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O sucesso reprodutivo das figueiras, e a consegueanutencdo do mutualismo
Ficus— vespas de figo, depende do sucesso na polinizigdores pistiladas (producéo
de frutos) e do desenvolvimento de vespas polioizad em alguns ovarios galhados
(producéo de vespas vetoras de polen). No entanperiodo de receptividade das flores
pistiladas para a polinizacéo e oviposicdo pelapa® polinizadoras decus é curta, em
relacdo a duracdo total do desenvolvimento do fiyopequena janela temporal de
receptividade pode ser um fator limitante na ektiole do mutualismo, uma vez que o
sucesso reprodutivo da planta sera nulo se os figms forem visitados por vespas
polinizadoras durante o periodo de receptividaderé3ente trabalho avaliou o papel das
vespas nao-polinizadoras galhadorédarhes grupo flavicollis) durante o periodo de
polinizagdoFicus citrifolia. Especificamente avaliou-se se as vespas gallsaodesferem
(1) na atratividade do figo as vespas polinizadq@sna receptividade do estigma e (3) no
sucesso das vespas polinizadoras (producdo des feupsole de vespas polinizadoras). O
estudo experimental foi realizado no campus da URibeirdo Preto (21°10'S; 47°48'W),
durante os meses de 02/2008 e 07/2009. Foi obsequaxdos periodos de receptividade do
estigma e de atratividade do figo duraram cercanda semana e ndo sofreram efeito da
presenca das vespas galhadoras. No entanto, sguegpsodutivo da planta foi afetado em
situacOes de alta infestacdo das vespas nao-alonas, devido ao fechamento precoce do

ostiolo causado pelo crescimento das galhas desspas.

Palavras-chave: Agaonidddarnes,Interacéo inseto-planta, Polinizacao.



The breeding success &icus trees and the maintenance of their mutualistic fig
wasps depend on the successful pollination oflgistflowers (seed production) and on the
development of pollinating wasps in some galledri@ga(production of pollen vectors).
The period during which pistilate flowers are reoep for pollination and oviposition is
short compared to the total length of fig developtm@&his narrow temporal window may
be limiting to the stability of the mutualism, senthe reproductive success of the plant will
be null if wasps fail to find receptive trees. \Wwestigated the role of the non-pollinating
galler wasps Iflarnes group flavicollis) on the pollination period dFicus citrifolia figs.
Specifically, we tested if galler wasps interfere @) fig attraction for pollinating fig
wasps, (2) length of stigma receptivity and (3)lipating success (seed and pollinator
offspring production). The study was carried outh@&campusof University of Sdo Paulo
in Ribeirdo Preto (21° 10" S, 47° 48" W) betweebrdary/2008 and march/2009. The
periods of stigma receptivity and fig attractivendasted about one week and were not
affected by the presence of galling non-pollinatfitggwasps. However, the early ostiole
closure caused by the growth of non-pollinating pgasgalls may affect the plant

reproductive success in high levels of infestabgrthese wasps.

Key words: Agaonidaddarnes,Plant-insect interaction, Polination.
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Mutualismos séo interagcdes interespecificas quelta@s em beneficio a todas as
espécies envolvidas (Begost al, 1996). Entre as associacfes planta-insEtoys
(Moraceae) e suas vespas polinizadoras (HymenopEé@cidoidea) constituem um dos
exemplos mais extremos de mutualismo obrigatérieil¥gn, 2002). Nessa associacéo, as
vespas polinizam as flores femininas e utilizanuilgs delas para depositar seus ovos e
desenvolver sua prole (Weiblen, 2002). As figueteaabém séo exploradas por espécies
de vespas nédo-polinizadoras, em geral da superda@tiblcidoidea, consideradas parasitas
do mutualismo. Algumas espécies dessas vespasvdbésan-se em flores femininas e
outras sdo parasitoides das espécies fitéfagas 2001), sem realizar servicos de
polinizacéo.

Ficus € o maior género da familia Moraceae, constityiclocerca de 750 espécies
distribuidas no Velho e Novo Mundo, nas regidepitas, subtropicais e algumas regidoes
temperadas e € dividido em quatro subgéneros eed®s (Berg, 1989). Na América
ocorrem aproximadamente 140 espécies, pertencaes subgénerodJrostigma e
PharmacosyceaBerg, 1989). No Brasil, sdo conhecidas 59 espéaiativas, cinco
pertencentes ao subgénd?bharmacosycea 54 ao subgénerdrostigma Além dessas,
ocorrem trinta espécies exoticas, dos subgérdos, Sycomoruse Urostigma(Carauta,
1989).

Todas as espécies Beus apresentam inflorescéncia do tipo sicénio (ou)figoqual
€ um receptaculo fechado com as flores inseridasnamente (Verkerke, 1989). As flores
femininas se desenvolvem em frutos do tipo aquégim apresentam pericarpo duro

envolvendo uma uUnica semente (Verkerke, 1989). ddygdo de aquénios representa a
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funcdo feminina da planta, enquanto a dispersagodaen pelas fémeas de vespas
polinizadoras constitui a funcdo masculina da plaAtproducéo de siconios € geralmente
sincronizada em uma figueira, mas assincronicee atliferentes arvores (Pereieh al,
2007).

Galil & Eisikowitch (1968) dividiram o ciclo de desvolvimento do siconio e das
vespas de figo em cinco fases (Tabela 1 — FigurdNa3$ espécies mondicas, esse ciclo
pode ser resumido da seguinte forma: as fémeassigas polinizadoras, fecundadas e
carregadas de polen, sdo atraidas por substanoiaseis liberadas pelos siconios
receptivos (Hossaert-McKegt al, 1994). As vespas fémeas (fundadoras) adentram a
inflorescéncia através de uma abertura denominstilzlay geralmente perdendo as antenas
€ as asas nesse processo, e realizam a polinidagdtores femininas, ainda utilizando-se
dos ovarios de algumas dessas flores polinizadas depositar seus ovos. As flores que
recebem ovos desenvolvem-se em galhas, nas queideade vespas se desenvolve no
lugar dos frutos. Durante a fase de desenvolvimeatqrole de vespas, as larvas se
alimentam do endosperma e do embrido formados feeldizacdo (Verkerke, 1989;
Jansen, 2009).

Algumas semanas mais tarde (aproximadamente deocuakeis semanas), proximo
ao final do ciclo de desenvolvimento do siconioflags masculinas amadurecem e a prole
de vespas completa seu desenvolvimento. Os maéleoessprimeiros a emergir e, logo
apos a emergéncia, localizam as fémeas, que anglacentram em suas galhas, e copulam
com elas. Apds a copula, os machos de algumasiespédizam suas mandibulas para
abrir um pequeno orificio na parede da inflores@mor onde as vespas fémeas sairdo. As
fémeas fecundadas, entdo, emergem, coletam o (@tealgumas espécies, as fémeas nao
coletam o pélen, transportando-o passivamente soloepo) e abandonam o sicénio em

busca de uma arvore com inflorescéncias recepfiBrasstein, 1992). Depois da saida das
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vespas, 0s siconios completam seu amadurecimenmtoando-se atrativos para varias

espécies de vertebrados frugivoros que atuam caperdores (Shanahahal, 2001).

Tabela 1: Fases do desenvolvimento do siconio gelgms polinizadoras de espécies

monoicas dé&icus segundo Galil & Eisikowitch (1968).

Fase Descricao

A (pré-feminina) Flores femininas do siconio imatura
B (feminina) Figo receptivo. Liberacao de volaeiatracdo de fundadoras

C (interfloral) Periodo de desenvolvimento da pd#evespas e dos frutos

D (masculina) Emergéncia da prole de vespas e agitordas flores
masculinas
E (p6s-floral) A prole de vespas se dispersa gmdmadurece

A complexidade do mutualisnméicus — vespas de figo aumenta pela ocorréncia das
vespas nao-polinizadoras (Figura 1). Essas vedjlamm o0 figo para desenvolver suas
proles, mas nao realizam polinizacdo, uma vez gpegitam seus ovos pelo lado externo,
inserindo seus ovipositores atravées da paredegdd\Weiblen, 2002; Yu, 2001). Em geral,
0 comprimento dos ovipositores das vespas nédoipatloras € positivamente
correlacionado a espessura da parede do figo (Kektl& Rasplus, 1996; Zheet al,
2005).

A biologia dessas vespas € variada, podendo senadgmbs, inquilinas
(cleptoparasitas) ou parasitoides (Abdurahiman &eph, 1978; Weiblen, 2002). As
parasitas galhadoras séo fitéfagas e capazes dariggdlhas nas flores femininas do figo.
A inducao de galhas (proliferacdo anormal do teaidcelar) pode estar relacionada a uma

secrecdo acida liberada no momento da oviposicé@lgadulas associadas ao aparelho
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reprodutor, o que € corroborado pelo fato de eggaslulas serem observadas somente em
espécies galhadoras (Abdurahiman & Joseph, 19&¥asEvespas colonizam o figo no
mesmo periodo em que as polinizadonasjendo potencialmente fazer uso dos mesmos
volateis atrativos que as primeiras (Ware & Compi®94).

As vespas inquilinas também sao fit6fagas, masimdirem a formacgédo de galhas
(auséncia de glandulas &cidas). Elas colonizamgo filguns dias apds as espécies
galhadoras, ovipdem em galhas induzidas por algulessas espécies e se alimentam do
tecido vegetal, matando a larva da espécie galhgmorinanicdo. As espécies parasitoides,
por sua vez, desenvolvem suas proles parasitandanes de espécies fitéfagas e séo,
geralmente, as ultimas a colonizar o figo. A emecgesincronizada de todas as espécies,
independente da sequéncia de oviposicdo, pode resémionada a diferentes taxas de
crescimento larval entre as espécies (Kerdelhu@agphis, 1996).

Com o0 exposto acima, nota-se que um ajuste finaeews ciclos de
desenvolvimento dos figos e das vespas associadesegdsario para a manutencado dessas
interacbes. O sucesso reprodutivo das figueirasa e€onsequente manutencdo do
mutualismo dependem do sucesso na polinizacamus flemininas (producao de frutos) e
do desenvolvimento de vespas polinizadoras em slgwarios galhados (producdo de
vespas vetoras de polen). No entanto, o periodeadptividade das flores femininas para a
polinizacdo e oviposicao pelas vespas polinizaddedscus € curta, em relacdo a duracdo
total do desenvolvimento do figo (Weiblen, 2002). pgquena janela temporal de
receptividade pode ser um fator limitante na ektioie do mutualismo, uma vez que o
sucesso reprodutivo da planta sera nulo se os figms forem visitados por vespas

polinizadoras durante o periodo de receptividagellperget al, 2005).
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Fase B

Polinizagao e
oviposic

Fase A

Flores femininas
receptivas

Fase D

Emergéncia da prole
de vespas

Desenvolvimento
da prole de vespas
e sementes

v A Vespas nao
| A polinizadoras

Figura 1: Ciclo de desenvolvimento dos siconiosspas de figo em espécies mondicaBides

Modificado de Simon van Noort (www.figweb.org).

Khadariet al (1995) demonstraram experimentalmente que avadi@de das flores

femininas deFicus se estende a até um més na auséncia de poliniZzagasituacdes

normais de visitacdo por vespas polinizadoras, go fse torna nao-atrativo em

aproximadamente dois dias ap0s ser penetrado péfazpdora (Khadaret al, 1995),

pois, pouco depois que a polinizadora entra, ogposins volateis atrativos deixam de ser

produzidos (Ware & Compton, 1994).

Quando comparada a outras plantas zoofilicasgasifas apresentam baixo custo

energético de espera por polinizadores, uma vez agudigos realizam fotossintese,

cobrindo parte dos gastos por sua manutenc&o. $fvebgue o baixo custo da manutencéo

dos figos tenha possibilitado o prolongamento daptvidade dos mesmos, o que pode ter

sido selecionado evolutivamente por aumentar ossocesprodutivo da planta, ou seja,
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aumentando as chances de polinizacdo sem custas.axb entanto, Khadagt al (1995)
nao avaliaram se a colonizacdo dos figos por vespaspolinizadoras fitéfagas, que
ovipdbem nas flores femininas um pouco antes ou msnmmo periodo que as vespas
polinizadoras, interferem na receptividade daseflofemininas (como ocorre com a
colonizacéo pelas polinizadoras). A modificacaaddeacdo da receptividade pelas vespas
nao-polinizadoras potencialmente afetaria o sucegsodutivo da planta. Nesse sentido, a
figueira teria seu sucesso reprodutivo diminuida selonizacéo de seus figos por vespas
nao-polinizadoras fitofagas interrompesse a regepiile das flores femininas antes que a
polinizacdo ocorresse.

A literatura atual conta com estudos que apresentg@riodo de atratividade e o
sucesso reprodutivo de algumas espécies de figuaras que nao tratam do periodo de
receptividade (algumas vezes usado como sindnimatividade). Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar se a presencavdapas nao-polinizadoras galhadoras
Idarnes grupo flavicollis, interfere no mutualismo dé&icus citrifolia e sua vespa

polinizadoraPegoscapusp. Mais especificamente, buscou-se:

a) Avaliar a duracdo da receptividade floral Beus citrifolia na auséncia e na
presenca da vespa nao-polinizaddiarnesgrupoflavicollis;

b) Avaliar a duracdo do periodo de atratividade dgesfideFicus citrifolia na
auséncia e na presenca da vespa nao-polinizatioresgrupoflavicollis;

c) Avaliar o sucesso reprodutivo decus citrifolia e Pegoscapus spao longo do
periodo de receptividade dos figos, na auséncia erasenca da vespa nao-

polinizadoradarnesgrupoflavicollis.
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Area de estudo e espécies estudadas

O trabalho foi realizado em areas urbanizadasifjsre gramados) docampusda
USP — Ribeirdo Preto (21°10'S; 47°48'WBicus citrifolia (Figura 2) é uma espécie de
ampla distribuicdo geogréfica (Pereira, 2002; rdéecomoF. eximig e se desenvolve bem
em ambientes perturbaddscus citrifolia € a espécie mais abundanteFit®us na area de

estudo, desenvolvendo-se isoladamente sobre oosbloomo hemiepifita sobre outras

espécies arbdreas e construcdes (Cerezini etG8).20

Figura 2. (A)Ficus citrifoliano campus da USP de Ribeirdo Preto; (B) Fémddaitees

grupoflavicollis..

No Brasil,Ficus citrifolia é polinizado poPegoscapus tondueiassociado a outras
14 espécies de vespas nao-polinizadoras (Pegeied 2000). Dentre as espécies nao-
polinizadoras, o géneraarnesé o melhor representado, com trés espécies corhasac

apteros [dois do grupcarme(ldarnessp.1 e sp.2) e um do gruflavicollis (sp.3) (Figura
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2)] e duas espécies com machos alados (ghuperta). As demais espécies de outros
géneros associadasg-acitrifolia sdo apresentadas na Tabela 2.

Os experimentos de receptividade foram realizadés Yezes, em trés arvores
diferentes e em meses distintos (fevereiro/2008ycan2008 e junho/2009). Para
atratividade, também foram realizados trés experiose (fevereiro/2009, marco/2009 e
junho/2009), e para o0 sucesso da visitacao foratizaglos dois experimentos (margo/2009
e julho/2009). Foram realizados os dois tratamer(msn e sem vespddarneg
concomitantemente em cada arvore, a fim de evifareticas nos resultados devido a

possiveis variacdes especificas entre as arvaresnalecorréncia de mudancas climaticas.

Tabela 2: Categorias superiores, niumero de esp&c@sacteristicas morfoldgicas de

géneros associadog-mus citrifolia. Ribeirdo Preto/SP. Modificado de Peraital. 2000.

Familia Subfamilia Espécies Machos
Género
Agaoninae | Pegoscapu€ameron 1 Apteros
Agaonidae Idarnesgrupocarme 3 Apteros
(sensuBoucek 1993) Sycophaginag Idarnesgrupoflavicollis 1 Apteros
Idarnesgrupoincerta 2 Alados
Pteromalidae ? AepocerudMayr 1 Alados
(senstRaspluset al 1998) HeterandriumMayr 2 Ambos
Eurytomidae - Eurytomallliger 2 Alados
_ - PhysothoraxMayr 2 ~ Alados
Torymidae Apteros, alados e
TorymusDalman 1 b "
raquipteros
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Coleta de dados
Receptividade do estigma

A receptividade do estigma foi avaliada em figos pélinizados, a cada dois dias a
partir do inicio da fase receptiva (primeiro diardeeptividade dos figos). Quarenta figos,
em aproximadamente cinco ramos, foram etiquetadosacados com tecidos “voil” para
evitar o acesso de qualquer vespa de figo (Figérae 3B). Cada ramo ensacado foi
etiquetado de acordo com o tratamento experimgfi@ntrole” ou “ldarnes” (com
Idarneg) (Figura 3C e D). A partir do primeiro dia dadaceptiva, dois figos (de ramos
distintos) foram coletados e levados ao laborat@aoa analise da receptividade dos
estigmas. A receptividade do estigma foi avaliadameio do teste indicador de esterase
proposto por Dafni & Maués (1998). Este teste é&ictmmado confiavel para detectar a alta
atividade de enzimas caracteristica de estigmaptigos (Dafni & Maués, 1998).

Os figos coletados foram cortados ao meio e em gadadas metades foi colocado
um pequeno pedaco de papel reagente (Peroxitesmook&iamente umedecido em agua
destilada, diretamente sobre as flores. O manukejoapel foi feito com pinca, tomando
sempre o cuidado de n&o expor o papel as extrepsdedrtadas ou ao contato com
qualquer outro material na bancada. A pinca foada/com alcool e agua destilada apos
cada procedimento, evitando uma possivel transfex@®e enzimas de um tratamento para
0 outro. Esses procedimentos visaram evitar a &coa de falsos positivos por

contaminacgao de material.
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Figura 3. (A) Ramo ensacado com tecido “voil”; {B)ps etiquetados para identificacao
individual; (C) Ramo com etiqueta de identifica¢&ontrole” (semldarneg; (D) Ramo

com etiqueta de identificacdo “ldarnes” (ctaarnes.

O estigma foi considerado receptivo quando o pegadente se tornava azul escuro
em até 10 segundos apos o contato com as flormmstderado ndo receptivo quando o
papel permanecia branco ou se tornava azul clam periodo maior que dez segundos
apos a exposicao as flores (Figura 4). No primdieoem que a nao-receptividade foi
observada, foram coletados mais trés figos de edifes ramos, os quais receberam o

mesmo tratamento para confirmar o resultado nemativ
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Figura 4. (A) figo com papel reagente corado (raéeep (B) figo com papel reagente

sem corar (ndo-receptivo).

A avaliacdo da receptividade do estigma em figdanizados por vespas galhadoras
foi realizada de forma semelhante a descrita mo @&eterior. A diferenca consistiu em
permitir a colonizacao dos figos no inicio da fesmeptiva (primeiro dia de receptividade)
por vespasdarnesgrupoflavicollis.

As fémeas dédarnesgrupoflavicollis utilizadas nos experimentos foram obtidas de
siconios de outras arvores (na fase D). Os sicomiogase masculina foram colhidos e
mantidos em recipientes plasticos de 50ml fechati®sa emergéncia das vespas (Figura
5A-B). As vespas foram separadas das demais espgci@locadas, duas a duas em sacos

pequenos de “voil” (Figura 5C).
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Figura 5. (A) emergéncia das vespas em recipigéssicos fechados;
(B) vespas ja emergidas; (C) saquinho de “voil'ivichal com duas fémeas titarnes

grupo (lavicollis) e (D) figos ensacados individualmente.

Cada saquinho contendo duas vespas fémeladesgrupoflavicollis foi utilizado
para ensacar individualmente cada figo para permviposicdo das mesmas (Figura 5D).
Apo6s 24 horas, os sacos individuais foram removelas experimento foi conduzido da
forma descrita para o tratamento sem as vespaadgals. Cada ramo ensacado recebeu
uma etiqueta de identificacdo com um numero e o dp tratamento ao qual os figos
seriam submetidos (Figura 3D).

Os dois tratamentos (receptividade do estigma s@nmia e presenca digarneg
foram realizados simultaneamente em uma mesmaeaarepetidos em trés arvores
distintas, em periodos distintos do ano (fever2@®8, marco/2008 e junho/2009),
assegurando que os resultados obtidos para cddmérsto ndo sofressem influencia da

diferencga das arvores ou da variagéo climéatica.
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Atratividade dos figos

A atratividade dos figos foi avaliada a cada daés,da partir do primeiro dia em que
os figos se mostraram atrativos, determinado pkkgada de vespas polinizadoras a
arvore. A atratividade foi avaliada pelo comportatoedas vespas polinizadoras quando
em contato com figos. Os figos foram consideradtstiaos quando as vespas
polinizadoras apresentaram comportamento de teatali entrada e considerados néo
atrativos quando a vespa gastava mais de cincotosiraobre o figo, sem apresentar o
comportamento de entrada.

O comportamento de entrada no figo foi descritousdg trés comportamentos

descritos por Kandaet al (1995), sendo:

1. A vespa anda ao redor do sicénio tocando suerfécip continuamente com 0s
segmentos distais da antena; quando a vespa emoonbstiolo, tenta entrar
empurrando suas antenas sob as bracteas.

2. A vespa dispende certo tempo (inferior a cincoubtes) caminhando sobre o figo,
mas nao apresenta tentativa de entrada; essadsitim@bservada antes do inicio
e ao final do periodo atrativo.

3. A vespa toca uma vez a superficie do siconi@nia as antenas e rapidamente
caminha ou voa para outro lugar.

Apenas o primeiro comportamento € considerado imdie que o figo esta atrativo.

A ndo-tentativa de entrada pelas vespas caracgiarezauséncia de atratividade do figo.
Cerca de 30 figos em cinco ramos (seis figos poojana fase pré-feminina (fase A)
foram etiquetados e ensacados com tecidos “voijuf@d 3) para evitar o acesso de
qualquer vespa de fig@ada ramo ensacado recebeu uma etiqueta de idagdifi com um
namero e o tratamento ao qual os figos seriam stithmse(Figura 3) A cada dois dias,

fémeas polinizadoras recém-emergidas, obtidas tlasoarvores dgE. citrifolia na fase D,
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foram usadas para o teste da atratividade. O sateod” foi removido temporariamente e
pequenos sacos do mesmo material foram colocadisdnalmente nos figos, para evitar
gue vespas polinizadoras colonizassem naturalnosrfigos experimentais.

Para avaliar cada figo do ramo, o saco menor fobxédo e uma vespa polinizadora
foi posicionada, com o auxilio de um pincel fina»pmo ao ostiolo do figo. Foi observado
0 comportamento da vespa de tentativa (ou ndo)edetfar o figo. Em caso positivo, a
vespa era removida com o pincel antes que peret@ssgo. Em caso negativo, as
tentativas foram repetidas outras duas vezes copasediferentes. Em caso de insucesso
nas trés tentativas, o figo era considerado nadhair Durante todas as avaliagdes sempre
se tomou cuidado de ndo deixar descobertos (sensaoes pequenos) os figos
experimentais, para se assegurar que nenhuma veslpazadora o0s colonizasse
naturalmente. Apos as avaliacbes, 0s sacos peqeenosremovidos e 0 ramo novamente
ensacado.

A avaliacdo da atratividade dos figos colonizadmsvespas galhadoras foi realizada
de forma semelhante a descrita no item anteriodiférenca consistiu em permitir a
colonizacéo dos figos no primeiro dia de atratigd@lpor vespaklarnesgrupoflavicollis.
Para tal, no primeiro dia de atratividade, duapasg$émeas dielarnesforam introduzidas
em cada figo ensacado individualmente (com sacqegm®s de “voil”) para permitir a
oviposicdo (Figura 5D). Apdés 24 horas os sacosviddais foram removidos e o
experimento foi conduzido da forma descrita paré&ratamento anteriorCada ramo
ensacado recebeu uma etiqueta de identificacdoucomimero e o tratamento ao qual o0s
figos foram submetidos (Figura 3D).

Os dois tratamentos (atratividade do figo na auaéa@resenca delarneg foram
realizados simultaneamente em uma mesma arvopetdes em trés arvores distintas, em

periodos distintos do ano (fevereiro/2009, marda®2@ junho/2009), assegurando que 0s
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resultados obtidos para cada tratamento ndo sefmesdgluéncia da diferenca das arvores

ou da variacéo climatica.

Sucesso da visitacéo

O sucesso da visitacdo (producéo de frutos e desemento da prole) pelas vespas
polinizadoras foi avaliado a partir do primeiro dia receptividade dos figos. Cerca de 10
ramos foram etiquetados e ensacados com tecidtj (Fajura 3A-B) na fase pré-feminina
(fase A) para evitar o acesso de qualquer vesp@aeCada ramo ensacado recebeu uma
etiqueta de identificacdo com um numero e tratam@dm e sem vespas galhadoras) ao
qual os figos foram submetidos (Figura 3C). A cattas dias apdés o inicio da
receptividade, quatro a seis figos de um mesmo réon@am oferecidos as vespas
polinizadoras (uma vespa por figo). As vespas Eadoras utilizadas nos experimentos
foram obtidas de siconios de outras arvores nabDage0s as vespas penetrarem os figos,
os ramos foram mantidos ensacados até o final senglelvimento das vespas (fase D). Ao
atingirem a fase D, os figos foram coletados eviddalizados em frascos plasticos de
50mL para emergéncia das vespas. Depois da eme&géndigo foi dissecado para
quantificacdo das sementes e vespas produzidas gatlzas onde ocorreu mortalidade
larval (denominadas “bexigas”, por apresentareniazas). As vespas emergidas foram
preservadas em recipientes plasticos de 2 mL cooold70%), sendo que cada recipiente
individual apresenta o conteudo de apenas um fiiggat (Figura 6).

A avaliagdo do sucesso da visitacdo em figos codalois por vespas galhadoras foi
realizada de forma semelhante a descrita acimaifékedca consistiu em permitir a
colonizacédo dos figos no primeiro dia de recep#de por vespasdarnes conforme
descrito no item anterior. O experimento foi condazda forma descrita acima, com

adicdo da quantificagéo, ao final, também da pelearnes.
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Como a infestacdo das vespas galhadoras foi baéxegpeticdo do experimento de
sucesso modificamos um pouco a metodologia emaelagriginal. Além da exposicao as
duas vespas galhadoras no primeiro dia de recéatigi cada figo foi exposto a mais trés
vespas no segundo dia, ou seja, houve um aumeméestacao por parasitas.

Os dois tratamentos (sucesso da visitacdo na aas€mqresenca deelarneg foram
realizados simultaneamente em uma mesma arvongetidaes em duas arvores distintas,
em periodos distintos do ano (mar¢co/2009 e jull@gP0assegurando que os resultados
obtidos para cada tratamento ndo sofressem influéte diferenca das arvores ou da

variacao climatica.
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Figura 6. (A) Vespas nascidas dos experimentosidesSo da Visitagcdo conservadas em

alcool 70%. (B) Recipientes individuais devidameadantificados.

Analise dos dados

A duracédo da receptividade foi estimada pelo nunterodias em que se detectou
atividade enzimatica nos estigmas. Como ndo hoewegeral, diferenca na duragédo da
receptividade nos tratamentos com e sem vespaadga#ds, ndo foram utilizados testes

formais de hipoteses.
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O comportamento das vespas polinizadoras duranperimdo de atratividade foi
avaliada graficamente por meio de diagramas dadinA duracéo da atratividade nos dois
tratamentos (com e sem galhadoras) foi avaliadanpeio modelo linear (ANOVA),
utilizando-se o programa estatistico R (R Develagn@®re Team). A analise foi realizada
no conjunto completo de dados (das trés repetigbesxperimento) e a variavel “arvore”
foi incluida no modelo como covariavel para comtrastatisticamente as diferencas entre
plantas/épocas estudadas.

O sucesso de visitacdo foi analisado graficamerde)parando-se 0os numeros de
sementes, vespas e bexigas produzidos nos figosddigs tratamentos (com e sem

galhadores) colonizados ao longo do periodo reaepti
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Receptividade do estigma

A duracdo da receptividade dos estigmas variouetke & 10 dias. A oviposicdo de
vespas galhadoras nado alterou a duracdo da radepiv(Tabela 3). A colonizacdo de
Idarnesfoi confirmada pela observacdo das fémeas ovipengelo inicio de formacéo de

galhas nos figos desse tratamento (Figura 7).

Tabela 3. Duragao da receptividade do estigma am da presenca e na auséncia de

vespas galhadoras.

Duracgao da receptividade (dias)

Arvore

Controle ldarnes
1 - fev/2008 7 7
2 —mar/2008 9 10
3 —jun/2009 10 10
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Figura 7. (A) fémeas dearnesgrupoflavicollis introduzidas sobre os figos ensacados; (B)

presenca de galhas em figo abortado.

Atratividade dos figos
A duracéo da atratividade dos figos variou de aitmve dias e a oviposi¢édo de vespas
galhadoras nédo alterou significativamente o periddoatratividade @ngo= 1,48; P =

0,198; Tabela 2).

Tabela 2. Duracédo da atratividade dos figos em(digslia + DP), na presenca e na
auséncia de vespas galhadoras. Tamanho amostra¢@de figos) indicado entre

parénteses.

Duracao da atratividade em dias (médiaxDP)

Arvore

Controle Idarnes
1 — fev/2009 6,93 + 1,43 (28) 6,96 + 1,25 (28)
2 — mar/2009 6,52 + 1,08 (27) 6,45 + 1,02 (29)
3 —jun/2009 6,35 + 0,87 (28) 6,44 + 1,12 (27)
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O comportamento das vespas polinizadoras mudou oagol do periodo de
atratividade dos figos. No entanto, néo foi obs#avdiferenca entre 0 comportamento das
vespas nos figos do tratamento controle e nos &$@s vespaklarnes No inicio do
periodo atrativo, em ambos o0s tratamentos, as seapaesentaram comportamento
caracteristico de reconhecimento dos volateis imlados a atracdo das vespas
polinizadoras (Khandaet al, 1995), que consistiu em tocar o figo continuameom as
antenas, posicionar as asas junto ao corpo eZacaliostiolo em até 240 segundos (Figura
9A-B). A partir do sexto dia de atratividade, essenportamento foi menos intenso e as
vespas tocavam o figo com as antenas em intermaddsres (1 a 2 segundos; Figura 9C-
D). Gradativamente o comportamento de localizagiogtiolo foi sendo menos frequente
e as vespas ndo tocavam o figo com as antenagmbas asas esporadicamente até

abandonar o figo, caminhando pelo peciolo ou algad (Figura 9E-F).
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Figura 8. Comparacao entre o tempo de procura énpdlo ostiolo durante o periodo

atrativo, em figos sem oviposicao ldarnes(controle) e com oviposicéo ddarnes

(Idarnes). (A) Experimento 1; (B) Experimento 2) Eperimento 3.
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% de vespas aprasantando o comportamento
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Figura 9. Comportamento das vespas ao longo doduestrativo.“Antenas tocando o figo

continuamente e apresentado asas juntas na aug@neigresenca de galhadoras (B); Antenas toca

o figo com intervalos (1-2s) e asas juntas na ausé@) e presenca de galhadoras (D) e antenas r

tocam o figo e bater de asas esporadica ou contienig na auséncia (E) e presenca de galhadoras

Sucesso da visitagcéo

Cada linha representa uma repeticéo (arvore) deremento. N = 30 vespas/dia.

No primeiro experimento as proles de polinizadaade Idarnes foram maiores

quando as fundadoras foram introduzidas entreceitere o quinto dia de atratividade. A

quantidade de bexigas no tratamento controle awmegradativamente, indicando que a

mortalidade larval das polinizadoras aumentou agdado periodo receptivo. O efeito na

producdo de sementes foi variavel ao longo do gerieceptivo, por motivos que nao
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conseguimos identificar. Independentemente do @lientrada da fundadora, a presenca das
vespas galhadoras parece ter reduzido o tamanpootiade polinizadoras e aumentado a

mortalidade larval nos figos (cerca de 10 vezessnigixigas nos figos expostos as

galhadoras - Figura 10).
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Figura 10. Proles de vespas, sementes e bexigas(merro-padrao) produzidas no
primeiro experimento de sucesso de visitacao (\eteNais e métodos para detalhes). (A)

Prole da polinizadora; (B) Prole tiarnes (C) Sementes; (D) Bexigas.

No tratamento controle do segundo experimento ke plas vespas polinizadoras foi
maior quando as fundadoras foram introduzidas deite ao sétimo dia apds o inicio da
receptividade. No entanto, com infestacdo maiovespas galhadoras (cerca de quatro a
cinco vezes maior que no primeiro experimento) (fag 10B e 12B), o sucesso das
polinizadoras € nulo a partir do quinto dia da ptieelade. A partir do quinto dia as

fundadoras ndo conseguiram penetrar os figos egods vespaddarnes pois 0
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crescimento das galhas modificou a estrutura iatdmfigo, pressionando as bracteas do
ostiolo (Figura 11B e 12). O niamero de bexigas pardois tratamentos apresentou pouca
variacdo e permaneceu reduzido ao longo de todwiodo receptivo, devido ao insucesso

das vespas polinizadoras a partir do quinto diguffei 12).

Figura 11. Galhas de vesgddarnesgrupoflavicollis no quinto dia apds a oviposi¢édo (segundo
experimento de sucesso de poliniza¢do), mostramdpraenchimento quase total do espago

do lumen do figo.
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Figura 12. Proles de vespas, sementes e bexigas(meérro-padrdo) produzidas no
segundo experimento de sucesso de visitacao. (A Ba polinizadora; (B) Prole de

Idarnes (C) Sementes; (D) Bexigas.

37



liﬁcudddo

38



O presente estudo indicou que a colonizacdo popagegalhadoraslidarnes grupo
flavicollis) n&o interfere na duracdo da receptividade e daiatlade dos figos d&icus
citrifolia. No entanto, em situacdo de maior infestacdo pspas galhadoras, o sucesso das
vespas polinizadoras € nulo a partir da metade eltogo receptivo. O insucesso esta
relacionado ao fechamento precoce do ostiolo demm@ressionamento das bracteas do
ostiolo pelo crescimento das galhasldEnes Assim, nossos resultados sugerem que a alta
infestacdo por vespas galhadoras pode encurtanedajaemporal na qual a colonizacdo e
polinizacdo do figo sdo possiveis, interferindo ategmente nos componentes masculino
(producéo de vespas polinizadoras) e feminino (oréd de sementes) das figueiras.

O efeito negativo das vespas galhadorasFenaitrifolia € potencialmente maior em
ambientes perturbados, como &reas urbanizadasagpas com vegetacao muito fragmentada.
Nesses ambientes ocorrem altas densidades de sadefe citrifolia, uma vez que esta
espécie apresenta estratégia pioneira de cresamerupando preferencialmente bordas de
matas e areas abertas (R.A.S. Pereira & L.F.M. Hogeflados ndo publicados). A alta
densidade de figueiras provavelmente favorece auteagdo da populagédo local das vespas
nao-polinizadoras de figo, sendo freqiente a ohgéry de super-infestagbes na natureza
(Figura 13).

Um ponto importante no presente estudo foi queeitcehegativo das galhadoras foi
causado pela modificacdo do espaco fisico do fidfo detectamos nenhum efeito forte
relacionado ao desenvolvimento fisiolégico daseffofemininas (receptividade, atratividade e

sucesso da colonizagdo em infestagdo menor dedgadis). Para interpretar esses resultados
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devem-se considerar as pressfes seletivas que amidongo da histéria evolutiva desse

sistema.

Figura 13. Figos com alta infestacéo de vesgiasnesgrupoflavicollis durante o periodo de
receptividade em uma arvore [dieus citrifolia localizada na borda de mata no Parque

Estadual Morro do Diabo, Teodoro Sampaio/SP.

As vespaddarnesdo grupoflavicollis colonizam os figos antes ou durante a fase
receptiva (Eliaset d., 2008) e competem com as vespas polinizadorassiiims de
oviposicao e alocacédo de recursos do figo (KerdefalRasplus, 1996), mas ndo causam
alteracdo nos periodos receptivo e atrativo doéniis. E provavel que as vespas

galhadoras sofram pressao seletiva para nado interfes periodos de receptividade e
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atratividade dos figos, beneficiando-se dos sesvdm polinizacéo realizados pelas vespas
polinizadoras. A diminuicdo dos periodos de atiddistle e receptividade diminuiria as
chances de o siconio ser visitado por vespas patioras, 0 que aumentaria as chances de
morte da prole das vespas nao-polinizadoras, sgjigarem presas dentro do figo, pois
emldarnes os machos séo incapazes de abrir o orificio @& saecessitando dos machos
da espécie polinizadora para fazé-lo (Eéasl, 2008), ou ainda, pelo aborto espontaneo
do mesmo (Bronstein, 1988). Por fim, a auséncianterferéncia das galhadoras néo
geraria pressao seletiva por parte da planta paetinanacdo das nao-polinizadoras,
explicando a coexisténcia das duas espécies das/aespsistema (Weiblest al. 1995, Yu
2001).

Por outro lado, essas vespas galhadoras exercenmpatto negativo sobre a
funcdo masculina e, sob certas condi¢des, tambbre aduncéo feminina da planta, o que
poderd, a longo prazo, causar uma desestabilizi&witualismo. A ndo-selecdo contra as
vespas parasitas pode, entdo, ser explicada defoluagas. Primeiro, caso apresentem
infestacdo baixa e imprevisivel, ndo havera pressbativa contra elas, pois ndo afetariam
0 sucesso da planta. O impacto negativo na repéodd@gs figueiras deve ser bastante forte
para superar o grande fluxo génico dessas plantag,vez que fluxos génicos amplos
apresentam um efeito homogeneizante resistentecasfevolutivas. Segundo, porque,
particularmente no grupftavicollis, as vespas utilizam a mesma estratégia de ovgmsic
usada pelas polinizadoras, inserindo seus ovipesitpelo estigma da flor e depositando
seus ovos no nucelo do ovario (Elias, 2008; S.elardados ndo publicados). Assim, ndo é
possivel para a hospedeira evoluir mecanismo derglgéo seletiva, ou seja, a hospedeira
nao consegue remover essas vespas sem afetaimszapolras (Cook & Rasplus, 2003).

O periodo atrativo de aproximadamente uma semamad-paitrifolia € pequeno quando

comparado ao periodo de atratividade observado qatras espécies deicus como F.
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pertusa de trés a quatro semanas (Bronstein, 1988; Arettel, 1996),F. carica de duas a
trés semanas, e aureg duas semanas (Khandatial, 1995) (referido como receptivo), mas
condizente com o curto periodo de desenvolvimen®iconios dessa espécie (35 dias em
meses quentes e 101 dias em meses frios, em ni{Peéi@iraet al, 2007). J& o periodo de
receptividade, apesar de apresentar uma pequeiagamente as diferentes arvores, também
encontrada em outras espéciesFigus (Khandariet al, 1995), pode ser considerado de,
aproximadamente, nove dias, também condizente comnto periodo de desenvolvimento dos
siconios.

Hossaert-Mckeyet al. (1994) observaram que o0s compostos volateis dwsitpelo
sicbnio durante o periodo de atratividade saowefetna estimulacdo do comportamento de
entrada no figo e de oviposicdo por vespas quenam encontrado esse siconio, e que ao
final da fase receptiva, ha um declinio na libevagisses volateis. A observacdo do
comportamento de entrada das vespas nos siconpostanto, uma ferramenta confiavel para
a determinacédo do periodo de atratividade dassflétessaert-Mckegt al. (1994) afirmaram,
também, que os figos s6 emitem compostos volateitives para os polinizadores durante o
periodo de receptividade. No entanto, os resultadtbsam que o periodo de receptividade &
um pouco maior que o periodo de atratividade (cdecd8h). Essa diferenca sugere que 0s
sicOnios se tornam receptivos antes de estaretivagiaou seja, atratividade e receptividade
estdo estreitamente relacionadas, mas sao evestiosod, muitas vezes usados erroneamente
como sindbnimos na literatura (Bronstein & PateD2;Xhandaret al, 1995).

A receptividade se refere as flores: quando seatormaduras significa que estéao
receptivas, ou seja, estdo aptas a receber pélemos de vespas, permitindo seu
desenvolvimento em sementes e na nova prole dasegspectivamente. A atratividade,
por sua vez, se refere ao figo: quando esta airadivcapaz de atrair suas vespas

relacionadas mesmo que se encontrem a grandesclist& desencadear o comportamento
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de entrada, através da liberacdo de compostos apsnaolateis. Ainda assim, a presenca
de vespas, tanto polinizadoras quanto néo-polioizadnas arvores, durante o periodo de
receptividade (Figura 13), reforca a idéia de gquesmo n&do sendo equivalentes, ha uma
estreita relacdo entre o tempo de receptividaddatas e a atratividade dos siconios.

O aumento na liberacdo de volateis atrativos ocparalelamente ao aumento no
diametro do figo (Barker, 1985) e diminui conforroefigo cresce muito (Patedt al,
1995). E provavel que o pico de liberacdo de vidae dé concomitantemente ao periodo
em que as flores pistiladas estejam em seu augeaptividade. Essa relacdo deve
aumentar as chances de haver polinizacdo, umaneasgvespas sao atraidas para os figos
quando suas flores pistiladas estdo aptas a reqeilen (e ovos). A liberacdo dos
compostos volateis deve, entdo, sofrer uma abrrgddacdo ao final do periodo de
receptividade (quando as flores jA ndo estdo misseu estado 6timo), como foi
observado por Hossaert-McKeyal. (1994) ent. carica

Os resultados obtidos nos experimentos de sucesgisithcdo mostraram que o numero
de sementes, polinizadoraddarnes é maior quando a fundadora colonizou o figo entre
terceiro e o sétimo dia de receptividade. O menoesso no primeiro dia da receptividade
provavelmente foi artefato experimental, pois a ondaminosidade dentro dos sacosvod
pode ter atrasado o desenvolvimento dos figos enrpatais.

A reducéo na prole de polinizadoras ocorreu emgadoexperimentos de sucesso da
visitacdo. A reducdo na prole de polinizadorasese i competicdo direta entre as vespas
(polinizadoras e galhadoras) pelas flores feminmes apresentam ovarios mais proximos
ao liumen do figo (Pereira, 1998). West & Herre @98 Westet al. (1996) também
observaram uma correlacao significantemente negatire a presenca de vesfoEsnes
e a producdo de vespas polinizadoras em outras egmécies de figueiras monoic&s (

bullenei, F. citrifolia, F. costaricana, F. obtuslfa, F. popenoei e F. trigonataKerdelhué

43



e Rasplus (1996), por sua vez, observaram que Hsmdgaas tém um impacto
significantemente negativo sobre a producéo de si@sie polinizadoras ek sur, e Kobi
et al (1996), que a abundancia de vespas polinizaddead=. microcarpa esta
negativamente correlacionada a abundanci@dentofroggatia galili também galhadora
(Elias, dados nao publicados).

A interacaoFicus — vespas de figo vem sendo moldada por selec@mah#ta pelo
menos 60 milhdes de anos (Lopez-Vaamoeidal, 2009). Nesse periodo, um ajuste fino
entre o desenvolvimento embriolégico da plantdaal do inseto foi selecionado (Elias,
2008; Jansen, 2009; Kjellbers al, 2005). Assim, a ocorréncia do impacto negativo da
alta infestacdo de vespas galhadoras, demonsteske rirabalho, parece ser recente na
historia evolutiva desse grupo. As condi¢cdes neturas quais o mutualismo evoluiu foi
drasticamente modificado no ultimo século, devid@lesmatamento e a ocupagcao humana
nessas areas. Desta foram, €& impossivel preveorsequéncias, a longo prazo, da
presenca destas galhadoras na estabilidade dolmuonnia, consequentemente, na cadeia

de animais associados as figueiras.
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O presente estudo ajudou a compreender melhor @ pap vespas galhadoras no
mutualismoFicus — vespas de figo. Toda interacdo mutualisticasdipel de invaséo por
espécies “parasitas”, que exploram os recursofiaages dessa associacdo (Yu, 2001). No
caso do génerddarnes as vespas do gruptavicollis exploram os ovarios das flores
pistiladas para desenvolvimento de suas prolesriddcao de galhas em ovarios das flores
deFicusresulta de um ajuste fino e sincronizado entresedvolvimento embriolégico da
planta e da larva do inseto (Jansen, 2009). Asspera-se que a exploracao das flores por
vespas galhadoras nao-polinizadoras sofra fortgig&s imposta pelo mutualismo. A
janela temporal disponivel para colonizacdo selimitdda de um lado pelo
desenvolvimento da flor (o ovario deve estar madursuficiente para que a galha se
desenvolva) e de outro pela competicdo com as sgegmizadoras (0 numero de ovarios
disponiveis diminui ao longo do tempo). Essas iggss exerceriam pressao seletiva
contra qualquer alteracéo no processo de polinizega figueiras, uma vez que 0 Sucesso
das galhadoras depende do sucesso das polinizaBadato, nosso estudo demonstrou
que a duragao da receptividade do estigma e avateate do figo ndo se alteram com a
colonizacéo por vespas galhadoras. Outros estudstram que essas vespas adotam
estratégia de oviposicdo muito semelhante a dapasegolinizadoras, inserindo o
ovipositor através do estigma da flor (Elias, 200&)epositando o ovo na mesma porgao
do ovério utilizado pelas vespas polinizadoraslé@sen, dados nao publicados).

Os resultados aqui apresentados sao relevantesgrapeender que adaptacoes téo
especializadas sédo moldadas na natureza. O géteerees foi escolhido por apresentar

espécies que adotaram estratégias diferentes derapgo do mutualismo. Esse género
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possui trés linhagens (grupascerta flavicollis e carm@ que seguiram caminhos
evolutivos diferentes. As vespas do gruipcerta colonizam os figos em inicio de
desenvolvimento e galham a parede da inflorescéNeissa fase, as flores pistiladas estao
imaturas, assim, a utilizacdo da parede parecsider selecionada por nao interferir no
sucesso futuro da polinizacdo. As vespas do gflgwicollis colonizam na sequéncia,
quando as flores pistiladas estdo maduras. Neseada pressdes seletivas moldaram um
modo de oviposicdo complexo e semelhante ao adqiatio espécie polinizadora. As
vespas do grupoarmecolonizam o figo tardiamente e exploram galhasementes em
desenvolvimento (Pereirat al, 2007). A comparacdo dessas trés linhagens deawvesp
esclarece como diferentes solugdes evolutivas edoohtradas” para solucionar o0 mesmo
problema (explorar os recursos do mutualismo).

Por fim, esse trabalho mostra, de forma surpreegadenmo estudos extremamente
especificos podem ser transcendidos para a arddisecdo antropica na evolucdo das
espécies. O mutualismiéicus — vespas de figo evoluiu, provavelmente, em unamen
onde as figueiras ocorriam em baixa densidade epmumwa infestacdo por vespas nao-
polinizadoras, como observado em florestas bemepradas. No entanto, no ultimo
século, intervalo de tempo desprezivel na escallutya, esse cenario foi drasticamente
alterado pela reducdo de habitat e aumento das @leedorda de mata. Nessa nova
condicdo, as espécies helidfitas, comacitrifolia, tiveram suas popula¢cdes aumentadas
nas areas antropizadas, favorecendo preferencisnanpopulacbes das espécies nao-
polinizadoras e levando, consequentemente, a stpsacdes. Como demonstrado aqui, 0
aumento da importancia das vespas nao-polinizagmds anular o sucesso reprodutivo
das figueiras, impedindo a colonizacéo pelas paoiwras. A mensagem final € que as
figueiras evoluiram sob certas circunstancias estante atual, devido a acao antropica,

estdo sofrendo pressdes nunca experimentadasuladesdisso no futuro do mutualismo,
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e de todas as outras interacdes envolvendo asrigué absolutamente impossivel de se

prever.
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