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Resumo

GERMANN, Thales Henrique. Interagoes multitréficas no gravata-do-banhado
(Apiaceae): um teste do papel protetivo das formigas. 48f. Dissertacdo de
mestrado. Instituto de Biologia, Programa de Pés de Graduagado em Biologia Animal,
Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, 2022.

As interagdes mutualisticas das formigas s&o facilmente observaveis, manuseaveis e
se sustentam ao longo do tempo, podendo ser consideradas um sistema modelo para
compreender a associacao e a defesa das plantas. Uma das formas de defesa anti-
herbivoria utilizada pelas plantas é a defesa bidtica, que consiste na remocéo de
herbivoros por predadores, protegendo indiretamente a planta. O principal grupo
envolvido nesta defesa sao as formigas, que além de proteger as plantas contra seus
inimigos naturais e diminuir a herbivoria, recebem recompensas alimentares. Esse
papel de protecdo desempenhado pelas formigas esta presente em diversas espécies
vegetais, com plantas que possuem estruturas especializadas, algum mecanismo
atrativo ou até mesmo que abriguem hemipteros. A interacdo que ocorre entre
hemipteros sugadores e formigas é chamada trofobiose. Os trofobiontes excretam
para as formigas atendentes um alimento liquido rico em acgucares. Outra
caracteristica importante da biologia das formigas € a construgdo de formigueiros,
sendo uma atividade fundamental para diversos servigos ecossistémicos. O objetivo
desse estudo foi avaliar a atuacdo de Camponotus termitarius na remogao de
herbivoros em plantas de Eryngium pandanifolium (gravata-do-banhado) nas
proximidades dos ninhos. Avaliamos também o papel relativo que a presenca de
trofobiontes tem nesta remogao. O estudo foi realizado em uma regido campestre
localizada no Campus Capao do Leao da Universidade Federal de Pelotas, no
municipio Capao do Ledo. Para avaliarmos a defesa bidtica perante a presenca de
potenciais herbivoros nas plantas proximas a ninhos e a influéncia dos trofobiontes,
foram utilizados cupins para simular a herbivoria. A defesa bidtica fornecida pelas
formigas foi avaliada através dos comportamentos observados nas interagdes com os
cupins em varios tipos de variaveis respostas, como: (i) quantidade de formigas na
planta; (ii) quantidade de toques das formigas aos cupins; (iii) tempo transcorrido até
o primeiro toque; (iv) quantidade de ataque aos cupins; (v) tempo transcorrido até o
primeiro ataque; (vi) quantidade de remogdes dos cupins e (vii) tempo transcorrido até
a remogao. De um total de 360 cupins utilizados, registramos 259 interagdes, divididas
entre 53 toques, 128 ataques e 78 remocgdes, envolvendo 214 formigas da espécie C.
termitarius. Dentre as 60 plantas do experimento, 14 tiveram presenca/interacao de
C. rufipes, portanto foram excluidos do N de alguns experimentos, restando entao 46
com interagao de C. termitarius, destas, 23 estavam proximas de ninhos e 23 distantes
de ninhos. Os resultados sdo consistentes com a hipotese de que plantas proximas
aos ninhos recebem uma maior protecado da formiga C. termitarius contra herbivoria.
Dentre as plantas proximas, a distancia em que o ninho se encontra € irrelevante para
a defesa bidtica. O efeito da presenga de trofobiontes neste cenario aumenta o
patrulhamento e reconhecimento de possiveis ameacas a planta, porém ndo aumenta
os ataques.

Palavras-chave: Defesa Biotica. Gravata-do-banhado. Mutualismo. Trofobiontes.



Abstract
GERMANN, Thales Henrique. Multitrophic interactions in the bow tie (Apiaceae):
a test of the protective role of ants. 48f. Masters dissertation. Instituto de Biologia,
Programa de Po6s de Graduacdo em Biologia Animal, Universidade Federal de
Pelotas. Pelotas, 2022.

The mutualistic interactions of ants are easily observable, manageable, sustained over
time, and can be considered a model system to understand plant association and
defense. One of the forms of anti-herbivory defense used by plants is the biotic
defense, which consists of the removal of herbivores by predators, indirectly
protecting the plant. The main group involved in this defense are the ants, which in
addition to protecting plants against their natural enemies and decreasing herbivory,
receive food rewards. This protective role played by ants is present in several plant
species, with plants that have specialized structures, some attractive mechanisms, or
even that harbor hemipterans. The interaction that occurs between sucking
hemipterans and ants is called trophobiosis. Trophobionts excrete a liquid food rich
in sugars for the attendant ants. Another important feature of ant biology is the
construction of anthills, which is a fundamental activity for several ecosystem services.
This study aimed to evaluate the role of Camponotus termitarius in removing
herbivores from Eryngium pandanifolium (swamp bowtie) plants near the nests. We
also evaluated the relative role that the presence of trophobionts plays in this removal.
The study was carried out in a rural region located in the Campus Capéao do Leé&o of
the Federal University of Pelotas, in themunicipality of Capao do Ledo (southern
Brazil). To evaluate the biotic defense in plants, according to proximity to nest and the
influence of trophobionts, termites were used as a surrogate of potential herbivores.
The biotic defense provided by the ants was evaluated through the behaviors
observed in the interactions with termites in several types of response variables that
were considered as (i) quantity of ants in the plant; (ii) number of touches by ants to
termites; (iii) time elapsed until the first ring; (iv) amount of termite attack; (v) time
elapsed until the first attack; (vi) number of termite removals and (vii) time elapsed
until removal. From a total of 360 termites used, we recorded 259 interactions, divided
into 53 touches, 128 attacks, and 78 removals, involving 214 ants of the species C.
termitarius. Among the 60 plants in the experiment, 14 had the presence/interaction
of C. rufipes, therefore they were excluded from some experiments, leaving 46 with
the interaction of C. termitarius, of which 23 were closer to nests and 23 were far from
nests. The results are consistent with the hypothesis that plants close to the nests
receive greater protection from the ant C. termitarius against herbivory. Among nearby
plants, the distance at which the nest is located is irrelevant for biotic defense. The
effect of the presence of trophobionts in this scenario increases patrolling and
recognition of possible threats to the plant but does not increase attacks.

Keywords: Biotic Defense. Bathing bowtie. Mutualism. Trophobionts.
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1.Introducgao

Ao longo do seu ciclo de vida todas as espécies se envolvem em varias
interagdes interespecificas. O mutualismo pode ser entendido como uma destas
interacdes onde ocorre uma exploracao reciproca entre as espécies envolvidas, sendo
que estas procuram aumentar suas chances de sobrevivéncia, ambas provendo e
recebendo beneficios (BRONSTEIN, 1994; CHOMICKI et al., 2019). As interagdes
mutualisticas podem ser conflituosas e os beneficios, em geral, dependem das
condigbes e recursos disponiveis, onde cada organismo envolvido usufrui de
beneficios liquidos (DATTILO et al., 2009; PEREIRA et al., 2013).

As interagdes mutualisticas inseto-planta estdo entre o grupo de relagbes de
espeécies mais antigo do ambiente terrestre, surgindo na Era Mesozodica, mais
precisamente entre o periodo Jurassico e o Cretaceo (MARTINS, 2013). Essas
relacdes moldaram a biodiversidade terrestre através da criacdo, extincido e
coevolugdo de interagbes mediadas por um equilibrio de perdas e ganhos
(THOMPSON, 2013), nas quais a oferta dos recursos das plantas é trocada por
servicos dos animais. Muitas vezes as plantas sofrem alto custo, pois seus recursos
podem ser seus proprios tecidos quando consumidos por herbivoros. Outras vezes os
beneficios sdo altos, pois além das plantas se beneficiarem com os processos de
polinizagao, dispersao de sementes, nutricdo do solo, elas recebem protecao contra
herbivoros de uma terceira espécie parceira (BRONSTEIN, 1998; DATTILO et al.,
2009; RICO-GRAY; OLIVEIRA, 2007).

As formigas s&o um dos animais mutualistas mais comuns em ambientes
terrestres (NESS et al., 2010). Para compreendermos melhor o papel ecolégico das
especies deste taxon, uma das prioridades é entender melhor a dindmica dessas
interacbes, bem como o seu papel nas comunidades. Como as interagdes
mutualisticas das formigas sdo facilmente observaveis, manuseaveis e se sustentam
ao longo do tempo, tal relacdo pode ser considerada um sistema modelo para
compreender a associagao e a defesa das plantas (NESS et al., 2010).

Uma das formas de defesa anti-herbivoria utilizada pelas plantas € a defesa
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bidtica, que consiste na predacédo de herbivoros por formigas que, assim, protegem
indiretamente a planta. O principal grupo envolvido nesta defesa s&o as formigas, que
além de proteger as plantas contra seus inimigos naturais e diminuir a herbivoria,
recebem recompensas alimentares (HEIL; MCKEY, 2003; RICO-GRAY; OLIVEIRA,
2007; TRAGER et al., 2010; GONCALVEZ-SOUZA, 2016). Esse papel de protecéao
desempenhado pelas formigas estda presente em diversas espécies vegetais
pertencentes a mais de 40 familias (GONCALVEZ-SOUZA, 2016). Neste caso, esta
relacionado com plantas que possuem estruturas especializadas destinadas a
alimentar e/ou servir de abrigo para as formigas, aquelas que possuem algum
mecanismo atrativo ou até mesmo plantas que abriguem hemipteros (DATTILO et al.,
2009; CAMPOS; CAMACHO, 2014). Na Amazbnia, por exemplo, existem mais de 200
espécies de plantas mirmecofiticas, que sao espécies que possuem interagoes
formiga-planta de tipo obrigatério, apresentando estruturas adequadas e especificas
para a colonizagao e nidificacdo (NOMURA et al., 2000; CALIXTO et al., 2018).
Existem também espécies de plantas mirmecdfilas que sao associadas as formigas,
mas nao especializadas, que possuem estruturas para atrair formigas por uma
recompensa alimentar, como nectarios extraflorais (NOMURA et al., 2000; CALIXTO
et al., 2018).

Muitas espécies de formigas protegem alguns grupos de hemipteros sugadores
e suas plantas hospedeiras de inimigos naturais afastando predadores, parasitoides
e demais herbivoros, configurando uma relacdo chamada de trofobiose (FERREIRA,
2020). Esta relacdo entre formigas e hemipteros resulta em custos e beneficios para
as plantas envolvidas, conformando uma associagdo que surgiu no inicio do
Oligoceno (WHEELER, 1914; DELABIE, 2001), causando, também, um efeito positivo
nos trofobiontes (FERREIRA, 2020). Esses insetos excretam para as formigas
atendentes um alimento liquido rico em agucares, aminoacidos, vitaminas e minerais
(honeydew ou melada), o que confere recurso alimentar as formigas e estas oferecem
um papel protetor aos trofobiontes (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; STADLER, 2008;
IBARRA-ISASSI; OLIVEIRA, 2018).

A literatura disponivel sobre a visitagdo das formigas as plantas sugere que
tal relagéo esta ligada a varios fatores, como: (i) locais adequados para nidificar; (ii)
proximidade de seus recursos alimentares favoritos, como o honeydew que o0s
trofobiontes expelem; (iii) presenca de nectarios florais e extraflorais; (iv)
forrageamento das formigas em busca de presas (BATTIE, 1985; DELABIE, 2001;
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DAVIDSON et al, 2003; RYCO-GRAY; OLIVEIRA, 2007; BLUTHGEN;
FELDHAAR, 2010; LOPES, 2013; KOCH et al., 2014; DA ROCHA, 2016). A
incidéncia de ninhos de formigas nas plantas faz com que a chegada de herbivoros
que poderiam prejudicar a planta seja controlada, além de aumentar, melhorar a
ocorréncia de nutrientes para as plantas podendo até diminuir a quantidade de
fitopatogenos (NESS et al., 2010).

As formigas estao entre os animais com maior riqueza de espécies no ambiente
terrestre, atualmente com registro de mais de 18.500 mil espécies conhecidas pela
ciéncia (ANTWEB, 2022), sendo que para florestas tropicais, como na Amazdnia
brasileira, a estimativa de biomassa das formigas € quatro vezes maior que a
biomassa de todos os vertebrados (FITTKAU; KLINGE 1973). Essa dominancia
prevalente de formigas nos ecossistemas brasileiros faz com que as interagdes
formiga-planta-herbivoro sejam de extrema importancia para a organizagao de teias
troficas e manutengdo da biodiversidade (OLIVEIRA et al., 2012). Para que a
biodiversidade tenha uma avaliagdo apropriada deve-se englobar a riqueza das
interacbes animal-planta, que inclui desde os papéis ecoldgicos das espécies
envolvidas, a natureza das interagdes, até a diversidade do habitat e a variagao
geografica. Assim, a conservacao da biodiversidade das interagbes necessita ser
considerada como prioridade para a conservagao de comunidades biolégicas viaveis
(OLIVEIRA et al., 2012).

A elevada dominancia de formigas se deve, também, ao fato de que estes
organismos s&o insetos sociais, vivendo em colénias com milhares de operarias
(OLIVEIRA et al., 2012). Sua alimentacgao variada e sua grande abundéancia faz com
que as formigas tenham um papel ecoldgico importante na maioria dos ecossistemas
que habitam (ELISEI et al., 2012). Algumas espécies sao especialistas em cultivar e
comer fungos, outras sao predadoras de artrépodes, outras se alimentam
principalmente de liquidos agucarados, e ainda muitas espécies que possuem uma
dieta diversificada, abrangendo uma vasta gama de itens vegetais e animais
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Alguns autores identificaram os recursos
forrageados por formigas do género Camponotus e observaram que alguns individuos
carregaram presas vivas, como larvas de artrépodes, comprovando assim um habito
alimentar predatodrio, oportunista e indicando uma fungao importante no controle de
populagdes (ELISEI et al., 2012).

Outra caracteristica importante da biologia das formigas € a construgdo de
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formigueiros, sendo uma atividade fundamental para diversos servigos
ecossistémicos. Para formigas que nidificam no solo os ninhos podem alterar as
propriedades do solo, como porosidade, drenagem, concentracdo de nutrientes e
matéria organica, podendo influenciar também a fauna do solo (BAXTER; HOLE,
1967; LOCKABY; ADAMS, 1985; CARLSON; WHITFORD, 1991). Além disso,
conforme o formigueiro cresce, ocorre uma alteragcéo produzida pelas formigas com o
amontoamento do solo, preparando o terreno para uma sucessao de espécies de
plantas com diferentes caracteristicas de histéria de vida (FOLGARAIT et al., 2002).
Formigas que nidificam no solo, em particular formigas de construgdo de montes, sao
consideradas engenheiras do ecossistema (FOLGARAIT et al., 1998), pois modulam
a disponibilidade de recursos do solo e criam ou modificam habitats para outras
espécies (COSARINSKY, 2006). Por exemplo, as formigas da espécie Camponotus
punctulatus formam seus ninhos entre 1 ou 2 anos apds a area que era utilizada para
cultivo tenha ficado em repouso e, caso nao ocorra interveng¢ao antropica, seus ninhos
poderdo ficar ativos por mais de vinte anos (SIMAS et al, 2001) alterando a
composi¢cao dos microrganismos nos ninhos, modificando a plantas ao seu redor e a
mesofauna, e aumentando a fertilidade do solo em volta do ninho (FOLGARAIT et al.
2007). Além disso, os formigueiros de C. punctulatus geram um aumento consideravel
da riqueza floristica quadratica nos Campos Altos da Argentina em qualquer época do
ano (LEWIS et al. 1991).

O género Camponotus (Hymenoptera, Formicidae) possui uma ampla
distribuicdo global com mais de 1000 espécies e 500 subespécies pertencentes a 45
subgéneros (ANTWIKI, 2022). Sua alta riqueza de espécies, polimorfismo e elevados
niveis de variagao intraespecifica e geografica fazem com que a taxonomia do género
seja complexa (ANTWIKI, 2022). No Brasil, ocorre em todos as regides sendo,
portanto, bem distribuida (SIMAS et al., 1997; JANICKI et al., 2016). No Rio Grande
do Sul o género tem larga ocorréncia, com o registro mais antigo realizado no
municipio de Taquara em 1894 (SIMAS et al., 1997).

Camponotus termitarius EMERY, 1902 foi considerada por Gorosito et al. (2006),
Fuster (2012), Folgarait; Gorosito (2001), Folgarait et al. (2002), entre outros, como
uma subespécie de Camponotus punctulatus. Segundo estes autores, as formigas
pertencentes a esta espécie possuem ampla distribuicdo, estando presente na
Argentina, Brasil, Paraguai, Peru e Uruguai (GOROSITO et al., 2006). Esta espécie

pode construir pequenos ninhos embaixo do solo, sob a cobertura de capim, ou



13

grandes formigueiros acima do solo (GOROSITO et al., 2006) e esta associada com
diferentes espécies de trofobiontes (FUSTER, 2012). Do ponto de vista pedoldgico, C.
termitarius podem construir dois tipos de ninhos, o tipo |, em forma de cratera, menos
visivel na paisagem, pequeno em diametro e altura; o material do solo é apenas
depositado na superficie e os ninhos sdo suscetiveis a erosdo. O tipo Il sdo ninhos
epigeicos, maiores, consistentes, cimentados, as vezes cobertos por vegetacao (Fig.
3D), sdo muito persistentes ao longo do tempo podendo afetar fortemente a
heterogeneidade espacial da superficie do solo (GOROSITO et al.,, 2006). Desta
forma, sao responsaveis pela mudanca na composicao do solo, tornando-o mais fértil,
havendo maior crescimento de plantas onde ha ninhos (FOLGARAIT et al., 2002;
GONZALEZ-POLO et al., 2004). Disturbios produzidos pelas praticas agricolas levam
C. termitarius a construir ninhos do tipo || (GOROSITO et al., 2006), que podem ser
formigueiros em forma de cone com tamanho de aproximadamente 1 m de altura e 2
m de diametro (FOLGARAIT; GOROSITO, 2001), constituindo-se de terra endurecida,
com base circular, coberto de vegetagdo, em sua maioria de monocotiledéneas e
dicotiledéneas, sendo predominante as gramineas (GRECCO et al., 1994).

As estratégias de forrageamento em formigas do género Camponotus sao
variadas, com operarias forrageando solitarias ou com a colaboragao e recrutamento
com outras operarias (YAMAMOTO, 2004). Alguns estudos sobre o forrageio em
diferentes espécies do género Camponotus demonstram grande variagéo na distancia
percorrida. Por exemplo, Camponotus sericeiventris percorre de 8,70 até 79 metros
(ELISEIl et al., 2012; SILVA, 2018) e Camponotus atriceps pode percorrer até 7 metros
(COSTA, 2004).

Estudos com C. punctulatus na Argentina demonstraram um estilo de vida
diferente quando a colénia amadurece, cerca de 3 anos apds a colonizagao, onde a
maioria das formigas encontram-se em ninhos acima do solo (FOLGARAIT et al.,
2004). Estes ninhos aumentam dramaticamente sua densidade nos campos de arroz
recentemente abandonados, assim como o numero de formigas (FOLGARAIT et al,,
2004). Pelo seu comportamento onivoro, C. punctulatus ndo apresenta uma ameacga
as culturas, apesar do aumento de colonias em locais com perturbagdes agricolas
(FOLGARAIT et al.,, 2007). Porém, o ninho possui uma estrutura compacta com
grandes dimensdes que se torna altamente resistente a erosao dificultando o transito
de maquinas e o manejo do gado (FOLGARAIT et al., 1998; SIMAS et al., 2007),

acumulando maior quantidade de nutrientes e matéria organica que o solo ao seu
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redor (PARIS et al., 2008). A formagao desse tipo de ninho também esta associada a
regides de areas inundadas (LEWIS et al., 1991).

A espécie de planta Eryngium pandanifolium (Cham & Schltdl) (Gravata-do-
Banhado), como o proprio nome popular sugere, também esta relacionada as areas
inundadas, muitas vezes formando aglomerados e manchas na vegetagdo (JOLY,
1998; BRASIL, 2009). O gravata atua como fonte de abrigo e alimento para diversas
espécies da fauna de ecossistemas de banhado, em sua grande maioria artrépodes,
mas com registro também de interagées com aves, mamiferos e anfibios (FONTANA,
1998; FIDELIS et al., 2009; MARTINS, 2009; CAMPOS, 2010; QUINTELA et al., 2010;
CAMPOS; FERNANDEZ, 2011; PALACIO; GIRINI, 2018). Entre estas interacdes
destacam-se as associacbes com trofobiontes, em especial cochonilhas e
membracideos (RUFFINELLI; 1970; DE SALUSO, 1997).
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2.1 Introducgao

Os pesquisadores estado cada vez mais atentos as interagdes entre organismos,
como, por exemplo, o mutualismo, que se resume em uma relagao na qual organismos
de espécies diferentes interagem para seu beneficio mutuo (DATTILO et al., 2009;
TOWNSEND et al., 2009). Dentre as relagdes mutualisticas, uma das mais estudadas
€ a interagcdo ecoldgica entre plantas e insetos, a qual evoluiu em fungdo das
vantagens oferecidas as plantas por alguns dos insetos que forrageavam em sua
superficie (DATTILO et al., 2009). A defesa bidtica anti-herbivoria € uma das formas
de interacao utilizada pelas plantas, que vao desde substancias quimicas secretadas
pela propria planta até a defesa indireta através de animais predadores de herbivoros
e atracdo de parasitoides que realizam controle bioldgico sobre insetos herbivoros
(DOS SANTOS SOARES; MACHADO, 2007; MOURA et al., 2021; BRUCE; PICKETT,
2007; TEIXEIRA, 2016). No caso das formigas, elas protegem as plantas de seus
inimigos naturais, doengas e ocasionalmente, competidores e em troca recebem
alimento (secrecgdes agucaradas) e abrigo (DO NASCIMENTO; DEL-CLARO, 2010;
CAMPOS; CAMACHO, 2014).

As interagdes que as formigas estabelecem com as plantas sdo importantes
para o sistema adaptativo da planta causando mudancas significativas na estrutura da
comunidade dos organismos que vivem nela (STYRSKY; EUBANKS, 2007;
SANDERS; VAN VEEN, 2011). Em alguns casos, estas interagcdes causam efeitos
negativos para vegetagao, destacando-se, por exemplo, as altas taxas de herbivoria
provocadas pelas formigas cortadeiras (LEAL et al., 2014) e a visitagao floral de
algumas espécies de formigas agressivas que afastam potenciais polinizadores ao
forragearem a planta (NESS, 2006). Por outro lado, podem-se citar também estudos
sobre interagdes do tipo mutualismo protetor, como formigas e nectarios extraflorais
(EFNs) de plantas, onde as formigas oferecem protecdo em troca de alimentos
liquidos ricos em acucar (BRONSTEIN, 1998; CARADONNA et al., 2017). Outro tipo
de interagao protetora envolve formigas e insetos trofobiontes, como os hemipteros
sugadores de seiva, que sao protegidos pelas formigas em troca do liquido agucarado
que eles secretam (honeydew ou melada) (RICO-GRAY; OLIVEIRA, 2007).

Entre as formigas atraidas por insetos sugadores trofobiontes estdo aquelas
pertencentes ao género Camponotus, que apresentam um comportamento agressivo
repelindo ou predando outros insetos herbivoros, que poderiam ser prejudiciais para
a planta (STYRSKY; EUBANKS, 2007; STYRSKY; EUBANKS, 2010). Esse
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comportamento das formigas faz com que a comunidade de herbivoros associados as
plantas hospedeiras seja alterada reduzindo, de forma indireta, os efeitos danosos da
herbivoria por outras espécies (ZHANG et al., 2012; SENDOYA et al., 2016). A maior
densidade de insetos trofobiontes na planta pode causar um aumento consideravel do
numero de formigas nas plantas, mediando os resultados desse mutualismo
(EUBANKS; STYRSKY, 2009). Dado (i) o tamanho restrito das areas de
forrageamento do género Camponotus (YAMAMOTO, 2004; COSTA, 2004; ELISEI et
al., 2012; SILVA, 2018), (ii) as mudangas na decomposi¢ado do solo que os ninhos
causam (PARIS et al., 2008), (iii) a diferenga na riqueza floristica ao redor do ninho
(LEWIS et al., 1990), e que as formigas podem atuar defendendo as plantas contra
herbivoria (OLIVEIRA et al., 2012) sendo que os beneficios liquidos nas relagdes
mutualisticas sdo influenciadas pelo ambiente ao redor (DATTILO et al., 2009;
PEREIRA et al., 2013) deve-se levar em conta nos estudos de interagcdes de colbnias
a distribuicdo espacial dos ninhos (FOLGARAIT et al., 2007). Em termos gerais,
podemos esperar que, além da presenca de recurso alimentar (trofobiontes), a
localizag&o dos ninhos e a proximidade com relagao a vegetagao seja um bom preditor
do seu papel como reguladores de herbivoros.

Apesar dos dois tipos de interagdes com as formigas, entre EFNs e trofobiontes,
serem semelhantes, existem diferencas notaveis como: os EFNs sdo recursos
tipicamente dispersos na planta, e a melada secretada pelos hemipteros € produzida
por manchas agregadas de insetos representando um fluxo grande e continuo de
recursos (RICO-GRAY; OLIVEIRA, 2007). Além disso, esta melada pode ser
nutricionalmente mais rica em relagcdo a maior concentracdo de acgucares e
aminoacidos do que o néctar extrafloral (RICO-GRAY; OLIVEIRA, 2007). Por ser mais
valiosa, a melada pode provocar competicdo interespecifica entre formigas
dependendo da sua disponibilidade, estabilidade e valor nutricional (BLUTHGEN;
FIEDLER, 2004; COUTO, 2021).

A espécie Eryngium pandanifolium Cham. & Schltdl (Apiaceae) (gravata-do-
banhado) (Fig. 1) € uma planta nativa na América do Sul, ocorrendo no Paraguai,
Uruguai, Argentina e Brasil, contém uma estrutura em forma de roseta que é
caracteristica do género (MACULAN, 2007). E uma das espécies de gravatas-do-
banhado que formam densas moitas que possuem 6timo efeito, como abrigo para
outros animais (MACULAN, 2007), sendo uma planta atrativa para diversos

artrépodes que sao parte da cadeia alimentar de muitos animais (MACULAN, 2007).
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Os gravatas-do-banhado possuem uma distribuicdo de dominancia, onde
seguem um padrdo espacial de muitas plantas juntas no mesmo espago, ou seja,
agregadas e com maiores quantidades de espécimes ao redor das areas alagadas
(BASSA, 2021). Os gravatas sao divididos em duas regides principais: somatica e
reprodutiva. A regido somatica é composta pela estrutura basal ou base onde
encontram-se folhas com forma de roseta longas, estreitas e bordas com espinhos
serrilhados que atribuem protegcdo contra mamiferos herbivoros de grande porte
(MACULAN, 2007). Na base das folhas geralmente ocorre acumulo de agua, que
serve como criadouro para larvas de mosquitos, por exemplo. Ja a regido reprodutiva
é formada por um caule ereto, rigido, com inflorescéncias ramificadas que podem
chegar até quatro metros de altura (MACULAN, 2007).

Figura 1. Espécie de planta nativa na América do Sul Eryngium pandanifolium (Apiaceae) (gravata-

do-banhado), na regido campestre localizada no Campus Capéao do Le&o da Universidade Federal de
Pelotas, no municipio Capéo do Le&o. A) Gravata-do-banhado com inflorescéncia. B) e C) Gravata-

do-banhado sem inflorescéncia.
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Apesar de n&o haver estudos publicados com registros de interagbes de
formigas em gravatas, € possivel encontrar em algumas regides a presencga de
formigas e grandes ninhos de Camponotus termitarius (EMERY, 1902) nos gravatas-
do-banhado, construidos préximos, ao redor e anexos as plantas. Morales (2021,
dados nao publicados) registrou a relagdo da ocorréncia de C. termitarius com os
recursos espaciais e alimentares da planta E. pandanifolium, bem como a presenga
de ninhos satélites na planta (que sdo pequenos ninhos dentro da planta que ficam
préximos as fontes alimentares de interesse) que também servem como protegao
para trofobiontes (Fig. 2) (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; OLIVEIRA; DEL-CLARO,
2005). Camponotus termitarius € normalmente encontrada em pastagens baixas com
uma caracteristica construgdo de ninhos em forma de grandes monticulos.
Anteriormente era denominada como Camponotus punctulatus subsp. termitarius,
porém atualmente pode ser tratada como uma espécie propriamente dita, sendo

localmente simpatrica com C. punctulatus (WILD, 2007).

W
r
]

Figura 2: Extensdo do ninho da formiga Camponotus termitarius, que serve como protegao para

trofobiontes.
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Camponotus termitarius (Fig. 3) sado responsaveis pela mudanga na
composigado do solo, tornando-o mais fértil, havendo maior crescimento de plantas
onde ha ninhos (FOLGARAIT et al., 2002; GONZALEZ-POLO et al., 2004). Estudos
anteriores no local ja demonstraram a relagao de visitagao/interagao entre o gravata-
do-banhado e a formiga, inclusive com registros de extensdes de ninhos na planta
(MORALES, 2021, dados nao publicados). Porém, ndo ha estudos conclusivos
indicando se as formigas interagem com as plantas ao redor dos formigueiros e se

essa interagao pode se traduzir em defesa contra herbivoros.

Figura 3. Planta Eryngium pandanifolium (gravata-do-banhado) com extensdo do ninho de
Camponotus termitarius e espécimes da formiga Camponotus termitarius forrageando. Ninhos

epigéicos da espécie de formiga Camponotus termitarius com vegetagao, respectivamente A, B, C e D.

Neste estudo, avaliamos a atuacao de C. termitarius na remocgéao de herbivoros
em plantas de E. pandanifolium nas proximidades dos ninhos. Avaliamos também o

papel relativo que a presencga de trofobiontes tem nesta remocgao, o que deve afetar
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as plantas que ocorrem ao redor das colénias dentro desse ambiente modificado.
Dada a intensa presencga destas formigas nos campos umidos do Pampa do extremo
sul do Rio Grande do Sul, é esperado que sua atividade tenha um efeito nos
artrépodes visitando a vegetacdo. Se estas formigas atuam na remocgdo de
herbivoros, podemos esperar um efeito de protecao a estas plantas proximas a ninho.
A distancia relativa da planta ao ninho também pode exercer um efeito na remocéo de
herbivoros, ja que é esperado encontrar maior numero de individuos forrageando em
plantas mais préximas aos ninhos (FOLGARAIT; GOROSITO, 2001). Além disto,
esperamos que a presenga dos trofobiontes seja um fator regulando os padrdes de
forrageamento das formigas pelas plantas que os abrigam, sejam elas proximas ou
nao aos formigueiros. Sendo assim, esperamos que o efeito destas formigas como
protetoras esteja sujeito a presenca de hemipteros trofobiontes nas plantas e seja
mais intenso nas proximidades do formigueiro.
2.2 Materiais e métodos
2.2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em uma regiao campestre localizada no Campus Capéao
do Ledo da Universidade Federal de Pelotas, no municipio Capao do Leédo (31° 46
3" S e 52° 26' 55" W). O espaco utilizado é uma area de campo eventualmente
alagada, possui vegetacao arbustiva densa, tipica de restinga, formando pequenas
manchas ao longo do campo. O relevo do local possibilita a formagédo de banhados
em épocas mais chuvosas, porém devido ao solo arenoso grande parte da agua
acumulada é drenada naturalmente quando ndo ha chuvas, e alguns banhados
perenes secam somente nas épocas secas de verdo (BASSA, 2021). O clima da
regidao € subtropical umido constituido pelas quatro estagbes climaticas bem
marcadas (MORENO, 1961; KUINCHTNER; BURIOL, 2001). O local apresenta
abundancia de grandes ninhos de formigas de C. termitarius. Observacdes
preliminares no local revelaram que a planta E. pandanifolium (gravata-do-banhado)
€ abundante e frequentemente apresenta artrépodes, inclusive hemipteros
trofobiontes de formigas (MORALES, 2021, dados nao publicados).

2.2.2 Experimento de remog¢ao de herbivoros
Para avaliarmos a defesa bidtica oferecida pela C. termitarius nas plantas
préximas a ninhos, bem como a influéncia dos trofobiontes, o método utilizado como

base foi o proposto por Pacelhe et al. (2019), que consiste em avaliar a defesa bidtica
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fornecida pelas formigas perante a presenca de potenciais herbivoros. Diversos
trabalhos utilizando cupins como modelos de herbivoros tiveram sucesso em
demonstrar a interagao entre a formiga e este tipo de presa (JAFFE et al., 1995; DE
OLLIVEIRA NEVES et al., 2014; PACELHE et al.,, 2019; TUMA et al., 2020). O
experimento de remogéao de herbivoros foi realizado durante o0 més de dezembro de
2021, caracterizado pelo final da primavera e inicio do verdao. Em cada planta
colocamos cupins vivos do género Nasutitermes. O uso de cupins para simular
herbivoros em estudos de intera¢gdes formiga-planta € comum (CAMPOS; CAMACHO,
2014), pois pode-se controlar sua quantidade e as formigas prontamente os atacam.
Com isso, o0 objetivo foi avaliar o comportamento de defesa de C. termitarius em
relacdo a uma ameaca padronizada.

Foram separadas 60 plantas aleatérias da espécie E. pandafinolium, escolhidas
em linha reta no sentido norte e com distadncia de no minimo 5 metros da proxima

planta (Fig. 4).

Figura 4. Plantas da espécie Eryngium pandafinolium marcadas para o experimento com um

método assistematico (A e B).
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ApoOs as marcagdes os cupins operarios foram coletados vivos em campo,
durante o experimento, de colbnias diferentes com pincel de pintura artistica pequeno
do tipo orelha de boi tamanho 2. Realizamos uma contagem prévia de formigas,
trofobiontes e outros insetos que estivessem na planta durante 3 minutos sem
perturbacdo do ambiente, somente com observacdo. Em cada planta foram escolhidas
3 folhas, aleatoriamente, para iniciar o experimento. Com auxilio de uma agulha
hipodérmica foram colocadas duas gotas pequenas de cola escolar, para fixar o cupim
vivo, na base e no centro de cada folha, porém em uma folha por vez. O cupim foi
adicionado de costas em cima da gota de cola, sem poder se locomover para fora da
folha, com a ajuda do pincel para evitar danos nos cupins e manté-lo vivo. Durante a
montagem do experimento foi tomado cuidado especial para perturbar o minimo
possivel a planta para evitar desencadear alguma resposta agressiva atipica das
formigas.

A partir do momento que o cupim € colado na folha, tanto na base quanto no
centro, comegam a ser cronometrados 5 minutos para observagao das interagdes das
formigas que estdo na planta. Passados os 5 minutos, fomos para a proxima folha e
repetimos o procedimento com todas as folhas e com todas as 60 plantas.
Consideramos “plantas proximas a ninhos” aquelas em que os formigueiros de C.
termitarius estavam em um raio de 3 metros de distancia da planta focal, e “plantas
distantes a ninhos” quando nao havia nenhum formigueiro no raio de 3 metros da
planta. Do total de 60 plantas, 14 estavam proximas a ninhos de Camponotus rufipes
que foram responsaveis pela interacdo com os cupins, portanto descartadas de
nossas analises, restando assim 46 plantas. Destas, 23 sao plantas proximas a ninhos
(raio de até 3 metros) e 23 sao plantas distantes dos ninhos (auséncia de ninhos em
um raio de 3 metros). Para os grupos de plantas com trofobiontes separamos entre
presenca e auséncia de membracideos e cochonilhas. Tivemos um total de 15 plantas
com a presenga de cochonilhas e 31 plantas com auséncia e para membracideos um
total de 9 plantas com a presenca e 31 plantas com auséncia. Consideramos uma
interacao de ataque da formiga ao cupim quando a formiga feriu ou consumiu o cupim,
um toque quando a formiga o tocou com suas antenas sem feri-lo e a remocao do
cupim para outro local ou em direcdo ao ninho.

2.2.3 Analises de dados
As analises tiveram trés partes de acordo com as hipoteses previamente

levantadas. Nossa primeira hipétese era de que a presenca de ninhos préximos as
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plantas exerceriam uma influéncia na defesa bitdtica do gravata-do-banhado. Neste
caso, nos avaliamos a defesa biotica fornecida pelas formigas decompondo os
comportamentos observados nas interagdes com os cupins em varios tipos de
resposta. As variaveis respostas consideradas foram: (i) quantidade de formigas na
planta; (ii) quantidade de toques das formigas aos cupins; (iii) tempo transcorrido até
o primeiro toque; (iv) quantidade de ataque aos cupins; (v) tempo transcorrido até o
primeiro ataque; (vi) quantidade de remocgdes dos cupins e (vii) tempo transcorrido até

a remocao.

Para medirmos a presenca de formigas na planta, fizemos uma contagem
prévia ao experimento, antes da perturbagdo no ambiente, para avaliar a preferéncia
das formigas pelas plantas préoximas aos ninhos. O tempo transcorrido até o primeiro
toque, ataque ou remocgéao foi medido em segundos apos o cupim ser fixado na folha.
Nas variaveis quantidade de toques aos cupins e tempo transcorrido até o primeiro
toque, consideramos os toques de antena e de apéndices locomotores das formigas
aos cupins, indicando a frequéncia com que a formiga passa durante o forrageamento,
além da taxa de encontro e reconhecimento de possiveis ameacas a planta. Sobre a
variavel ataque aos cupins, avaliamos a quantidade de mordidas, o que significaria
uma defesa bidtica efetiva, e o tempo transcorrido até o primeiro ataque, indicador de
agressividade durante o forrageamento. A taxa de exclusdo de herbivoros da planta
foi medida através da quantidade de cupins removidos e o tempo transcorrido até a
remocgao pelas formigas, confirmando a defesa bidtica. Para todas as variaveis
respostas foram comparados os dados de plantas com ninhos presentes e ausentes
em distancias muito curtas (menos de 3 m). Esta etapa foi realizada com testes nao
paramétricos de Mann-Whitney, uma vez que a variavel resposta ndo seguia a

distribuicdo normal do erro.

Nossa segunda hipdtese era de que a proximidade do ninho a planta focal
exerceria influéncia na remogao de herbivoros, ou seja, as chances de receber uma
defesa bidtica proveniente da interacdo com formigas diminuiria com o distanciamento
a planta mais préoxima. Para medir a proximidade dos ninhos a planta focal, foi utilizado
uma trena, e considerado a presencga ou auséncia de ninhos num raio de 3 metros. As
variaveis resposta e os critérios avaliados foram os mesmos da primeira hipotese,
porém neste caso foram utilizados modelos generalizados assumindo uma

distribuicdo do erro do tipo binomial negativa.
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A partir da contagem prévia, sem perturbagdo, do numero de individuos de
formigas e trofobiontes separamos os grupos de plantas com e sem cochonilhas e
membracideos. Também foram utilizadas as mesmas variaveis resposta para nossa
terceira hipotese que era sobre a influéncia que os trofobiontes poderiam exercer
nesse cenario. Neste caso foi feito separadamente para cochonilhas e para
membracideos. Em ambos os casos foram usados testes ndo paramétricos de Mann-
Whitney.

2.3 Resultados

De um total de 360 cupins utilizados, registramos 259 interacdes, divididas
entre 53 toques, 128 ataques e 78 remocgdes, envolvendo 214 formigas da espécie C.
termitarius. Em algumas plantas de E. pandanifolium encontramos concentragdes de
membracideos protegidos por uma extensao do ninho de C. rufipes (Fig. 5) localizado
na base da planta e formado pela mesma palha utilizada nas colénias. Também foram
encontradas extensdes de ninhos de C. termitarius na base da planta, porém
constituidas de terra endurecida semelhante as colénias. Em ambos os casos sempre
foram encontrados trofobiontes no interior, sendo protegidos, como cochonilhas da
espécie Aonidiela araucariae Costa Lima, 1951 (Diaspididae) (Fig. 6) e membracideos

da espécie Kronides incumbens Germar, 1835 (Membracidae) (Fig. 5).
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Figura 5: Membracideos da espécie Kronides incumbens encontrados na planta Eryngium
pandanifolium (gravata-do-banhado) sendo protegidos por uma extensdo do ninho construida pela

formiga Camponotus rufipes.

Figura 6: Cochonilha da espécie Aonidiela araucariae sendo atendida por uma formiga da espécie

Camponotus termitarius, encontradas na planta Eryngium pandanifolium (gravata-do-banhado).

2.3.1 Presenca de ninho proximo a planta
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Encontramos uma maior quantidade de formigas observadas forrageando nas
plantas proximas aos ninhos no periodo anterior ao experimento (ou seja, previamente
a perturbagao no ambiente) do que nas plantas distantes a ninhos (Teste de Wilcoxon
W=427, p<0,001) (Fig. 1, ANEXO 1). Um dos indicativos para defesa bidtica nas
plantas € o ataque aos cupins pelas formigas, que apresentou uma taxa maior em
plantas proximas do que em plantas distantes (Teste de Wilcoxon W= 424 5; p<0,001).
Além disso, o tempo transcorrido até o primeiro ataque aos cupins pela formiga em
plantas proximas foi mais rapido quando comparado com plantas distantes (Teste de
Wilcoxon W= 99,5; p<0,001) (Fig. 7C, 7D). Relacionamos a defesa bidtica efetiva com
a remogao de cupins pelas formigas, onde nas plantas préximas a remogéao foi maior
quando comparada com plantas distantes (Teste de Wilcoxon W= 408,5; p<0,001). No
que se refere ao tempo transcorrido até a remogao dos cupins pelas formigas, nas
plantas préximas foi mais rapido do que a remogéao das plantas distantes (Teste de
Wilcoxon W=119,5; p<0,001; (Fig. 7E, 7F)). Finalmente, em relagdo aos toques das
formigas nos cupins e o tempo transcorrido até o primeiro toque, significando uma

taxa de encontro e reconhecimento de possiveis ameacas a planta, entre as plantas
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perto e distante, ndo houve diferenga (Teste de Wilcoxon W= 303,5; p= 0,340; Teste
de Wilcoxon W= 239; p= 0,538 respectivamente) (Fig. 7A, 7B).

£ S -
~_~ M
K
w 2
o o -
£ 3
a o 24
3 o g «
@ [=] =1
€ ° E 27
3 = - =) a E _
2 2
e ° g -
N 5 . :
| F @ I
\ | . ‘ ‘
o T T ) ! !
Préximao Distante Préximo Distante
' . S B Proximidade ao ninho (até 3 metros)
A Proximidade ao ninho (ate 3 mefros)
=- - =} - (= °
i v 3 P
- | \w/ 2 4
@ | g
£ 2 : g 24 i
% H wm N !
9 @ [=] :
g ' ° E B ;
L ! E v |
g “ E T
=3 Cl o 2 4 |
8 5 - -] g - !
< o ] |
F o |
o S uw ]
! |
| |—| !
_ - o
© T T T T
Proximo Distante Préximo Distante
C Proximidade ao ninho (até 3 metros) D Froximidade ao ninho (até 3 metros)
N ; v g ’ >
! L]
2 ° ] ! ¢ 224
c | <5
s 81
a 7 o
B s B -
= g =2
E e @ g o
& § 27
- —
- | ! o 4
' H
E Proximo Distante F Préximo Dictant
- P istante
Proximidade ao ninho (até 3 metros)

Proximidade ao ninho (até 3 metros)

Figura 7. Boxplot comparando as interagbes da formiga Camponotus termitarius aos cupins em plantas
préoximas a ninhos (até 3 metros) e distantes (mais de 3 metros). A) Numero de toques. B) Tempo
transcorrido até o primeiro toque. C) Ataque aos cupins. E) Remogéao dos cupins. F) Tempo transcorrido
até a remocao dos cupins. Linha preta é a mediana, os quartis sao as linhas horizontais apresentando
quatro partes iguais, e assim cada parte representa 1/4 da amostra ou populacgédo a partir da mediana,

0s pontos representam os extremos.
2.3.2 Distancia do ninho da planta
Para avaliarmos se o grau de proximidade do ninho a planta exerce influéncia

na defesa bidtica, comparamos as plantas do grupo de plantas préximas entre si
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(N=23) e as respectivas distancias da planta ao ninho. Dentre as plantas préximas o

grau de proximidade do ninho ndo demonstrou uma relagdo com a
quantidade/contagem de formigas sem perturbacao (p= 0,383 e R?= 0,047; Fig. 8A) e
assim para todas as outras variaveis resposta: toques, (p= 0,418 e um R?= 0,047; Fig.
8B), tempo transcorrido até o primeiro toque (taxa de encontro) (p= 0,166 e R?>=0,08),
ataques das formigas aos cupins (p= 0,102 e R?= 0,155; Fig. 8C) bem como o tempo
transcorrido até o primeiro ataque (p= 0,101 e R?= 0,149), remog¢ao dos cupins pelas
formigas (p= 0,974 e R%<0,001 Fig. 8D), assim como o tempo transcorrido para

remocao (p= 0,541 e R?= 0,023).
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Figura 8. Boxplot comparando as interagdes da formiga Camponotus termitarius aos cupins em plantas
proximas a ninhos (até 3 metros). A) Contagem de formigas sem perturbacdo. B) Toques aos cupins.
C) Ataque aos cupins. D) Remogéao dos cupins. Os pontos nos graficos representam a quantidade de

cada tipo de interagdo dos individuos de Camponotus termitarius.

2.3.3 Presencga de trofobiontes na planta

A presenca de trofobiontes, cochonilhas e membracideos nas plantas, nao
gerou diferenga na quantidade de individuos de C. termitarius na contagem sem
perturbacao anterior ao experimento, nem para membracideos (Teste de Wilcoxon
W=184; p= 0,459; Fig. 2, ANEXO 1), tdo pouco para cochonilhas (Teste de Wilcoxon
W= 207,5; p= 0,224; Fig. 3, ANEXO 1). Houve um maior patrulhamento e
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reconhecimento de herbivoros pelas formigas nas plantas com trofobiontes, indicado
por um maior numero de toques das formigas nos cupins para plantas com
membracideos (Teste de Wilcoxon W= 128; p= 0,018; Fig. 9A) e com cochonilhas
(Teste de Wilcoxon W= 177,5; p= 0,035; Fig. 10A). Comparando os resultados entre
membracideos e cochonilhas para o tempo transcorrido até o primeiro toque foi mais
curto para os membracideos (Teste de Wilcoxon W= 291,5; p= 0,036; Fig. 9B) do que
as cochonilhas (Teste de Wilcoxon W= 324; p= 0,131; Fig. 10B). Apds o
patrulhamento intenso, parece ter havido uma perda de interesse na presa do
experimento (cupim) evidenciado na pouca diferenga nos ataques aos cupins nas
plantas com e sem trofobiontes, tanta para os membracideos (Teste de Wilcoxon W=
239,5; p= 0,535; Fig. 9C) quanto para cochonilhas (Teste de Wilcoxon W= 252,5; p=
0,828; Fig. 10C). A presenca dos trofobiontes nao interferiu em relagdo ao tempo
transcorrido até o primeiro ataque aos cupins (W= 193; p= 0,597) para membracideos
(Fig. 9D) e para cochonilhas (W= 263,5; p= 0,990) (Fig. 10D). Ndo encontramos
diferenca nos ataques entre plantas com e sem trofobiontes, a remogao dos cupins
pelas formigas manteve esse padrdo para membracideos (Teste de Wilcoxon W=
192,5; p= 0,576 Fig. 9E) e cochonilhas (Teste de Wilcoxon W= 236,5; p= 0,549; Fig.
10E). O tempo transcorrido até a remogao dos cupins pelas formigas nas plantas com
e sem trofobiontes ndo gerou diferenga para membracideos (Teste de Wilcoxon W=
271; p= 0,147; Fig. 9F) nem para cochonilhas (Teste de Wilcoxon W= 311,5; p= 0,257;
Fig. 10F).
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proximas a ninhos (até 3 metros) e distantes (mais de 3 metros), com auséncia e presenga de

membracideos. A) Toques aos cupins. B) Tempo transcorrido até o primeiro toque aos cupins. C)

Ataques aos cupins. D) Tempo transcorrido até o primeiro ataque aos cupins. E) Remogao dos cupins.

F) Tempo transcorrido até a remogéo dos cupins. Linha preta € a mediana, os quartis sdo as linhas

horizontais apresentando quatro partes iguais, e assim cada parte representa 1/4 da amostra ou

populagao a partir da mediana, os pontos representam os extremos.
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Figura 10. Boxplot comparando as interagdes da formiga Camponotus termitarius aos cupins em
plantas préximas a ninhos (até 3 metros) e distantes (mais de 3 metros), com auséncia e presenca de
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da mediana, os pontos representam os extremos.

2.4 Discussao

Nossos resultados sdo consistentes com a hipétese de que plantas mais
préximas aos ninhos recebem uma maior prote¢cdo da formiga C. termitarius contra
herbivoria, sendo que as distancias em que o ninho se encontra, mensuradas neste

trabalho, é irrelevante para esta defesa bidtica. O efeito da presenca de trofobiontes
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neste cenario aumenta o patrulhamento e reconhecimento de possiveis ameacgas a
planta (herbivoros), porém ndo aumenta os ataques.

Trabalhos prévios realizados na regido ja demonstraram a relagao entre a
densidade de ninhos e a visitagdo das formigas C. termitarius ao gravata-do-banhado
(MORALES, 2021, dados n&o publicados). A partir dos nossos estudos, podemos
inferir que a presencga de ninhos também resulta em uma maior defesa bidtica as
plantas proximas. Isto pode ser devido a agressividade das formigas que nao diferem
apenas entre as espécies, mas também em uma mesma espécie, podendo mudar
dependendo do numero de companheiros de ninho ao redor (KATAYAMA; SUZUKI,
2005). Campos; Camacho (2014), estudando diversas espécies de plantas, também
demonstraram que as formigas tendem a ser mais agressivas perto de seu ninho ou
de fontes de alimento.

O grupo de plantas proximas também foi estudado separadamente, para
avaliarmos se o grau de proximidade do ninho com a planta causaria algum efeito na
remocao de herbivoros por C. termitarius. Por exemplo, se ninhos que estavam a 0,5
metros da planta focal responderiam com a maior remogao de herbivoros do que
ninhos distantes 2,5 metros. Todos os paréametros avaliados (contagem sem
perturbacdo, toque, ataque, remogédo e interacdo) ndo apresentaram diferengas
significativas. Isso pode ser explicado pelo fato da densidade de ninhos proximos a
planta exercer uma maior influéncia na visitacdo das formigas (MORALES, 2021,
dados néao publicados), do que a distancia relativa de um ninho a planta. Vale ressaltar
que a relagao da densidade dos ninhos pode ser afetada negativamente pela distancia
dos corpos d'agua e que a densidade de ninhos traz consigo uma maior quantidade
de operarias forrageando no ambiente (DUTRA, 2021, dados nao publicados). Sendo
assim, a quantidade de ninhos ao redor da planta exerceria uma maior influéncia na

remocgao de herbivoros do que a simples distancia de um ninho a planta.

A densidade de ninhos de C. punctulatus (Mayr) na Provincia de Corrientes,
Argentina, vem demonstrando uma relagdo entre o aumento na produgao de arroz e
o aumento no numero de ninhos pertencentes a formiga nativa (FOLGARAIT et al.,
2002). Nos locais com vegetagao pouco alterada, esta espécie de formiga faz ninhos
subterraneos ou pequenos montes (FOLGARAIT et al., 2007). Entretanto, as
atividades agricolas parecem ter promovido ninhos epigéicos (FOLGARAIT et al.,

2007). Outros estudos relacionam esse tipo de construgdo de ninhos em locais que
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ocorrem inundagdes esporadicas (LEWIS et al.,, 1991). Camponotus punctulatus
possui habilidades de se estabelecer, colonizar e dominar comunidades perturbadas,
e quanto maior o dano causado ao solo pela agricultura, mais suscetivel a invasao por
C. punctulatus (FOLGARAIT; GOROSITO, 2001). Atividades agricolas mais intensas
e o cultivo do arroz com suas inundag¢des removem competidores e grande parte da
macrofauna deixando mais espacos e recursos disponiveis para essa invasao
(FOLGARAIT et al., 2003). Em uma reviséo, Styrsky & Eubanks (2007) avaliaram os
efeitos das interagdes formigas-hemipteros nas plantas, destacando a importancia da
proximidade das colonias de formigas as plantas hospedeiras. Neste caso, a distancia
pode influenciar a resposta numérica das formigas aos hemipteros produtores de
melada, mesmo sendo essa uma questdo ndo aprofundada nos artigos citados por
eles. Nossos estudos demonstram um avango nesse sentido. A presencga de ninhos
proximos a planta altera as relagdes mutualisticas formiga-planta-herbivoro e
considerando a relagéo entre a agricultura e o crescimento populacional e densidade
de ninhos epigéicos (FOLGARAIT et al., 2002), podemos prever uma mudanga
também nas relacgdes interespecificas quando atividades agricolas invadem o habitat

da formiga.

As interagdes mutualisticas entre formigas e trofobiontes sdo amplamente
estudadas (DATTILO et al., 2009; FLEIG, 2011; OLIVEIRA et al., 2012; IBARRA-
ISASSI et al.,, 2016) e alguns estudos sugerem que o liquido agucarado que os
hemipteros produzem poderia ter uma fungcdo parecida com a dos nectarios
extraflorais (CARROLL; JANZEN, 1973). Ambos, juntamente com a associacao das
formigas, podem reduzir o ataque de herbivoros a planta (OLIVEIRA; DEL-CLARO,
2005). Estas relagdes tri-troficas e seus custos e beneficios podem ser afetados,
dentre outros fatores, pela presenga e abundancia de outros organismos e também
depende das espécies envolvidas (KAMINSKI et al., 2009). Entretanto, no nosso
estudo dentre as variaveis medidas (contagem sem perturbagado, toque, ataque,
remocgao e interagao), apenas o toque apresentou diferengas significativas nas plantas
com e sem trofobiontes. Nas plantas com trofobiontes associados, houve um maior
numero de toques, tanto para cochonilhas, quanto para membracideos, demonstrando
um maior patrulhamento da C. termitarius, mas sem terminar em ataques ou
remogoes. O ataque das formigas aos cupins pode ser devido ao forrageamento, em

que a formiga preda o cupim (herbivoro potencial) para usar como fonte de alimento;
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devido a defesa do ninho, em que a formiga ataca o cupim por representar uma
ameagca para a colénia (o que explicaria os ataques a cupins em plantas proximas); e
devido a defesa do trofobionte, a formiga ataca o cupim para defender o trofobionte.
A partir dos nossos resultados, pode-se deduzir que a formiga ndo esta protegendo
os trofobiontes. Se a formiga estivesse usando os cupins como alimento, os ataques
seriam mais frequentes do que o que encontramos. Com isso, 0 mais provavel seria
que o comportamento agressivo das formigas seja devido, em sua maior parte, a
defesa da col6nia. Além disso, observamos a presencga de estruturas de protecéo
construidas pelas formigas na base das plantas ao redor trofobiontes, considerados
como ninhos satélites (Fig. 2, Fig. 5) (VANEK; POTTER, 2010). Esses ninhos estédo
situados na base da planta, sugerindo uma maior concentragdo de formigas nessa
regido. Em nosso experimento, inserimos um cupim na base e outro no centro da
folha, essa ultima parte da folha pode ter sido menos visitada pelas formigas pela
presenga de ninho satélite na base, ja que as formigas forrageiam e patrulham essa

regidao da planta com maior intensidade.

Portanto, atingimos resultados relevantes para o estudo sobre as interagbes
mutualisticas formiga-planta-herbivoro para o bioma Pampa no Rio Grande do Sul,
servindo de base para os proximos estudos sobre esse tipo de interagcdo. Nossos
dados demonstram uma maior defesa bidtica da C. termitarius nas plantas E.
pandanifolium proximas a ninhos, essa interagao pode oferecer beneficio liquido para
ambas as espécies envolvidas. Vale ressaltar que a interagdo formiga-planta nem
sempre resulta em beneficio para a planta, indicando a presencga de condicionantes
entre elas: as espécies de formigas associadas, densidade de formigas, demanda
nutricional da coldnia de formigas, estratégia de defesa de herbivoros, e espécies
vegetais associadas (CALIXTO et al., 2018). Estudos em plantas com nectarios
extraflorais também demonstraram que, apesar de frequentemente mutualisticas, as
relacbes com formigas podem ser antagbnicas, interrompendo a polinizagdo e a
reprodugao das plantas, sendo que esta condi¢cao esta relacionada a densidade da
formiga na planta (CHAMBERLAIN; HOLLAND, 2008).

A perturbagdo ambiental de origem antropica pode ter um papel na
condicionalidade desta interagdo multitrofica planta-formiga-trofobionte, pois causa
um aumento na densidade de ninhos, principalmente nos campos de arroz

(FOLGARAIT et al., 2002). Além de ocasionar uma mudang¢a na paisagem com 0O
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passar do tempo, com formigueiros resistentes e cada vez maiores, dificultando
inclusive a movimentacgao de pastadores (FOLGARAIT et al., 2007). A presencga de
trofobiontes também pode causar alteragbes no comportamento da formiga como a
construgao de ninhos satélites para cobertura e protecdo destes hemipteras.
(VANEK; POTTER, 2010), essas alteragdes de comportamento podem influenciar na

defesa bidtica oferecida pela planta.

3. Conclusao

A defesa bidtica contra herbivoros oferecida pela formiga Camponotus
termitarius € maior em plantas préximas aos ninhos. Uma pequena diferenca na
distancia da planta focal ao ninho e a presenca de trofobiontes ndo demonstrou ser
um fator de interferéncia nesta defesa bidtica. Esta espécie de formiga sofreu uma
recente mudanca taxondmica tornando-se assim uma espécie propriamente dita,
com isso existem poucos trabalhos sobre a sua ecologia. Entretanto, este trabalho
desenvolveu um novo conhecimento sobre as relacdes de defesa bidtica oferecida
pelas formigas C. termitarius em plantas préximas ao ninho na regido e aborda
assuntos importantes a serem estudados para melhor entender a ecologia da formiga

e suas interacbes com as espécies de plantas do Pampa.



4. Consideracoes finais

Consideramos que nosso estudo avangou no entendimento sobre as relagdes
de defesa bidtica oferecida pelas formigas C. termitarius em plantas proximas ao
ninho. Devido a escassez de estudos com esta espécie de formiga, trabalhos
complementares sdo de grande relevancia para ajudar na compreensao das suas
relacbes de defesa bidtica com plantas. Dentre estes, podemos citar: (i) analises
morfolégicas e moleculares para uma identificagcdo mais precisa da C. termitarius da
regido do Pampa gaucho em diferentes localidades e habitats; (ii) a extenséo da area
de forrageamento da espécie para medir qual a distancia da defesa bidtica oferecida
pelas formigas as plantas; (iii) repetir o nosso experimento com cupins no inverno para
comparar com o verao, ja que o nosso foi executado somente no verédo. Neste ultimo
caso, através de observacdes pudemos constatar que durante o inverno as formigas
ficavam agrupadas na regiao basal da planta, provavelmente por ser uma regiao que
oferece uma maior protecdo aos efeitos abidticos dessa época do ano. Em nossas
visitas ao campo durante o inverno, observamos uma maior interagao de C. termitarius
com os membracideos, pois ambos se encontravam associados nessa mesma regido.
Além disso, muitas vezes os membracideos estavam protegidos embaixo das
extensdes de ninhos.

Estudos para observar a defesa biotica pelas formigas na época reprodutiva
das plantas também s&o necessarios, ou seja, verificar se a defesa bidtica também
ocorre nas inflorescéncias das plantas que possuem proximidade ao ninho. Por fim,
comparar a época alagada com a época seca, pois nessas condigdes poucas plantas
possuem a sua base seca e essas plantas podem ser redutos para C. termitarius

nessa época do ano, principalmente aquelas plantas que possuem ninhos satélites.
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Figura 1. Contagem de formigas da espécie Camponotus termitarius, sem perturbagcdo em plantas
proximas a ninhos (até 3 metros) e distantes (mais de 3 metros). Linha preta é a mediana, os quartis
sdo as linhas horizontais apresentando quatro partes iguais, e assim cada parte representa 1/4 da

amostra ou populagéo a partir da mediana, os pontos representam os extremos.
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Figura 2. Contagem de formigas da espécie Camponotus termitarius sem perturbagdo em plantas
proximas a ninhos (até 3 metros) e distantes (mais de 3 metros), com auséncia e presenga de
membracideos. Linha preta € a mediana, os quartis sdo as linhas horizontais apresentando quatro
partes iguais, e assim cada parte representa 1/4 da amostra ou populagcédo a partir da mediana, os

pontos representam os extremos.
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Figura 3. Contagem de formigas da espécie Camponotus termitarius sem perturbagdo em plantas
proximas a ninhos (até 3 metros) e distantes (mais de 3 metros), com auséncia e presenga de
cochonilhas. Linha preta é a mediana, os quartis s&do as linhas horizontais apresentando quatro partes
iguais, e assim cada parte representa 1/4 da amostra ou populagcao a partir da mediana, os pontos

representam os extremos.



