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CAPITULO UNICO

EFEITO DE FORMIGAS NO AUMENTO REPRODUTIVO DE ESPECIES DE
PLANTAS MIRMECOFILAS

A ser submetido para publicacdo no periddico: Biotropica

RESuUMO

Interacdes entre plantas e formigas incluem aquelas nas quais as plantas fornecem néctar
extrafloral como recurso alimentar para as formigas e em contrapartida estas atuam na
protecdo das plantas contra possiveis ataques de herbivoros. No entanto, o periodo de
atividade, a distribuicdo espacial nas estruturas das plantas e o efeito do forrageamento das
formigas sobre sucesso reprodutivo das plantas sdo questfes ainda pouco exploradas. Neste
estudo, conduzimos experimentos de exclusdo de formigas (Camponotus crassus) com o
objetivo de investigar a influéncia da presenca destas sobre a producdo de botdes florais,
frutos e a taxa de frutos/botdes de quatro espécies subarbustivas do Cerrado (Ancistrotropis
firmula, Bionia coriacea, Cochlospermum regium e Peixotoa tomentosa). Além disso, nos
também registramos a distribuicdo espacial das formigas (em nectarios extraflorais, folhas,
ramos, botdes e frutos, para examinar seu padrdo de distribuicdo ao longo do dia. Nestas
plantas, a atividade dos nectarios coincidiu com o periodo de floracédo e frutificacdo e ambos
ocorreram durante a estacdo seca (Maio a Agosto de 2018). Camponotus crassus foi a Unica
espécie de formiga que visitou sistematicamente as plantas. O forrageamento ocorreu ao
longo do dia, mas notamos segregacao espacial uma vez que as visitas foram concentradas
nos nectarios extraflorais e raramente visitaram as flores. Ainda assim, a presenca das
formigas nas plantas aumentou a producéo de botdes e frutos nas trés espécies de plantas A.
firmula, C. regium e P. tomentosa, 43%, 54% e 21% respectivamente, em comparacao com
as plantas sem formigas. Em B. coriacea, a presenca de formigas diminuiu a taxa de
frutos/botbes. Assim concluimos que a atividade das formigas ao longo de todo o dia e do
periodo reprodutivo das plantas aumenta o sucesso reprodutivo de trés das quatros espécies

estudadas, mas esse fendmeno ndo pode ser generalizado, pois registramos uma excecao.

Palavras-chave: Ancistrotropis firmula, Bionia coriacea, Camponotus crassus,

Cochlospermum regium, néctar extrafloral, Peixotoa tomentosa



ABSTRACT

Interactions between plants and ants include those in which plants provide extrafloral nectar
as food source for ants and in return they operate in the protection of plants against possible
herbivore attacks. However, the period of activity, the spatial distribution in the structures
of plants and the effect of foraging ants on reproductive success of the plants are still little
explored issues. In this study, we conducted ant exclusion experiments (Camponotus
crassus) in order to investigate the influence of these presence on the production of flower
buds, fruits and fruit rate / buttons four subshrubs Cerrado species (Ancistrotropis firmula,
Bionia coriacea, Cochlospermum regium and Peixotoa tomentosa). Moreover, we also
record the spatial distribution of ants (in extrafloral, leaves, branches, buds and fruits, to
examine their distribution pattern throughout the day. In these plants, the activity of nebulous
coincided with the period of flowering and fruiting, and both occurred during the dry season
(May to August 2018). Camponotus crassus was the only species of ant that systematically
visited the plants. The foraging occurred throughout the day, but we note spatial segregation
since the visits were concentrated in extrafloral nebulous and rarely visited the flowers. Still,
the presence of ants in plants increased production buds and fruits of plants in the three
species A. firmula, C. regium and P. tomentosa, 43%, 54% and 21% respectively, compared
with plants without ants. B. coriacea in the presence of ants decreased rate of fruit / buttons.
Thus we conclude that the activity of ants throughout the day and the reproductive period of
the plants increases the reproductive success of three of the four species studied, but this

phenomenon can not be generalized, because we recorded an exception.

Keywords: Ancistrotropis firmula, Bionia coriacea, Camponotus crassus, Cochlospermum

regium, extrafloral nectar, Peixotoa tomentosa



1. INTRODUCAO

Milhares de espécies de plantas desenvolveram interagcbes mutualistas com formigas,
mediada pela presenca de nectarios extraflorais (NEFs) (Weber & Keeler 2013). Nesta
relacdo, as formigas obtém recursos alimentares ricos em carboidratos, usados para
alimentacdo da prole e responsaveis pelo crescimento das col6nias (Fisher et al. 1990, Byk
& Del-Claro 2011); Em contrapartida, as plantas recebem uma protecdo, estando menos
sujeitas a danos causados por herbivoros, e aumentam o valor reprodutivo (Trager et al.
2010).

Essa interacdo entre plantas, formigas e herbivoros se encaixa na Teoria da Defesa
Otima (TDO), que denota a relagdo entre as chances da planta ser atacada por herbivoros e
a atracdo e manutencdo de formigas agressivas que evitam possiveis ataques de insetos
herbivoros (Mckey 1974, Calixto et al. 2015). Assim, espera-se que 0s NEFs sejam
funcionais em periodos de maior suscetibilidade das plantas a herbivoros, tais como periodos
de brotacéo e floracdo (Wéckers & Bonifay 2004, Gonzalez-Teuber et al. 2012, Dattilo et
al. 2015). Os NEFs seguem o ciclo fenologico da planta (Fisher et al. 1990, Marazzi et al.
2013), sendo funcionais durante todo o ano (Koptur 1985, Van Rijn & Tanigoshi 1999) ou
apenas durante periodos especificos (Rico-Gray 1993, Ness 2003, Lange et al. 2013). Em
algumas familias boténicas (Malpighiaceae - Bachtold et al. 2017; Bignoniaceae - Nogueira
et al. 2012; Fabaceae - Anjos et al. 2017) os NEFs sdo funcionais durante todo o periodo de
floracéo, o que coincide com a visitacdo das formigas.

Uma questdo ainda pouco examinada nas interacdes formiga-planta é como o periodo
de atividade diario e a distribuicdo espacial das formigas em diferentes estruturas vegetais
determina o sucesso de producdo de frutos e sementes pelas plantas. Os NEFs ocorrem
comumente nas folhas e, por isso, acredita-se que essa localizacdo tenha evoluido para
diminuir a presenca das formigas nas flores (Holland et al. 2011, Villamil et al. 2019). Isto
poderia desencorajar a visita de polinizadores (Del-Claro et al. 2016, Calixto et al. 2018), e
consequentemente afetar o sucesso reprodutivo das plantas. No entanto, as formigas também
podem ser encontradas em Orgdos ou estruturas das plantas sem NEFs, incluindo estruturas
reprodutivas (Bachtold & Alves-Silva 2013). A presenca das formigas em diferentes partes
pode se traduzir em efeitos positivos para plantas, pois os herbivoros pertencem a diferentes
guildas (ex. mastigadores, ventosas), grupos taxonémicos (lagartas, besouros, tripes) e
nichos espaciais (partes de plantas reprodutivas e/ou vegetativas) (Koptur 1988, Oliveira
1997, Katayama & Suzuki 2004, Mody & Linsenmair 2004, Alves-Silva & Del-Claro 2016).



Assim, podemos assumir que uma ampla atividade de forrageamento das formigas possa
resultar em maiores beneficios para todas as partes das plantas. Desse modo, um exame
minucioso da frequéncia e consisténcia das formigas em diferentes partes da planta, e sua
relagdo com o aumento da capacidade reprodutiva (Rosumek et al. 2009) podem esclarecer
mais sobre 0 comportamento desses insetos e seus efeitos nas plantas. Um mutualista efetivo
(no caso das formigas) deve estar constantemente presente, forragear frequentemente e, em
altimo caso, estar relacionado ao desenvolvimento das plantas, especialmente ao valor
reprodutivo (Guimardes Jr et al. 2006).

Essa presenga constante de formigas esta positivamente relacionada com a
diminuicdo da herbivoria (folivoria), mas surpreendentemente existem poucos estudos
mostrando um efeito potencial das formigas na reproducédo das plantas (Ness 2006, Baker-
Méio & Marquis 2012, Jiang et al. 2019), em comparacdo com estudos que avaliaram o
efeito das formigas na folivoria (Bentley 1976, Fiala et al. 1989, Mody & Linsenmair 2004,
Dejean et al. 2010, Riedel et al. 2013). No entanto, estudos experimentais mostram que
plantas com formigas podem produzir maior quantidade de estruturas reprodutivas em
comparacdo a tratamentos com exclusédo de formigas (Trager et al. 2010). Por exemplo, em
duas espécies de Hibiscus (Malvaceae), as espécies que ndo possuiam NEFs apresentaram
20% de herbivoria nos botbes florais, enquanto as espécies com NEFs raramente foram
atacadas por herbivoros, apresentando apenas 0,2% de herbivoria. Neste sentido, a relacao
entre as formigas e a reproducéo das plantas parece ser a linha mais apropriada para avaliar
o efeito real das formigas no valor reprodutivo das plantas (Fleet & Young 2000, Vesprini
et al. 2003, Baker-Méio & Marquis 2012, Jiang et al. 2019).

Neste estudo, nos investigamos a influéncia das formigas sobre o valor reprodutivo,
inferindo a partir de producéo de botdes florais e frutos, de quatro espécies de plantas com
NEFs em uma area de cerrado. NOs levantamos as seguintes perguntas (i) As formigas
ocorrem com maior frequéncia em estruturas com ou sem NEFs (segregacao espacial - Apple
& Feener 2001)?; (ii) ha um periodo de maior atividade das formigas nas plantas (segregacéo
temporal) (Gonzalez-Teuber et al. 2012)?; (iii) existe uma relacdo entre a presenca de
formigas e aumento no nimero de estruturas reprodutivas (botbes e frutos) das plantas
(Trager et al. 2010)?

Para responder a essas questdes nds estabelecemos as seguintes hipoteses: (i) a
frequéncia de formigas ¢ maior nos NEFs em comparacdo com outras estruturas da planta
como folhas e ramos, visto que os NEFs fornecem recursos alimentares para as formigas

(Oliveira 1997); (ii) as formigas irdo forragear nas plantas durante todo o dia, visto que isso



caracteriza relacbes mutualistas com as plantas (Alves-Silva et al. 2014); (iii) as plantas com
formigas produzirdo maior nimero de botbes e frutos do que plantas sem formigas
(experimentalmente excluidas), devido ao efeito protetivo das formigas (Vesprini et al.
2003, Trager et al. 2010).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo

O estudo foi realizado entre fevereiro e outubro de 2018 em uma area de cerrado
sensu-stricto (14° 42' 56" S - 52° 21' 36" W), (sensu Ribeiro & Walter 2008), localizada no
Parque Municipal do Bacaba, que esta inserido na por¢éo oeste do Bioma Cerrado e proximo
a zona de transicdo com a Amazonia, Brasil. O cerrado sensu-stricto é caracterizado por
possuir arvores baixas, tortuosas, com ramificacdes irregulares, retorcidas sem a formacao
de dossel continuo e com presenca de sinais de queimadas no caule das especies vegetais
(Ribeiro & Walter 2008). O clima da regido € caracterizado por dois periodos bem definidos,
um periodo de chuvas (outubro a abril) e um periodo seco (maio a setembro); a precipitacéo
anual € de ate 1500 mm e a temperatura média mensal é de 25° C (Alvares et al. 2013). A
parcela de estudo correspondeu a aproximadamente 24 ha; a area foi caracterizada por
vegetacdo aberta com arbustos e arvores de baixa estatura (< 5 m de altura) (Apéndice 1) e

solos arenosos a rochosos (Ribeiro & Walter 2008).

2.1.1. Plantas avaliadas neste estudo

Ancistrotropis firmula (Mart. Ex. Benth.) A. Delgado (Fabaceae) (Figura 1a) é um
arbusto (< 2 m de altura) profusamente ramificado. As folhas sdo trifoliadas, verdes e sem
tricomas; os botdes florais tém forma de gancho com o é&pice virado para baixo, sdo
esverdeados, mas tornam-se gradualmente roxos antes da antese das flores; as flores séo
roxas, zigomorfas e as pétalas sdo fundidas. Os frutos (vagens) sdo lanceolados e verdes. As
estruturas reprodutivas ocorrem em inflorescéncias no apice das hastes. Os NEFs sdo
circulares e localizados préoximo as inflorescéncias, especificamente proximo aos botdes
florais. Na area de estudo, os individuos de A. firmula foram consistentemente encontrados

nas bordas de uma trilha que atravessa a reserva.



Bionia coriacea (Nees & Mart.) Benth. (Fabaceae) (Figura 1b) é um arbusto (< 2m
de altura), cujo caule principal pode suportar até quatro ramificacbes. As folhas sdo
trifolioladas, podem atingir até 10 cm de comprimento e 12 cm de largura, sdo esverdeadas
em ambos os lados e ndo contém tricomas; as margens sao inteiras e o apice € obtuso. Os
botdes florais sdo vermelhos e fusiformes; as flores séo vermelhas e tubulares; os frutos séo
vagens, de cor verde, e com a forma de arco. A florag&o ocorre de abril a junho. Os NEFs
sdo esféricos e localizados ao longo das inflorescéncias do tipo racemo (Anjos et al. 2017,
Bachtold & Del-Claro 2018).

Cochlospermum regium (Mart. ex Schrank) Pilg. (Bixaceae) (Figura 1c) é um
arbusto (< 2 m de altura) que ocorre em formacgGes abertas e que recebe luz solar direta
(Ribeiro et al. 2017). As folhas sdo simples, alternas, espiraladas, cartaceas e palmatilobadas.
Os botdes florais séo redondos e avermelhados, as flores sdo amarelas e os frutos sdo verdes,
ovaides e acastanhados. Pouco antes do inicio da producéo dos botdes florais, a planta perde
suas folhas, que serdo liberadas novamente apenas mais tarde, em agosto, logo apds o
término da fenologia reprodutiva. O ciclo reprodutivo de C. regium ocorre de maio a julho.
Os NEFs sdo ativos durante a fase reprodutiva da planta e estdo localizados nas estipulas
perto dos botBes florais; no inicio da manhd as gotas de néctar extrafloral podem ser
facilmente vistas ao longo dos ramos.

Peixotoa tomentosa A. Juss. (Malpighiaceae) (Figura 1d) € um arbusto (< 3 m de
altura) encontrado em areas abertas de cerrado. As folhas sdo obovado-oblongas a elipticas,
chegando a medir até 20 cm de comprimento. Elas crescem ao longo do caule principal e
sdo produzidas em janeiro e fevereiro (Del-Claro et al. 1997), mas tornam-se senescentes,
duras e coriaceas em julho; entdo novas folhas sdo produzidas ao longo das inflorescéncias
juntamente com botdes florais. Os botdes florais sdo redondos, amarelos e circundados por
oito glandulas elipticas de 6leo; localizados na base do célice; as flores sdo amarelas e
pentdmeras; os frutos sdo sdmaras com “asas” coriaceas. O periodo reprodutivo de P.
tomentosa € de marco a junho. As estruturas reprodutivas se localizam em inflorescéncias
que crescem no apice de cada ramificacdo da planta. Cada folha suporta um par de NEFs
esféricos que ocorrem na base das folhas, em cada lado da nervura, e apenas no periodo de
seca 0s NEFs sao totalmente funcionais (Béachtold et al. 2017).

Até onde sabemos, nenhum estudo investigou as interacdes formiga-planta e nem

mencionou a presenca de NEFs em A. firmula e C. regium.



Figura 1. Plantas com nectarios extraflorais em uma &rea de cerrado. (a) Ancistrotropis
firmula; (b) Bionia coriacea, (c) Cochlospermum regium; (d) Peixotoa tomentosa. As setas

indicam a localizacéo dos nectarios extraflorais.

2.1.2. Formiga do estudo

As plantas do estudo foram visitadas por Camponotus crassus Mayr, 1862
(Formicinae), e de fato, esta foi a Unica espécie de formiga com frequéncia suficiente para
permitir um tamanho amostral adequado. Durante as observacdes de campo para a realizacao
do estudo, apenas alguns individuos dos géneros Ectatomma sp., Cephalotes sp., e
Crematogaster sp., foram observados, mas sua frequéncia era baixa. Assim, decidimos focar
o trabalho de campo apenas em C. crassus.

No cerrado, o género Camponotus € o mais frequentemente investigado em estudados
de interacdo mutualistica com plantas, ocorrendo em praticamente todas as familias
botéanicas ja registradas com presenca de NEFs (Oliveira & Leitao-Filho 1987, Oliveira
1997, Lange et al. 2013, Lange & Del-Claro 2014, Anjos et al. 2017, Flores-Flores et al.
2018). Os individuos tém coloracdo que varia entre preto e marrom escuro, e medem cerca
de meio centimetro de comprimento (Alves-Silva & Del-Claro 2014). O papel de C. crassus
como protetora de plantas tem sido constantemente examinado, mas os resultados sdo

condicionais (Pereira & Trigo 2013).

2.2. Coleta de dados



2.2.1. Frequéncia das formigas e segregacao espacial

Para investigar a frequéncia e a segregacdo espacial das formigas nas plantas, nos
selecionamos 15 individuos de cada espécie de planta, com tamanho e estagio fenoldgico
semelhante. As plantas se localizavam em locais de facil acesso a fim de evitar disturbios
que poderiam afetar o comportamento das formigas (Alves-Silva & Del-Claro 2013).

A atividade (presenga e abundancia) de formigas nas estruturas vegetais foi
monitorada em um dia ensolarado de maio entre 08:00 h e 18:00 h através de registros
instantaneos (Kersch & Fonseca 2005; Anjos et al. 2017). Cada individuo das espécies de
plantas foi observada por aproximadamente 30 segundos e a abundancia de formigas em
cada estrutura foi registrada a cada hora entre as 08:00h até as 18:00, contabilizando um total
de 11h de observacoes (Alves-Silva et al. 2014). Assim, cada espécie de planta foi observada
em 165 ocasides (15 individuos x 11 horas).

Registramos a presenca de formigas nas estruturas reprodutivas (frutos, flores, botdes
- quando disponiveis) e vegetativas (NEFs, folhas e ramos). Para padronizar os dados, as
estruturas com botdes e flores foram consideradas como "inflorescéncias”, pois nas quatros
espécies botanicas, as plantas produziam flores e botdes florais na mesma inflorescéncia.
Cochlospermum regium e P. tomentosa ndo possuiam frutos enquanto em C. regium e B.

coriacea as plantas estavam sem folhas na ocasido dos censos.

2.2.2. Interacdo entre formigas e valor reprodutivo das plantas

Para investigar o efeito da presenca das formigas sobre o sucesso reprodutivo das
plantas, nos inicialmente marcamos 43 plantas de B. coriacea, 41 de C. regium, 42 P.
tomentosa e 47 de A. firmula. Antes da execucdo do experimento, as plantas foram
observadas por duas semanas (um dia por semana) para nos certificarmos que todas eram
visitadas por C. crassus. Durante o andamento do estudo, algumas plantas pereceram devido
a causas desconhecidas. Ao final do trabalho de campo, o tamanho real da amostra foi de 39
em B. coriacea (n = 19 controles e 20 tratamentos), 34 em C. regium (n = 15 controles e 19
tratamentos), 27 em P. tomentosa (n = 11 controles e 18 tratamentos), e 22 em A firmula (n
= 11 controles e 11 tratamentos).

Para restringir o acesso das formigas as plantas do grupo tratamento (sem formigas),
nos aplicamos uma camada de resina atdxica (Tanglefoot ®) no caule das plantas a
aproximadamente 10 cm acima do solo. Este procedimento € largamente utilizado em
estudos que visam avaliar o papel das formigas como defesa anti-herbivoria (Rudgers &

Gardener 2004, Jones et al. 2017). As formigas que estavam na planta antesda aplicacéo da



resina foram removidas com o auxilio de um pincel. A aplicagdo posterior de resina nas
plantas era feita sempre que necessario para garantir uma barreira a visita das formigas. Além
disso, removemos qualquer vegetagédo circundante que pudesse atuar como ponte para as
formigas (Del-Claro & Oliveira 1999). Uma pequena por¢do de resina também foi aplicada
em todas as plantas controle (com formigas), a fim de controlar o efeito da resina, mas, sem
impedir o acesso das formigas a planta.

Contamos o nimero de botdes e frutos por planta desde o inicio até o final da estacdo
reprodutiva de cada espécie de planta em censos realizados a cada 10 dias. Dentro desse
intervalo de 10 dias, os botdes produzidos ja tinham se transformado em frutos e novos
botbes eram produzidos, assim nao contavamos 0s mesmos botdes ou frutos duas vezes. As
flores ndo foram contadas, pois sdo efémeras (duram pouco tempo no campo até serem
polinizadas e se transformarem em frutos) e perdem as pétalas ao serem polinizadas,
impedindo assim contagens acuradas. Dessa forma, isso poderia subestimar nossa contagem.
Por esta razdo, somente contamos o numero de botdes e frutos, pois estas estruturas séo

inconfundiveis (Alves-Silva & Del-Claro 2016) e permitem uma contagem mais confiavel.

2.3. Analise de dados

Todas as analises estatisticas e figuras foram realizadas no software estatistico R
versdo 3.5.1 (R Core Team 2019), com o alfa < 0,05 (nivel de significacdo).

Para avaliarmos a segregacdo espacial de formigas entre as estruturas das plantas
(NEFs, folhas, ramos, frutos e inflorescéncias) (hipotese i), nés comparamos a frequéncia
(nimero de vezes em que a formiga foi registrada em uma determinada estrutura da planta)
de formigas em cada estrutura (NEFs, folhas, ramos, frutos e inflorescéncias) com o teste de
Chi-quadrado, seguidos de testes post-hoc. Estes testes foram realizados com os pacotes
'stats' (R Core Team 2019) e 'rcompanion’ (Mangiafico S 2019).

Gréaficos de densidade (pacote 'ggplot2' — Wickham 2016) seguidos por testes de
Skewness (pacote 'moments’ - Komsta & Novomestky 2015) foram feitos para se investigar
a distribuicdo de formigas em NEFs e Ndo-NEFs (i.e. estruturas que ndo eram NEFs). Esta
abordagem foi necessaria uma vez que a abundancia e frequéncia nas estruturas sem NEFs
foi baixa, impedindo a realizacdo de algumas analises. Um valor de Skewness igual a zero
indica que as formigas sdo igualmente abundantes em todas as estruturas das plantas,
enquanto um desvio significativo de zero evidéncia que as formigas forrageiam com mais

frequéncia em uma determinada estrutura. Para as analises de Skewness foram utilizados 0s



dados da abundancia de formigas nos " NEFs" e nas estruturas sem NEFs, obtidos a partir
do censo diurno.

Para analisar se a abundéncia de formigas variava ao longo do dia e entre as estruturas
das plantas (NEFs e ndo NEFs - segregacdo temporal — hipotese ii), realizamos uma anélise
com um modelo misto linear generalizado (GLMM). Como os dados apresentaram
sobredisperséo (overdispersion), utilizamos uma distribuicdo binomial negativa (Zuur et al.
2009), seguido do teste de Wald utilizando os pacotes 'Ime4’ (Bates et al. 2015) e 'car' (Fox
& Weisberg 2011). A abundancia de formigas foi considerada a variavel dependente e a hora
do dia e a estrutura da planta (partes NEF e sem-NEF) as variaveis independentes fixas. A
hora do dia também foi utilizada como um efeito aleatdrio para controlar a dependéncia das
amostras. Os resultados foram comparados a posteriori com o teste de Tukey-HSD usando
0 pacote "multicomp” (Hothorn et al. 2008).

Para comparar o nimero de botGes florais e frutos entre os tratamentos (com e sem
formigas) e censos (tempo) (hipodtese iii), utilizamos um GLMM seguido pelo teste de Wald.
Nossos modelos para botdes florais e frutos foram adaptados com erros de distribuicédo
binomial sempre que apropriado, a fim de diminuir a overdispersion (Zuur et al. 2009).

NOs comparamos ainda a relacdo entre botbes e frutos produzidos para as plantas
com e sem formigas. Para tal, n6s somamos todos os botdes e frutos produzidos em cada
planta (durante todo o periodo reprodutivo), e dividimos o nimero de frutos pelo nimero de
botGes florais produzidos (Alves-Silva & Del-Claro 2016). Os dados resultantes variam de
0 a 1, indicando nenhuma producéo de frutos (valor zero) ou a produgdo maxima de frutos
(valor igual a 1, quando todos os botdes florais se transformaram em frutos). Testes de
comparacdo para duas amostras (teste t de Student, pois os dados apresentaram distribuicéo
normal e homogeneidade de variancias) foram usados para se comparar a propor¢ao de frutos
produzidos por plantas com e sem formigas. Utilizamos os pacotes do R nas analises
estatisticas e criacdo de figuras como “pwr” (Champely S 2017), “openxlsx” (Walker 2015)
“dplyr” (Wickham et al. 2019), “plotrix” (Lemon 2006), e “gridExtra” (Auguie 2017).

Nossos objetivos, hipdteses, analises associadas e figuras estdo resumidos na Tabela 1.

10
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Tabela 1. Descricdo resumida dos objetivos, hipdteses, analises associadas e figuras do

presente estudo.

Objetivos Hipoteses Testes estatisticos Tabelas Figuras
Investigar a segregagéo m'z\iss f(;'i)mu'n%fm:rag -Teste Qui-quadrado Tabela 2 Fig. 2
espacial de formigas - Teste Skewness Tabela 3 g

frequentes nos NEFs

Verificar se as formigas As formigas
serdo consistentes nas forrageiam nas plantas - GLMM - Fig. 3
plantas o dia todo 0 dia todo

. . Fig. 4
Avaliar o papel das Plantas com formigas Tabela 4 .

: e y - GLMM Fig. 5
formigas na aptiddo apresentardo aumento - Testet Tabela 5 Fio 6
reprodutiva das plantas nas taxas reprodutivas Tabela 6 Fig. 7

3. RESULTADOS

3.1 Segregacao espacial - frequéncia de formigas

Nas espécies A. firmula, C. regium, B. coriacea e P. tomentosa, observamos maior

frequéncia de formigas nos NEFs (Tabela 2, figura 2a) e apenas em B. coriacea as

frequéncias foram semelhantes entre estruturas com e sem NEFs

Tabela 2. Porcentagem e niumero de observacgdes de formigas Camponotus crassus visitando

diferentes estruturas das plantas de quatro espécies de cerrado sensu-stricto. Letras diferentes

sobrescritas nos valores de frequéncia indicam diferencas significativas dentro de uma

mesma espécie de planta.

Espécies de Plantas

Partes da Plantas  Ancistrotropis Bionia Peixotoa  Cochlospermum
firmula coriacea tomentosa regium

2 ., NEFs 99% (164) 2 48% (79) @ 65% (107) @ 65% (107) 2

o :‘% Folhas 250 (41) 0 0 0

§ GE) Ramos 34% (56) ° 41% (67) @ 7% (6) ° 7% (6) °

gé Infloresc. 29% (47) © 7% (11) ° 4% (11) ® 4% (11) ®

L Frutos 53% (87) 2% (4) P 0 0

Chi-quadrado P=249.81 7" 42=144.15"" =141.46"" »=209.19 "




3.2 Segregacao espacial - abundancia de formigas
A distribuicdo das formigas entre as estruturas da planta foi assimétrica positiva

significativa nas quatro espécies de plantas e em todas elas, as formigas foram mais
abundantes nos NEFs (Figura 2, Tabela 3). Em estruturas sem NEFs, a abundancia de
formigas foi baixa (proxima a zero) em muitas observacoes, influenciando a distribuicéo e

os valores de skewness (Figura 2).

(a)
Ancistrotropis firmula
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Figura 2. Distribuicdo da densidade de formigas (Camponotus crassus) nos nectarios
extraflorais (NEFS) e nas estruturas sem nectarios (Nao-NEFs) em quatro espécies de plantas

(a) Ancistrotropis firmula, (b) Bionia coriacea, (c) Cochlospermum regium, (d) Peixotoa

tomentosa em um cerrado sensu-stricto.



Tabela 3. Distribuicdo de formigas (Camponotus crassus) nas estruturas com e sem
nectarios extraflorais e em todas as estruturas em quatro espécies de plantas em um cerrado
sensu-stricto. A distribui¢do das formigas foi desigual em todos os casos. Cada célula mostra
0 valor de skewness seguido por asteriscos, 0s quais indicam os valores de p; ** = p < 0,001
e *** =p<0,0001

13

Espécies NEFs Sem-NEFs Ambas estruturas
Ancistrotropis firmula skew=1,19""  skew=1,82" skew =2,28 "
Bionia coriacea skew=1,40""  skew=2,63"" skew = 2,47
Cochlospermum regium  skew = 0,66 ™ skew =5,90 ™ skew = 2,08 ™
Peixotoa tomentosa skew=1,49""  skew=2,99 " skew =2,44

3.3 Segregacao temporal das formigas

As formigas foram observadas nas plantas durante todo o dia, e com abundancia
maior nas estruturas com NEFs, especialmente em A. firmula e C. regium (Figura 3). A
abundancia de formigas ao longo do dia foi significativamente influenciada pela estrutura
(Wald 42 = 744,51, df = 2, p < 0,001), mas ndo pelo periodo do dia (Wald 2> = 10,77, df = 2,
p = 0,124). Assim, o fator mais importante para explicar a variacdo na abundancia de

formigas foi a estrutura da planta, ou seja, as partes com e sem-NEFs.
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Figura 3. Abundéncia (média e desvio padrdo) de formigas encontradas ao longo do dia nos
nectarios extraflorais (NEF) e partes sem-nectario extrafloral (sem-NEF, inclui
inflorescéncias, frutos, folhas e ramos) de (a) Ancistrotropis firmula, (b) Bionia coriacea,

(c) Cochlospermum regium, (d) Peixotoa tomentosa em um cerrado sensu-stricto.

3.4 Efeito das formigas sobre o valor reprodutivo das plantas

O namero de botdes florais foi significativamente influenciado pelo tempo (periodos
de amostragem) e pela presenca das formigas nas plantas (Tabela 4, Figura 4), mas os
efeitos diferiram entre as espécies. 1sso porque em P. tomentosa e A. firmula, no tratamento
“com formigas”, a producdo de botdes foi maior do que no tratamento sem formigas (Figura
4), mas em B. coriacea como em C. regium a producdo de botdes florais ndo diferiu
estatisticamente entre os tratamentos.

A producdo de frutos foi afetada pelo tempo e tratamento em P. tomentosa e A.

firmula; em C. regium a varia¢do na producéo dos frutos ndo foi influenciada pelas formigas
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e pelo tempo; e em B. coriacea, os frutos variaram significativamente apenas com o tempo
(Tabela 4, Figura 5).

Tabela 4. Resultados do GLMM para botdes florais, frutos produzidos e proporcao de frutos
de acordo com o Tratamento (com e sem formigas) e Tempo (periodos de amostragem) em
quatro espécies de plantas (Ancistrotropis firmula, Bionia coriacea, Cochlospermum regium

e Peixotoa tomentosa) em um cerrado sensu-stricto.

e gl p-valor
Botdes florais
Ancistrotropis firmula

Tratamento 162.76 1 < 0.0001

Tempo 1026.73 7 <0.0001
Bionia coriacea

Tratamento 4.58 1 <0.05

Tempo 156.75 2 <0.0001
Cochlospermum regium

Tratamento 17.80 1 <0.0001

Tempo 593.26 3 <0.0001
Peixotoa tomentosa

Tratamento 98.57 1 <0.0001

Tempo 1929.88 4 < 0.0001

Frutos

Ancistrotropis firmula

Tratamento 14.02 1 <0.001

Tempo 26.13 7 <0.001
Bionia coriacea

Tratamento 0.39 1 > 0.05

Tempo 24.44 2 <0.0001
Cochlospermum regium

Tratamento 3.70 1 > 0.05

Tempo 0.82 2 >0.05
Peixotoa tomentosa

Tratamento 17.60 1 <0.01

Tempo 67.61 3 <0.0001
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Figura 4. Producéo de botdes florais (média +1 desvio padrdo) em quatro espécies de plantas
com nectérios extraflorais - de acordo com a presenca ou auséncia de formigas e tempo de

amostragem em um cerrado sensu-stricto.
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Figura 5. Producdo de frutos (média e 1 desvio padrdo) em quatro espécies de plantas com
nectarios extraflorais - (a) Ancistrotropis firmula, (b) Bionia coriacea, (c) Cochlospermum
regium, (d) Peixotoa tomentosa - de acordo com a auséncia ou presenca de formigas e tempo
de amostragem em um cerrado sensu-stricto. As espécies C. regium e P. tomentosa nédo

tiveram frutos no tempo "T-1".

3.5 Taxa frutos/botdes
A taxa de frutos produzidos em relacédo a de botdes, ndo foi significativa em nenhum

caso (A. firmula, too = -1.43, P > 0.05; B. coriacea, t37=0.3, P > 0.05; C. regium, t3» = -0.86,
P > 0.05; P. tomentosa, t27 =-0.45, P > 0.05). Em todas as plantas com presenca de formigas,
a produgdo de frutos foi maior, com excec¢éo de B. coriacea (Figura 6). Por exemplo, em C.
regium, as plantas com formigas produziram 55% mais frutos e em A. firmula, 43%

(Apéndice 2), em comparagdo cm as plantas sem formigas.
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Figura 6. Proporcdo (média + 1 desvio padrdo) de frutos (nimero de frutos produzidos
dividido pelo nimero de botdes florais) em quatro plantas com nectarios extraflorais, de
acordo com a auséncia e presenca de formigas em um cerrado sensu-stricto. Espécies de
plantas: A.f. - Ancistrotropis firmula, B.c. - Bionia coriacea, C.r. - Cochlospermum regium,

P.t. - Peixotoa tomentosa.

4. DISCUssAO

Nossas trés hipoteses de trabalho foram parcialmente corroboradas. Primeiro, houve
forte segregacdo espacial das formigas em trés das quatro espécies de plantas, com maior
frequéncia de forrageamento nos NEFs. Segundo, as formigas patrulharam as plantas ao
longo do dia todo em todas as quatro espécies. Terceiro, no geral, as espécies de plantas

produziram maior nimero de bot@es e frutos na presenca das formigas.

4.1 Segregacao espacial e temporal de formigas

As formigas forragearam nas plantas durante todo o dia e ao longo de todo periodo
reprodutivo das quatro espécies. Apesar de ndo termos coletado néctar extrafloral das plantas,
podemos concluir que a atividade das formigas ao longo do dia e durante todo o periodo de estudo
indica que os NEFs estavam permanentemente ativos, o que contribuiu para a eficiéncia da
interacdo mutualistica formiga-planta. Caso os NEFs estivessem ativos por somente determinados
periodos, as formigas ndo iriam forragear nas plantas o dia todo (Gonzalez-Teuber et al. 2012). A
producdo de néctar extrafloral esta relacionada a fenologia da planta (Bentley 1976), sendo assim,
a capacidade de muitas plantas em atrair formigas depende da presenca e atividade dos NEFs

(Baker-Méio & Marquis 2012). No Cerrado, a fenologia dos nectarios contribui para a variagdo na
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presenca de formigas (Lange et al. 2013), pois quando os NEFs estdo senescentes ou inativos as
formigas abandonam as plantas.

As formigas C. crassus foram frequentemente e abundantemente observadas nos
NEFs, resultando em uma distribuicdo assimétrica de formigas entre as estruturas das
plantas. Em C. regium, por exemplo, a frequéncia das formigas estava notavelmente
concentrada nos NEFs. Em outras plantas, as formigas ndo foram observadas apenas nos
NEFs, mas nos ramos (B. coriacea e P. tomentosa) e nas estruturas reprodutivas (A. firmula),
indicando uma grande movimentagédo de formigas entre as estruturas das plantas. Isso indica
que as formigas expandiram seu comportamento de forrageamento para toda a planta. De
fato, durante a visita aos NEFs, o comportamento de forrageamento das formigas pode ser
estendido, mesmo que em menor frequéncia, a outras partes da planta (Oliveira et al. 1987)
como estruturas reprodutivas (Villamil et al. 2018, 2019).

A atividade dos NEFs especificamente durante a floracao e proxima a inflorescéncias
indica que as plantas direcionam o forrageamento das formigas para as estruturas
reprodutivas (Holland et al. 2009). O forrageamento de formigas proximo as flores poderia
a principio afetar a visitacdo de polinizadores (Ness2006, Villamil et al. 2018). No entanto,
nossos resultados mostraram que as formigas raramente visitavam as flores, minimizando

assim um possivel efeito negativo sobre a atividade dos polinizadores.

4.2 Efeito das formigas sobre o sucesso reprodutivo das plantas

No geral, as plantas com formigas produziram maior quantidade de botdes florais e
frutos. Em duas plantas de estudo (A. firmula e C. regium), a producdo de frutos foi
consistente em tratamentos com formigas. Em P. tomentosa, apesar de haver variacdo na
producdo de frutos entre os tratamentos com e sem formigas, as plantas com formigas
produziram em média maior quantidade de frutos (Apéndice 2). Esses resultados indicam,
no geral, um efeito positivo das formigas no valor reprodutivo das plantas (exceto B.
coriacea).

O namero de botdes florais variou de acordo com as espécies vegetais, tratamento e
época. Em B. coriacea e C. regium, o nimero de botdes florais foi maior nas plantas sem
formigas; no entanto, essas plantas produziram mais frutos nos tratamentos com formigas.
Esse resultado mostra que, apesar de produzir menos botdes florais, as plantas com formigas
compensaram em termos de producéo de frutos, indicando um efeito da presenca de formigas
na reproducdo das plantas. Em A. firmula, o namero de botdes foi consistentemente maior

nas plantas com formigas, e em P. tomentosa, em todos 0s censos (exceto no ultimo) o



namero de botdes foi maior em plantas com formigas. Assim podemos assumir que, a relacdo
de interagdo entre formigas-plantas é benéfica, pois leva as plantas a terem um aumento na
producéo de frutos.

No entanto, quando consideramos a propor¢do de frutos produzidos, os resultados
ndo foram significativos, apesar de todas as plantas (exceto B. coriacea) apresentarem maior
proporcao de frutos em tratamentos com formigas. De fato (exceto B. coriacea) a presenca
de formigas proporcionou umaumento de pelo menos 20% na producéo de frutos, superando
50% em P. tomentosa. Tais diferencas sdo marcantes na proporcdo de frutos entre os
tratamentos das plantas, mas ndo produziram resultados estatisticamente significativos. Nos

atribuimos ao fato de termos uma alta variacdo na producdo de frutos entre plantas.

4.3 Auséncia de herbivoros

As tentativas de coletar os insetos herbivoros foram feitas durante todo o periodo do
estudo. Estdvamos particularmente interessados em lagartas florivoras (ex. Lycaenidae) e
besouros (por exemplo, Curculionidae), ambos encontrados em outros estudos (Alves-Silva
et al. 2013, Bachtold & Del-Claro 2018). Surpreendentemente, durante todo o periodo do
trabalho de campo, observamos apenas sete lagartas florivoras (n = 3 licenideos presentes
em plantas de P. tomentosa “com formigas” e n = 4 Riodinidae em plantas de C. regium
“com formigas”). Besouros e ortdpteros também foram registrados nas plantas, mas
esporadicamente. 1sso, no entanto, nao significa que os herbivoros ndo estavam la, mas sim
gue ndo eram constantemente observados, porque as flores e os botdes das plantas de estudo
mostravam sinais de herbivoros, como perda de area por mastigadores. Ainda, os herbivoros
associados a estas poderiam ser noturnos, mas em estudos anteriores, os herbivoros
registrados foram diurnos (Del-Claro et al. 1997; Anjos et al. 2017; Béachtold et al. 2017)

5. CONCLUSAO

Neste estudo, nds fornecemos um avango no conhecimento sobre a relacdo entre
plantas e formigas ao mostrar que o sucesso reprodutivo das plantas se relaciona com a
atividade das formigas nos NEFs. No geral, trés das quatro espécies de plantas com formigas
produziram maior gquantidade de botdes florais e frutos, indicando um efeito positivo da
presenca de formigas. A descoberta de NEFs em duas novas espécies, C. regium e A. firmula
evidencia como ainda temos muito a conhecer sobre as relagdes ecoldgicas entre plantas
produtoras de néctar extrafloral e o papel das formigas na reproducdo de plantas

mirmecofilas.
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7. APENDICES

Apéndice 1. (a) Imagem aérea e (b) foto da area de estudo

Google Earth - Editar Poligono.
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Apéndice 2. Dados descritivos cumulativos de botdes florais, frutos e proporcgdo de frutos em

quatro plantas com nectérios extraflorais (Ancistrotropis firmula, Bionia coriacea,

Cochlospermum regium e Peixotoa tomentosa) de acordo com a auséncia ou presenca de

formigas. A diferenca da média foi calculada como valores em porcentagem. Os valores do

"Somatorio” devem ser vistos com cautela, uma vez que os tamanhos das amostras foram

diferentes (ver secdo de Métodos).

BOTOES FLORAIS

Espécies de Tratamento Média Média dif. DP Soma Mediana Amplitude
plantas (%)
Ancistrotropis Sem-formiga 51.27 100,57 29.47 564 46 12-94
firmula Com-formiga 107.45 ' 87.78 1182 79 10-339
o ) Sem-formiga 26.90 17.45 538 19 7-66
Blonia coriacea —=;formiga 2474 8.74 1270 470 2 858
Cochlospermum Sem-formiga 24.53 2770 17.39 466 19 6-60
regium Com-formiga 17.73 ' 12.07 266 19 2-49
Peixotoa Sem-formiga 203.56 2500 11591 3664 168 56-396
tomentosa Com-formiga 260.73 ' 155.11 2868 196 76-548
FRUTOS
Espécies de Tratamento Média Média dif. DP Soma Mediana Amplitude
Plantas (%)

Ancistrotropis Sem-formiga 11.91 150,36 10.69 131 8 0-34
firmula Com-formiga 29.82 ' 25.42 328 17 5-72

o _ Sem-formiga 2.15 2.01 43 0-7
Bionia coriacea —egmtomiga 258 19.95 2220 49 08
Cochlospermum Sem-formiga 1.79 6373 2.55 34 1 0-10
regium Com-formiga 3.47 ' 4,73 52 3 0-19
Peixotoa Sem-formiga 18.39 4040 16.61 331 13 0-53
tomentosa Com-formiga 25.82 ' 15.22 284 26 2-54

TAXA DE FRUTOS (frutos/botes)
Espécies de Tratamento Média Média dif. DP Soma Mediana Amplitude
plantas (%)
Ancistrotropis Sem-formiga 0.21 4315 0.13 - 0.21 0-0.42
firmula Com-formiga 0.30 ' 0.16 - 0.33 0.06-0.5
Sem-formiga 0.14 0.18 - 0.05 0-0.58

Bionia coriacea —egmformisa 013 11.85 012 - 0.10 0037
Cochlospermum Sem-formiga 0.12 47 0.24 - 0.03 0-1
regium Com-formiga 0.18 ' 0.17 - 0.18 0-0.57
Peixotoa Sem-formiga 0.11 p06E 0.15 - 0.08 0-0.60
tomentosa Com-formiga 0.14 ' 0.11 - 0.12 0.01-0.31
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