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RESUMO

ROCHA, Marcos Leandro da Cruz. Formigas associadas a Turnera subulata
(Turneraceae): atracdo pelo elaiossomo e papel na germinacdo das sementes. Sao
Cristovao: UFS, 2017. 39p. (Monografia — Bacharelado em Ecologia).

RESUMO. Simbioses entre plantas e formigas incluem casos em que a planta fornece abrigo e/ou
alimento para as formigas que, em troca, atuam na defesa ou dispersdo de sementes da planta
hospedeira. Embora tradicionalmente consideradas mutualisticas, tais interacbes podem apresentar
diferentes resultados de acordo com o contexto ecoldgico no qual estdo inseridas. Aqui, investigamos
a atratividade e consumo do elaiossomo pelas cinco espécies de formigas mais frequentemente
associadas a T. subulata, bem como a contribuicdo destas espécies para a germinacao de sementes e 0
crescimento das plantulas. Bioensaios comportamentais foram conduzidos a fim de avaliar se as
espécies de formigas mais atraidas pelo odor do elaiossomo, sdo aquelas que mais consomem tal
estrutura e contribuem para a germinacgdo e crescimento das plantulas. Nossos resultados mostraram
que houve variacdo na atragdo das formigas pelo odor e na taxa de consumo do elaiossomo. Porém,
nenhuma das formigas contribuiu significativamente para 0 aumento da germinacdo das sementes e
crescimento das plantulas. Nossos resultados sugerem que o consumo dos elaiossomos pelas formigas
ndo é fator determinante para o sucesso de germinacgdo das sementes de T. subulata. No entanto, tais
espécies poderiam contribuir para a germinagdo das sementes de forma indireta, seja carregando as
sementes para locais mais propicios a germinacao ou reduzindo os riscos bidticos e abidticos. Estudos
posteriores devem analisar o papel das formigas na dispersdo das sementes de T. subulata. Nossos

resultados ajudam a elucidar os resultados das interagdes ecoldgicas envolvendo formigas-planta.

Palavras-chave: interacdo planta-formiga, mirmecocoria, sementes, simbiose.



REFERENCIAL TEORICO

Aliancas bioldgicas como sistemas dinamicos: interacdes formigas-planta.

As interacdes ecoldgicas influenciam a dindmica populacional, a estrutura das
comunidades e o funcionamento dos sistemas ecologicos (Ricklefs 2010). Tais interacdes nem
sempre sdo fixas no tempo e no espago (Pires & Del-Claro 2014), o que promove maior
complexidade e consequentemente variacbes no balanco entre custos/beneficios para as
espécies envolvidas (Stadler & Dixon 2005). Alguns estudos demonstraram que até mesmo as
interacdes tradicionalmente consideradas positivas ou antagénicas podem sofrer alteracdes em
seus resultados dependendo do contexto ecolégico no qual estdo inseridas (Redman et al.

2001, Blaser & Atherton 2004, Kersch & Fonseca 2005).

Em algumas interac@es, as plantas oferecem recursos como abrigo (ex. domacias) e/ou
alimento (ex.: nectarios extraflorais, elaiossomos) para as formigas. Nectarios extraflorais sdo
glandulas produtoras de néctar que ndo estdo relacionadas diretamente com a polinizagdo
(Gonzélez-Teuber & Heil 2009). O néctar extrafloral é a recompensa nutricional mais comum
que as plantas oferecem as formigas (Koptur 1992). Ja o elaiossomo, consiste em um
apéndice rico em lipidios, proteinas e acUcares que tem sido considerado como uma estrutura
de especializagdo da planta para a atracdo de formigas (Van Derl Pijl 1982), que o utilizam
como recurso alimentar. Em troca dos beneficios oferecidos pela planta, as formigas podem
realizar protecdo contra os herbivoros (Rico-Gray & Oliveira 2007) e/ou atuarem na dispersdo

das sementes da planta hospedeira (Dominguez- Haydar & Armbrecht 2011).

No entanto, os resultados dessas interacfes podem ser variaveis dependendo do
contexto ambiental como, por exemplo, a abundancia de herbivoros e formigas associados a
planta hospedeira (Rudgers & Strauss 2004), a composicdo de espécies de formigas

associadas (Miller 2007, Cruz & Araujo 2016) e a baixa atividade defensiva das formigas ou
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baixa recompensa ofertada pelas plantas (Nogueira et al. 2012). Normalmente, observa-se
menor frequéncia de resultados positivos para ambas as espécies envolvidas quando o
mutualismo é facultativo. Nas relagGes formigas-plantas, mutualismos facultativos sdo mais
comuns quando as formigas séo atraidas pelos nectarios extraflorais ou elaiossomo, mas ndo
nidificam na planta (Heil 2008). Nestas interacdes facultativas, notam-se varias espécies de
formigas ocorrendo em uma mesma espécie de planta hospedeira, com baixa fidelidade das
formigas associadas. Nesses casos, as formigas podem executar diferentes comportamentos
que podem variar desde beneficios [ex.: dispersdo de sementes (Cuautle et al. 2005), defesa
contra herbivoros (Cruz & Araujo 2016, Del-Claro et al. 1996) até antagonismo [ex.: reducdo
do nimero de visitantes florais pelas formigas (Cuautle & Rico-Gray 2003, Koptur 2005)] ou
oportunismo [ex.: consumo do elaiossomo sem dispersdo de sementes (Leal 2003)] para a
planta. J& nos casos de mutualismo obrigatério, frequentemente h& apenas uma espécie de

formiga associada a planta (Sanchez 2015).

Dispersao e germinacao de sementes: importancia do elaiossomo

Diversos agentes podem atuar na dispersdo dos diasporos de plantas (ex.: sementes)
determinando a riqueza e a distribuicdo espacial de suas populagdes (Van Der Pijl 1982).
Dentre 0s agentes dispersores de sementes [ex. vento (dispersdo anemocorica), agua
(hidrocérica) ou animais (zoocdrica) (Wilson & Travesset 2000)], os animais séo o principal
fator, predominando em cerca de 50 a 90% das areas tropicais (Howe & Smallwood 1982). Os
principais dispersores incluem aves (ornitocoria), mamiferos (mamaliocoria) (Tiffney 2004) e

formigas (mirmecocoria) (Leal 2003).

Ao realizarem a dispersdao de sementes de plantas, as formigas sdo recompensadas

pelo apéndice nutritivo que envolve a semente (elaiossomo). De fato, Leal (2003) relatou
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preferéncia das formigas por sementes recobertas por elaiossomo comparado aquelas nédo
recobertas. As formigas forrageiras utilizam o elaisossomo como suporte para transportar a

semente até o ninho, para alimentacéo das larvas (Beattie & Hughes 2002).

Alguns estudos demonstraram que o consumo do elaiossomo pelas formigas pode
acarretar em um maior sucesso de germinacdo (Pizo & Oliveira 2000, Leal 2003, Passos &
Oliveira 2003, Costa & Leal 2007). Leal (2003) sugere que isso acontece porgue 0S
elaiossomos sdo ricos em lipideos e sofrem ataque de fungos patogénicos que reduzem a
viabilidade das sementes; além disso, a remocdo do elaiossomo exple a micropila das

sementes, permitindo a absorcao de 4gua necessaria a germinacao.

Embora formigas possam realizar a dispersdo de sementes sem elaiossomos (Leal &
Oliveira 2000, Passos & Oliveira 2003), a mirmecocorica verdadeira é considerada aquela em
que as formigas dispersam sementes com elaiossomos (Beattie 1985). Os principais
beneficios da mimercocoria incluem: i) transporte das sementes em pontos distantes da
planta-mé&e, resultando em menor competicdo e na redugéo da predacdo de sementes (Beattie
1985); e ii) transporte das sementes até os ninhos das formigas, onde as condi¢bes de

germinacdo sdo melhores devido ao alto teor de nutrientes (Henao-Gallego et al. 2012).

Interagdes formigas x Turnera

O género Turnera L. (Turneraceae) possui espécies arbustivas que ocorrem em grande
parte da América Latina (Piacente et al., 2002). Turnera subulata é uma planta ruderal,
amplamente distribuida e abundante em diferentes biomas brasileiros (Arbo 2005), ocorrendo
em ambientes naturais e, principalmente, em areas antropizadas. Nesta espécie, 0 peciolo de
cada folha apresenta um par de nectarios extraflorais, onde normalmente encontram-se

formigas associadas (Arbo 2013). Em T. ulmifolia, por exemplo, foram encontradas 26
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espécies de formigas associadas (Cuautle et al. 2005) e estudos mostram que suas relaces
com a planta hospedeira nem sempre sdo benéficas para ambas as partes (Cuautle & Rico-

Gray 2003; Cuautle et al. 2005; Salazar-Rojas et al. 2012).

Estudos recentes realizados no nordeste do Brasil (Sdo Cristdvao, Sergipe)
investigaram o papel das formigas associadas em relacdo aos custos e beneficios para a planta
hospedeira T. subulata. Foram encontradas 21 espécies de formigas associadas a T. subulata
sendo as mais frequentes: Braxymyrmex sp. 1, Camponotus blandus, Crematogaster
obscurata, Dorymyrmex sp. 1 e Solenopisis invicta. Além de sua alta frequéncia, S. invicta
também foi a espécie que mais defendeu a planta. Foi visto que a associacdao com formigas
pode trazer beneficios para T. subulata. A maioria das formigas associadas mostram-se
potenciais predadoras e realizaram patrulhamento e defesa da planta hospedeira. Além disso,
plantas de T. subulata, na presenca de formigas, investiram mais em reproducdo (ex. maior

namero de flores e frutos) (Cruz & Araujo 2016) do que aquelas sem formigas associadas.

Neste estudo, tivemos como objetivo geral avaliar o papel desta espécies de formigas
mais frequentemente associadas a T. subulata em relacdo as suas contribuicdes para
germinacdo de sementes da planta hospedeira. Para isso, nossos objetivos especificos foram:
(i) avaliar o quanto tais espécies sdo atraidas pelo extrato do odor do elaiossomo; (ii)
mensurar a taxa de consumo do elaiossomo das sementes de T. subulata pelas formigas; e (iii)
avaliar o papel do consumo do elaiossomo pelas formigas na taxa de germinagdo das

sementes e no crescimento das plantulas.
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1. INTRODUCAO

As interacOes entre espécies podem interferir nos padrdes e processos ecoldgicos
(Behn & Amundsen 2004), desempenhando importante papel na dinamica e
estruturacdo das comunidades. Uma vez que as interacGes ecoldgicas sdo complexas e
dindmicas, seus resultados podem ser variaveis no tempo e espacgo (Pires & Del-Claro
2014) de acordo com o balanco entre custos e beneficios para as partes envolvidas.
Simbioses entre plantas e formigas, tradicionalmente consideradas mutualisticas, estdo
entre as interacOes ecoldgicas mais amplamente estudadas (Rico-Gray & Oliveira
2007). Tais interacOes incluem os casos em que a planta fornece abrigo (p. ex:
doméceas) e/ou alimento (nectarios extraflorais ou elaiossomos) para as formigas que,
em troca, atuam na defesa (Janzen 1966) ou na disperséo de sementes (mimercocoria)

da planta hospedeira (Inouye & Taylor 1979).

Formigas sdo consideradas o maior grupo de invertebrados dispersores de
sementes (Folgarait 1998, Beattie & Hughes 2002). Algumas plantas possuem suas
sementes recobertas por elaiossomo — apéndice rico em proteinas e lipideos — que
normalmente sdo atrativos para algumas espécies de formigas por representarem um
importante complemento nutricional de suas dietas (Gammans et al. 2005, Fischer et al.
2008, 2005). Estudos demonstram que os elaiossomos sdo normalmente transportados
até o ninho das formigas por serem preferidos principalmente para alimentacdo das
larvas (Fischer et al. 2005). Este comportamento pode contribuir tanto para o aumento
da produtividade das coldnias de formigas quanto para o sucesso de germinacdo das
sementes no solo dos ninhos, os quais sao ricos em nutrientes. Além disso, o0 sucesso de
germinacdo devido a dispersdo de sementes por formigas pode ser decorrente de outros
beneficios, como por exemplo: colonizacdo de novos habitats (Whitney 2002),

diminuicdo da competicdo intraespecifica entre plantulas (Bronstein et al. 2006, Gibson



1993) e da predacdo de sementes por animais (O’Dowd & Hay 1980, Tanaka et al.
2015); além de protecdo contra stress abidtico (ex. fogo) (Christian & Stanton 2004). O
papel positivo das formigas no sucesso de germinagdo de sementes tem sido observado
principalmente em solos pobres em nutrientes (Leal et al. 2007). Em uma escala maior,
a dispersdo de sementes por formigas pode influenciar inclusive os padrdes de

distribuicdo espacial das populacdes de plantas (Gomez et al. 2005).

Assim como as demais interagdes planta-formiga, a mirmecocoria também tem
sido reportada como fortemente dependente de contexto (Giladi 2006, Pfeiffer et al.
2010, Chlumsky et al. 2012). Em alguns casos, espécies de formigas associadas a
determinadas plantas hospedeiras podem se comportar como “trapaceiras” (cheat)
removendo o elaiossomo da semente sem realizar a dispersdo (Boulay et al. 2007).
Similarmente, algumas plantas podem liberar substéncias indutoras de comportamento
de dispersdo, sem recompensar nutricionalmente as formigas (Turner & Frederickson
2013). Variacdes nos resultados dessas interacfes sdo mais comuns em associaces
facultativas do que nas obrigatorias. Isto pode ser explicado pelas diferencas de custos e
beneficios inerentes a associacdo entre espécies e pela possivel existéncia de uma série
de condi¢bes em que os parceiros sdo desnecessarios ou absolutamente prejudiciais

(Bronstein 1994, Pereira & Trigo 2013).

Plantas do género Turnera L. (Turneraceae) sdo reconhecidas por apresentarem
interacdes com formigas. Estas plantas possuem porte arbustivo e estdo distribuidas do
sul dos Estados Unidos até a Argentina (Prata et al. 2013). A espécie T. subulata ocorre
em todo o nordeste brasileiro (Arbo 2005), tanto em ambientes naturais como em areas
antropizadas. Estas plantas, apresentam na base de suas folhas um par de nectério
extrafloral e possuem sementes cobertas por elaiossomo (Arbo 2013). Recentemente, 21

espécies de formigas foram observadas em associa¢Oes facultativas com T. subulata



(Cruz & Araujo 2016). A presenca destas formigas associadas contribuiu para o
aumento na reproducéo e diminuicdo da herbivoria na planta hospedeira (Cruz & Aradjo
2016). No entanto, a atratividade e o consumo do elaiossomo pelas formigas associadas,
bem como a contribuicdo relativa destas para a germinacdo das sementes de T. subulata

ainda nao foi estudado.

No presente estudo, investigamos a atragdo e consumo do elaiossomo pelas cinco
espécies de formigas mais frequentemente associadas a T. subulata, bem como a
contribuicdo destas espécies para a germinacdo de sementes e o crescimento das
plantulas da planta hospedeira. Especificamente, testamos as hipdteses de que (i) as
espécies de formigas associadas apresentam diferentes respostas em relacdo a
atratividade do extrato do elaiossomo; (ii) as espécies de formigas mais atraidas pelo
extrato do elaiossomo atuam de maneira mais efetiva em sua remogéo e que (iii) as
formigas que mais removem o elaiossomo s&o as que mais contribuem para 0 SUCesSo
de germinacdo das sementes e para o crescimento das plantulas de T. subulata. Os
resultados desse trabalho visam a compreensdo da dindmica de custos-beneficios que
determinam os resultados das interacdes ecoldgicas, assim como para o entendimento da

estruturacdo de comunidades.



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Formigas associadas a T. subulata

As cinco espécies de formigas mais frequentemente associadas a T. subulata -
Brachymyrmex spl., Camponotus blandus, Crematogaster obscurata, Dorymyrmex spl.
e Solenopsis invicta (Cruz & Araujo 2016) - foram coletadas diretamente nos ninhos do
campus da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Os individuos amostrados foram
mantidos em B.O.D. sob temperatura controlada (25°C), sem oferta de alimento, por 24
horas antes da realizacdo dos testes. Para cada espécie estudada, foram feitas coletas em
trés ninhos distintos. As formigas foram identificadas por comparacdo com material da

Colecdo Entomoldgica do Laboratério Interacdes Ecoldgicas da UFS.

2.2. Extracao do odor do elaiossomo de T. subulata

Sementes maduras de T. subulata foram obtidas em julho de 2015 de cinco
plantas do campus da Universidade Federal de Sergipe (UFS) (10°55'35"S, 37°6'14"0),
Sdo Cristdvao, Sergipe. Os elaiossomos foram removidos das sementes com auxilio de

uma pinga entomoldgica esterilizada e pesados em balanca de precisao.

Extratos do elaiossomo destas sementes foram obtidos a partir da imersédo dos
elaiossomos em 100 pl de n-hexano (99% P.A.JACS; Neon Comercial Ltda.®, Sdo
Paulo-SP) por 24 horas a aproximadamente 4 °C. Ap0s a extracdo, os elaiossomos
foram retirados e foram adicionados mais 100 pl de n-hexano. Para o célculo da
concentragdo, o peso do elaiossomo foi dividido pelo volume final de hexano apos a
extracdo. Os extratos finais foram acondicionados em freezer a -18 °C para utilizagéo

nos bioensaios comportamentais.
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2.3. Atratividade do elaiossomo das sementes de T. subulata para as formigas

associadas

Pré-testes foram realizados a fim de se obter um limiar de resposta das formigas
as concentragdes do extrato do elaiossomo. Em seguida, o bioensaio principal de
atratividade foi realizado utilizando, para cada espécie de formiga, a concentracdo do

extrato do elaiossomo que desencadeou o comportamento de atracdo (ver abaixo).

Ambos experimentos (pré-teste e bioensaio principal) foram realizados em placas
de Petri forradas com papel filtro. Os diametros das placas variaram proporcionalmente
ao tamanho dos individuos das espécies de formigas testadas (Brachymyrmex sp.: 5,5
cm @; Cr. obscurata, Dorymyrmex sp. e Solenopsis invicta: 9 cm @; e Ca. blandus: 15
cm ). No centro de cada placa foi inserida uma camera menor de plastico
(Brachymyrmex sp.: 3,0 cm @; Cr. obscurata, Dorymyrmex sp. e Solenopsis invicta: 4,0
cm @; e Ca. blandus: 5,2 cm @) onde um individuo de formiga foi acondicionado. Em
todos os casos foram registrados a concentracdo escolhida e o tempo gasto para a
formiga fazer a escolha, considerando-se o tempo maximo de espera de 300 segundos.
Apds este periodo, se o individuo ndo apresentou uma escolha, foi considerado como
“sem resposta”. Para cada réplica foram utilizados uma nova placa de Petri € um novo
individuo. Todos os bioensaios foram realizados entre maio e julho de 2016, das 14 as
17:00, em condicdes de laboratdrio sob temperatura (25 °C) e luz controladas. Para cada
espécie testada foram realizadas dez repeti¢bes por ninho (N=3), totalizando 30 réplicas

por espécie de formigas/bioensaio.

No pré-teste de concentracdo, dentro de cada placa de Petri foram delimitados
quatro circulos (um por ponto cardeal) (Fig. 1A), no qual foi aplicado, com auxilio de

uma seringa Hamilton®, 5 pL das diferentes concentragdes testadas (0,007; 0,01; 0,02 e
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0,05 mg/ul). A cémera central na qual a formiga foi acondicionada tinha quatro

aberturas (uma por ponto cardeal) (Fig. 1A).

O bioensaio principal consistiu em um teste de escolha entre o controle (hexano) e
a concentracdo do extrato do elaiossomo que cada espécie de formiga respondeu no pré-
teste. A camera central na qual a formiga foi acondicionada tinha duas aberturas (ver
Fig. 1B). Os tratamentos foram aplicados, com auxilio de uma seringa Hamilton®, em
dois pedacos de papel filtro de aproximadamente 0,5 cm, dispostos em lados opostos da
placa (Fig. 1B). As concentracfes do extrato do elaiossomo aplicadas para cada espécie
de formiga foram: 0,007 mg/pl para Brachymyrmex sp. e 0,01 mg/pl para Cr,
obscurata, Dorymyrmex sp. e S. invicta (ver Resultados). A espécie Ca. blandus néo
respondeu a nenhuma das concentragOes testadas, e desta forma ndo foram testadas

neste bioensaio (ver mais detalhes em Resultados).

Fig. 1. Esquema dos bioensaios para avaliar a resposta e escolha das formigas ao extrato
do elaiossomo. (A) Pré-teste para determinar o limiar de resposta das formigas as
diferentes concentraces de extrato do elaiossomo de sementes de T. subulata. Na
camara central onde as formigas foram inseridas foram feitas quatro aberturas em
direcdo as fontes de odor testadas. (B) Teste de escolha das formigas entre a
concentracdo do extrato do elaiossomo determinada no pré-teste x odor do hexano
(controle). A camara central onde a formiga foi inserida possuia duas aberturas opostas
em direcdo as fontes de odor. O didmetro da placa de Petri variou de acordo com a
formiga testada (ver Material & Métodos para detalhes).
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2.4. Efeito das formigas associadas na remoc¢éo do elaiossomo de sementes de T.

subulata

O experimento foi conduzido utilizando as quatro espécies de formigas que
responderam ao odor do elaiossomo. Cada repeticdo consistiu em uma placa de Petri
(5,5 cm @) contendo duas sementes maduras e frescas de T. subulata (previamente
pesadas em balanca de precisdo), juntamente com dez individuos de formiga. Um
pedaco de algoddo umedecido com 2 pL de &gua testada foi mantido em cada placa.
Foram realizadas 50 repeticdes para cada espécie de formiga, totalizando 200 sementes.
As placas de Petri foram mantidas em B.O.D. com temperatura controlada (25 °C) por
24 horas. Posteriormente, as sementes de cada placa foram novamente pesadas. A
diferenga entre o peso (mg) inicial e final das sementes foi utilizada como a medida do

consumo do elaiossomo pelas formigas.

2.5. Efeito das formigas associadas na germinacéo de sementes de T. subulata

Para a conducdo do experimento, sementes de T. subulata foram submetidas a oito
tratamentos distintos: semente intacta (IN), elaiossomo removido por formigas (EF —
sendo um tratamento distinto para cada uma das quatro espécies de formigas
(Brachymyrmex sp., Cr. obscurata, Dorymyrmex sp. e S. invicta), elaiossomo removido
manualmente (EM), escarificagdo com agua quente (SA) e escarificacdo manual (SM).

Para o estabelecimento do tratamento EF (elaiossomo removido por formiga),
duas sementes foram colocadas em cada placa de Petri (60 x 15mm), contendo um
pedaco de algoddao umedecido, onde foram inseridos dez individuos de uma mesma
especie de formiga. As placas, contendo as sementes e as formigas, foram cobertas com

papel filme e mantidas em B.O.D., a temperatura de 27°C e fotoperiodo de 12h, durante
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24h. No caso do tratamento EM (elaiossomo removido manualmente), o processo foi
realizado utilizando estereomicroscépio, onde cada elaiossomo foi retirado com o
auxilio de pingas, evitando qualquer tipo de danos as sementes. Para a escarificacdo
com &gua (SA), as sementes foram colocadas em potes de vidro de 5mL preenchidos
com agua a temperatura de 80°C, previamente aquecidos em micro-ondas durante 10
segundos. As sementes foram retiradas da &gua depois de 1h, apds resfriamento das
mesmas. Para o tratamento escarificagdo manual (SM), os elaiossomos foram
removidos e foram feitos trés cortes paralelos (nos extremos e no meio da semente) nas
sementes utilizando estilete, com o auxilio de um esteriomicroscopio.

Em todos os tratamentos foram utilizadas sementes maduras, provenientes de 50
individuos de T. subulata. Para cada tratamento foram utilizadas cinco plantas distintas,
sendo dez repeticOes/planta, totalizando 50 repeti¢Oes/tratamento. Cada repetigcdo
consistiu em duas sementes, totalizando 800 sementes. Sementes foram depositadas em
sementeira de isopor separadas por células (2 sementes/célula = uma réplica). O

substrato utilizado consistiu em uma mistura de hiumus de minhoca e areia (50:50).

O delineamento foi feito em blocos inteiramente casualizados. As sementes
foram irrigadas diariamente com 5mL de agua/célula. AvaliacGes diarias foram feitas
durante 30 dias para mensurar: o tempo gasto para emergéncia das plantulas e a altura

final das mesmas.

2.6. Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados no software estatistico R (R Development Core Team
2015) por meio de Modelagem Linear Generalizada (GLM) seguido de analises de

residuos para verificar a adequabilidade das distribui¢cGes e dos modelos utilizados. Em
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todos os casos, as diferengas entre os tratamentos (“espécie de formiga”) foram
verificadas por meio de Andlise de Contraste (Crawley 2007, 2002), no qual foram

agrupados os tratamentos que ndo apresentaram diferencas significativas (P > 0,05).

Para verificar se o tempo médio de resposta (y-var) ao pré-teste de concentracdo
varia entre as espécies de formigas testadas (x-var), os dados foram submetidos a
Anélise de Deviancia (ANODEV), utilizando-se distribui¢do de erros Normal. Anélises
similares foram realizadas para verificar o efeito da concentracdo escolhida para cada

espécie de formigas testada, independentemente.

A atratividade do odor do elaiossomo foi verificado por meio de teste do Qui-
Quadrado (x?), independentemente para cada espécie de formiga. Em todos os casos, 0
tempo médio de resposta dos individuos foi a varidvel dependente (y-var) e o odor
escolhido (odor do elaiossomo ou hexano) foi a variavel explicativa (x-var). Para
analisar o efeito das espécies de formigas (x-var) na remocédo do elaiossomo (y-var =
mg consumida), os dados foram submetidos a ANODEV, com distribuicdo de erros
Normal.

Para analisar a contribuicdo das formigas na germinacdo de sementes de T.
subulata, os tempos médios gastos para germinacdo de 50% das sementes, nos
diferentes tratamentos, foram estimados através de analises de sobrevivéncia, com
distribuicdo de Weibull, utilizando o pacote survival. O censor tradicionalmente
utilizado na analise de sobrevivéncia correspondeu a germinacao (1) ou ndo (0) de uma

das duas sementes de cada repeticéo.
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3. RESULTADOS

3.1. Limiar de resposta das formigas a concentracao do extrato do elaiossomo de T.

subulata

As espécies de formigas responderam a uma das concentragdes testadas, com
excecdo de Ca. blandus, em que apenas uma das 30 formigas respondeu ao odor do
elaiossomo. O tempo médio de resposta das formigas ao teste de concentracdo variou
significativamente entre as espécies (P< 0,001; Fig. 2). Crematogaster obscurata foi a
espécie que respondeu mais rapidamente (138,1+3,1 s.; médiate.p), seguida por
Brachymyrmex sp. (243,9+26,5 s.), Dorymyrmex sp. (228,0+19,3 s.) e S. invicta
(190,3£17,5 s.). Brachymyrmex sp. e Dorymyrmex sp. ndo diferiram significativamente
entre si (P = 0,39). J& 0 tempo médio de resposta do Unico individuos de Camponotus

blandus foi estimado em 296,9+3,1 s.

No entanto, as espécies de formigas ndo apresentaram preferéncia de escolha para
nenhuma das concentracOes testadas (Tabela 1). Sendo assim, o teste de atratividade foi
conduzido com a concentragdo de 0,007 mg/ul para Brachymyrmex sp.; enquanto para
as demais formigas (Cr. obscurata, Dorymyrmex sp e S. invicta) que apresentam similar

tamanho corporal, a concentracdo foi utilizada de 0,01 mg/ul .
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Tabela 1. Proporgdo de escolha por espécie de formigas testadas ao extrato do
elaiossomo de semente maduras de Turnera subulata em diferentes concentragdes.

Espécie testada Concentracdo Proporcéo de escolha P
(mg/pl)

Brachymyrmex sp. 0,007 0,64+0,19 0,79 ns
0,01 0,06+0,06
0,02 0,00+0,00
0,05 0,28+0,19

Crematogaster obscurata 0,007 0,11+0,06 0,83 n.s
0,01 0,44+0,05
0,02 0,24+0,009
0,05 0,19+0,03

Dorymyrmex sp. 0,007 0,23+0,14 0,79 ns
0,01 0,15+0,07
0,02 0,33+0,33
0,05 0,28+0,17

Solenopsis invicta 0,007 0,36+0,01 0,70 n.s
0,01 0,20+0,11
0,02 0,25+0,14
0,05 0,18+0,03

n.s.— P> 0,05
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Tempo médio de resposta (seg.)

Fig. 2. Tempo médio de resposta das diferentes espécies de formigas para escolher uma
das concentragcfes do odor do elaiossomo de sementes de Turnera subulata (pré-teste,
ver Material & Métodos).



18
3.2. Atratividade ao extrato do elaiossomo de T. subulata

Crematogaster obscurata e S. invicta apresentaram significativamente uma maior
propor¢do média de individuos escolhendo o extrato do elaiossomo do que o hexano
(controle) (¥°=8,33, P=0,003 [Cr. obscurata], ¥*=5,26, P=0,02 [S. invicta]; Fig. 3). Por
outro lado, os individuos de Brachymyrmex sp. e Dorymyrmex sp. ndo mostraram
diferencas na escolha entre o extrato do elaiossomo e o controle (Brachymyrmex sp.:

¥*=1, P=1; Dorymyrmex sp.: ¥°=0,42, P=0,512; Fig. 3).

Brachymyrmex NN =0 n.s
sp.1 - '
Dorymyrmex
................................................... n.s
sp.1 -

Cr. ODSCUIALE - aeeeeemmaeeeeaeeeeee e aaenens I ...... *dkk

S, invicta e . ----------- *

1 08 06 04 02 0 02 04 06 08 1
Controle Extrato do
(Hexano) Elaiossomo

Fig. 3. Resposta comportamental dos individuos das diferentes espécies de formigas que
escolheram entre o extrato do elaiossomo de sementes de Turnera subulata ou do
controle (hexano). Cada barra corresponde a proporc¢ao de individuos que respondeu ao
extrato ou controle. * P<0,05; *** P<0,005.
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3.3. Efeito das formigas associadas na remocgao do elaiossomo de sementes de T.

subulata

Embora as formigas tenham consumido o elaiossomo das sementes, em nenhuma
observagdo estes foram totalmente consumidos. A quantidade de elaiossomo consumido
apresentou variacao significativa entre as espécies estudadas (F13s=6,577, P = 0,014;
Fig. 4). Os individuos de Brachymyrmex sp., Cr. obscurata e Dorymyrmex sp.
consumiram, em média, uma maior quantidade de elaiossomo quando comparado aos

individuos de S. invicta (Fig. 4).
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Fig. 4. Consumo médio (mg) do elaiossomo de sementes de Turnera subulata pelas
diferentes espécies de formigas associadas. Barras correspondem a media + erro padrao.



20

3.4. Efeito das formigas na germinacéo de sementes de T. subulata

O tempo médio gasto para a germinacéo das sementes (x?= 12,115, d.f.=391, P =
0,098) e a altura das plantulas (F7190=1,078, P=0,378) ndo foram afetados

significativamente pelos tratamentos.



21

4. DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos o quanto as cinco espécies de formigas mais
frequentemente associadas a T. subulata s&o atraidas e consomem o elaiossomo, bem
como o papel das mesmas na germinacdo das sementes da planta hospedeira. De forma
geral, nossos resultados demonstraram que apesar de algumas espécies de formigas
serem atraidas pelo odor (Fig. 2) e consumirem o elaiossomo (Fig. 3), nenhuma delas
promoveu um aumento no sucesso germinativo das sementes e nem no crescimento das
plantulas de T. subulata.

Nas interagdes facultativas (ex. planta-formigas), a planta hospedeira
normalmente estd associada com uma distinta composicao e abundancia de formigas ao
longo do tempo e espaco (Heil & Mckey 2003). Estas variacdes podem resultar em
associacOes consideradas contexto-dependente (Bronstein 1994, Di Gusto et al. 2001,
Chamberland & Holland 2009), que nem sempre resultam em um balanco positivo para
ambas as partes envolvidas. A contribuigdo das formigas na germinacao de sementes da
planta hospedeira, seja de forma direta ou indireta, depende inicialmente da atratividade
do elaiossomo para as mesmas. Aqui, verificamos que embora a maioria das formigas
tenha percebido o sinal emitido pelo elaiossomo (respondendo as concentragdes no pré-
teste), Cr. obscurata e S. invicta responderam mais rapidamente (Fig. 2) e em maior
proporcdo do que as demais espécies (Fig. 3). Fatores como o tamanho do elaiossomo
(Hughes & Westoby 1992), sua constituicdo quimica e aspectos nutricionais (Hughes et
al. 1994) tém sido determinantes na atratividade das formigas ao elaiossomo. Estudos
sugerem que quando o custo da recompensa oferecida pela planta € superior ao sinal
emitido na atratividade, as plantas poderiam investir mais na qualidade do sinal do que
na recompensa, gerando assim um sinal de ‘trapaca’ (Benitez-Vieyra et al. 2010,

Edwards & Yu 2007). Uma vez atraidas pelo sinal do elaiossomo, o consumo do mesmo
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pode ser dependente de sua recompensa, seja em relacdo a quantidade ou qualidade
nutricional (Sheridan et al. 1996). Isso poderia explicar porque S. invicta, apesar de ter
respondido mais prontamente ao odor do elaiossomo, foi a que teve a menor taxa de
consumo dentre todas as formigas analisadas. Da mesma forma, poderia ser 0 motivo
pelo qual nenhuma das espécies estudadas removeu completamente o elaiossomo das
sementes. Adicionalmente, a taxa de consumo do elaiossomo pode depender da
necessidade nutricional intrinseca de cada coldnia.

O simples consumo e remocdo do elaiossomo pelas formigas pode representar
um beneficio direto para a germinacdo das sementes. Ao consumir o elaiossomo as
formigas podem injetar saliva e promover escarificacbes que otimizam o processo de
germinacdo (Hughes & Westoby 1992). No entanto, no presente estudo, as formigas
associadas ndo contribuiram para o sucesso de germinacdo e crescimento das plantulas
de T. subulata. Nossos resultados indicam que o consumo direto dos elaiossomos pelas
formigas estudadas ndo é o fator que poderia desencadear algum beneficio para a
germinacdo em T. subulata. No entanto, deve-se considerar que o papel positivo das
formigas na germinacdo das sementes pode ser representado por uma gama de
beneficios indiretos (Whitney 2002, Bronstein et al. 2006, Gibson 1993, O’Dowd &
Hay 1980, Tanaka et al. 2015, Christian & Stanton 2004). Por exemplo, de acordo com
a hipétese da dispersdo dirigida ("Directed dispersal hypothesis"), as formigas sao
capazes de descartar as sementes no ninho ou préximos ao ninho, que sdo locais
enriquecidos em nutrientes, possibilitando desta maneira, um aumento na germinagédo
das sementes (Giladi 2006). De fato, Leal et al. (2007), observaram um aumento na
germinacdo de quatro espécies vegetais da Caatinga Brasileira em solos de ninhos de

formigas em comparagdo com solos de outros locais. Assim, ndo podemos descartar o
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papel das espécies de formigas estudadas aqui na germinagdo, uma vez que 0S

beneficios indiretos da germinacéo ndo foram analisados.

Deve-se considerar ainda que, mesmo uma possivel auséncia de beneficio do
papel das formigas na germinagcdo de sementes de T. subulata, pode estar sendo
compensado por outras fungbes que propiciem um aumento no fitness da planta.
Estudos anteriores mostraram que as formigas associadas a T. subulata reduziram a
herbivoria e aumentaram o investimento reprodutivo da planta hospedeira comparado as
plantas sem formigas (Cruz & Arauljo, 2016). A defesa da planta hospedeira é
desempenhada principalmente por quatro das cinco espécies de formigas testadas no
presente estudo: Ca. blandus, Cr. obsturata, Dorymyrmex sp e S. invicta. Estudos
futuros devem tentar analisar o papel destas formigas associadas na dispersédo das
sementes de T. subulata. Tais estudos, aliados aos resultados obtidos aqui, podem ser
uteis para o entendimento da dindmica das interacOes facultativas envolvendo planta-

formigas.
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