mg of
sugar = 4 cal).

In December of 2007, in cerrado vegetation, we collected nests (N=30) of C.

pusillus in the initial phase of establishment. They were transported to laboratory and
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were conditioned in glass tubes (five per colony; tubes of 10cm long and 1cm diameter,
filled up to 2cm with water concealed by hydrophilic cotton). Colonies were fed with
water and 5g of protein diet (Bhatkar and Whitcomb 1970) for two weeks. In the last
week of December we manipulated colonies that had all castes present (N=22), to
obtain in each one the following composition: 1 queen, 3 workers, 2 soldiers and 5 eggs.
These colonies were divided, by the flip of a coin, in control or treatment group. In the
first week of January of 2008 the colonies were introduced in the cages with seedlings
of C. desvauxii. In control groups, plants were not manipulated and had actives EFNs,
but in the treatment ones, the EFNs were damaged with a needle, to stop nectar
production. Control plants were maintained with 14 actives EFNs during all the
experiment, and in treatment plants, news EFNs were damaged, causing sclerotization.
In both groups, the plants received 30 ml of water and ants were fed with water and 59
of protein diet every two days (Bhatkar and Whitcomb 1970). We followed the colonies
for one year, and in December we counted the number of individuals and eggs in each
colony. All queens, eggs, workers, soldiers larvae and pupae in each colony were
weighed.

Data normality was tested using Kolmogorov-Smirnov test. If normal, mean
values were compared using Student’s t-test, on the contrary we used Mann-Whitney U-
test.
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3- RESULTS

EF nectar had a significant and positive impact on ant colony fitness,
confirming the main hypothesis and the expected by dozens of studies that presumed
ant-EFNs bearing plants interactions as mutualistic character. Colonies fed with EFNs
developed better than colonies lacking EFNs, producing a higher number of individuals
(Figure 1) and eggs (Figure 2). The analysis of EFN sugar concentration revealed that
each gland produced at least 2.5 pl of nectar per day (N=42 sampled glands, two glands
of each plant), what corresponded to 2.16 cal. We could not note variation between
EFNs. Because each plant in the control group had 14 active EFNs, we expected that
each plant offered to ants at least 7,56 mg of nectar per day or 30.26 cal. This additional
energetic supplement had a significant positive impact on the final weight of

individuals, queens, workers, soldiers and eggs of control ant colonies (Figure 3).
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Figure 1. Number of individuals (mean + 1SD) in colonies of the ant Cephalotes pusillus Klug, 1824
(Myrmicinae) that had access to plants of Chamaecrista desvauxii (Caesalpiniaceae) with active EFNs

(N=11 control colonies) or plants with damaged and non productive EFNs (N=11 treatment colonies)
during one year. *** means statistical difference between groups (p<0.0001, t = 8,1164, df =20).
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Figure 2. Number of eggs (mean = 1SD) in colonies of the ant Cephalotes pusillus Klug, 1824
(Myrmicinae) that had access to plants of Chamaecrista desvauxii (Caesalpiniaceae) with active EFNs

(N=11 control colonies) or plants with damaged and non productive EFNs (N=11 treatment colonies)
after one year. *** means statistical difference between groups (p<0.0001, t = 8,4896, df =20).
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Figure 3. Comparative weight (mean + 1 EP; a- queens; b- workers; c- soldiers; d- eggs) of Cephalotes
pusillus ants bred with access to Chamaecrista desvauxii plants with active (control group, N=11) and
damaged and non active extrafloral nectaries (treatment group, N=11). *** means statistical difference (p
< 0,0001; Mann Whitney U-test).
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4 -DISCUSSION

EF nectar effect on ant colonies

Despite the large number of studies that have focused on ant-plant interactions in
both temperate and tropical systems (Rosumek et al. 2009), our results provide the first
evidence that EF nectar have a significant positive impact on the survivorship, growth,
development and reproduction of one ant species. In the case of C. pusillus, a diet rich
in EF nectar (providing at least 30 cal per day) resulted in five times more individuals
per colony, greater body weights, and more eggs.

Although EF nectar may vary in production, composition and concentration,
both within and among plant species (Heil et al. 2000, Bluthgen et al. 2004),
carbohydrates, mainly sucrose, fructose, and glucose usually comprise the major part (>
90%) of nectar (Bluthgen et al. 2004). In ant colonies, some authors (Wheeler 1994,
Davidson 1998) pointed out carbohydrates as the primary fuel for workers in foraging
and defense activities, indirectly benefiting the other castes. The results presented here
also show that this benefit can be direct, because worker body weights were
significantly higher and energy to the whole colony. Carbohydrates have been
hypothesized to be the key resources for maintaining worker activity levels of
ecologically dominant Cephalotes ant species (Davidson 1998). EF nectar posesses a
variety of qualities that place it as a key resource for ants. For example EF nectar is
predicable in time and space, and is a reliable source of sugar, water and amino acids
(Koptur 1992, Rudgers and Gardner, 2004) that increase many measures of colony
fitness, including body size, colony growth rate, and brood growth. By preventing
nectar accumulation in EFNs, ants may induce continue production of nectar by host
plants (Heil et al 2000). On the other hand, herbivorized plants may increase nectar
production to become more attractive to protecting ants (Pulice and Packer 2008, Lach
et al. 2009, but see also Korndorfer and Del-Claro 2006).

Implications to the study of communities

Several authors have demonstrated that associations between ants and EFN-
bearing plants can decrease foliar herbivory (Bentley 1976, Rutter and Rausher, 2004)
and/or increase fruit set (Nascimento and Del-Claro 2010). However, some studies have
shown that the positive effects of ants on ant-plant associations are not universal (see
O’Dowd and Catchpole, 1983; Rashbrook et al., 1992; Rosumek et al., 2009). If the

reciprocal is also true, and EF nectar does not represent a key resource to ants in any
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circumstances (as predicted by Davidson 1998 and here proved to C. pusillus), is a
matter of question. Although C. pusillus is one of many species that have been cited as
providing benefits to plants (e.g. Kornddrfer and Del-Claro 2006, Nascimento and Del-
Claro 2010), several recent studies have demonstrated that in some cases this ant
species may provide no plant protection (Sendoya et al. 2009), or may even act as a
parasite of mutualism (Byk and Del-Claro 2010). Studies that investigated the strategies
of parasite ants in ant-plant interactions showed that the cheater relies less on host-
derived food resources than do the mutualists (Clement et al. 2008, Heil et al. 2009). In
the present case, if C. pusillus may be considered a parasite as predicted by Byk and
Del-Claro (2010), our data contradict the observations made by Clement et al. (2008) in
myrmecophytic systems. Because C. pusillus strongly depends on EF nectar, we
provide the first evidence that EF nectar is an important resource for an ant parasite of
mutualisms.

Organisms interact not only directly but also indirectly, and indirect effects are
important forces driving ecological communities (Ohgushi 2008) that can cause
variation in the outcomes of interspecific relationships (Del-Claro and Oliveira 2000).
Although few studies have directly investigated the effects of EF nectar on communities
(Rosumek et al. 2009), current evidence suggests that EF nectar may influence species
composition, abundance, and interactions at the community scale (Keeler 1978, Rico-
Gray et al. 1998). Thus, the prevalence of EFN-bearing plants, reaching up to 30% in
some regions (Rico-Gray and Oliveira 2007, Blithgen et al.2000), shows the potential
of EF nectar to mediate species interactions beyond the simple tri-trrophic food chain of
plant-herbivores-enemies, (Rudgers and Gardner, 2004).

We know that the outcomes of interactions vary among populations in space and
time (Bronstein 1998). Species in local populations are likely to experience different
patterns of selection, with reciprocal selection between ants and plants, for example,
occurring only in some locations (‘‘Geographic mosaic theory of coevolution’’;
Thompson 2005). In this context the study of reciprocal benefits in ant-EFN bearing
plants systems in multiple regions may be an important tool for testing differences
among populations in traits shaped by coevolutionary processes, predictors of
geographic structures coevolution (Thompson 2005). This knowledge will contribute to
our understanding of how variation in the outcomes of multispecies interactions affects
evolution of EF nectar traits. Knowing that EF nectar is an important resource for ants

with measurable benefits is a basic step in this context.
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In conclusion, our results have shed new light on the relationships between ants
and EFN-bearing plants. The ant C. pusillus is the first case in which we have
strongevidence that EF nectar may improves colony growth and development,
corroborating more than 100 years of experimental evidence of benefits to plants in

these widespread relationships.
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CAPITULO I

Formigas Cephalotes coletoras de néctar e pélen nao fornecem protecéo contra
herbivoria: uma nova experiéncia de manipulacdo para testar a capacidade de
protecdo de formigas

RESUMO

O comportamento da formiga e as limitaces biolégicas devem ser considerados antes
que sejam feitas generalizagdes sobre a capacidade de defesa de formigas que interagem
com plantas. Com essa interacdo, testamos a agédo protetora de Cephalotes pusilus Klug
em Ouratea spectabilis Engl. (Ochnaceae), uma planta comum no cerrado e portadora
de nectarios extraflorais. Foram realizados trés tratamentos: controle (acesso livre de
formigas); tratamento- Cephalotes- (acesso permitido apenas para Cephalotes pusillus)
e sem acesso de formigas (livre de formigas). Ndo houve diferenca nos niveis de
herbivoria foliar entre ramos experimentais. Houve visitacdo por diferentes espécies de
formigas para ramos controle, que produziram quantidades de frutos significativamente
maiores, bem como de sementes, quando comparados aos ramos Cephalotes ou sem
formigas. Assim, os resultados mostraram que uma investigacdo da histéria natural do
sistema, caracteristicas morfologicas da formiga, capacidades defensivas e de
comportamento sdo necessarios antes de um papel protetor ser inferido a cada espécie
de formiga associada.

Palavras-chave: interacdo formiga-planta; cerrado; néctar extrafloral; mutualismo,
comportamento, Cephalotes.
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Nectar- and pollen—gathering Cephalotes ants provide no protection against

herbivory: a new manipulative experiment to test ant protective capabilities

ABSTRACT

The behavior of the ant and the biological limitations should be considered before
generalizations are made about the defense capability of ants that interact with plants.
With this interaction, we tested the protective action of Cephalotes pusilus Klug in
Ouratea spectabilis Engl. (Ochnaceae), a common plant in the cerrado and the bearer of
extrafloral nectaries. Three treatments were performed: control (free ant access);
Cephalotes-treatment (access permitted only to Cephalotes pusillus) and ant-free
treatment (no ants). No difference was found in the levels of leaf herbivory among
experimental stems. Visitation by different ant species to control stems translated into
significantly greater fruit and seed production by this stem category than by ant-free and
Cephalotes-treated stems. Thus, results showed that an investigation of system’s natural
history, ant’s morphological traits, defensive and behavioural capabilities, are needed
before a protective role is inferred to each associated ant species.

Keywords: interaction ant-plant, Brazilian Tropical Savannah, extrafloral néctar,

mutualism, behaviour.
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1- INTRODUCTION

Extrafloral nectaries (EFNs) are nectar-producing glands that are usually not
involved with pollination, but instead attract ants and other arthropods in a wide range
of plants from different habitats worldwide (Koptur 2005). Many authors have
demonstrated that ant visitation to EFNs can benefit the host because the ants prey upon
the herbivores and/or reduce their activity on foliage (Bentley 1977; Koptur 2005; Del-
Claro et al.. 1996; Rico-Gray and Oliveira 2007). However, the data concerning the
effectiveness of this ant-plant mutualism are controversial. Studies in different
ecosystems have failed to detect any benefit to EFN-bearing plants provide by the ants
(O’Dowd and Catchpole 1983; Mody and Linsenmair 2004). Lack of protection can be
explained by (i) difficulties to assess seasonal variation and long-term outcomes in the
ant-plant-herbivore interaction (O’Dowd and Catchpole 1983), (ii) differences in ant-
foraging behaviour among habitats (Inouye and Taylor 1979), (iii) variable
susceptibility of distinct herbivore groups to ant predation (Ito and Higashi 1991), and
(iv) differences in the deterring skills among species of visiting ants (Dejean et al.
2000).

Many ant species are listed as visitors to EFNs in the neotropics, mainly in the
subfamilies Formicinae, Myrmicinae and Dolichoderinae (Davidson et al. 2003).
Species in the genus Cephalotes (Myrmicinae, Cephalotini) are commonly reported at
EFNSs in the Brazilian cerrado savanna (Del-Claro et al. 1996; Kornddrfer and Del-Claro
2006). However, the protective capabilities of Cephalotes ants against insect herbivores
are questionable (Sendoya et al. 2009). These ants have small mandibles and feed
primarily plant and insect exudates such as extrafloral nectar and hemipteran honeydew,
fallen fruits, feces of birds, dead animal matter, and slow-moving prey (Del-Claro and
Oliveira 1999, 1996; Davidson et al. 2003). Although some species such as C. atratus
L. can behave aggressively towards other ants (Corn 1980), in general Cephalotes ants
appear to be ineffective as herbivore deterrents on EFN-bearing plants (Sendoya et al.
2009).

Recent studies have suggested that the action of ants only benefits plants when
particular ant species are attracted, and positive consequences resulting from they ants
presence are not counterbalanced by their negative effects on other beneficial
arthropods (Mody and Linsenmair 2004). However, studies directed to evaluate the
influence of specific ant species in trophic interactions are rare. The issue if ant

behaviour and biological limitations should be considered before generalizations about
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ant defensive capabilities was explored here through a new experimental manipulation
performed in nature. We tested the hypothesis that one specific ant, Cephalotes pusillus
Klug, a common visitor of EFNs in cerrado savanna will have a positive effect on
visited plants reducing leaf herbivore levels and increasing fruit and seed production.
Thus we tested the direct effects of a specific ant on the outcomes of an ant-plant-

herbivore relationship in natural conditions.

2 -METHODS

Field work was carried out between August and October 2007 in the cerrado
reserve (640 ha) of the Clube de Caca e Pesca Itorord, Uberlandia, State of Minas
Gerais, Brazil (18°59’S, 48°18°W). The vegetation is a cerrado sensu stricto, consisting
of a dense scrub of shrubs and trees with a fair amount of herbaceous plants (see
Oliveira and Marquis 2002). A rainy and hot season occurs from September to April
and a dry and cold season from May to August (Réu and Del-Claro 2005).

The extrafloral nectary bearing plant Ouratea spectabilis Engl. (Ochnaceae), an
abundant tree (2-5 m tall) in the study area, was used as model in the field study. The
plant has EFNs on the stipules that attract many ant species, both day and night (Table
1; Fig 1). EFNs are active mainly on young leaves, which are produced all year round,
but mostly during the dry/cold season. The leaf expansion phase delay 15-20 days and
the extrafloral nectar in EFNs in this period contains 16.75% of sucrose (mean + SD
=16.75 *+ 7.8 % of sucrose; n = 10 plants; one gland sampled from each of 10 plants).
The most common herbivores of O. spectabilis are two species of Lepidoptera
(Udranomia sp.; Hesperiidae), whose catterpillar attack young leaves and feed
concealed in shelters. Floral buds are attacked by beetles, mainly Anthonomous
ourateae (Coleoptera: Curculionidae). Reproductive structures (stigma and stamens) are
attacked by Frankliniella sp. (Thysanoptera: Thripidae) and petals by Anhtonomous sp.

In the first week of August we tagged eleven individuals of O. spectabilis in the
same phenological state (young leaves, and inflorescence shoots), level of foliar
herbivory (< 1%), height (~ 2.5m), and number of stems (seven). In each individual
plant we selected three similar-sized stems and randomly assigned them as (1) control,
(2) Cephalotes treatment, or (3) ant-free treatment. Control stems received no
manipulation and had free access by ants and other arthropods that climbed onto the
plant. Cephalotes treatment stems received a band of a sticky resin (Tanglefoot®) at the

base of the stem, to isolate treatment from ant visitation. Then, a glass tube (20 cm long
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—with 2 cm of water concealed by cotton in its bottom and covered with red cellophane
paper) containing a colony of Cephalotes pusillus (1 queen, 30 minor workers, and 10
major workers) was attached to the stem with wire about 5 cm beyond the tanglefoot
barrier. C. pusillus colonies nesting in dead trunks in the same area have similar number
of individuals (1 queen, 275 minor workers, and 8+6 major workers; N = 8). The tube
was placed on stem to protect the ant colony from direct sun, or rain. Ant colonies were
collected in the study site and maintained in the laboratory for six months prior to this
experiment. Ant-free treatment stems also received a band of sticky resin and a glass
tube in the same manner as described for the Cephalotes treatment stems, but without an
ant colony inside.

We monitored ant colonies, stems, and buds weekly in the field. For each
category of experimental stem nine young leaves (3 near the basis, 3 in the middle, and
3 in the apex of the stem) were tagged on the first day of the experiment and checked
for herbivory levels late in October. Measurements of herbivory rates on leaves were
assessed by placing them on a transparent grid (divided into millimeters). An index of
herbivory from each leaf was estimated as the proportion of points in the grid falling
within damage and undamaged areas of the leaf blade. Thus, a mean herbivory index for
each tree was calculated (e.g. Dirzo and Domingues 1995, Korndorfer and Del-Claro
2006). Additionally, the number of floral buds produced by each stem was counted in
late August. Fruit and seed production by experimental stems were expressed as the
proportion of fruits formed per buds produced, and as the proportion of seeds per fruits
produced, respectively. Comparisons among treatments (mean of nine leaves per
treatment per tree to estimate herbivory, and mean of buds, fruits and seeds produced
on the 11 stems of each treatment) were performed with non parametric statistics
(Friedman Anova test; Zar 1999), using Statistica 7.0.
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3- RESULTS

Cephalotes pusillus uses extrafloral nectar of O. spectabilis without providing
any significant service to the plant. On the other hand, diversity of ant visitors (27
species, Table 1) seems to improve plant fitness. Results showed no differences in
floral bud production (ANOVA X2 Sq. = 0.7272; df = 2; p = 0.69, Fig 2) between
groups. However, visitation by different ant species to control stems translated into
significantly greater fruit (ANOVA X* Sq. = 5.6364; df = 2; p = 0.05) and seed
(ANOVA X? Sq. = 6.7273; df = 2; p = 0.03) production by this stem category than by

ant-free and Cephalotes-treated stems (Fig 2).

Fig. 1 A worker of Camponotus crassus Mayr feeding on an extrafloral nectar of the tree Oratea
specatibilis Engl. (Ochnaceae) in the Brazilian tropical savannah (Cerrado).

No difference was found in the levels of leaf herbivory (ANOVA Chi Sqr. =
2.3888; df = 2; p = 0.30) among experimental stems. In fact, the level of foliar loss was
low in all groups (less than 6%; Fig 2). However, we never observed C. pusillus
attacking or removing any herbivore from the plants. On the contrary, workers of C.
pusillus remained mostly inside their nest tubes, gathering EFNs, or feeding on pollen.
Ant foragers on flowers of Cephalotes-treated stems removed almost all pollen
available during the time between floral anthesis (around 0600 a.m.) and noon. On
control stems, we observed Camponotus crassus (N = 10 events), C. rufipes (N = 9), C.
rengeri (N = 7), Ectatomma permagnum (N = 3) and Pseudomyrmex gracilis (N = 2)
attacking and chasing herbivores on leaves (Coleoptera, Hemiptera, Orthoptera). The
ants: Ps. gracilis, Crematogaster victima, and Pheidole sp. were commonly seen

visiting flowers and preying on thrips (Frankliniella sp.; Thysanoptera: Thripidae).
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These ant species, and Pachycondyla obscuricornis (N = 3), also disturbed
Anthonomous ourateae on buds. The beetle usually flew away or jumped off the leaf
when approached or attacked by ants. Although also visiting O. spectabilis flowers,

these ants didn’t feed on or remove pollen.
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Fig. 2 Manipulative experimental tests on stems (control — stems with free ant access; Cephalotes
treatment — stems only with Cephalotes pusillus ants; ant-free treatment —

stems without ants) of the extrafloral nectar bearing plant Ouratea spectabilis (Ochnaceae; N = 11 trees)
in the Cerrado vegetation. Data are means of: leaf herbivory, fruits per bud or seeds produced per fruits,
of 11 stems of each treatment + SE. Results showed no differences in foliar herbivory and floral bud
production between groups. Control stems produced significant more fruits and seeds that the other ones.
Analysis through Friedman ANOVA test.
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Table 1 Ant species observed visiting extrafloral nectar glands on control stems of

Oratea spectabilis (Ochnaceae) in a cerrado reserve in Uberlandia, Brazil. (D =

diurnal species; N = nocturnal species).

Subfamily Genera Main daily
species activity

Formicinae

Brachymyrmex
sp.1

Camponotus
atriceps Fabricius, 1804
aff. blandus Fr. Smith, 1858
crassus Mayr, 1887
lespesii Forel, 1886
leydigi Forel, 1886
punctatus Forel, 1886
renggeri Emery, 1894
rufipes Fabricius, 1775 D/N
sericeiventris Guerin, 1838
sp. 1

Z200000Zz o

(O]

Ectatomminae
Ectatomma
opaciventre Roger 1861
permagnum Forel
tuberculatum (Olivier)

O 0G0o

Ponerinae
Pachycondyla
foedita (Linnaeus)
obscuricornis (Emery)
striata Fr. Smith
villosa (Fabricius)

o0z

Dolichoderinae
Azteca
sp.l D
Pseudomyrmecinae
Pseudomyrmex
gracilis (Fabricius) 1804 D
Myrmicinae
Cephalotes
atratus Linnaeus, 1758
clypeatus Fabricius, 1804
pusillus Klug, 1824
simillimus (Kempf)
Crematogaster
victima (Smith)
Pheidole
sp.1 D
Solenopsis
sp.1 D

O0Oz20

o




4- DISCUSSION

Variation in the effects of EFN-gathering ants on plants has been reported for
various ant-plant systems (Bronstein 1998; Rico-Gray and Oliveira 2007 and references
therein). Differences in capabilities among ant species (Dejean et al. 2000) to inhibit
herbivore activity, is pointed out as a possible cause for these variable outcomes
(Sendoya et al. 2009). Our study corroborates this view by showing that each species of
the ant guild needs to be examined before included in a general context as plant-
defender. The methodology we proposed, the use of artificial nests in natural conditions
seems to be appropriated to test this type of question. Besides providing no benefit to
the plants, pollen consumption by C. pusillus may reduce flower fertilization. Although
commonly cited in the lists of plant visitors to EFNs and hemipteran honeydew (Del-
Claro and Oliveira 2000) in cerrado, C. pusillus in fact is not a plant defender as
recently showed by Sendoya et al. (2009), but instead seems to act as a parasite of ant-
plant-herbivore systems in this savanna.

Compared with other studies, foliar herbivory level in O. spectabilis was low,
less than 6% (Fig 2), even in undefended stems (see examples Rico-Gray and Oliveira
2007). Oliveira and Del-Claro (2005) showed that in cerrado vegetation leaf herbivory
can surpass 50% in plants not visited by ants. Indeed, herbivores like thrips can
completely destroy apical meristems in some plant species (e.g. Del-Claro et al. 1997,
Oliveira and Del-Claro 2005). We believe that the reduced herbivory action on leaves,
great differences can occur through time (examples in Oliveira and Marquis 2002), can
have had major impact in the final analysis than the small sample size. On the other
hand, some authors have already shown differences in ant capabilities against
herbivores in cerrado. For example, Camponotus rufipes, C. renggeri and C. crassus,
which attack herbivores on O. spectabilis, are also effective plant defenders in other ant-
plant-herbivore systems (Del-Claro and Oliveira 2000). The outcomes of these ant-
plant-herbivore interactions can also vary through time, depending on biotic and abiotic
variations in the cerrado (Del-Claro and Oliveira 2000).

Diversity represents not only quantity of species in space and time, but also a
progressive increase in different modes of life, including strategies used by predators to
overcome prey defence mechanisms (Polis et al. 2000). We have also to consider that
different herbivores attack different plant parts (Mothershead and Marquis 2000, Mody
and Linsenmair 2004, Rosumeck et al. 2009), and different predators, as ant species, can

also have different impact in distinct plant parts. Thus the diversity of deterring traits
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exhibited by ant visitors should be considered when evaluating possible ant-derived
benefits to plants bearing ant attractants.

Conditionality in the outcomes of mutualistic relationships appears to be a
general rule (Bronstein 1998; Rosumeck et al. 2009). The ant-Ouratea-herbivore system
shows that generalizations about ant-derived benefits to ant-visited plants are not
possible without testing species-specific effects of ant visitors. Our findings support
recent studies that have begun to place mutualisms in their community context.
Mutualisms more often involve guilds of interacting species (Stanton 2003) and
alternate partner species are often not equally effective, making partner identity an
important source of variation in benefits (Fraser et al 2001; Mody and Linsenmair
2004; Bronstein et al 2006; Miller 2007 and references therein).

Cephalotes pusillus are morphologically limited to act as effective predators.
They do not present a mouth adapted to grab, bit or cut animal prey efficiently. In the
Costa Rican rain forest, due to their liquid diet, some Cephalotes species are also
suggested to be more parasitic than mutualistic associates in an ant-hemipteran-plant
system (Tillberg 2004). Additionally, the use of pollen by C. pusillus as food can
negatively affect pollination. When ants enter flowers in the course of their activities
they can reduce pollen viability and/or deter pollinator visits (Mothershead and Marquis
2000, Ness 2006).

Extrafloral nectar represents key for arboreal ant species (Davidson et al 2003)
and is more predictable than prey, with strong bottom-up effects on the ant community
structure (Bluthgen et al 2004). However, most nectar feeding ants are at least partly
carnivorous (Holldobler and Wilson 1990). Considering that herbivores are not
abundant in the cerrado savanna, but enormously diversified (Price et al 1995) this
reveals the importance of diversity in plant defences against herbivory in this system,
including diversity of hunt strategies in the associated ant defenders.

Stems open to ant visitation potentially received at least 27 different ant species
(Tabel 1), with the predominance of eight species, foraging day and night for nectar and
animal prey on leaves, buds and flowers. Some of the common ants had clear beneficial
impact in control stems, like Pachycondyla obscuricornis that visits flowers and preys
on herbivores without removing pollen or altering floral characteristics. Another
example is C. renggeri, a very aggressive nocturnal ant. The cerrado is a hot and dry
ecosystem during daylight hours, thus many herbivores display strong nocturnal
activity. At this time C. pusillus is resting but Camponotus renggeri is active,

complementing the services of diurnal ants. Co-occurrence, diversity and specialization
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are common processes in ant-plant associations, with great impact in the whole
community due to its vertical and horizontal effects in the trophic chains (Davidson and
McKey 1993; Bluthgen et al 2004; Miller 2007).

Our utilization of this new type of manipulation (ant nest addition) demonstrates
that each ant visitor species should be investigated in an individual way to elucidate its
real potential as plant defender. A close investigation of the natural history of the
system, including the ants morphological traits and defensive capabilities, are needed
before a protective role is inferred. Therefore, local ant diversity should be considered
as an important parameter suggesting positive effects in a general context of ant-plant-
herbivore system. Some authors have discussed that for plants that secrete extrafloral
nectar (EFN), visitation by multiple ant species that vary in anti-herbivore abilities may
result in reduced benefits relative to an exclusive association with a high-quality
mutualist ( Stanton 2003; Miller 2007).
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CAPITULO 11l

ECOLOGIA DA INTERAGAO ENTRE FORMIGAS, HERBIVOROS E OURATEA SPECTABILIS
ENGL. (OCHNACEAE): UM TESTE SOBRE A TEORIA DO MOSAICO GEOGRAFICO DE
THOMPSON

RESUMO

As associacbes com formigas, atraidas por nectarios extraflorais (NEFs), séo
provavelmente as principais defesas bidticas dos vegetais. O presente estudo tem como
objetivo avaliar a variacdo, ao longo do tempo, dos beneficios conferidos pelas formigas
visitantes de NEFs de Ouratea spectabilis (Ochnaceae) no ambiente Cerrado, contra a
acdo de herbivoros. As principais questdes investigadas foram: (a) Os beneficios dessa
interacdo se restringem a herbivoria foliar? Ou ha repercussdo sobre o valor adaptativo
das plantas? (b) Os resultados das interacdes sdo condicionais? Dependem da variagdo
sazonal? O quanto conservativas essas interacdes sao em funcdo da variacdo temporal e
geografica? Os dados foram coletados entre 2006 e 2008 em Uberlandia — MG, Agua
Clara — MS e Brasilia — DF, simultaneamente, a partir de dados sobre herbivoria foliar,
floral e formigas associadas. Os resultados tiveram o mesmo significado (protecdo a
folhas, frutos e sementes), independente da variacdo geografica.  Encontramos
mudancas nas caracteristicas geogréaficas, ambientais, em algumas espécies visitantes
(formigas e herbivoros), incluindo o comportamento, porém, os resultados ecol6gicos
s80 0s mesmos. 1sso sugere que se um tipo de interacdo € resultado de coevolucdo, o
conjunto de elementos interagentes estd sujeito a pressdes seletivas semelhantes que
conduzirdo a interacdo para um mesmo resultado, neste caso uma relacdo mutualistica,
que permanece por longos periodos de tempo, corroborando a Teoria dos Mosaicos
Geograficos de Coevolucao.

Palavras-chave: mosaicos geograficos, coevolucdo, mutualismo, formigas, interacéo,
Teoria de Thompson
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ECOLOGY OF THE INTERACTION BETWEEN ANTS, HERBIVORES AND
OURATEA SPECTABILIS ENGL. (OCHNACEAE): A TEST ON THE THEORY OF
GEOGRAPHIC MOSAIC OF THOMPSON

ABSTRACT

The associations with ants, attracted by extrafloral nectaries (EFN), are probably the
main biotic defenses of plants. This study aims to evaluate the change over time, the
benefits conferred by the ant EFN visitors from Ouratea spectabilis (Ochnaceae) in the
Brazilian savannah, against the action of herbivores. The main issues investigated were:
(@) The benefits of this interaction is restricted to leaf herbivory? Or is there impact on
the adaptive value of plants? (b) the results of interactions are conditional? Depend on
the seasonal variation? how conservative these interactions are a function of temporal
and geographical variation. Data were collected between 2006 to 2008 in Uberlandia -
MG, Agua Clara - MS and Brasilia - DF, while collecting data on leaf herbivory, floral
and associated ants. The results have the same meaning (protection of leaves, fruits and
seeds), regardless of geographic variation. Found changes in the geographical,
environmental, in some species visitors (ants and herbivores), including behaviour,
however, the ecological results are the same. This suggests a kind of interaction is the
result of coevolution, the set of interacting elements are subject to similar selective
pressures that lead to interaction for the same outcome in this case a mutualistic
relationship, which remains for long periods of time, supporting the theory of
Geographical Mosaics of Coevolution.

Keywords: geographical mosaics, coevolution, mutualism, ants, Interaction, Theory
Thompson
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1- INTRODUCAO

Com relacéo as interacdes entre animais e plantas, os bidlogos, ha muito tempo,
tém priorizado estudos relativos a polinizagdo; talvez porque as adaptacdes envolvidas
sejam evidentes, chamativas e, em muitos casos, tenham interesse comercial. Por outro
lado, a atencdo dispensada a uma outra grande parte das interaces entre animais e
plantas, a herbivoria, foi relativamente pequena até meados dos anos de 1970
(EDWARDS & WRATTEN, 1981). Entretanto, atualmente tem-se aumentado as pesquisas
nas fascinantes relagdes entre plantas e herbivoros que possibilitam um melhor
entendimento de relagBes mutualisticas e do processo coevolutivo (e.g. DEL-CLARO &

TOREZAN-SILINGARDI 2009).

Grande parte da energia necessaria a sobrevivéncia dos seres vivos depende da
energia captada pelas plantas. Muitos aminoacidos, vitaminas e minerais sdo obtidos
apenas por organismos fotossintetizantes (RICKLEFS, 2003). Assim, as adaptacoes
bidticas e estruturais dos produtores beneficiam outros organismos, sendo que a
reciclagem de elementos quimicos e a de energia através dos niveis tréficos envolvem
uma complexa serie de eventos, na qual a sequéncia de cada grupo envolvido tem um
papel definido (RAVEN, 2001; PRICE 2002; RICKLEFS, 2003). Plantas terrestres,
principalmente as lenhosas, alojam boa parte da sua producdo em estruturas de dificil
ingestdo e metabolismo pelos consumidores primarios (CRAWLEY, 1983). Embora 0s
herbivoros apresentem adaptacdes especializadas em extrair esta energia, a eficiéncia de
assimilacdo € baixa, havendo consideravel perda através de material fecal ou ndo
utilizado (BEGON, 1990).

As plantas possuem varias estratégias de defesa em resposta a acdo de
herbivoros, dentre as quais, defesas quimicas, no caso da presenca de alcaloides, taninos
e outras substancias; defesas fisicas, como presenca de espinhos, tricomas, acimulo de
silicio, dureza foliar; defesas fenoldgicas ou desenvolvimentais, como a floragcdo ou
crescimento vegetativo em periodo de baixa densidade nas populacBes de insetos
herbivoros (MARQUIS & BRAKER, 1994; ABDALA-ROBERTS & PARRA-TABLA, 2005). E
também defesas biodticas, como a associagdo com animais, principalmente formigas
(JANZEN, 1966; KEELER, 1989; KOPTUR, 1992; CUAUTLE & RICO-GRAY 2003; DEL-
CLARO, 2004). Essas defesas, geralmente aumentam o valor adaptativo das plantas
(EHRLICH & RAVEN, 1964, KoPTUR 1992), mas ha exce¢des (e.g. RASHBROOK et al.

1992). O néctar extrafloral € o tipo de alimento mais comumente oferecido as formigas
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por plantas, beneficiando varios taxons como Myrmicinae, Formicinae e Dolichoderinae
(OLIVEIRA & BRANDAO, 1991; DAVIDSON, et al., 2004). As formigas visitantes dos
NEFs geralmente sdo carnivoras e assim podem proteger as plantas de herbivoros,
predando ou inibindo a acdo desses insetos (BENTLEY, 1977; HORVITZ & SCHEMSKE,
1984; KOPTUR, 1984; DEL-CLARO et al., 1996; FUENTE & MARQUIS, 1999; OLIVEIRA &
DEL-CLARO, 2005). Assim sendo, o papel dos NEFs contra a herbivoria ainda é um
assunto que envolve grandes discussdes e que o0s resultados dessas relagdes parecem ser

sempre condicionais (Bronstein, 1998).

Ao que parece, relacbes mutualisticas, tais como aquelas entre formigas e
plantas possuidoras de NEFs, sdo exemplos de coevolucdo (BRONSTEIN 2009).
Coevolucdo entre espécies, ou grupos de espécies, pode gerar grande conservacionismo
filogeografico e filogenético nessas associacGes, onde populacGes irdo diferir nas
caracteristicas moldadas por uma interacdo e estas caracteristicas das espécies
interagentes irdo ser bem ajustadas em algumas comunidades e mal ajustadas em outras
(THOMPSON, 2005). Recentemente, Thompson publicou a Teoria dos Mosaicos
Geograficos da Coevolucdo (THOMPSON, 2005), onde apresenta sua hipotese, que se
baseia nas premissas: 1- As espécies sdo grupos de populacdes geneticamente
diferenciadas, e a maioria das espécies que interage ndo apresenta variacdes
geogréficas; 2- As espécies sao filogeneticamente conservativas em suas interacdes, e
este conservacionismo geralmente traz relagdes interespecificas por longos periodos de
tempo; 3- A maioria das populacdes locais especializa suas interacdes sobre outras
poucas espécies; 4- As consequéncias ecoldgicas destas interacdes interespecificas
diferem entre as comunidades; 5- As espécies geralmente se tornam adaptadas a
populacOes locais de outras espécies e continuam a evoluir rapidamente. Com base nas
premissas anteriores, THOMPSON (2005) apresenta trés previsdes gerais da Teoria dos
Mosaicos Geogréaficos da Coevolugdo, que: 1- ‘‘Populagdes irdo diferir nas
caracteristicas moldadas por uma interacdo; 2- As caracteristicas das espécies
interagentes irdo ser bem ajustadas em algumas comunidades e mal ajustadas em outras;
3- Havera poucas espécies coevoluindo, porque poucas caracteristicas irdo ser
globalmente favorecidas’’. Embora seja uma teoria de grande importancia para a
compreensdo das relagbes de coevolucdo em sistemas plantas-formigas e herbivoros,
essa teoria ainda ndo foi testada nesse sentido (DEL-CLARO & TOREZAN-SILINGARDI,
2009).
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OLIVEIRA & OLIVEIRA-FILHO (1991), mostraram que plantas que possuem NEFs
podem representar mais de 31% dos individuos e 25% das espécies da flora arbdrea dos
cerrados do Brasil). Embora o Cerrado seja um bioma bem definido, ocupando 25% do
territério brasileiro, relativamente poucos estudos tém examinado as relacdes entre
plantas e insetos nesse bioma. Aproximadamente, 30% de todos os estudos feitos neste
bioma tém interesse na exploracdo agricola do solo ou no extrativismo (OLIVEIRA &
MARQuIS, 2002). OLIVEIRA et al. (1987) foram os primeiros a estudar plantas com
NEFs no Cerrado. CosTA et al. (1992) e DEL-CLARO et al. (1996) demonstraram que
formigas diminuem significativamente a herbivoria foliar e de botdes florais. Revisdes
recentes (OLIVEIRA et al., 2002; OLIVEIRA & FREITAS, 2004; OLIVEIRA & DEL-CLARO,
2005) tém rediscutido esses estudos oferecendo novas informac6es, indicando que
plantas com NEFs no Cerrado podem servir como excelente material para os estudos
investigativos sobre o conservacionismo filogeografico e filogenético nas relacbes

mutualisticas, como proposto por THOMPSON (2005).

Ouratea spectabilis Engl. (Ochnaceae) é uma planta de porte arb6reo, comum
em vérias fisionomias de Cerrado, tendo sua floracdo entre agosto e novembro
(LorRenzi, 2002). Suas folhas ndo apresentam sincronia na brotacdo e sdo
frequentemente alvos de herbivoros. Pelo fato de possuir NEFs ativos nas estipulas dos
ramos jovens, atraem comumente formigas diurnas e noturnas. Por essas caracteristicas
O. spectabilis torna-se um objeto de investigacdo atraente para testar a Teoria dos
Mosaicos da Coevolucdo (TMC), pois apresenta ampla distribuicéo, ocorrendo do Mato
Grosso do Sul ao Planalto Central, tamanho acessivel (2 a 7 metros de altura) e recursos
(moradia e alimento) para formigas e herbivoros, inclusive ja demonstrados em outros
estudos (BYK, 2006). Com isso, 0 presente estudo se prop0e a avaliar as premissas da
TMC, tendo como modelo uma relagdo formiga-planta com NEFs, testando as seguintes
hipbteses: 1- ha condicionalidade, dependente de varia¢do sazonal (ao longo do tempo),
espacial (ao longo do gradiente ambiental) e de fatores bidticos (como espécies de
formigas e herbivoros), nas interagcbes observadas entre O. spectabilis-herbivoros-
formigas no Cerrado; 2- ha conservacionismo filogeografico no resultado das interagdes

O. spectabilis-herbivoros-formigas, conforme sugerido por THOMPSON (2005).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO
O presente estudo foi desenvolvido em trés areas simultaneamente (Figura 1),
entre outubro de 2006 a fevereiro de 2008. Nestas areas onde Ouratea spectabilis

(Ochnaceae) é uma planta freqliente, com altura variando entre 2-5 m.

Figura 1. Localizagao geogréafica dos pontos de coletas: Brasilia — Distrito Federal; Uberlandia — Minas
Gerais e Agua Clara- Mato Grosso do Sul.

A primeira &rea foi a reserva do Clube de Caca e Pesca Itoror6 de Uberlandia
(CCPIU), em Uberlandia — Minas Gerais (18°59°S, 48°18°0) (Figura 2 A e B). Essa
area é coberta por vegetacdo de cerrado sensu stricto (ARAUJO, 2002) e apresenta 863
metros de altitude. A segunda &rea foi delimitada entre os municipios de Agua Clara e
Ribas do Rio Pardo — Mato Grosso do Sul (15°33°S, 56°03°0) (Figura 2 C e D)
localizadas aproximadamente a 120 km de Campo Grande, a 303 metros de altitude. Ja
a terceira area foi na fazenda Agua Limpa (FAL) — DF (15°56' S e 47°46' W),
pertencente a Universidade de Brasilia (UNB) e nos fundos do Aeroporto de Brasilia
(15°56'-15°59'S e 47 °55-47 °58' W) (Figura 2 E e F). A regido tem altitude de 1100
m. As areas possuiam fisionomias de cerrado sensu stricto semelhantes (GOODLAND &
FERRI, 1979).
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2.2- Mensuracao da herbivoria foliar

Em cada area, no més de reproducdo de O. spectabilis (outubro), 30 individuos
com aproximadamente trés metros de altura, em inicio de floracdo, foram marcados.
Cada planta foi dividida em duas partes: a - ramos controle, onde o acesso de formigas
foi mantido naturalmente; b - ramos tratamento, onde o0 acesso de formigas foi impedido
por meio da aplicacdo de uma resina atoxica (Tanglefoot®) na base do galho. Antes
desta, o excesso de suber foi retirado, passado fita crepe e acima desta a resina
mencionada. Qualquer outro meio que pudesse servir de acesso as formigas nos ramos

tratamento foi removido.

A unidade amostral foi “ramos de uma mesma planta”. Nos ramos Tratamento e
Controle, nove folhas de cada ramo (trés mais distais, as trés medianas e trés mais
basais) tiveram a herbivoria avaliada, sem a sua remocao. Isso ocorreu no primeiro dia
do experimento e posteriormente a cada 30 dias. A andlise de herbivoria seguiu o
método de comparacgdo da &rea foliar perdida versus a area total. Houve uma defasagem
de cinco a oito dias na amostragem entre as areas, em virtude do tempo gasto para a

montagem e o deslocamento entre areas.
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Figura 2. A e B) Vista geral da area de estudo em Uberlandia - MG; C) individuo experimental
de Ouratea spectabilis, D) vista parcial da area de estudo em Agua Clara - MS; E e F) Vista da
area de estudo em Brasilia — DF.

2.3 - Herbivoria floral (ou Impacto Reprodutivo)

O periodo de floracdo ocorreu de agosto a dezembro nas trés areas, com o
‘boom’ de florada entre outubro e novembro. Cada planta marcada teve inflorescéncias
nos ramos tratamento e controle. No primeiro dia do experimento, foram contados e

marcados todos os botdes florais. Apds um periodo de aproximadamente 60 dias, era
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possivel contabilizar o nimero de frutos e em torno de 75 dias mais tarde, as sementes

formadas em cada grupo.

2.4 - Identificacao de formigas associadas

Em cada area, foram feitas visitas mensais diurnas e noturnas, a fim de se
coletar exemplares das espécies de formigas visitantes das plantas marcadas. As coletas
foram manuais e tinham duracdo de 25 minutos. O material testemunho sera depositado

em breve na colecdo do Museu de Biodiversidade do Cerrado.

2.5 - ldentificagdo de insetos herbivoros

Inicialmente, empregou-se a coleta manual ativa para a captura de insetos
herbivoros. No caso de predadores de botdes, foram utilizados sacos de organza para
impedir a sua evasao até completarem seu ciclo de desenvolvimento. Apds a coleta, 0s
animais foram criados em condicéo de laboratdrio (Figura 3) até completarem o ciclo, e,
posteriormente, colocados em alcool 70 GL ou congelados, para serem identificados
mais tarde. Esta coleta se deu em individuos ndo experimentais, a fim de néo interferir

na pressao dos herbivoros sobre as plantas.

Para lagartas em periodo de desenvolvimento, foi necesséria sua coleta em
campo e posterior criacdo em laboratdrio. Para tanto, foi desenvolvido a Camara de
criacdo (Figura 3). Esta cdmara é composta por trés partes de acrilico. No primeiro
compartimento € adicionado agua (20 ml). Sobre esta é adicionado o segundo
compartimento que se encaixa sobre o primeiro. No seu fundo, had oito buracos
pequenos (1,5 mm) para que o vapor d’agua suba para este, bem como um filete de
algoddo ligando um destes buracos até o primeiro compartimento. Dentro desse
compartimento sdo adicionadas folhas jovens e as lagartas. Apds, é adicionado um
terceiro compartimento, em forma de funil, o qual se encaixa sobre o segundo
compartimento. Dessa forma, as folhas demoram em média cinco dias a desidratar,— em
outros métodos estariam murchas no final do primeiro dia. Ndo ha contaminagéo por
fungos e os detritos acabam no fundo, facilitando a limpeza. Apos a eclosdo, os
individuos ndo tém onde se fixarem e obrigam-se a voar. Naturalmente procuram a area
mais alta do pote e acabam voando ao redor do funil, facilitando a observacdo do

pesquisador.
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Figura 3. Cémara para desenvolvimento de larvas de insetos herbivoros. A) Os trés
compartimentos apresentados separadamente e em seqiiéncia, onde no compartimento 1 é
colocado d4gua. No compatimento 2 é colocado as folhas juntamente com as larvas e vapor da
agua vindo do compartimento 1 umidece esta. O compartimento 3 evita a fuga de individuo
adulto e permite que o ar circule pelo orificio em forma de funil; B) A cAmara ja montada. As
setas ao centro indicam o direcionamento do véo de individuos recém eclodidos.
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2. RESULTADOS

O periodo de estudo foi marcado por chuvas em todos 0os meses para a area de
Agua Clara (Figura 1 B). Para Uberlandia e Brasilia, houve um periodo de seca na éarea
de estudo (Figura4 A e C).

A Temperatura foi diferente nas areas. Em Uberlandia e Brasilia, a oscilagéo foi
menor, apresentando uma média anual de 23,3 e 21, 7°C (Figura 4 A e C). Jaem Agua
Clara, a média anual foi de 29,6°C e a oscilacdo foi maior, onde em alguns meses do
inverno, a méxima ndo atingiu 18°C, inclusive com ocorréncia de geada no més de
junho de 2007 (Figura 4 B).
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Figura 4. Dados climatoldgicos (temperatura e pluviosidade) nas trés areas de coleta entre outubro de
2006 a fevereiro de 2008 (médias mensais). Barras indicam temperatura (° C) e colunas a pluviosidade
(mm). Fonte: Estagdo climatolégica da UFU para dados de Uberlandia — MG; Grupo Guerdau para dados
de Agua Clara— MS e INMET para dados de Brasilia — DF.
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Foram identificadas formigas pertencentes a cinco subfamilias e 11 géneros,
sendo que 33 espécies para a area de Minas Gerais, 30 para Mato Grosso do Sul e 34 no
Distrito Federal. Estas espécies forragearam em NEFs de O. spectabilis durante o
estudo (Tabela 1). O género Camponotus foi 0 mais comum em todas as areas, embora
Crematogaster tenha sido mais comum no MS do que nas outras regides e a
sobreposicao de espécies tenha sido maior entre MG e DF do que entre estas areas e
MS. Cinco espécies, além de forragearem nos NEFs, também nidificaram na propria
planta nas trés areas, sendo Cephalotes pusillus, Pachycondyla villosa, Pseudomyrmex
gracilis, Crematogaster victima e Crematogaster sp.1. Esta Gltima utilizou envoltérios
foliares das lagartas presentes na planta como local de nidificagcdo (Figura 5 A), sendo
que as operérias e soldados matavam as lagartas e ocupavam o abrigo (Figura 5 B), que
teve duracdo media de 14 meses. Estes envoltdrios ficavam nas extremidades dos

ramos, o que agilizava o acesso aos NEFs (Figura 5 C).

Figura 5. A) envoltdrios de Lepidoptera encontrados em Ouratea spectabilis; B) envoltério
ocupado por Crematogaster sp.; C) Crematogaster sp. alimentando-se de NEF em ramo
experimental na regido de Agua Clara - MS.

Nos plantas experimentais de Brasilia e Uberlandia foram encontrados ninhos
em galhos, troncos e principalmente no suber, onde a espessura € suficiente para abrigar
tais ninhos. J& na outra area, foram encontrados ninhos somente nos envoltérios e

tronco. A diferenca na espessura do suber entre areas é facilmente notavel (Figura 6).
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Figura 6. A) ninho de Cephalotes pusilus no stber de Ouratea spectabilis em Uberlandia - MG;
B) espessura do suber em plantas de Agua Clara - MS; C) espessura de stber em plantas
experimentais de Brasilia — DF.

Nas trés areas de estudo as formigas se alimentavam de NEF e exsudato de
hemipteros, presentes principalmente no periodo de reproducdo da planta que ocorreu
de agosto a fevereiro. Podem predar, também, outros artropodes presentes na planta,
além de associacdes com lagartas de Lycaenidae, principalmente para Uberlandia e

Brasilia.
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Tabela 1. Espécies de formigas encontradas em individuos experimentais de Ouratea spectabilis
(Ochnaceae) entre outubro de 2006 a fevereiro de 2008. Para areas: 1) Uberlandia — MG; 11)
Agua Clara — MS e I11) Brasilia - DF.

Subfamilia Espécie Area
Formicinae
Brachymyrmex
sp.1l I, 11elll
sp.2 I elll
Camponotus
atriceps Fabricius 1804 L lelll
aff. blandus Fr. Smith 1858 lelll
crassus Mayr 1887 I, 1elll
lespesii Forel 1886 lelll
leydigi Forel 1886 lelll
punctatus Forel I, 1elll
renggeri Emery 1894 I elll
rufipes Fabricius 1775 I, 1elll
sericeiventris Guerin 1838 lelll
sp.l lelll
sp.2 lelll
sp.3 I, 11elll
sp.4 I, 11 elll
sp.5 I, 11elll
sp.6 [, 1ell
Ponerinae
Ectatomma
opaciventre Roger 1861 I, 11elll
permagnum Forel I, 1elll
tuberculatum (Olivier) I, 1elll
Pachycondyla
foedita (Linnaeus) lelll
obscuricornis (Emery) lelll
striata Fr. Smith lelll
villosa (Fabricius) I, ITelll
Dolichoderinae
Azteca
sp. I, 11elll
Pseudomyrmecinae
Pseudomyrmex
gracilis (Fabricius) 1804 Llelll
Myrmicinae
Atta
sexdens (Forel) L elll
Cephalotes
atratus Linnaeus 1758 lelll
clypeatus (Fabricius) 1804 Llelll
pusillus (Klug) 1824 L elll

simillimus (Kempf) ILielll



sp.
Crematogaster
victima (Smith)
sp.1l
sp.2
Pheidole
sp.1
sp.2
Solenopsis
sp.1l
sp.2

I ielll
I
I

I
I elll

I
I, 1lelll

Foram observados herbivoros pertencentes a 15 familias para as trés areas

(Tabela 2). Essas diversas espécies de herbivoros foram encontradas nas plantas, sendo

rara a abundancia de uma espécie em particular, com excecdo para Agua Clara — MS,

onde prevaleceram Vatidae, Pieridae, Scolytidae e Curculionidae. Os principais

herbivoros foliares foram Coleoptera e Lepidoptera, enquanto que os florais foram

Thysanoptera e Coleoptera.
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Tabela 2. Morfoespécies de herbivoros encontrados em individuos experimentais de
Ouratea spectabilis (Ochnaceae) entre outubro de 2006 a fevereiro de 2008. Para areas:
1) Uberlandia — MG, Il ) Agua Clara — MS e I11) Brasilia - DF.

Estrutura )
Ordem Familia Espécie atracada Areas
Coleoptera Curculionidae  Anthonomus ourateae botdes e flores L lelll
Anthonomus sp.1 botdes e flores I ielll
Anthonomus sp.2 botdes e flores I 1elll
Anthonomus sp.3 botdes e flores I, el
Anthonomus sp.4 botdes e flores L lelll
Anthonomus sp.5 botGes e folhas 1
Scolytidae Zygopinae sp. botdes e folhas lelll
Diptera Cecidomyiidae Contarinia sp. botbes/brotos lelll
Dolichopodidae Dolichopodidae sp. brotos/ NEF 1
Stratiomydae ~ Chiromysa sp. brotos Il
Homoptera Membracidae ~ Membracidae sp.1 raquis das paniculas I, 1l e Il
Membracidae sp.2 raquis das paniculas  lelll
Membracidae sp.3 raquis das paniculas  lelll
Membracidae sp. 4 raquis das paniculas  lelll
Membracidae sp.5 raquis das paniculas  lelll
Lepidoptera  Lycaenidae Lycaenidae sp. folhas jovens Lilelll
Pieridae Pieridae sp. folhas e botdes 1
Hesperiidae Hesperiidae sp. 1 folhas jovens lelll
Hesperiidae sp. 2 folhas jovens lelll
Hesperiidae sp. 3 folhas jovens lelll
Hesperiidae sp. 4 folhas jovens 1
Hesperiidae sp. 5 folhas jovens I,
Mantodea Vatidae Vatidae sp. folhas I
Orthoptera Gryllidae Gryllidae sp. folhas L elll
Acrididae Acrididae sp. folhas I, 1elll
Phasmida Phasmatidae Phasmatidae sp. folhas I
Timemmatidae Timemmatidae sp. folhas I, 1elll
Thysanoptera Thripidae Frankliniela sp. flores I ielll
Thripidae sp.1 flores I
Thripidae sp.2 flores lelll

Os resultados dos experimentos avaliando a presenca ou auséncia da acdo da
interacdo formiga-planta, ao longo do tempo, sobre a herbivoria, mostraram que a
presenca de formigas visitantes dos NEFs de O. spectabilis reduziu significativamente a
herbivoria foliar nas trés éareas. A herbivoria nos ramos sem formigas foi
significativamente maior e oscilou ao longo do tempo, tanto na area de Uberlandia (F =
2780,312; gl =1; p < 0,0001; ANOVA para medidas repetidas), quanto na area Agua
Clara (F = 3803,915; gl = 1; p < 0,0001; ANOVA para medidas repetidas) e Brasilia (F
= 3594,859; gl = 1; p < 0,0001; ANOVA para medidas repetidas) . O padrédo de dano
foliar, em ambas as areas, na presenga ou auséncia de formigas foi similar (Figura 7).
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Figura 7. Comparacdo entre a porcentagem média de herbivoria em ramos de Ouratea spectabilis
(Ochnaceae) na presenca (linhas - - - - ) e na auséncia (linhas —) de formigas visitantes nas areas de
Uberlandia, Agua Clara e Brasilia entre outubro de 2006 a fevereiro de 2008. O simbolo “***” indica que
as médias diferiram significativamente entre os grupos (p < 0,001; ANOVA para medidas repetidas).

Nas trés areas experimentais, a visitacdo de formigas também foi relevante para
a aptidao da planta. Ramos com formigas formaram mais frutos por bot6es produzidos
(P=0,001) (Figura 8). Também foi evidenciada diferenca na quantidade de sementes
produzidas por frutos entre areas com a presenca de formiga (U= 56,000, P=0,0005 ) ou
auséncia de formigas (U=315,500, P= 0,001) (Figura 9). Na regido de Agua Clara foi
contabilizado um namero médio inferior de frutos e sementes.
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Figura 8. Comparacdo entre a taxa meédia de frutos formados por botdes produzidos de Ouratea
spectabilis (Ochnaceae) na presenca (barras cinza) e na auséncia (barras vazia) de formigas visitantes dos
nectarios extraflorais. Para areas: A) Uberlandia — MG; B) Agua Clara — MS e C) Brasilia - DF. (***)
indicam diferenca significativa entre os dados (Teste U de Mann-Whitney, p < 0,001).
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Figura 9 — Comparagdo entre 0o nimero médio de sementes produzidos de Ouratea spectabilis

(Ochnaceae) na presenca (barras cinza) e na auséncia (barras vazia) de formigas visitantes. Para areas: A)
Uberlandia — MG; B) Agua Clara — MS e C) Brasilia - DF (**) indicam diferenca significativa entre

grupos (Teste U de Mann-Whitney, p < 0,001).
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4. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo corroboram a maioria das observacdes de
outros autores, que listam as espécies de formigas associadas as plantas extra-
nectariferas do Cerrado (OLIVEIRA & BRANDAO 1991; OLIVEIRA & FREITAS 2004;
OLIVEIRA & DEL-CLARO, 2005; BYK, 2006), sendo o género Camponotus o mais
abundante e o mais bem distribuido também entre as formigas visitantes de O.
spectabilis, nas trés areas de estudo. Espécies de Camponotus podem ter sucesso na
utilizacdo de NEFs, principalmente devido a maior agressividade e caracteristico
comportamento exploratério do ambiente (DEL-CLARO & OLIVEIRA 2000). Por exibirem
comportamentos agressivos direcionado aos herbivoros, formigas podem afetar
positivamente o valor adaptativo das plantas por reduzirem os danos causados as partes
vegetativas (FEDERLE et al., 1998; KOPTUR, 1992 OLIVEIRA et al., 1987) e reprodutivas
(DEL-CLARO et al., 1996). Os resultados dos experimentos de campo mostraram que
isso é também verdadeiro para na associacdo entre formigas e O. spectabilis no cerrado,
havendo reducdo da herbivoria e maior producdo de frutos e sementes nos ramos
visitados por formigas. FREITAS & OLIVEIRA (1996) demonstraram que a simples
presenca de formigas na planta pode ter um impacto significativo reduzindo a presenga
de lepidopteros em Caryocar brasiliense (Caryocaraceae). No entanto, em outro estudo
(Capitulo I1), mostra que ha formigas que apresentam efeito nulo, ou seja, nem todas as
espécies prestam servicos de protecdo e cada espécie deve ter seu comportamento e suas
limitacdes bioldgicas levados em consideracdo (SENDOYA et al. 2009). A maioria das
espécies sdo colecdes de populacdes diferenciadas geneticamente e a maioria das
espécies envolvidas na interacdo ndo apresenta variacdes geograficas idénticas, como
proposto por THOMPSON (2005). As espécies que interagem sdo filogeneticamente
préximas, como vemos claramente na Tabela 1.

As areas de Uberlandia e Brasilia apresentam histérico de queimadas periddicas
(geralmente num intervalo de dois a cinco anos), bem como estas areas também
apresentam periodos de seca anuais, como pode ser visto na Figura 4. Isso talvez possa
explicar a maior espessura do suber nas plantas nessas areas. O suber parece ser um
importante local de nidificagdo para artropodes, principalmente formigas (Figura 6A).
Em um estudo Byk (2006) demonstra que o fogo parece ndo afetar as atividades
internas da coldnia, pois o suber ndo é queimado em sua totalidade. MoRrAls, (1980)

mostrou que diversas espécies de formigas nidificam em troncos ocos ou ramos mortos
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de plantas de cerrado. OLIVEIRA E LEITAO-FILHO (1987) sugerem que os orificios
deixados por larvas de besouros sdo ocupados por coldnias de formigas em arvores do
cerrado. No entanto, isso ndo foi encontrado para plantas de Agua Clara, onde os ninhos
estavam no solo ou em envoltodrios foliares construidos por lagartas de Lepidoptera na
prépria planta (Figura 5A). O tempo de duracdo destes, em média 14 meses, permite
que novos envoltdrios sejam construidos e assim a transferéncia de ninho seja realizada.
O comportamento destas formigas parece ser fundamental para estabelecer uma
interacdo, neste caso, a nidificacdo. Para as areas de Uberlandia e Brasilia, estas
nidificaram nos troncos e suber e as mesmas espécies em Agua Clara utilizaram os
envoltdrios, ou seja, 0 comportamento de nidificagdo mudou de uma regido para outra,
porém, nas trés areas os NEFs de O. spectabilis estavam ativos nas partes jovens da
planta. De uma forma ou de outra, parece que formigas tendem a se estabelecer 0 mais
préximo da fonte de alimento, o néctar extrafloral, o que reflete em diferencas regionais
no comportamento, porém ndo resultando em diferencas na interacdo estabelecida nas
diferentes areas. Este tipo de resultado ja foi mostrado por Thompson (1999; 2001),
onde parasitoides também diferiram em termos de comportamento em como eles
procuram por larvas do hospedeiro escondidas dentro dos tecidos reprodutivos e
vegetativos da planta, porém o resultado final da interacdo é o mesmo.

A variagdo climética é perceptivel se compararmos Uberlandia e Brasilia com
Agua Clara. Esta ultima area apresenta indices pluviométricos consideraveis durante
todo o ano. No verdo, as temperaturas sdo mais altas, e, no inverno, mais baixas que as
demais areas. Isso pode explicar a baixa quantidade de stber encontrado em individuos
experimentais de Agua Clara (ambiente mais (imido) e a grande quantidade de stber nas
demais, onde a quantidade de agua € limitada durante o inverno. Visivelmente, folhas
jovens foram mais frequentes nesta area. Talvez seja 0 motivo para que o ataque tenha
sido mais intenso quando comparado as areas de Uberlandia e Brasilia. Mesmo assim,
os beneficios da associacdo com formigas para O. spectabilis se mantém ao longo do
tempo nas trés areas, como mostram os resultados da ANOVA (Figura 7) e podem se
intensificar com o aumento da fauna de herbivoros, caracteristico do final da primavera
e inicio do verdo nos tropicos (MARQUIS & BRAKER, 1994). Associagdes entre plantas,
predadores e herbivoros podem, muitas vezes, apresentar resultados condicionais, ou
seja, dependentes de fatores bidticos e abidticos do ambiente (BARBOSA & BRONSTEIN,
2002; OLIVEIRA & DEL-CLARO, 2005; Bronstein, 2008). A interacdo parece ser
igualmente vantajosa e importante para formigas e plantas nas trés areas, dependendo da

presenca ou ndo de formigas. InteracGes entre formigas e plantas extra-nectariferas,
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geralmente, diferem fenotipicamente e ecologicamente como ja mostrados em estudo de

HARVEY (1996) e HEDDERSON e LONGTON (1996).

As folhas jovens, em geral sdo mais vulneraveis a acdo de herbivoros, pois
compostos secundarios se acumulam com o desenvolvimento das folhas (COLEY &
BARONE, 1996). Em diversas espécies vegetais do cerrado € comum que os NEFs
estejam especialmente ativos em folhas jovens (OLIVEIRA & PIg, 1998; DEL-CLARO,
2004). Assim sendo, durante a rebrota, as folhas novas de O. spectabilis sdo tdo
atrativas para os herbivoros, quanto o sdo para as formigas, por terem os NEFs ativos.
Na area de Agua Clara, foi perceptivel a presenca de alguns herbivoros mais constantes
e seu impacto sobre O. spectabilis mais intenso. Isto mostra as possibilidades para se
criar diferencas entre populacdes na média e a distribuicdo de efeitos sdo quase infinitas,
levando quase inevitavelmente a estrutura de mosaico geografico em qualquer interacéo
interespecifica que persista por longos periodos de tempo, como proposto por
THOMPSON, (2005). O mesmo autor sugere que algumas populagdes que sofrem ataques
mais especificos podem mostrar niveis muito baixos de defesa. Estes niveis podem
indicar que a espécie € uma presa completamente nova, ou que a espécie € uma presa
previamente usada que perdeu suas defesas durante o periodo de tempo que o predador,
neste caso, certos herbivoros, focam seu ataque sobre outras espécies por determinados
periodos (THOMPSON, 2005). Com relacdo aos demais grupos de herbivoros,
percebemos que se tratam de muitas espécies em comum nas trés areas ou de grupos
taxondmicos préximos, corroborando em parte as expectativas de THOMPSON, (2005).
Isto demonstra que o processo evolutivo de uma espécie ou taxon superior tem
influéncia direta e causal sobre a ecologia e comportamento daquele taxon, tanto na

distribuicdo, abundancia e dindmica populacional (PRICE, 2003).

Na interacdo estudada, podemos perceber que populacdes de herbivoros tém
preferéncias, como folhas, botdes e brotos. Talvez Ouratea spectabilis seja
geneticamente desprotegida em relagdo a outras plantas em potencial, conforme
proposto por THOMPSON (2005). SIMMs E RAUSHER (1993) sugerem que a selecdo
natural pode agir de forma a otimizar o fitness entre intervalos em interagdes. 1sso
talvez explique a diferente propor¢do na producdo de frutos e sementes comparadas
entre um ano e outro. THOMPSON & GOMULKIEWICZ (2000) discutem que dinamicas
coevolucionarias podem ser direcionadas em parte pela escala espacial de sincronia em
flutuacGes entre comunidades que se avizinham e podem estar em sincronia mais

préxima do que em populacdes que estdo distantes. E o0 que vemos nos resultados de
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Uberlandia e Brasilia, quando comparados & area de Agua Clara. Percebemos também
que ha preferéncia entre os herbivoros em escalas geograficas e que estas populacdes de
plantas possuem altos niveis de defesa, através da associacdo com diversas espécies de
formigas, fornecendo evidéncia de associacdo ha muito tempo. Essa colocacdo foi
proposta na Teoria dos Mosaicos Geograficos da Coevolucdo e agora pudemos
constata-la em campo. As vezes uma subdivisdo substancial pode ocorrer em escalas de
poucos quildmetros, enquanto que em outras espécies o fluxo genético substancial
ocorre ao longo de grandes escalas, criando parte da matéria prima para 0 mosaico
geografico de coevolugdo. Estamos apenas comegando a entender como a subdivisao de
populacbes afeta a dindmica coevolucionaria dentro das regides na Terra, sendo o
presente estudo um primeiro passo no ambiente tropical (THOMPSON, 2005).

THOMPSON (2005) discute a manutencdo dos resultados de interagOes
coevolutivas entre animais e plantas, mostrando que, muitas vezes, as mesmas espécies
ou espécies semelhantes se associam em distintas areas, com resultados semelhantes.
Foi 0 que encontramos na interacdo O. spectabilis-formigas-herbivoros. Isso demonstra
que essas relacGes parecem ter um passado evolutivo comum, as vezes explicado pela
origem de distribuicdo geogréafica comum, as vezes por limitagdes fisicas ou fisiologicas
que se refletem através dos seus fenétipos e as aproximam nas relacdes filogenéticas
(THOMPSON, 2005). Dessa forma, podemos perceber que muitas espécies representam
colecBes de diferentes populacdes genéticas que tornam cada populacdo um pequeno
experimento evolutivo e cada interacdo local interespecifica um experimento
coevolutivo em potencial (THOMPSON, 2005). E o que vemos claramente na interago
O.spectabilis-formigas-herbivoros, corroborando a Teoria dos Mosaicos Geograficos de
Coevolucdo, como proposto por Thompson (2005). Os resultados tiveram 0 mesmo
significado tanto para plantas (protecdo a folhas, frutos e sementes) quanto para
formigas (baseado no capitulo 1), independente da variacdo geografica. Embora haja
mudancas nas caracteristicas geograficas, ambientais, em algumas espécies visitantes
(formigas e herbivoros), incluindo o comportamento, os resultados sdo 0s mesmos para
as interacOes de diferentes tipos de formigas e herbivoros, sobre uma mesma planta, nas
trés areas estudadas. Isso sugere que se um tipo de interacdo é resultado de coevolucéo,
0 conjunto de elementos interagentes estdo sujeitos as pressoes seletivas semelhantes
que conduzirdo a interagdo para um mesmo resultado, neste caso uma relagédo

mutualistica, que permanece por longos periodos de tempo.
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Consideragoes Gerais

Dados como os aqui apresentados (capitulo 1) e discutidos, fornecem a primeira
evidéncia de que néctar extrafloral pode ter um impacto significante sobre a
sobrevivéncia, crescimento, desenvolvimento e reproducéo de uma espécie de formiga.
Durante muitos anos houve uma grande especulacdo sobre o real ganho de formigas
visitantes de NEFs o qual conseguimos demonstrar através da manipulacdo
experimental. Através deste estudo, ficou evidente que os beneficios sdo reciprocos,
onde formigas ganham através do alimento obtido e plantas podem ganhar com esta
visitacdo. A formiga Cephalotes pusillus é o primeiro caso no qual temos uma real
evidéncia de que o néctar extrafloral melhora o crescimento e desenvolvimento da
coldnia. Podemos provar dessa forma que de fato € uma interacdo onde formigas

conseguem beneficios alimentando-se de néctar extrafloral.

Mostramos em um estudo claro que ndo séo todas as formigas que visitam NEFs
prestam algum tipo de protecdo a planta. Através do capitulo Il, conseguimos provar
que ha formigas que parasitam o sistema formigas-planta-herbivoro. Cephalotes
pusillus sdo limitadas morfologicamente para agir como predadores efetivos. Nao
apresentam uma boca adaptada eficientemente para o agarramento, mordida ou corte de
presas animais, além de apresentarem comportamento de fuga quando algum herbivoro
estiver proximo. Consomem o néctar extrafloral e polen, nidificam na planta e nédo
conferem cuidado as folhas e partes reprodutivas como comumente relatado em plantas

com NEFs e formigas visitantes.

No ultimo capitulo foram demonstradas experimentalmente as interacGes entre
Ouratea spectabilis—formigas-herbivoros em trés areas simultaneamente, onde
constatamos que o resultado é o mesmo para a protecao de folhas e parte reprodutivas
por formigas. Foram encontradas diferencas comportamentais nas espécies,
principalmente em formigas, porém, o resultado ecologico € o mesmo. Ao longo dos
gradientes ambientais, as interacGes se mantém ao longo do tempo. Muitas das espécies
de formigas e herbivoros sdo as mesmas e quando espécies diferentes, estas sdo
préximas filogeneticamente. Constatamos que as espécies de formigas estabelecem a

visitagdo com 0s mesmos organismos, independendo da regido geogréafica. Isso mostra
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um elo muito forte nesta interacdo, corroborando com a Teoria dos Mosaicos

Geograficos da Coevolucdo, proposto por Thompson (2005).

Foram perceptiveis os efeitos varidveis entre habitats em interacGes pareadas
entre espécies, incluindo trapacas na rede por parte de uma espécie (Cephalotes
pusilus), corroborando com a teoria proposta por Thompson (2005). Isso demonstra a
necessidade de estudos basicos e continuos a serem desenvolvidas no Cerrado para
compreendermos o funcionamento das interagcdes e conseqliente inserirmos planos de

conservacao da biodiversidade.
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