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CAPITOLO 1

1.1 Interazione Formiche-Piante

Il lungo cammino evolutivo tra formiche e piante ha avuto inizio circa 100 milioni di anni fa in
cocncomitanza con I’iniziale espansione delle Angiosperme. Tale espansione sarebbe stata
influenzata dalla variazione delle condizioni fisico-chimiche, atmosferiche (Axelrod, 1970), dalla
espansione di vari gruppi di insetti coinvolti nell’impollinazione (Takhtajan, 1969; Crepet, 1979) e,
dall’incremento di numerose specie erbivore (uccelli, rettili, mammiferi), a loro volta coinvolte
nella dispersione dei semi (Regal, 1977; Ehrlich & Raven, 1965). Evidenze fossili, supportate da
analisi filogenetiche, individuano in questo periodo una grande espansione di numerose famiglie di
formicidi. A tutt’ora le formiche rappresentano gli organismi dominanti in molti ecosistemi terrestri.
Allo stato attuale il numero stimato di specie di formiche ¢ circa 13200 in tutto il mondo con
differenti adattamenti e diversificazioni morfologiche e eto-ecologiche, che rendono tali organismi
un eccellente modello di studio per numerosi aspetti legati alla biologia evolutiva (Grasso et al,
2015). La chiave di tale successo ecologico-adattativo ¢ legata alla loro vita coloniale (Holldobler &
Wilson 2009). La complessita raggiunta nella vita sociale consente loro di controllare al meglio
I’ambiente circostante, competere per le risorse e sfruttarle (Holldobler & Wilson 1990). La loro
azione e interazione in numerose reti trofiche con numerosi componenti dell’ecosistema come
microrganismi, funghi, vertebrati e piante (Ness et al, 2010; Grasso et al, 2015) puo influire in
modo decisivo sui cicli della vegetazione e del suolo, che risulterebbero profondamente alterati da
una loro improvvisa scomparsa (Bernard et al, 1968). La crescete espansione da parte delle
Angiosperme avrebbe contribuito alla creazione di nuove e importanti nicchie ecologiche per questi
insetti, mediante un aumento di disponibilita di prede o di fonti di secrezioni zuccherine. grazie alla
crescente biodiversita degli insetti erbivori, ed una variazione nella dieta prettamente carnivora da
parte di molte specie a una dieta basata sulle risorse offerte direttamente dalle piante (Mayer et al,
2014). Tali fonti alimentari sono riconducibili in modo particolare a corpi fruttiferi ricchi di
componenti proteiche/lipidiche e, nettari extrafiorali (EFN); strutture nettarifere presenti in
differenti porzioni della pianta secernenti una soluzione zuccherina differente da quella fiorale
molto attrattiva per le formiche. Sebbene pochi studi abbiano indagato gli effetti del nettare
extrafiorale sulle comunita presenti in un determinato ambiente, studi recenti suggeriscono che la
presenza di piante con nettari extrafiorali (EFN) sia i grado di determinare e influenzare la
biodiversita animale di un ecosistema, influenzando 1’abbondanza delle specie e, le relazioni tra le

comunita presenti (Rudgers et al, 2003).



2.1 Mirmecofite vs Mirmecofile

2.1.1 Domazie e corpi fruttiferi

Per ottimizzare e massimizzare 1’azione difensiva delle formiche, alcune piante hanno evoluto
sistemi utili a favorirne e concentrarne la presenza, offrendo strutture ricettive utili alla fondazione
della colonia e fonti di cibo. Basandoci sulle caratteristiche morfologiche che mediano questa
interazione mutualistica con le formiche possiamo categorizzare gli organismi vegetali coinvolti, in
piante mirmecofile e piante mirmecofite. Oltre 100 generi di Angiosperme localizzate nelle regioni
tropicali presentano strutture specializzate utili a ospitare le formiche, favorendo una interazione
stabile. Le mirmecofite infatti offrono luoghi di nidificazione pre-formati (domazie) con strutture
cave e corridoi utili alla fondazione e riparo per la colonia. Questa costante e stabile joint-venture ¢
garantita da differenti strutture per offrire un sostegno alimentare, utili ad aumentarne il tasso di
sopravvivenza delle colonie (Davidson & McKey, 1993; Heil & McKey, 2003). Infatti sulle piante
mirmecofite oltre alle domazie, sono disponibili varie sostanze alimentari sotto forma di corpi
fruttiferi (distinti in alcuni casi in relazione alla specie vegetale) e nettari extrafiorali (EFN) (Jolivet,
1986; Grasso et al, 2015). Vengono definiti corpi Miilleriani strutture lipidiche con presenza di
glicogeno, localizzate alla base del picciolo delle foglie di Cercopia peltata (Urticaceae); queste
strutture sono state identificate in altre piante come Cercopia adenopus e Cercopia obtusifolia. 1
corpi Beltiani sono cellule parenchimatiche ricche di composti proteici e localizzate alle estremita
delle foglie basali su piante di Acacia sphaerocephala. Tali strutture sono prodotte anche da Acacia
cornigera all’apice dei rachidi e delle pinnule. In piante della famiglia delle Euphorbiaceae come
Macaranga caladiifolia ¢ Macaranga hypoleuca sono state identificate strutture lipidiche ricche di
amido, prodotte nella faccia inferiore delle stipole e definiti corpi Beccariani. Oltre alle strutture
sopraindicate all’interno di diciannove generi di piante sono state descritte strutture a base lipidica
definite “pearl bodies”. Queste strutture furono definite da Federico Delpino come risorse di cibo
per le formiche, parallele e complementari ai nettari extrafiorali (Delpino, 1886; O.'Dowd et al,
1982; Putz & Holbrook, 1988; Penzing, 1892; Janzen, 1966; Jolivet, 1986; Rickson, 1971; Rickson,
1980; Rico-Grey & Oliveira, 2007; Ness et al, 2010). Le piante mirmecofile differiscono dalle
mirmecofite per la assenza delle domazie o strutture analoghe e preformate utili ad alloggiare la
colonia. Similmente alle mirmecofite precedente descritte, le piante mirmecofile possono presentare
nettari extrafiorali e/o corpi fruttiferi. Nelle regioni mediterranee sono state descritte 66 famiglie
vegetali con presenza di nettari extrafiorali e 20 famiglie con presenza di corpi fruttiferi. In questo

caso le interazioni tra formiche e piante vengono definite facoltative o opportunistiche, legate



all’attrazione delle formiche per le ricompense alimentari offerte dalla pianta (O’Dowd, 1982; Elias

et al, 1983; Heil & Mckey, 2003).

2.1.2 Nettari extrafiorali (EFNs)

“Certain plants excrete sweet juice, apparently for the sake of eliminating something injurious from the sap: this is
effected, for instance, by glands at the base of the stipules in some Leguminosae, and at the backs of the leaves of the
common laurel. This juice, though small in quantity, is greedily sought by insects, but their visits do not in any way
benefit the plant. Now, let us suppose that the juice or nectar was excreted from the inside of the flowers of a certain
number of plants of any species. Insects in seeking the nectar would get dusted with pollen, and would often transport it
from one flower to another. The flowers of two distinct individuals of the same species would thus get crossed; and the
act of crossing, as can be fully proved, gives rise to vigorous seedlings, which consequently would have the best chance
of flourishing and surviving. The plants which produced flowers with the largest glands or nectaries, excreting most
nectar, would oftenest be visited by insects, and would oftenest be crossed; and so in the long-run would gain the upper

hand and form a local variety. *

Charles Darwin (On the Origin of the species 1856) chapter 1V. Natural selection; or the survival of the
fittest.

La morfologia e funzione dei nettari extrafiorali di molte specie vegetali sono stati motivo di grande
dibattito scientifico. Darwin ne’ “L’Origine delle Specie” definisce i nettari extrafiorali come
strutture secernenti una sostanza zuccherina utile a eliminare sostanze superflue dalla pianta. Tali
strutture secondo Darwin risulterebbero del tutto inutili per la pianta, invece, lo sviluppo di strutture
analoghe nel fiore avrebbe consentito un incremento delle visite degli insetti impollinatori. Di
conseguenza piante con nettari piu grandi e produzione maggiore di nettare saranno visitate di piu
dagli insetti e avranno possibilita di “incrociarsi piu spesso”. Tuttavia tale ipotesi sulla funzione dei
nettari extrafiorali non venne accolta in modo favorevole dal botanico e Presidente della societa
Botanica Italiana Federico Delpino. Da lui definiti come “extranuptial nectaries”: (Delpino, 1874).
Delpino non concordava con I’ipotesi darwiniana adducendo che, una sostanza ricca di zuccheri,
frutto di un grande dispendio energetico non poteva essere solo un rifiuto. La produzione di tali
sostanze doveva infatti avere una funzione quanto meno analoga a quella nei nettari fiorali ossia di
attirare insetti (Bentley, 1977; Mancuso, 2010). Nell’evoluzione degli organismi vegetali il nettare
venne prodotto per la prima volta dalle prime Pteridofite. In queste piante i nettari sono localizzati
sulle fronde e definiti nettari fogliari (Koptur et al, 2013; Nepi et al, 2018). Le Angiosperme
differenziatesi nel medio-Cretaceo adattarono la produzione di nettare dal punto di vista chimico e
fisiologico in relazione a nuovi gruppi di insetti, per rinforzare e consolidare le interazioni mediate
da nettari extrafiorali. Attualmente sono 4017 le specie di Angiosperme (849 generi, 110 famiglie)
con presenza di nettari extrafiorali (EFN) (Weber et al, 2015). La grande diversita di strutture

vegetali classificate come nettari extrafiorali ¢ dovuta alla loro definizione in relazione alla funzione



ecologica (non coinvolti nell’impollinazione) piuttosto che, rispetto alla loro posizione, struttura e
origine evolutiva (Delpino, 1886; Weber & Agrawal, 2014). La loro estrema diversitd varia in
funzione della posizione sulla pianta e, dalla loro struttura in funzione dei meccanismi di secrezione
(Heil, 2011; Marazzi et al, 2013). In relazione alla struttura vengono suddivisi principalmente in
alcune categorie: “formless nectaries, flat nectaries, elevated nectaries, scale-like nectaries, hollow
nectaries, pit nectaries, and embedded nectaries”. In alcuni casi possono essere attivi durante lo
sviluppo fiorale o durante la fase di maturazione dei frutti (Zimmermann et al, 1932; Elias et al,
1983). Alcuni studi hanno evidenziato una variazione del numero di nettari extrafiorali sulle piante
in funzione del grado di erbivoria (Mondor, 2003; Pacini & Nepi, 2007). 11 significato adattativo dei
nettari extrafiorali ¢ stato discusso per oltre 100 anni (Bentley, 1977) portando alla formulazione di

differenti ipotesi.

3.1 Ipotesi sul ruolo dei nettari extrafiorali

3.1.1 distraction hypothesis

Le formiche potrebbero interferire sull’impollinazione influendo sull’azione da parte di differenti
insetti pronubi (Gaume et al, 2005; Trager et al, 2010). La presenza delle formiche sul fiore infatti
puo avere un effetto deterrente sugli insetti impollinatori riducendo il loro numero di visite. Tale
effetto ha portato a considerare i nettari extrafiorali come strutture di distrazione per le formiche,
utili a evitare il pattugliamento sul fiore (distraction hypothesis) (Kerner et al, 1878). Nonostante
siano presenti casi documentati di impollinazione da parte delle formiche su specie europee-
mediterranee ¢ montane, come Lobularia maritima (Brassicaceae) e Borderea pyrenaica
(Discoreaceae) (Peakall et al, 1991; Garcia et al, 1995; Gomez, 1999), le formiche non sono
considerate impollinatori comuni. Infatti, possono interferire con altri impollinatori o causare
danneggiamenti alle strutture riproduttive stesse ed in particolare al polline. Questo in funzione
delle possibili azioni di disturbo e predazione di differenti insetti pronubi e, della presenza di
sostanze antifungine e antibatteriche prodotte da differenti ghiandole presenti sul corpo. Un
esempio ¢ I’acido 1-Bhidroxidecanoico prodotto dalla ghiandola meta-toracica e riscontrato in
differenti specie di formiche (Atta sexdens, Acromyrmex subterraneus, Messor barbarus e Myrmica
laevinodis) (Beattie et al, 1986). In esperimenti di laboratorio differenti sostanze prodotte dalle
formiche hanno evidenziato un effetto inattivate e in alcuni casi totalmente distruttivo sui granuli
pollinici. Per evitare tale conflitto sul fiore, su alcune piante come Acacia collinsii, sono stati
rilevati composti volatili con funzione repellente verso le formiche (Ghazoul, 2001; Junker et al,
2008). Ulteriore ipotesi vede i nettari extrafiorali come fonte di distrazione per le formiche per
evitarne il contatto con insetti emitteri produttori di melata. In tal modo si ridurrebbe la presenza di
questi insetti sulla pianta riducendo il potenziale danno da virosi e indebolimento da essi causati.

Studi successivi tuttavia hanno portato alla luce risultati che mettono in discussione tale ipotesi.
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Infatti in Messico ¢ stato osservato che le formiche possono alternare il consumo di nettare
extrafiorale e melata, preferendo i nettari extrafiorali in condizioni di aridita (Engel et al, 2001;
Koptur, 2005). In alcuni casi pur interagendo e favorendo insetti fitomizi le formiche
difenderebbero la pianta da insetti e patogeni ancora piu distruttivi e nocivi per la sopravvivenza

della pianta.

3.1.2 protective hypothesis

Il crescente interesse verso lo studio di queste interazione mutualistiche come modello per
approfondire differenti aspetti (teorici e applicativi) dalla biologia evolutiva alla lotta biologica, ha
stimolato indagini di metanalisi allo scopo di valutare in modo globale gli effetti sulle piante da
parte delle formiche (Trager et al, 2010). Il ruolo protettivo (protective hypothesis) da parte delle
formiche sulle piante, trova numerosi riferimenti in letteratura su differenti specie vegetali. I
risultati evidenziano un effetto positivo delle formiche dovuta ad una azione diretta caratterizzata da
una diminuzione degli insetti predatori e una riduzione del danno fogliare (Janzen, 1966; Heil &
McKey, 2003; Heil, 2000; Heil, 2001). In piante di Thunbergia grandiflora ¢ stata osservata una
consistente riduzione del danno fiorale causato da bruchi di lepidotteri in presenza di formiche
(Koptur, 2005). Tali azioni difensive da parte delle formiche porterebbero a un miglioramento della
fitness della pianta dal punto di vista fisiologico e riproduttivo (Fiala et al, 1989; Schmitz et al,
2000). Tuttavia tale interazione sarebbe vantaggiosa anche per le formiche, migliorando il tasso di
sopravvivenza delle colonie che interagiscono con le piante (Heil, 2011). Anche se estremamente
indicativi, il numero di lavori che descrivono una correlazione tra la presenza e interazione delle
formiche con piante provviste di nettari extrafiorali e, gli effetti sulla fisiologia della piante ¢ ancora

poco consistente non consentendo di trarre considerazioni generali accurate.

4. 1 Nettare e Manipolazione

Il nettare ¢ definito come una secrezione delle pianta in grado di mediare differenti interazioni
mutualistiche con molte specie di animali. Possiamo distinguere in nettare fiorale (FN) e nettare
extrafiorale (EFN). Le due tiologie di nettare presentano una composizione chimica di base,
caratterizzata da carboidrati e da tre zuccheri semplici: il disaccaride saccarosio e le sue componenti
monosaccaridiche, fruttosio e glucosio. La loro concentrazione dipende dall’attivita dell’enzima
invertasi che idrolizza il saccarosio in fruttosio e glucosio, prima o durante la secrezione (Nicolson
& Thornburg, 2007). In aggiunta sono presenti differenti proteine definite nettarine (proteine ad
azione antibiotica), che svolgono un ruolo protettivo riducendo la proliferazione di microrgansimi
come funghi e batteri, la cui attivitd metabolica modifica la composizione chimica del nettare e
conseguentemente l'interazione con gli insetti pronubi (Herrera et al, 2009; Perez & Heil, 2012).

Dopo gli zuccheri i soluti pit abbondanti del nettare sono gli amminoacidi. Questi sono meno
5



concentrati rispetto agli zuccheri (da 100 a 1000 volte meno) ( Nepi & Stpiczynska, 2008; Nepi,
2014a; Grasso et al, 2015, Nepi et al, 2018 ).

4.1.1 Nettare fiorale

Carboidrati e aminoacidi nel nettare presentano un ruolo importante nell’attrattivita. Gli animali
differiscono nelle preferenze alimentari, di conseguenza la variazioni in proporzione di zuccheri e
aminoacidi presenti nel nettare sono in grado di determinare e influenzare Dattivita di
foraggiamento rispondendo a specifici requisiti alimentari. Inoltre la variazione del profilo chimico
del nettare in funzione di queste componenti da parte delle piante, gli consente di adattarsi a
specifici partner particolarmente adatti per la specie vegetale. Molte piante impollinate dagli insetti
presentano una composizione del nettare fiorale ricca in aminoacidi, che risultano attrattivi per
farfalle, mosche e api (Heil, 2011; Escalante-Pérez, 2012). Alcuni studi hanno dimostrato la
presenza negli insetti di diversi chemocettori che rispondono ai composti a base di acqua, zuccheri e
sostanze saline. Lo studio degli effetti degli aminoacidi su questi chemocettori ha permesso la
descrizione di quattro classi basate sul gusto dato dagli aminoacidi. In particolare ¢ stato dimostrato
che due aminoacidi di classe III, prolina e idrossiprolina, hanno la capacita di stimolare 1 recettori
legati ai composti salini. Altri aminoacidi di classe IV come leucina, fenilalanina, triptofano, valina,
metionina e isoleucina sono in grado di stimolare i1 recettori sensibili ai composti zuccherini
(Nicholson & Thornburg, 2007).

L’attrattivita del nettare ¢ inoltre influenzata dalla presenza di composti volatili ( VOCs ). Tali
composi risultano di grande importanza nell’attirare gli impollinatori e nel proteggere la pianta da
altri insetti che ne potrebbero sfruttare le risorse. Studi presenti in letteratura sul tabacco selvatico
evidenziano la presenza di specifici composti volatini presenti solo nel nettare fiorale e non
riscontrabili neanche in tracce in altre parti della pianta. Tra le classi di composti che risultano
importanti per ’attrattivita ci sono differenti amminoacidi e composti volatili come il Benzil-
acetone. All’opposto differenti composti come il Catalpol e le Gelsemine risultano invece repellenti
per differenti specie di insetti (Herrera et al, 2009; Nepi et al, 2009; Perez & Heil, 2012; Nepi et al,
2012).

4.1.2 Nettare extrafiorale

La attivita dei nettari extrafiorali puo essere caratterizzata da una secrezione permanente o indotta.
La secrezione indotta a seguito dell’attacco ad opera di insetti ¢ stata ben documentata in piante
presenti nelle regioni temperate (Bixenmann et al, 2011; Nepi et al, 2018). Variazioni della
produzione del nettare extrafiorale tra specie vegetali differenti, in differenti momenti del giorno,

possono influenzare il pattern di attivita e il numero di formiche sulle piante (Bliithgen et al, 2003;
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Lange et al, 2013, 2017). Esistono diversi studi che descrivono la presenza di composti neuroattivi
nel nettare fiorale (Kessler et al, 2012; Baracchi et al, 2017), tuttavia gli effetti chimici del nettare
extrafiorale sulle formiche risultano ancora poco conosciuti. Il nettare rappresenta una fonte di
primaria importanza per la assimilazione di azoto e proteine. E’ stato evidenziato che uno
sbilanciamento nelle proporzioni di carbonio e azoto nel nettare pud influenzare e incrementare
I’interesse delle formiche per composti ricchi di N, aumentando la probabilita che possano attaccare
insetti erbivori presenti sulla pianta. Alterazioni del rapporto C/N sono state registrate in risposta
all’attacco di insetti masticatori, con una variazione in percentuale di saccarosio e aminoacidi.
Questo suggerisce che il cambiamento nel rapporto C/N possa manipolare le preferenze alimentari
delle formiche influenzandone I’attivita di foraggiamento (Smith et al, 1990; Ness, 2003 ; Ness et al
2009; Wilder, 2010; Grover et al, 2007; Gonzalez & Teuber, 2012; Grasso et al, 2015). Oltre a1
composti indicati sono presenti metaboliti secondari (es: alcaloidi, ammine biogene) che svolgono
un ruolo cruciale nel mediare 1’interazione tra piante e insetti. Cid suggerisce che tali molecole
giochino un ruolo essenziale nell’ influenzare il comportamento delle formiche nelle loro
interazioni con le piante (Adler & Irwin, 2012; Manson et al, 2013; Detrain & Prieur, 2014; Nepi,
2014b, 2018). Tuttavia i dati in letteratura relativi a tali composti sono ancora pochi. Sono state
riscontrate tracce di alcaloidi in alte concentrazioni nel tessuto di nettari extrafiorali di Passiflora
edulis (Passifloraceae) e, in basse concentrazioni nel nettare secreto. Queste piante sono in grado di
modulare la concentrazione dei metaboliti secondari nel nettare extrafiorale in relazione alla
presenza di insetti dannosi sulla pianta e, in relazione ai propri partner che interagiscono con i
nettari. La presenza di alte concentrazioni nel tessuto avrebbe funzione di protezione verso gli
erbivori non provocando secondo i dati a disposizione effetti sulle formiche (Cardoso-Gustavson et
al, 2013; Cook et al, 2013). Attualmente non sono state individuate tracce di altri alcaloidi nel
nettare extrafiorale. Tuttavia l'effetto degli alcaloidi sul comportamento delle formiche ¢ stato
studiato su Myrmica sabuleti in esperimenti di laboratorio. Test su differenti sostanze come cocaina,
teofillina, caffeina ed atropina, hanno evidenziato effetti significativi sulla fisiologia e il
comportamento di M. sabuleti alterandone la locomozione, percezione chimica, memoria olfattiva e
reazione agli stimoli (Cardoso-Gustavson et al, 2013; Cammaerts et al, 2014, Nepi et al, 2018). Un
esempio ben documentato di manipolazione fisiologica in letteratura ¢ rappresentato
dall’interazione tra Acacia cornigera e la formica Pseudomyrmex ferrugineus (Hymenoptera;
Pseudomyrmecinae). Le colonie presenti sulle piante si nutrono del nettare extrafiorale privo di
saccarosio che non risulta attrattivo per altre formiche (Heil et al, 2014, 2015). Le operaie adulte di
questa specie presenti sulle piante risultano prive della funzione svolta dall’enzima invertasi
(ovvero idrolisi del saccarosio in glucosio e fruttosio). L’enzima tuttavia risulta normalmente

presente nelle larve. E' stato evidenziato che una specifica chitinasi (proteina ad azione antifungina)



......

invertasi normalmente presente nelle larve (Heil, 2011; Heil et al, 2014; Grasso et al, 2015; Nepi et
al, 2018). In questa interazione mutualistica tra formica e pianta, I’acacia manipola la attivita
digestiva della formica costringendola ad alimentarsi del nettare prodotto dala pianta; questo
stabilizza I’interazione e impedisce interferenze da parte di possibili sfruttatori nel sistema.

La figura 1 (Nepi et al, 2018) illustra il complesso network multitrofico che coinvolge le piante, gli
insetti impollinatori e le formiche. Sebbene alcuni di questi meccanismi siano gia stati oggetto di
studio, molti altri non sono ancora stati chiariti. Come gia anticipato grazie ad alcune sostanze
neuroattive presenti nel nettare fiorale, le piante potrebbero garantirsi una fidelizzazione degli
insetti impollinatori e, di conseguenza un aumento del loro successo riproduttivo. Tuttavia dal punto
di vista dell’insetto ci0 comporterebbe una riduzione dell’efficienza di foraggiamento (poiché la
quantita di nettare a disposizione sulla stessa pianta diminuisce) e quindi uno svantaggio. Questa
manipolazione potrebbe cambiare la tipologia di relazioni che intercorrono tra la pianta e gli insetti,
ovvero da una interazione mutualistica a una relazione di parassitismo. Come evidenzia la Fig 1,
molti passaggi di questa complessa relazione devono ancora essere indagati. In particolare la
mancanza di evidenze scientifiche sull’effetto dei metaboliti secondari presenti nel nettare

extrafiorale sul comportamento delle formiche.
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Fig 1 Diagramma che illustra il complesso network multitrofico che coinvolge le piante, gli insetti
impollinatori e le formiche. (Immagine tratta da Nepi et al, 2018 )



5.1 Formiche e lotta biologica

Le formiche rappresentano degli ottimi candidati nella difesa delle piante per differenti colture
agricole. Riassumendo alcuni degli attributi (Rico-Grey & Oliveira, 2007) che le rendono ottimi
candidati come agenti di controllo biologico possiamo dire che:

1. sono molto diversificate e abbondanti in numerosi ecosistemi nelle regioni tropicali e
temperate e, sono considerate dei predatori generalisti;

2. rispondono alle variazioni di densita di potenziali prede;

3. rimangono abbondanti in un ecosistema anche a seguito di una riduzione delle prede
disponibili, dato che sono in grado di cannibalizzare la loro prole o usare le secrezioni
rilasciate da insetti emitteri e dalle piante come fonte di cibo;

4. possono stoccare le risorse alimentari, ma questo non limita comunque la normale e
continua azione di predazione;

5. oltre a catturare numerosi insetti nocivi, possono scoraggiare molti altri organismi di grandi
dimensioni anche se difficili da essere catturati;

6. possono essere gestite (trasporto e allevamento) per aumentarne 1’abbondanza e la

distribuzione per favorirne il contatto con le potenziali prede;

In alcuni casi, tale difesa pud estendersi contro patogeni (batterici e fungini) o, contro la
vegetazione circostante (Janzen, 1966; Holldobler & Wilson 1990, Novotny et al, 1999; Floren et
al, 2002; Heil & McKey, 2003).

Pionieristiche applicazioni delle formiche in pratiche di lotta biologica vedono I'utilizzo della
specie Oecophylla smaragdina. 11 loro utilizzo era gia noto in Cina su piante del genere Citrus spp,
(Phillipot et al, 2005; Heil, 2008). L’ utilizzo di differenti specie di Oecophylla spp in Africa e sulle
isole Salomone ha evidenziato una diminuzione di numerose specie invasive come Amblypelta
cocophaga (Hemiptera; Coreidae), Pseudotheraptus wayi e Pseudotheraptus devastans (Hemiptera;
Coreidae) su piante di cocco ( Way & Khoo, 1992; Rico-Grey & Oliveira, 2007 ). Differenti studi in
Tanzania hanno evidenziato in presenza di Oecophylla longinoda un consistente effetto di riduzione
di differenti insetti che attaccano le colture. Studi successivi sull’applicazione di queste formiche in
differenti colture come palme da olio, cacao, caff¢, mango e agrumi, hanno confermato la estrema
efficacia di questa specie nel limitare e, in molti casi eliminare completamente la presenza di insetti
invasivi sulle piante (Van Mele, 2008). Gli studi in campo fino ad ora condotti su altre specie per
valutarne 1’efficienza come agenti di controllo biologico in agricoltura, sono concentrati
particolarmente in zone e colture tropicali. Esperimenti di manipolazione su piante di caffé¢ con il
posizionamento controllato di predatori masticatori hanno evidenziato un significativo decremento

di questi insetti dannosi in presenza della formica Azteca (Vandermeer et al, 2002). In modo
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analogo su varie colture come caffe, cacao e thé in Camerun sono stati evidenziati analoghi risultati
con un decremento di differenti specie di Miridi in presenza della formica Wasmannia auropunctata
(Bruneau, 1969). Ulteriore effetto di controllo biologico in colture commerciali ¢ stato evidenziato
in molte “sapodilla farmer” coltivazioni di Manikara zapota in Laos e Vietnam da parte delle
formiche Dolichoderus thoracicus. Gli studi hanno evidenziato in presenza delle formiche una
riduzione delle piante infestate da Alophia sp (Lepidoptera ; Pyralidae). Tuttavia questo effetto ¢
reso inefficiente dall’utilizzo di pesticidi utilizzati per i trattamenti sulle piante (Van Mele & Cuc,
2001). Esperimenti in campo su colture intensive di Zea mays (Poaceae) in Nicaragua hanno
monitorato I’attivita di due specie di formiche Pheidole radowszkoskii, Ectatomma ruidum e, il
livello di due importanti insetti dannosi per le piante come Spodoptera frugiperda (Lepidoptera;
Noctuidae ) e Dalbulus maidis ( Hemiptera ; Cicadellidae ). I risultati nelle parcelle sottoposte a
trattamenti chimici hanno evidenziato una diminuzione dell’attivita delle formiche a seguito
dell’utilizzo di (clorpirifos e carbofurani). Tali applicazioni ripetute negli anni in queste parcelle
hanno evidenziato un effetto negativo sulle popolazioni di formiche, causandone la scomparsa.
All’opposto nelle parcelle mantenute prive di trattamenti chimici, 1 risultati hanno evidenziato una
azione positiva da parte delle formiche con una riduzione delle larve di S. frugiperda e D. maidis.
Studi pluriennali condotti nell’area hanno descritto una significativa perdita di efficacia da parte dei
trattamenti chimici a causa di resistenze sviluppate dai fitofagi. Tali sostanze tuttavia hanno
mantenuto un effetto negativo sulle formiche presenti nelle aree agricole, limitandone I’azione di
protezione e, portando alla progressiva scomparsa delle colonie. Successivi interventi sperimentali
in assenza di trattamenti chimici hanno evidenziato una ricolonizzazione da parte delle formiche
delle aree trattate e, un significativo decremento delle specie invasive sulle piante operato dalle
formiche (Perfecto et al, 1994 ). Studi pioneristici condotti a patire dagli anni cinquanta da Mario
Pavan dell’Universita di Pavia avevano evidenziato I’importanza delle formiche del gruppo
Formica rufa per la lotta a differenti insetti fitofagi delle conifere; in particolare differenti trapianti
di Formica lugubris appartente al gruppo F.rufa furono effettuati in differenti aree in Italia. E’ stato
stimato che un nido di Formica polyctena appartenente al gruppo Formica rufa, consumi circa otto
milioni di artropodi in un anno e, circa 14000 tonnellate di insetti siano uccisi ogni anno dalle
formiche del gruppo F. rufa su tutto I’arco alpino italiano (Pavan, 1959; Way & Khoo, 1992).
Recenti esperimenti condotti nel laboratorio di Mirmecologia dell’Universita di Parma hanno
evidenziato un efficacie azione predatoria da parte della formica Crematogaster scutellaris verso la
specie alloctona Halyomorpha halys (Hemiptera ; Pentatomidae) negli stadi di sviluppo 1-2-3-4-5
(Castracani et al, 2017; Maistrello et al, 2014 ). Questi esperimenti pur necessitando di ulteriori
conferme sul campo, suggeriscono un eccellente modello animale (C. scutellaris); specie arboricola

e ubiquitaria sul territorio nazionale utile in eventuali applicazioni di lotta biologica. Gli esempi
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precedenti, suggeriscono un potenziale ruolo significativo da parte delle formiche in un programma
di lotta biologica integrata tuttavia, in molti casi, vengono considerate come agente infestante a
causa della possibile interazione con insetti fitomizi. Spesso sono infatti soggette a trattamenti
chimici mirati o subiscono un decremento a causa della suscettibilita verso numerosi pesticidi
utilizzati in agricoltura (Perfecto & Vandermeer, 1994). Vari autori hanno considerato gli effetti
ecologici delle interazioni mutualistiche tra formiche e insetti fitomizi in relazione ai costi-benefici
per le piante (Styrsky & Eubanks, 2007). Valutando il bilancio costi benefici tra I'effetto positivo
dovuto alla difesa della pianta e gli effetti negativi causati dal mutualismo tra formiche ed insetti
fitomizi. Attualmente in funzione dei casi analizzati, le interazioni formiche-insetti fitomizi e, altri
insetti dannosi per le piante, hanno evidenziato un bilancio netto positivo sulla fitness delle piante
(Styrsky & Eubanks, 2007; Rosumek et al, 2009). Di conseguenza, la presenza delle formiche in
numerosi agroecosistemi potrebbe avere un effetto positivo agendo sul controllo di specie dannose.
Inoltre, se comparato ad altri possibili sistemi di difesa (meccanici e chimici) sviluppati dalle piante,
il sistema di difesa offerto dalle formiche risulta evolutivamente stabile e relativamente immune ai
potenziali e rapidi adattamenti evolutivi (comportamentali e fisiologici) sviluppati da molti insetti

fitofagi (Whittaker & Feeny, 1971; Rathcke & Poole, 1975; Schmitz, 2000).

Scopo del progetto

Il mio progetto di dottorato si propone di studiare le interazioni mutualistiche tra formiche e piante
presenti in ambiente mediterraneo. Lo studio ¢ stato rivolto ad analizzare due tipologie di rapporti
formiche-piante che sono state classificate in due distinte categorie: relazioni mediate (by-product
mutualism) e relazioni dirette.
Le relazioni mediate considerate, hanno riguardato le interazioni tra formiche e piante del genere
Quercus spp, favorite dalle galle prodotte dal cinipide Andricus quercustozae (Hymenopthera;
Cinipedae). Successivamente allo sfarfallamento del galligeno tali strutture rappresentano un luogo
di nidificazione ideale per alcune specie di formiche. A seguito della scarsita di dati presenti in
letteratura, durante i tre anni di lavoro abbiamo svolto:
e un primo survay per determinare le specie di formiche presenti nelle galle in una area
naturale e la loro scelta in funzione della posizione sulla pianta e delle dimensioni delle

galle;

e tasso di colonizzazione su galle vuote in un anno e, la scelta da parte delle varie specie di

formiche in funzione della posizione e delle dimensioni delle galle;
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e una analisi della architettura e delle proporzioni di scavo in funzione delle specie presenti

nelle galle;

e gli eventuali effetti sul benessere della pianta derivanti dalla presenza stabile delle formiche.

Abbiamo definito iterazioni dirette quelle che si instaurano tra formiche e piante dotate di nettari
extrafiorali (mirmecofile). A tale riguardo il mio lavoro ha preso in considerazione differenti piante
mirmecofile presenti in ambiente naturale e di interesse agricolo.

e In campo ¢ stato condotto uno studio preliminare sulla interazione tra formiche e piante
mirmecofile utilizzando tre specie modello (Prunus avium, Pteridium aquilinum e Vicia
sativa) presenti in natura, per definire e quantificare le specie di formiche coinvolte e
descriverne I’interazione con le piante.

e Sono stati quantificati gli effetti diretti della presenza delle formiche su Fabaceae (Vicia faba

e Vicia sativa) presenti in natura e coltivate, valutando gli effetti sulla potenziale riduzione

del danno fogliare, la quantita e la qualita di semi prodotti.

e Utilizzando in modo particolare due modelli sperimentali vegetali quali Prunus avium e
Vicia faba e, il modello animale Crematogaster scutellaris (Hymenoptera; Formicidae) in
laboratorio, abbiamo valutato I’eventuale manipolazione comportamentale a seguito
dell’assunzione di nettare extrafiorale. L’analisi ha preso in considerazione differenti
parametri come:

a) attivita locomotoria, analizzata tramite video tracking su 480 video;
b) aggressivita, valutata in risposta ad una potenziale preda e ad una specie interspecifica;
c) risposta a stimoli sociali, mediante la risposta alla capacita di percezione del feromone di

traccia.

In natura, e in laboratorio, mendiante coltivazioni in condizioni controllate abbiamo inoltre valutato
la risposta da parte delle piante alla presenza delle formiche. Abbiamo considerato lo sviluppo dei
nettari extrafiorali che mediano questa interazione e la quantita di nettare secreto. Campioni di
nettare extrafiorale sono stati raccolti durante le fasi sperimentali in relazione alla presenza/assenza

di fomiche per effetuare analisi chimiche del nettare extrafiorale.
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CAPITOLO 2

Studio preliminare sulla interazione tra formiche e piante
Mirmecofile in ambiente naturale

2.1 Scopo

A causa della assenza di dati inerenti le interazioni tra formiche e piante mirmecofile in ambiente
mediterraneo la presente ricerca si propone di:

a) quantificare la presenza delle formiche nelle aree dove sono presenti specie mirmecofile, in
relazione allo sviluppo delle piante;

b) quantificare la presenza delle formiche sulle piante.

2.2 Materiali e metodi

2.2.1 Area di studio e modelli sperimentali

Lo studio ha interessato una zona dell’alta Toscana in localita Lunigiana localizzata in prossimita
del paese di Fornoli (DD=44°15,291°N-009°58,099’E) all’interno del comune di Villafranca (MS).
Una preliminare azione di indagine ha portato all’individuazione di aree naturali localizzate a 1,2

km dall’abitato, all’interno delle quali sono state individuate le nostre specie mirmecofile modello:

Prunus avium (Rosaceae). Pianta originaria delle regioni del Mar Caspio e del Mar Nero (Wusch &
Hormaza, 2004), puo vivere mediamente dai 100 ai 150 anni e puod raggiungere altezze che possono
variare dai 20 ai 30 m se cresciuta in condizioni ottimali. Il suo areale comprende le foreste
temperate in Europa, nel Nord-Africa e nelle foreste dell’Asia occidentale (Ducci et al, 2013). La
diffusione in Europa ha avuto origine grazie all’Impero romano, con la comparsa di coltivazioni nel
sedicesimo secolo (Wusch & Hormaza, 2004). Il genere Prunus in relazione alla specie, presenta
diverse strutture ghiandolari classificate in base alla posizione: 1) strutture presenti sulla lamina
fogliare ad eccezione di quelle sui denti fogliari; 2) strutture presenti nella porzione abassiale delle
foglie; 3) strutture presenti sui denti fogliari. Queste tipologie di ghiandole possono subire una
ulteriore divisione in funzione del settore della foglia dove si sviluppano e possono trovarsi: A) sul
margine della foglia; B) alla congiunzione della lamina fogliare e del picciolo; C) lungo la cresta
marginale superiore del picciolo. Nel caso di Prunus avium 1 nettari extrafiorali sono disposti lungo

il picciolo e alla base della lamina fogliare (Fig 2.2 A). (Pulice & Packer, 2008 ; Chin et al, 2013).

Pteridium aquilinum (Hypolepidaceae). Detta comunemente felce aquilina, ¢ la pianta vascolare

maggiormente diffusa nel mondo. Il suo areale di presenza ¢ esteso a tutti i continenti ad eccezioni
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di alcune zone tropicali, desertiche, ad alte quote oltre i 3000 m e nelle regioni antartiche.
Caratterizzato da 6 stadi di crescita (Fig 2.1) le lamine fogliari sono costituite da un gambo da cui si
dirama il rachide, caratterizzato da numerose pinne, a loro volta composte da pinnule. Come altre
pteridofite preseta strutture nettarifere localizzate sulle foglie e definite nettari fogliari (Fig 2.2 B).
Questi vengono considerati topograficamente analoghi ai nettari extrafiorali delle Angiosperme. I

nettari extrafiorali risultano ben evidenti allo stadio 1 (Fig 2.1) (Temple, 1983).

stagel

stage 3
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=‘_'3 . - : "

Fig 2.1 Stadi di sviluppo di P.aquilinum (Immagine tratta da Temple et al, 1983).

Possono essere inoltre presenti sul rachide, alla base delle pinne e in alcune eccezioni sulle pinnule.
Sono caratterizzati da una colorazione marrone scura e un range dimensionali che vada 1 a4 mm di

diametro (Marrs & Watt, 2000).

Vicia sativa (Fabaceae). Il genere Vicia comprende circa 140 specie, con un areale di distribuzione
che va dalle regioni temperate dell’Europa, all'America meridionale, le Hawaii e I’Africa. La
diversita di specie piu sorprendente si trova nella regione mediterranea e nel Caucaso. I nettari sono
localizzati nella porzione abassiale nelle stipole a loro volta disposte lungo il fusto, alla base dei

rami. Gli organi da cui viene secreto il nettare come descritto in altre specie, sono localizzati al
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centro delle stipole caratterizzata da una colorazione bruno-porpora (Fig 2.2 C) (Hanelt & Mettin,

1989; Heneidak & Hassan, 2007).

Fig 2.2 Nettari extrafiorali: A) P. avium; B) P. aquilinum; C) V. sativa.

Gli esperimenti sono stati condotti in due aree naturali: 1) area boschiva con presenza di Prunus
avium e Pteridium aquilinum, caratterizzata da bosco ceduo di castagni Castanea sativa
concomitante a gap di querceti caducifogli caratterizzati da Cerro (Quercus cerris, Quercus sp) €
Carpino (Carpinus betulus) . 2) Aree aperte con presenza di Vicia sativa, adiacenti ai margini
boschivi, caratterizzate dalla presenza di specie erbacee spontanee. Tali zone sono risultate idonee
per la totale assenza di sfruttamento intensivo del castagno come fonte commerciale e alimentare
che, per il taglio del legname. Inoltre sono risultate prive di coltivazioni agricole intensive offrendo

un’ambiente privo di perturbazioni di origine antropica.

2.2.2 Raccolta dati

La raccolta dati ¢ stata condotta da Marzo a Luglio 2015 in relazione al ciclo vegetativo delle nostre
piante modello. Nell’area di studio ¢ stata effettata una raccolta mediante pitfall trap, costituite da
un contenitore in plastica (h=90mm; P=60mm) in polipropilene, con capacita di 120 ml e aperte per
24h. Questa tecnica viene impiegata spesso per stimare composizione in specie e abbondanze
specifiche delle formiche epigee, fornendo informazioni sui pattern di foraggiamento e di
distribuzione delle colonie nell’area. Dall’analisi dei campioni ¢ possibile ottenere un indice del
livello di attivita dato che la frequenza di cattura ¢ influenzata sia dal numero di individui presenti
nell’area che, dalla loro mobilita. (Agosti & Alonso, 2000; Bestelmeyer et al, 2000). Per garantire la
preservazione dei campioni nelle pitfall, ¢ stato scelto come agente liquido conservante alcool
denaturato sottoposto ad un processo di decolorazione mediante carboni attivi e acqua (in
proporzione 2:1 per un volume di 40 ml). Nelle aree indicate per ogni specie vegetale target, sono

stati tracciati dei plot di (Imx4m). Un gruppo di trappole (n=10) sono state disposte lungo il
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perimetro del plot mantenendo una distanza di Im (Fig 2.3); inoltre sono stati tracciati quattro

transetti lineari coincidenti con le diagonali del plot per una estensione di 10 m nelle diverse

direzioni (Fig 2.4).

ONNO, O,
®

® © ® O

Fig 2.3 Pitfall-trap disposte lungo il perimetro del plot dove sono presenti le piante.

Fig 2.4 Pitfall-trap disposte lungo i transetti lineari coincidenti con le diagonali del plot per una estensione di
10 m.

Per ogni tipologia di pianta sono stati tracciati 6 plot. Per valutare la presenza e la distribuzione
delle formiche in relazione alla possibilita di assumere il nettare extrafiorale, in 3 plot ¢ stato
impedito I’accesso da parte delle formiche ai nettari extrafiorali. I nettari sono stati schermati con

porzioni di carta di alluminio impedendo alle formiche di interagire con le strutture e assumerne il

nettare (Fig 2.5; 2.6).
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Fig 2.6 Chiusura dei nettari extrafiorali di P. avium per impedire I’accesso alle formiche.

I campionamenti sono stati ripetuti in funzione del periodo di sviluppo delle piante:
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Pteridium aquilinum Vicia sativa
5 :
runus aviim 29/03/2015 13/06/2015 28/03/2015
2015 | 01/05/201 201
06/03/2015 | 01/05/2015 | 03/07/2015 11/04/2015 20/06/2015 09/04/2015
13/03/2015 | 08/05/2015 | 10/07/2015 18/04/2015 27/06/2015 16/04/2015
20/03/2015 | 15/05/2015 | 17/07/201
0/03/2015 | 15/05/2015 | 17/07/2015 25/04/2015 04/07/2015 23/04/2015
27/03/2015 | 22/05/2015 | 24/07/201
7/03/2015 | 22/05/2015 | 24/07/2015 09/05/2015 11/07/2015 30/04/2015
03/04/2015 | 05/06/2015 16/05/2015 18/07/2015 07/05/2015
10/04/2015 | 12/06/2015
23/05/2015 25/07/2015 14/05/2015
17/04/2015 | 19/06/2015
06/06/2015 21/05/2015
24/04/2015 | 26/06/201
/04/2015 | 26/06/2015 o

Fig 2.7 Calendario dei campionamenti mediate pitfall-trap in relazione alla specie vegetale.

Dal momento che questa tecnica di campionamento risulta meno accurata per screening su specie
arboricole, il trappolaggio con pitfall € stato associato ad osservazioni mediante la tecnica dello
scan-sampling per ogni pianta, per valutare I’interazione delle specie arboricole con i nettari
extrafiorali. Per le piante di Prunus avium (n=30) sono stati selezionati 2 rami focali in posizione
distale sulla piata, su cui sono stati effettuati 18 scan sampling della durata di 5 minuti da Marzo a
Luglio. Per le piante di Pteridium aquilinum (n=67) ¢ stato effettuato il controllo totale della pianta
mediante 10 scan sampling della durata di 5 minuti da Marzo a Luglio. Infine per le piante di Vicia
sativa (n=31) ¢ stato effettuato il controllo totale della pianta tramite 9 scan sampling della durata di
5 minuti da Marzo a Maggio.

Le formiche raccolte nelle trappole sono state identificate a livello di sottofamiglia e genere,
mediante 1’ausilio di apposite chiavi di riconoscimento (Holldobler & Wilson ,1990; Bolton, 1994).
La discriminazione a livello di specie ¢ stata realizzata con la collaborazione del Dr. Fabrizio Rigato

(Museo di Storia Naturale di Milano).

2.2.3 Analisi statistica

Per Dl’analisi statistica, le pitfall-trap in relazione alla geometria di campionamento sono state
suddivise in tre categorie: 1m, entro 5Sm, entro 10m. Per ogni modello vegetale ¢ stata effettuata
una analisi della varianza a due vie (two-way ANOVA) sul numero di formiche presenti in funzione
del trattamento (nettari chiusi; nettari aperti) e della distanza (Im, 5m, 10m); seguita da una analisi

post-hoc (Tukey test). Per la presenza delle formiche sulle piante ¢ stata effettuata una analisi della
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varianza (one-way ANOVA) sul numero di formiche presenti in relazione ai mesi di osservazione.

Tutte le analisi sono state eseguite mediante il software IBM SPSS 24.0 (pacchetto Windows).

2.3 Risultati

Il trappolaggio tramite pitfall ha permesso I’analisi di 9123 campioni appartenenti al taxon

Formicidae. In totale sono state censite 28 specie, appartenenti a 3 sottofamiglie e 12 generi (Fig

2.8)

1
2
3
4
3.
6.
7
8
9.

Lasius distinguedus (Emery, 1916)
Lasius emarginatus (Olivier, 1792)
. Lasius neglectus Van Loon et al., 1990
. Lasius niger (Linnaeus, 1758)
Lasius fuliginosus (Latreille, 1798)
Lasius myops Forel, 1894
. Camponotus vagus (Scopoli, 1763)
. Camponotus lateralis (Olivier, 1792)
Camponotus ethiops (Latreille, 1798)

10 Camponotus piceus (Leach, 1825)
11. Colobopsis truncata (Spinola, 1808)
12. Plagiolepis pygmaea (Latreille, 1798),
13. Formica gagates Latreille, 1798,
14. Formica cunicularia Latreille, 1798.

15. Crematogaster scutellaris (Olivier, 1792)

16.
17.
16.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
23.
26.
27.
28.

Myrmica specioides Bondrott, 1918
Myrmicina graminicola (Latreille, 1802
Pheidole pallidula (Nylander, 1849)
Tetramorium moravicum Novak & Sadil, 1941
Temnothorax specularis (Emery, 1916)
Temnothorax niger (Forel, 15894)
Temnothorax unifasciatus (Latreille, 1796)
Temnothorax albipennis (Curtis, 1854)
Temnothorax parvulus (Schenck, 1852)
Temothorax nylanderi (Foerster, 1850) .
Tapinoma sub-boreale Seifert, 2012
Tapinoma madeirense Forel, 1895
Dolichoderus quadripunctatus (Linnaeus, 1771)

Fig 2.8 Check list delle specie di formiche campionate mediante pitfall trap. Le colorazioni indicano

I’ appartenenza alle sottofamiglie: Formicinae (in verde), Myrmicinae (azzurro), Dolichoderinae (in giallo).

Mediante gli scan sampling abbiamo identificato le formiche presenti sulle piante che interagivano

con 1 nettari extrafiorali:

Fig 2.9 Check list delle specie di formiche presenti sulle piante. Le colorazioni indicano I’appartenenza.

P. avium

P. aquilinum

V. sativa

C. scutellaris

C. scutellaris

C. scutellaris

L. emarginatus

T. specularis

L. emarginatus

L. fuliginosus T. niger L. niger
C. lateralis T.unifacsiatus C. vagus
C. vagus T. albipennis P. pygmaea
P. pygmaea T. parvulus F. cunicularia

D. quadripunctatus

T. nylanderi.

L. emarginatus
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alle sottofamiglie: Formicinae (in verde), Myrmicinae (azzurro), Dolichoderinae (in giallo).

2.3.1 Analisi sulla presenza e andamento delle formiche in relazione a Prunus

avium

L’analisi dei campioni raccolti con le trappole nei pressi di Prunus avium ha evidenziato una
differenza altamente significativa nel numero di formiche tra i plot (ANOVA test: F (5293)= 83,291;
p< 0.001), in funzione del trattamento (ANOVA test: F (1293 =249,18; p< 0.001) e, della distanza
delle trappole dalla pianta (ANOVA test: F (2293)= 69,24; p< 0.001). I risultati indicano un aumento
dell’attivita, con un incremento del numero di formiche in relazione ai plot con nettari aperti.
L’analisi dei test post-hoc di Tukey ha evidenziato una differenza in funzione della distanza dalle
piante, con un progressivo decremento del numero di formiche fino a 10 m. In corrispondenza dei
plot con nettari liberi il numero di formiche rimane significativamente piu alto. Nei plot con nettari
chiusi non si evidenziano differente tra 1m e 5Sm, con un ulteriore diminuzione nella presenza a

distanza di 10m dalle piante (Fig 2.10).

4 W nettari aperti
100 I nettari chiusi

80

60

407

numero di formiche

am 10m

Fig 2.10 Le barre presenti nell’ istogramma (+ errore standard, two-way Anova) indicano il numero medio di
formiche riscontrate nelle trappole localizzate nei pressi di Prunus avium. In ascissa i gruppi in funzione
della distanza delle trappole e ai plot con nettari aperti e nettari chiusi. Le lettere presenti nell’istogramma
rappresentano i risultati del confronto tra i gruppi mediante test post-hoc di Tukey. Barre con lettere uguali
non presentano differenze statisticamente significative.
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L’analisi sulla presenza delle formiche sulle piante descrive una differenza altamente significativa
in funzione dei trattamenti (ANOVA test: F (127)=79,15; p< 0 .001), con un aumento del numero di

formiche sulle piante con nettari aperti (Fig 2.11).

*k%k

60

40

numero medio di formiche

20

T
nettari aperti nettari chiusi

Fig 2.11 Le barre presenti nell’ istogramma (+ errore standard, one-way Anova) indicano il numero medio di
formiche presenti sulle piante in funzione dei due trattamenti (nettari aperti; nettari chiusi ). Gli asterischi
indicano il livello di significativita ( ***; p <0,001).

Si evidenzia una differenza altamente significativa tra 1 trattamenti (one-way Anova) anche
nell’analisi sull’ andamento della presenza delle formiche nel periodo compreso da Marzo a Luglio
(ANOVA test: Fop0) =19,7; p< 0.001) (Fig 2.12). Si evidenzia un picco della presenza delle
formiche in corrispondenza dei mesi di Aprile e Maggio. Nei plot con nettari chiusi oltre a essere
presente un bassissimo numero di individui in confronto ai plot con nettari aperti, non si

evidenziano differenze nel numero di formiche presenti durante la stagione vegetativa.
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Fig 2.12 Andamento medio ( = SE ) della presenza delle formiche durante la stagione vegetativa di P. avium.

2.3.2 Analisi sulla presenza e andamento delle formiche in relazione a Pteridium

aquilinum

L’analisi statistica (two-way ANOVA) del pitfall-trapping per Pteridium aquilinum ha evidenziato
una differenza altamente significativa tra i plot (ANOVA test: F (5293)=52,1; p< 0.001), in funzione
del trattamento nettari aperti/nettari chiusi (ANOVA test: F (1203) = 105,51; p< 0.001) e, della
distanza delle trappole dalla pianta (1m, Sm e 10m), (ANOVA test: F (2203) = 53,26; p< 0.001). I
risultati indicano un aumento dell’attivita, con un incremento del numero medio di formiche in
relazione ai plot con nettari aperti. | test post-hoc di Tukey evidenziano una differenza in funzione
della distanza dalle piante, con un progressivo decremento del numero di formiche fino a 10 m. Nei
plot con nettari chiusi non ci sono differenze statisticamente significative tra le trappole in funzione

della distanza (Fig 2.13).

23



Wl nettari aperti

157 C [ nettari chiusi

109

numero di formiche

d C
d

= H ==l

im am 10m

Fig 2.13 Le barre presenti nell’istogramma (+ errore standard, two-way Anova) indicano il numero medio di
formiche riscontrate nelle trappole localizzate nei pressi di P. aquilinum. In ascissa i gruppi in funzione della
distanza delle trappole e ai plot con nettari aperti e nettari chiusi. Le lettere presenti sulle barre rappresentano
i risultati del confronto tra i gruppi mediante test post-hoc di Tukey. Barre con lettere uguali non presentano
differenze statisticamente significative.

L’analisi (scan-sampling) sulla presenza delle formiche sulle piante indica una differenza altamente
significativa in funzione dei trattamenti (ANOVA test: F (1,65= 70,92; p< 0.001), con un aumento

del numero di formiche sulle piante con nettari aperti (Fig 2.14).
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Fig 2.14 Le barre presenti nell’istogramma indicano il numero medio (+ errore standard, one-way Anova) di
formiche presenti sulle piante in funzione dei due trattamenti (nettari aperti; nettari chiusi). Gli asterischi
indicano il livello di significativita (***; p < 0,001)

Nell’andamento temporale della presenza delle formiche sulle piante, si evidenzia una differenza
altamente significativa nel numero medio di formiche tra i trattamenti nei mesi tra Marzo e Luglio
(ANOVA test: Fo20) = 21,57; p< 0.001) (Fig 2.15); con un picco di presenze nei plot con nettari
aperti in corrispondenza del mese di Aprile. I test post-hoc evidenziano una differenza tra i
trattamenti in tutti i campionamenti da Marzo a Maggio. Successivamente in relazione ai
trattamenti, no si evidenziano differenze nel numero di formiche presenti sulle piante nei mesi di

Giugno e Luglio.
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2.15 Andamento medio (+ SE) della presenza delle formiche durante la stagione vegetativa di P. avium.

2.3.3 Analisi sulla presenza e andamento delle formiche in relazione a Vicia
sativa

L’analisi statistica (two-way ANOVA) inerente il pitfall-trapping per Vicia sativa ha evidenziato
una differenza altamente significativa tra i plot (ANOVA test: F (5203) = 52,09; p< 0.001) in
funzione del trattamento nettari aperti/nettari chiusi (ANOVA test: F (1203) = 105,51; p< 0.001) e,
della distanza delle trappole a 1m, Sm e 10m (ANOVA test: F (2203) = 53,26; p< 0.001). Come in

precedenza 1 risultati indicano un aumento dell’attivita, con un incremento del numero medio di

25



formiche in relazione ai plot con nettari aperti. I confronti post-hoc evidenziano una differenza in
funzione della distanza dalle piante, con un progressivo decremento del numero di formiche fino a
10 m. Nei plot con nettari chiusi non si evidenziano differenze nel numero di formiche presenti in

funzione della distanza (Fig. 2.16).

Wl nettari aperti

- a
15 [ nettari chiusi

109

numero di formiche

5

1m am 10m

2.16 Le barre presenti nell’istogramma indicano il numero medio di formiche (+ errore standard, two-way
Anova) riscontrate nelle trappole localizzate nei pressi di V. sativa. In ascissa i gruppi in funzione della
distanza delle trappole e ai plot con nettari aperti e nettari chiusi. Le lettere presenti sulle barre rappresentano
i risultati del confronto tra i gruppi mediante test post-hoc di Tukey. Barre con lettere uguali non presentano
differenze statisticamente significative.

L’analisi sulla presenza delle formiche sulle piante indica una differenza altamente significativa in
funzione dei trattamenti (ANOVA test: F (1,65 = 70,92; p< 0.001), con un aumento del numero di

formiche sulle piante con nettari aperti (Fig. 2.17).
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Fig 2.17 le barre presenti nell’istogramma indicano il numero medio (£ errore standard, one-way Anova) di
formiche presenti sulle piante in funzione dei due trattamenti (nettari aperti; nettari chiusi). Gli asterischi
indicano il livello di significativita (***; p <0,001)

Nell’andamento della presenza delle formiche sulle piante, si evidenzia una differenza altamente
significativa nel numero medio di formiche tra i trattamenti nei vari mesi (ANOVA test: F9,0)
=21,57; p< 0.001) (Fig 2.18); con un picco della presenza delle formiche nei plot con nettari aperti
in corrispondenza del mese di Aprile. I test post-hoc evidenziano una differenza tra i trattamenti per
tutta la stagione fino alla maturazione dei frutti. Nei plot con nettari chiusi non si evidenziano

differenze nel numero di formiche presenti durante la stagione.
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Fig 2.18 Andamento medio (+ SE) della presenza delle formiche durante la stagione vegetativa di V. sativa.

27



2.4 Discussione e conclusioni

Gli esperimenti hanno evidenziato una alta biodiversita della mirmecofauna nei siti di
campionamento, con 28 specie identificate. Dalle analisi emerge una diminuzione della presenza e
attivita delle formiche in corrispondenza dei transetti sperimentali con nettari chiusi e, un evidente
incremento dell’attivita della mirmecofauna nei transetti con accesso libero. Questo ¢ spiegabile con
la presenza di nettari extrafiorali attivi, il cui prodotto ¢ accessibile alle formiche. Per tutte le specie
con nettari liberi € stata evidenziata una presenza elevata di formiche entro 1m (quindi in estrema
vicinanza) delle piante mirmecofile. Inoltre, la differenza nella presenza delle formiche ¢ risulta
statisticamente differente tra i trattamenti anche a distanza Sm e 10m; evidenziando anche in questo
caso un numero maggiore di formiche in relazione ai plot con nettari aperti. Differenti studi hanno
evidenziato la azione positiva esercitata dalle formiche su piante mirmecofile e mirmecofite
(Letorneau, 1998; Del-Claro et al, 2016). L’incremento della mirmecofauna in corrispondenza delle
piante mirmecofile e, nelle zone adiacenti, potrebbe avere un impatto positivo anche sulla
vegetazione circostante. Infatti grazie alle loro azione dissuasiva dovuta alla mera presenza e attivita
di pattugliamento (patrolling) nonché alle loro caratteristiche di predatori generalisti, le formiche
potrebbero estendere la loro protezione alle piante limitrofe. I risultati di questa indagine,
dimostrano un consistente effetto di mirmecofilia, sottolineando il legame fra varie specie di
formiche e le piante utilizzate come modello nel presente studio.

Gli scan sampling effettuati sulle piante hanno dimostrato un aumento del numero totale di
formiche su piante con nettari extrafiorali liberi, evidenziando 1’elevata attrattivita e I’interesse per
queste strutture in specie vegetali differenti. All’opposto, sulle piante con nettari extrafiorali chiusi
abbiamo registrato un scarsa presenza di formiche dovuta essenzialmente a pattugliamento
occasionale.

C. scutellaris e L. emarginatus sono risultate le specie di formiche piu generaliste poiché riscontrate
su tutte le specie vegetali in esame. Per le specie appartenenti al genere Temmnothorax ¢ stata
riscontrata una certa preferenza per P. aquilinum. Questa attrattivita potrebbe essere dovuta a
peculiari caratteristiche del nettare extrafiorale della pianta. Durante il periodo di osservazione, in
relazione alle piante con nettari extrafiorali aperti, sono state registrate oscillazioni del numero di
formiche presenti, con evidenti picchi in periodi diversi a seconda della specie vegetale. Cio, oltre
ad essere legato alla normale fenologia e ritmi stagionali della pianta, potrebbe essere dovuto a una
risposta delle piante in relazione alla presenza stessa delle formiche, con un aumento delle
secrezioni nettarifere tarata per garantirne la presenza costante in momenti particolarmente

importanti per la pianta o a seguito di eventi contingenti (attacco di fitofagi).
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I dati raccolti suggeriscono anche strategie per un possibile trasferimento tecnologico di queste
informazioni. L’utilizzo di banker plants (un sistema di piante coltivate per allevare/sostenere
nemici naturali) (Huang et al, 2011; Shovon, 2018) ad esempio, costituite da piante mirmecofile.
Organizzate e disposte ai margini di campi o in apposite zone cuscinetto all’interno delle
coltivazioni, potrebbero incrementare la mirmecofauna presente offrendo i benefici ad essa
associati. Come suggerito dai nostri dati cid potrebbe portare ad un relativo incremento delle
formiche nelle zone circostanti, favorendone il contatto con le varieta agricole, estendendo anche a
loro Dattivita di protezione. Attualmente, coltivazioni cuscinetto di alcune specie vegetali, sono
studiate in sistemi di “trap crop”. Si tratta dell’utilizzo di differenti specie di piante appositamente
coltivate attorno ai campi o alle parcelle agricole utili ad attirare differenti parassiti, impedendogli
di attaccare le varieta di interesse commerciale. Questo sistema garantisce una linea difensiva
contro fitofagi e parassiti di differenti varieta orticole (Solanum lycopersicum, Allium cepa, Crocus
sativus, Brassica oleracea) (Sarkar et al, 2018). Utilizzando tale tecnica con I’integrazione di specie
mirmecofile per garantire I’attivita delle formiche si potrebbe garantire alle coltivazioni una difesa
ad ampio spettro nei confronti di differenti specie di fitofagi (fitomizi e/o masticatori). Cio
consentirebbe di ridurre I'utilizzo di insetticidi con un conseguente miglioramento della qualita

ambientale e dei prodotti.
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CAPITOLO 3

Studio sugli effetti diretti della presenza delle formiche su
Fabaceae presenti in natura e coltivate

3.1 Scopo

Con il presente lavoro abbiamo valutato i possibili effetti dovuti alla presenza delle formiche su
Fabaceae in condizioni naturali e in agroecosistemi. Per questo esperimento ¢ stata utilizzata Vicia
sativa, presente in natura nell’area sperimentale (cfr. capl). In concomitanza ¢ stata approntata la
coltivazione di una pianta orticola di interesse agricolo e ampiamente diffusa e consumata su tutto il
territorio nazionale, Vicia faba. Entrambe le specie sono caratterizzate da nettari extrafiorali
presenti nella faccia adassiale delle stipole (Fig 3.1). Lo scopo della ricerca ¢ stato valutare i
possibili effetti sul benessere delle piante durante il loro periodo di sviluppo, in presenza e assenza
di formiche. Pertanto, durante il periodo di sviluppo delle piante da Marzo a Giugno 2017 abbiamo

registrato 1 possibili effetti di protezione dovuti alle formiche e gli eventuali effetti su parametri

connessi alla fitness della pianta.

Fig 3.1 A) C. scutellaris su nettari di V. sativa; B) Crematogaster scutellaris sunettari di V. faba.

3.2 Materiali e metodi (I)

3.2.1 Area di studio

Gli esperimenti sono stati condotti in alta Toscana, nella frazione di Fornoli (44°15'17.5"N

9°58'04.9"E; altitude ca.75m), nel comune di Villafranca in Lunigiana (MS). Per le coltivazioni
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di Vicia faba sono state scelte due parcelle agricole (GPS campo 1: 44°15°17,2”’ Nord; 9°58°05,0”’
Est; GPS campo 2 : 44°15' 12,5" Nord ; 9° 57' 52,9" Est) prive di sfruttamento intensivo e, adibite a
differenti colture orticole. Per il sito di indagine su piante spontanee di Vicia sativa ¢ stata

identificata una area naturale limitrofa al margine boscato con presenza di piante sperimentali (cft.

capl).

3.2.2 Esperimenti su Vicia sativa

Per lo studio che ha coinvolto Vicia sativa (Fig 3.1), nell’area di studio sono state tracciati due
transetti di (1mx4 m) dove sono state identificate 24 piante. Abbiamo valutato il possibile effetto
dovuto alla presenza delle formiche sulla fitness delle piante. A (n= 12) piante sono stati applicati
manicotti di nastro biadesivo per impedire I’accesso alle formiche. In fase di crescita sono stati
collocati sostegni in legno di (70 cm). Ogni pianta ¢ stata fissata al sostegno con 1’ausilio di nastro
elastico per agricoltura. Poiché I’area sperimentale ¢ una zona incolta, ¢ stato necessario effettuare
una pulizia dell’area limitrofa le piante, in modo da impedirne il contatto con altre piante erbacee
consentendo il passaggio delle formiche. Dopo un mese dalla germinazione delle piante di V. sativa,
mediante uno scan sampling di 5 minuti per pianta ¢ stato valutato:

e Tasso di danno fogliare: numero di foglie danneggiate/foglie totali (Fd),

e Numero di insetti masticatori per pianta (Pf),

Da Marzo a Maggio 2017 sono stati effettuati 26 scan sampling (3 minuti pianta, 2 volte a
settimana) per quantificare e descrivere la presenza delle formiche sulle piante. A maturazione ¢
stata effettuata una raccolta dei frutti per ogni pianta registrando:

e numero totale di frutti (baccelli) prodotti (nB);

e tasso di sviluppo dei frutti: frutti sviluppati/ frutti prodotti (sB);

e numero di semi prodotti (nS);

e tasso di semi vitali: semi vitali/totale semi (sV);

e seed mass : peso dei semi vitali (pS);

e numero di insetti predatori dei semi (nP);

e tasso di danneggiamento: numero di semi danneggiati / semi vitali (nSd).

In seguito alla raccolta, 1 semi sono stati stoccati per un periodo di osservazione di circa 20 giorni

per valutare ’eventuale presenza di coleotteri nei semi.
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3.2.3 Definizione delle categorie

sB: consideriamo frutti completamente sviluppati, baccelli con semi privi di deformazioni e
danni. Non formati, i frutti di ridotte dimensioni, avvizziti con assenza di semi o presenza di
semi non sviluppati all’interno;

nS: consideriamo i semi presenti all’interno dei frutti sviluppati. Classifichiamo vitali, semi
in grado di germinare di dimensioni pari o superiori agli 0,5 mm, con assenza di lesioni o
malformazioni (Fig 3.2 A). Definiamo semi non vitali tutti i semi non in grado di geminare,
inferiori agli 0,5mm, con alterazioni morfologiche (avvizzimento, alterazione della
superficie e malformazioni) (Fig 3.2 B). Per distinguere le categorie ¢ stato effettuato un test
di germinabilita, n= 100 semi (50 per categoria) sono stati coltivati in celle termostatate con
la stessa quantita di acqua (2 volte a settimana per 15 giorni), T= 24°C con ciclo giorno
notte 16/8 h;

nP: larve e insetti presenti all’interno dei semi o dei baccelli in seguito alla raccolta (Fig 3.2
C/D);

nSd: definiamo tutti i semi con presenza di fori e rimozione di materiale interno, evidenza di

una predazione (Fig 3.2 E).

Fig 3.1 Pianta di V. sativa in campo.
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Fig 3.2 Contenuto dei frutti di V. sativa, A) semi vitali; B) semi non vitali; C/D) categoria nP: larve e

coleotteri del genere Apion spp presenti all’interno dei frutti; E) categoria nSd: seme danneggiato.
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3.2.4 Analisi statistica sugli esperimenti di V. sativa

Per categorie nB, sB, nS, sV, pS, nP e nSd in funzione della presenza/assenza di formiche, ¢ stata
effettuata una analisi multivariata (MANOVA) per valutare complessivamente [’effetto dei
trattamenti. Ogni variabile (nB, sB nS, sV, pS, nP e nSd) successivamente ¢ stata analizzata
singolarmente in funzione del trattamento mediante una analisi della varianza (one-way ANOVA)
per valutare gli effetti della presenza delle formiche. Per le categorie Fd, sB, sV e nSd ¢ stata
effettuata una trasformazione dei dati secondo la formula: X= arcsen (sqr x), dove con x indichiamo
il rapporto da calcolare. Tutte le analisi sono state effettuate mediante il programma IBM SPSS 14.0
(pacchetto Windows). Dalle analisi sono state escluse piante danneggiate o con presenza di

consistenti danni dovuti ad agenti atmosferici.
3.3 Risultati degli esperimenti su V. sativa

Sono state analizzate 24 piante. Gli scan sampling hanno evidenziato 3 specie di formiche presenti
sulle piante di V. sativa (Fig 3.2) liberamente accessibili: Crematogaster scutellaris ¢ risultata la
specie piu abbondante presente sul 50% delle piante, Lasius emarginatus sul 42%, Plagiolepis
pygmaea sull’ 8%. Per le categorie Fd (il numero di foglie danneggiate/ foglie totali) e Pf (il numero
di insetti masticatori per ogni pianta) dopo un mese dalla germinazione non abbiamo registrato
foglie danneggiate ne presenza di insetti defogliatori sulle piante. L’analisi multivariata sulle
componenti nB, nS, sV, pS, sB, nP e nSd evidenzia una differenza statisticamente significativa tra i
trattamenti (MANOVA: V=0,98, F,15= 106,64; p< 0,001). Il risultato indica un effetto positivo sui
parametri inerenti la fitness della pianta. I risultati delle analisi condotte sulle singole categorie qui
di seguito riportati descrivono:

e nB (numero di frutti prodotti n= 733): le analisi hanno evidenziato una differenza
statisticamente significativa tra i trattamenti (ANOVA: F(122=10,02; p= 0,004). Le analisi
descrivono un numero maggiore di frutti prodotti nelle piante con presenza di formiche
(31,17 £ 0,24 se), rispetto a piante senza formiche (29,92 + 0,31 se) (Fig 3.4A);

e sB Tasso di sviluppo dei frutti: le analisi non hanno evidenziato differenze statisticamente
significative nelle percentuali di frutti sviluppati e non sviluppati tra i trattamenti (1,46 +
0,11 se; 1,44 + 0,13 se; ANOVA: F122=0,07; p=0,79) (Fig 3.4 B);

e nS (numero di semi prodotti n= 6836): le analisi non evidenziano una differenza tra i
trattamenti nel numero di semi prodotti (ANOVA: Fu 2= 4,10; p= 0,056). Piante con
presenza di formiche non producono un numero maggiore di semi (301,67 + 49,63 se),

ripetto a piante senza formiche (270,25 + 20,87 se) (Fig 3.4 C);
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sV tasso di semi vitali (semi vitali/totale semi prodotti): le analisi evidenziano una differenza
altamente significativa in presenza/assenza di formiche (ANOVA: Fq22= 740,15; p<
0,001). Si evidenzia un incremento della percentuale di semi vitali nelle piante con formiche
(1,51 £ 0,16 se) e di conseguenza, una diminuzione dei semi non vitali sulle stesse (Fig
3.4D). All’opposto si evidenzia un incremento della percentuale di semi non vitali nelle

piante con assenza di formiche (0,77 + 0,22 se);

pS seed mass (n= 5174): le analisi hanno dimostrato nuovamente una differenza altamente
significativa tra 1 trattamenti (ANOVA: Fq 2= 221,17; p < 0,001); registrando un peso
medio dei semi maggiore nelle piante pattugliate dalle formiche (0,28 + 0,0009 se) (Fig 3.4
E), rispetto alle piante con assenza di formiche (0,12 £+ 0,0005 se). I1 controllo dei semi e, in
seguito il loro stoccaggio, hanno evidenziato la presenza di larve e adulti di coleotteri

(Coleoptera; Apionidae) (vedi Fig 3.2 C-D);

nP numero di insetti predatori dei semi (numero di insetti predatori dei semi/ semi vitali): la
analaisi statistica ha evidenziato ancora una volta, una differenza altamente significativa tra i
trattamenti (ANOVA: Fq22= 60,10; p< 0,001). Le analisi evidenziano un numero inferiore
di insetti e larve sulle piante con presenza di formiche (0,03 = 0,001 se) ripsetto a piante con
assenza di formiche (0,18 £ 0,228 se) (Fig 3.4 F). Di conseguenza, la analisi statistica,
mostra una differenza altamente significativa tra i trattamenti sulla condizione dei semi
(ANOVA: Fa2= 71,13; p< 0,001). Per la categoria nSd (numero di semi danneggiati dai
predatori/semi vitali, n= 1369) in relazione al numero di insetti, registriamo un abbattimento
della percentuale di semi danneggiati nelle piante con formiche (0,00 £+ 0,00 se), contro un
aumento di insetti e semi danneggiati nelle piante prive di formiche (5,11 £+ 0,60 se) (Fig 3.5

G).
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Fig 3.4 Effetti del trattamento (con formiche/ senza formiche) sui parametri relativi alla fitness della
pianta di V. sativa. Le barre presenti negli istogrammi indicano i valori medi per ogni parametro analizzato
(= errore standard, one-way Anova). In ogni grafico ¢ mostrato il confronto tra i trattamenti (con
formiche/senza formiche). Le variabili misurate: A) numero di frutti prodotti, B) arcsin frutti sviluppati/totale
frutti prodotti, C) numero di semi prodotti, D) arcsin semi vitali/totale semi prodotti, E) peso dei semi vitali.
F) numero di insetti predatori dei semi vitali G) numero di semi danneggiati/semi vitali. Per i parametri
D/E/F le analisi statistiche evidenziano una differenza altamente significativa tra i trattamenti (***; p<
0,001); A (*; p< 0,05); per le varibili B/C non sono state evidenziate differenze statisticamente significative
tra i trattamenti (cfr. parag 3.3).
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Fig 3.5 G) Le barre presenti nell’ istogramma indicano il numero medio di semi danneggiati dai predatori ( £
errore standard, one-way Anova ). Gli asterichi indicano il livello di significativita (***; p< 0,001) (cfr.

parag 3.3).

3.4 Materiali e metodi ( II)

3.4.1 Esperimenti su Vicia faba

Per le coltivazione di Vicia faba sono state tracciate due parcelle di terreno agricolo (3mx4m).
Prima della semina il terreno ¢ stato preparato effettuando una aratura il 03/02/2017 e una fresatura
sette giorni prima della messa a dimora dei semi il 27/02/2017. Per la semina sono stati utilizzati
semi certificati provenienti da agricoltura biologica (Symbiosys; Specie FA00015; Varieta
Aguadulce Supersimonia; Rif.C/S-Lotto AF0665) e collocati a distanza di 30 cm. In totale sono
state coltivate 100 piante (50 per parcella), suddivise in filari da 10 piante con distanza tra i filari di
50 cm. Alle piante ¢ stata somministrata acqua (500 cl per pianta) 2 volte a settimana. Sia in fase di
preparazione del terreno che di messa a dimora dei semi e, successivamente, per tutto il periodo di
coltivazione non sono stati aggiunti concimi o ammendanti chimici nel terreno. Dopo 30 giorni
dalla nascita delle piante, per ognuna ¢ stato collocato un sostegno in legno (1,70 cm) (Fig 2.6 A).
Ogni pianta ¢ stata fissata al sostegno con 1’ausilio di nastro elastico per agricoltura. Durante la
stagione se necessario a seguito di allerta meteo arancione, sono state collocate reti protettive contro

la grandine per l’intero perimetro delle coltivazioni. Per valutare I’effetto della presenza delle
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formiche sulla fitness delle piante, su 25 piante per parcella appena germinate, sono stati collocati

manicotti di nastro biadesivo per insetti lungo il fusto, utili a impedire I’accesso delle formiche.

Dopo un mese dalla germinazione, mediante uno scan sampling di 5 minuti per pianta ¢ stato

valutato:

tasso di danno fogliare: numero di foglie danneggiate/foglie totali (Fd);

numero di insetti masticatori per pianta (Pf).

Da da Marzo a Luglio 2017 sono stati effettuati 32 scan sampling (3 minuti pianta, 2 volte a

settimana) per quantificare e descrivere la presenza delle formiche sulle piante. A maturazione ¢

stata effettuata una raccolta dei frutti per ogni pianta registrando:

numero totale di frutti (baccelli) prodotti (nB);

indice di sviluppo dei frutti: frutti sviluppati/ frutti prodotti (sB);
numero di semi prodotti (nS);

tasso di semi vitali: semi vitali/totale semi (sV);

seed mass: peso dei semi vitali (pS);

numero di insetti predatori dei semi (nP);

tasso di danneggiamento: numero di semi danneggiati / semi vitali (nSd).

In seguito alla raccolta, 1 semi sono stati stoccati per un periodo di osservazione di circa 20 giorni

per valutare I’eventuale presenza di coleotteri nei semi.

3.4.2 Definizione delle categorie

sB: consideriamo frutti completamente sviluppati, baccelli con semi privi di deformazioni e
danni (Fig 2.6 B); non formati, i frutti di ridotte dimensioni, avvizziti con assenza di semi, o
presenza di semi non sviluppati all’interno (Fig 3.6 C);

nS: consideriamo 1 semi presenti all’interno dei frutti sviluppati. Classifichiamo vitali, semi
in grado di germinare di dimensioni superiori a 1 cm, con assenza di lesioni o
malformazioni (Fig 3.6 D). Definiamo semi non vitali, tutti i semi non in grado di geminare,
pari o inferiori agli 1 cm, con alterazioni morfologiche (avvizzimento, alterazione della
superficie e malformazioni) (Fig 2.6 E). Per distinguere le categorie ¢ stato effettuato un test
di germinabilita, n= 60 semi (30 per categoria ) sono stati coltivati in celle termostatate con
la stessa quantita di acqua (2 volte a settimana per 15 giorni ), T= 24°C con ciclo giorno

notte 16/8 h;
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e nP: larve e insetti presenti all’interno dei semi o dei baccelli in seguito alla raccolta (Fig 3.7
F);
e nSd: definiamo tutti i semi con presenza di fori e rimozione di materiale interno, evidenza di

una predazione (Fig 3.7 G).

Fig 3.6 A) Coltivazione (parcella n°l) di V. faba in campo; B) frutti formati; C) frutti non formati; D) semi

vitali privi di deformazioni e danni da insetti; E) semi non vitali.
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Fig 3.7 F) coleotteri presenti nei semi o nel baccello; G) seme di V. faba dopo 1’uscita del coleottero.

3.4.3 Analisi statistica sugli esperimenti di V. faba

Per categorie nB, sB, nS, sV, pS, nP e nSd in funzione della presenza/assenza di formiche, ¢ stata
effettuata una analisi multivariata (MANOVA) per valutare complessivamente [’effetto dei
trattamenti. Ogni variabile (nB, sB, nS, sV, pS, nP e nSd) ¢ stata analizzata singolarmente in
funzione del trattamento mediante una analisi della varianza (one-way ANOVA) per valutare gli
effetti della presenza delle formiche. Per le categorie Fd, sB, sV e nSd ¢ stata effettuata una
trasformazione dei dati secondo la formula: X=arcsen (sqr x), dove con x indichiamo il rapporto da
calcolare. Tutte le analisi sono state effettuate mediante il programma IBM SPSS 14.0 (pacchetto
Windows). Dalle analisi sono state escluse piante danneggiate o con presenza di consistenti danni

dovuti ad agenti atmosferici.

3.5 Risultati degli esperimenti su V. faba

Sono state analizzate 74 piante. Dal numero iniziale di 100, sono state escluse 26 piante a causa di
danni subiti a seguito di intensi eventi metereologici. Gli scan sampling hanno evidenziato 5 specie
di formiche presenti sulle piante di V. faba liberamente accessibili: Crematogaster scutellaris &
risultata la specie piu abbondante presente sul 59% delle piante, Lasius emarginatus sul 17%,

Plagiolepis pygmaea sul 10%, Pheidole pallidula sul 9%, Camponotus vagus sul 5%.

Per le componenti Fd (il numero di foglie danneggiate/ foglie totali) e Pf (il numero di insetti

masticatori per ogni pianta) dopo un mese dalla germinazione, abbiamo evidenziato danni
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consistenti sui margini fogliari delle piante con assenza di formiche (Fig 3.8 B) rispetto alle piante
con formiche (Fig 3.8 A). Le analisi statistiche hanno evidenziato una differenza statisticamente
significativa tra i trattamenti (ANOVA: F,72= 253,1; p< 0,001), con una diminuzione del numero
di foglie danneggiate in presenza delle formiche (Fd: con formiche 0,15 + 0,051; senza formiche
1,28 + 0,048 se) (Fig 3.9 C). E' stato inoltre rilevato un effetto significativo del trattamento sul
numero di insetti masticatori presenti sulle piante (Sitona spp). (ANOVA: F,72y= 38,48; p< 0,001);

Le analisi evidenziano una riduzione significativa di insetti defogliatori in piante con presenza di

formiche (Pf: con formiche 0,21 £ 0,09 se; senza formiche 1,6 + 0,20 se) (Fig 3.9 D).

Fig 3.8 Piante di V. faba dopo un mese dalla germinazione: A) in presenza di formiche; B) in assenza di

formiche.
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Fig 3.9 Effetti dopo un mese dalla germinazione in piante di V. faba. In ascissa sono presenti i trattamenti
(con formiche e senza formiche). I grafici indicano: C) il numero medio di foglie danneggiate (arcsin x); D)
numero medio di coleotteri defogliatori. Le barre presenti negli istogrammi indicano i valori medi per ogni
parametro analizzato (+ errore standard, one-way Anova). Le analisi statistiche evidenziano una differenza

altamente significativa tra i trattamenti (***; p < 0,001).

L’analisi multivariata sulle componenti nB, nS, sV, pS sB, nP e nSd evidenzia una differenza
statisticamente significativa tra i trattamenti (MANOVA: V = 0,61, Foes= 11,11; p< 0,001). Tale
risultato indica un effetto positivo esercitato delle formiche sui parametri inerenti la fitness della

pianta. I risultati delle analisi condotte sulle singole categorie riportati qui di seguito descrivono:

e nB (numero di frutti prodotti n = 295): non sono state registrate differenze statisticamente
significative tra i trattamenti in presenza e assenza di formiche (ANOVA: Fu.72)= 0,6 ; p=

0,44; con formiche 3,7 + 0,27 se; senza formiche 4,1 + 0,32 se) (Fig 3.10 A);

e sB indice di sviluppo dei frutti (frutti sviluppati/totale frutti prodotti): la analisi ha
evidenziato una differenza significativa tra i trattamenti (ANOVA: F,72= 20,63 p< 0,001),
con un numero maggiore di frutti sviluppati in piante con formiche (1,50 £+ 0,03 se) rispetto

a piante senza formiche (1,10 + 0,07 se) (Fig 3.10 B);

e nS (numero di semi prodotti n = 1039): le analisi evidenziano una differenza significativa tra
1 trattamenti nel numero di semi prodotti (ANOVA: F(1,72) = 40,9 p< 0,001) (Fig 3.10 C).
Infatti, le piante con presenza di formiche producono un numero maggiore di semi (18,15 +

1,02 se) rispetto a piante prive di formiche (10,55 + 0,68 se);

e sV percentuale di semi vitali (semi vitali/totale semi prodotti): le analisi non hanno
evidenziato diffrenze statisticamente significative tra i trattamenti nella percentuale di semi
vitali (ANOVA: Fq 2= 1,50 p= 0,229; con formiche 1,48 + 0,02 se; senza formichel,41+
0,03 se) (Fig 3.10 D);

e pS seed mass (peso dei semi vitali n = 994): le analisi hanno dimostrato nuovamente una
differenza altamente significativa tra i trattamenti (ANOVA: F(1,72-16,9 ; p< 0,001). Questo
evidenzia la presenza di semi mediamente piu grandi in presenza delle formiche (mg 1,01 +

0,47 se) rispetto a piante con assenza di fomiche (mg 0,72 + 0,05 se) (Fig 3.10 E);
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A seguito della raccolta e controllo dei baccelli abbiamo individuato larve e coleotteri del genere

Bruchus spp. presenti all’interno dei baccelli e all’interno dei semi.

nP: (numero di insetti predatori dei semi/ semi vitali): le analisi hanno evidenziato
nuovamente, una differenza altamente significativa tra i trattamenti (ANOVA: F1,72=27.,9 ;
p< 0,001); registrando un numero inferiore di insetti nelle piante con presenza di formiche
(0,04 £ 0,01 se), rispetto a piante con assenza di formiche (0,44 + 0,06 se) (Fig 2.10 F). In
relazione al numero di insetti predatori, la analisi sulla percentuale di semi danneggiati nella
categoria nSd (numero di semi danneggiati dai predatori/ semi vitali n = 171), ha dimostrato
una differenza altamente significativa tra 1 trattamenti (ANOVA: F,72= 19,4 ; p < 0,001).
Anche in questo caso abbiamo registrato una minore percentuale di semi danneggiati in
presenza delle formiche (0,21 + 0,03 se), rispetto a piante con assenza di formiche (0,64 +

0,08 se) (Fig 3.11 G).
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Fig 3.10 Effetti del trattamento (con formiche/ senza formiche) sui parametri relativi alla fitness della
piante di V. faba. Le barre presenti negli istogrammi (+ errore standard, one-way Anova) indicano i valori
medi per ogni parametro analizzato: A) numero di frutti prodotti, B) arcsin frutti sviluppati/totale frutti
prodotti, C) numero di semi prodotti, D) arcsin semi vitali/totale semi prodotti, E) peso dei semi vitali, F)
numero di insetti predatori dei semi/ semi vitali G) numero di semi danneggiati / semi vitali. Per i parametri
B/C/E/F le analisi statistiche evidenziano una differenza altamente significativa tra i trattamenti (***; p<
0,001); per i parametri A/D non sono state evidenziate differenze statisticamente significative tra i
trattamenti (cfr. parag 3.5).
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Fig 3.11 L’istogramma descrive i risultati per la variabile nSd : arcsin (semi danneggiati/ semi vitali). Le
barre presenti nell’istogramma (£ errore standard, one-way Anova) indicano il numero medio di semi
danneggiati dai predatori in funzione del trattamento (formiche/senza formiche). Gli asterichi indicano il

livello di significativita (***; p < 0,001) (cfr. parag 3.5).

3.6 Discussione e conclusioni

I risultati degli esperimenti evidenziano, per entrambe le specie vegetali utilizzate, un effetto
positivo dovuto alla presenza delle formiche che si manifesta in un miglioramento di alcuni
parametri correlati con la fitness della pianta. L’azione di difesa delle formiche si manifesta
precocemente nella vita della pianta, portando ad una diminuzione del numero di predatori fogliari
in una fase di maggiore vulnerabilita dello sviluppo. Sulle piante sono state identificate differenti
specie di formiche. Come descritto in precedenti esperimenti (rif cap 1) Crematogaster scutellaris ¢
risultata la specie piu abbondante sulle piante. Grazie alle su caratteristiche di polidomia, con
colonie che possono raggiungere anche le 5000 unitd questa specie ¢ in grado di colonizzare
ambienti diversi (Casevitz, 1972).

Il numero di baccelli prodotti da V. faba non risulta significativamente differente tra i trattamenti
(presenza/assenza di formiche) a differenza di quanto riscontrato in V. sativa. Tale risultato tuttavia,
potrebbe essere influenzato da un numero ridotto di campioni analizzati (n=24) e da una bassa
variabilita nella produzione di frutti da parte delle piante di V. sativa.

Per quanto riguarda V. faba, la differenza nel rapporto tra il tasso di sviluppo dei frutti, risulta
altamente significativa tra i trattamenti. Cid vuol dire che le piante cresciute in presenza delle
formiche aumentano le loro potenzialita riproduttive. Nel caso di V. sativa non ¢ stata registrata una
differenza significativa tra i trattamenti nel tasso di sviluppo dei frutti. Tuttavia considerando il

numero totale di semi prodotti, ¢ evidente un effetto della presenza delle formiche sulla qualita dei
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semi, con una percentuale maggiore di semi vitali. Nel caso di V. faba tale effetto risulta invertito
con un differenza significativa nel numero totale di semi prodotti ed un risultato non significativo
tra i trattamenti nel tasso di semi vitali. Anche in questo caso il risultato puo essere ricondotto a
peculiarita nella fisiologia della pianta e a maccanismi compensativi; V. faba ¢, infatti, in grado di
adattarsi a scarsitd di acqua in diversi stadi di sviluppo, mantenendo comunque una ottima
produttivita di semi (Mwanamwenge et al, 1999).

Per quanto riguarda il parametro “peso dei semi”, I’effetto dei trattamenti ¢ evidente per entrambe le
piante. L’azione positiva esercitata dalle formiche fin dalle prime fasi di crescita delle piante, puo
aver influito favorendo un aumento della crescita dei semi. L’analisi dei frutti e dei semi ha
evidenziato per entrambe le specie una diminuzione del numero di larve e coleotteri presenti,
evidenziando una consistente azione di protezione da parte delle formiche. Tale difesa potrebbe
essere di tipo attivo o passivo. Infatti, 1 dati in letteratura su modalita di accoppiamento e
ovideposizione riguardano in modo particolare il coleottero bruchide Bruchus pisorum, considerato
una specie invasiva di interesse economico a livello mondiale a causa dei sui danni. Dopo
I’accoppiamento e I’ovideposizione sui baccelli da parte delle femmine, le larve una volta schiuse
penetrano nei semi e si sviluppano al loro interno nutrendosene. Tale modalita criptica ne impedisce
il monitoraggio, rendendo necessari trattamenti chimici sui semi (Mendesil, 2016). Come accade in
altri casi, le formiche, grazie alla loro presenza e attivita di pattugliamento diffusa sulla pianta
potrebbero interferire predando le femmine o, disturbandole al momento della ovideposizione
(Grasso et al, 2015). Ulteriori evidenze sperimentali sulla pianta mirmecofita Macaranga triloba
mostrano una consistente azione di protezione da parte della specie Crematogaster borneensis,
caratterizzata anche da una pulizia e rimozione delle uova di insetti sulle foglie (Fiala et al, 1989).
Varie specie di coleotteri del genere Apion in Europa sono considerate dannose per i semi di
differenti specie di piante e, pertanto, di grande interesse economico per i loro danni anche sulle
derrate alimentari. In modo analogo, ¢ possibile che anche su V. sativa le formiche presenti sulle
piante possano aver agito con azioni di disturbo, predazione o mediante azioni dirette di pulizia
(Grasso et al, 2015). Pertanto, difendendo le piante e garantendo loro un numero maggiore di semi
vitali, le formiche influenzano significativamente la loro fitness. Nel lungo cammino evolutivo di
insetti e piante numerosi insetti fitofagi hanno sincronizzato il loro ciclo vitale con quello delle
piante ospiti. In molti casi proprio nei riguardi delle Fabaceae, differenti insetti (Curculionidae e
Chrysomelidae) hanno sincronizzato il loro ciclo di sviluppo facendo coincidere il termine con la
fase di deiscenza dei semi. In alcune specie i semi sono infatti eiettati a distanza delle piante grazie
ai meccanismi di apertura dei frutti e, nel caso in cui siano presenti, con essi anche i coleotteri al

loro interno (Rodriguez et al, 2012). Cibandosi dell’interno dei semi i coleotteri li inattivano o li
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distruggono impedendone la germinazione. Agendo sulle fasi precedenti la dispersione di seme, le

formiche ne garantiscono quindi I’integrita, condizione essenziale per la futura germinazione.
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CAPITOLO 4

Studio sulle interazioni tra formiche e piante mirmecofile: il
caso di Crematogaster scutellaris (Hymenoptera; Formicidae) e
Vicia faba (Fabales; Fabaceae)

4.1 Introduzione e scopo

Gli esperimenti in campo (cfr. cap3) hanno dimostrato un consistente effetto protettivo e una
influenza da parte delle formiche su alcuni parametri inerenti la fitness delle piante di Vicia faba.
Abbiamo scelto questa pianta come modello per ulteriori esperimenti volti a chiaire I’interazione
con le formiche. Mediante esperimenti in laboratorio abbiamo analizzato I’interazione con la specie
Crematogaster scutellaris per valutare possibili influenze sul comportamento delle formiche a
seguito dell’assunzione di nettare extrafiorale. C. scutellaris ¢ stata scelta come specie modello per
lo studio di queste relazioni poiché dagli studi sul campo (cfr. Cap2; Cap 3) ¢ risultata la specie piu
abbondante nelle aree di studio e quella che con maggiore frequenza interagiva V. faba. In Italia la
specie risulta ubiquitariamente distribuita su tutto il territorio. Presenta una grande flessibilita nella
fondazione delle nuove colonie e nella costruzione del nido (Soria et al, 1994) Si rinviene in vari
ambienti, dai muri alle rocce friabili (Forel et al, 1875), al legno marcescente o attaccato da funghi
(Soria et al, 1994). Puo nidificare sugli alberi senza danneggiarli entrando in stretta relazione con
molte specie vegetali come pini e quercie (Saulie, 1956, 1961; Casevitz, 1972). Da studi sulla dieta
le operaie trasportano al nido sostanze zuccherine e porzioni solide derivanti dalla predazione di
piccoli invertebrati, a organismi morti nell’ambiente circostante (Villagran et al, 1992; Santini et al,
2007). 11 genere Crematogaster spesso rientra in complesse reti multitrofiche poiché instaura
relazioni con afidi € con numerose piante mirmecofite ¢ mirmecofile in tutto il mondo. Particolari
specie hanno una importanza essenziale per gli organismi vegetali con cui stabiliscono rapporti
mutualistici. Tra queste Crematogaster mimosae e Crematogaster nigriceps che, grazie alla loro
attivita sulle piante portano ad una riduzione degli insetti masticatori, favorendo un incrementano
del tasso fotosintetico fogliare di oltre il 30% rispetto a piante non pattugliate (King et al, 2010).
Pertanto, in questa parte della ricerca sono stati valutati gli effetti dell’assunzione del nettare
extrafiorale su vari aspetti del comportamento delle formiche. Cio allo scopo di verificare se vi
siano elementi di manipolazione delle formiche nella relazione con la pianta. In particolare ci si €

rivolti agli effetti su:
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a) grado di aggressivita espressa dalle formiche nei confronti di possibili insetti fitofagi e di altre
specie di formiche competitrici, espressione di un potenziamento dell’azione difensiva delle

formiche;

b) parametri comportamentali relativi all’attivita locomotoria. Cid potrebbe essere connesso ad una
manipolazione dei movimenti delle formiche per potenziarne I’attivita esploratoria sulla pianta, con

conseguente miglioramento delle prestazioni nella difesa;
¢) risposte a stimoli sociali (trail-following);

Sulle piante inoltre, ¢ stato valutato 1’effetto delle interazioni con le formiche, mediante I’analisi di

differenti parametri legati al benessere e alla produzione di nettare extrafiorale.

4.2 Materiali e metodi (I)

4.2.1 Allevamenti e coltivazione delle piante in laboratorio

Per gli esperimenti sono stati utilizzati frammenti da 10 colonie di C. scutellaris composti da 200
individui. Le colonie sono state prelevate in natura, in alta Toscana nel comune di Villafranca in
Lunigiana e presso il campus dell’Universita di Parma. Le porzioni di colonie sono state collocate
in contenitori di plastica (@: 20 cm; H: 10.5 cm) in presenza di alcuni grammi di materiale vegetale
e porzioni di nido prelevate in natura assieme ad un dispenser di acqua. Le colonie sono state
prelevate 48 ore prima di ogni esperimento € mantenute in cella termostatata ad una temperatura di
23/24°C, con un ciclo giorno notte di 16/8h. Prima di essere sottoposte a test, le formiche sono state
mantenute prive di alimentazione per almeno 24 ore. Come le coltivazioni in campo (rif cap3), per
la coltivazione di V. faba in laboratorio sono stati utilizzati semi provenienti da agricoltura
biologica (Symbiosys; Specie FA00015; Varieta Aguadulce Supersimonia; Rif.C/S-Lotto AF0665).
I semi sono stati collocati singolarmente in vasetti in plastica rigida del diametro di 10,5 cm. Per la
coltivazione ¢ stato utilizzato terreno universale (Compo Sana Universal Soil). Le piante sono state
coltivate in celle termostatate con una temperatura compresa tra i 23-24°C. Per I’illuminazione
artificiale sono state utilizzate lampade fitostimolati con ciclo giorno notte 16/8 h. E’ stata effettuata
una irrigazione manuale fornendo ad ogni pianta settimanalmente circa 600 ml di acqua. Per
saggiarne l’aggressivita, abbiamo utilizzato Halyomorpha halys (Hemiptera; Pentatomidae), un
insetto fitofago di grande rilevanza in agronomia per i suoi danni a differenti colture (Maistrello et
al, 2014, 2016a). Gli individui impiegati negli esperimenti sono stati allevati in laboratorio a partire
da ovature prelavate in natura. Le cimici sono state allevate in contenitori areati (20cmx30cm ) con
dispenser di acqua e nutrite con ortaggi (carote, zucchini). Gli allevamenti sono stati mantenuti a

25-26 °C, con un’umidita del 50-55% ed un periodo giorno/notte di 16/8 h (Castracani et al, 2017).
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Questo insetto presenta 5 stadi di sviluppo prima di raggiungere lo stadio immaginale (Maistrello et

al, 2014). Per il nostro studio sono stati utilizzati individui del 5°stadio di sviluppo.

4.2.2 Effetti dell’assunzione di nettare extrafiorale di V. faba da parte di C.
scutellaris

Per valutare gli effetti sull’aggressivita delle formiche, abbiamo utilizzato una potenziale preda e
specie invasiva di grande interesse mondiale H. halys (Maistrello et al, 2014, 2016a, 2016b). In
precedenti esperimenti presso il nostro laboratorio, € stata gia verificata 1’efficacia predatoria di
questa formica nei confronti di H. halys, suggerendone il possibile utilizzo per la messa a punto di
nuovi sistemi di controllo biologico conservativo (Castracani et al, 2017). Oltre a valutare
I’aggressivita diretta verso una potenziale preda, abbiamo effettuato test di aggressivita diretta
contro un possibile competitore interspecifico, una specie arboricola presente nello stesso ambiente
e che sfrutta le stesse risorse, Lasius niger (Linnaeus, 1758). Mediante esperimenti in laboratorio,
abbiamo ulteriormente indagato sugli eventuali effetti dovuti all’ assunzione di nettare extrafiorale

analizzando mediante video tracking differenti paramentri locomotori:
e distanza percorsa;
e velocita;
e mobilita;
e immobilita;

Le formiche sono state inoltre sottoposte a test per valutare la capacita di rispondere a uno stimolo
sociale, rappresentato dal feromone di traccia rilasciato dalle oparaie durante le attivita di

foraggiamento.

Dopo 24 ore di digiuno le arene nido contenenti le formiche sono state collegate ad una seconda
arena (@: 20 cm; H: 10.5 cm) mediante un tubo trasparente della lunghezza di 10 cm e del diametro

di circa 3mm, dove sono state collocate le piante sperimentali (Fig 4).

50



Fig 4 Arene sperimentali.

Per gli esperimenti sono state utilizzate piante di 10 giorni dal momento della germinazione. Alle
formiche ¢ stato fornito un accesso selettivo sulle piante mediante una pedana in legno
(20cmx3cm). I test sono stati effettati su formiche sottoposte a tre trattamenti di seguito descritti:

1) Formiche che si sono nutrite dai nettari per almeno 2 minuti,

2) In arena sono state inserite piante con nettari extrafiorali schermati mediante carta di alluminio.
In corrispondenza dei nettari mediante micro-capillari sono stati collocati 2 microlitri di soluzione a
base di miele e acqua. Per gli esperimenti sono stati utilizzati soggetti che si sono nutriti per almeno
2 minuti dalla soluzione zuccherina;

3) Il terzo assetto sperimentale prevedeva accesso a piante con nettari schermati, senza fornire una
fonte alimentare alternativa. Per gli esperimenti sono stati utilizzati individui che avevano accesso
alle piante e le pattugliavano per il tempo di 1 minuto;

Le formiche marcate venivano reinserite nell’arena nido per 10 minuti prima di essere sottoposte a
test. Per valutare gli effetti a seguito dell’assunzione di nettare extrafiorale da parte delle formiche
abbiamo effettuato esperimenti volti a chiarire differenti aspetti legati al comportamento come:

e aggressivita;
e parametri locomotori,
e risposta a stimoli sociali;
4.2.3 Esperimenti di aggressivita
A) Aggressivita diretta verso un insetto fitofago: la cimice H. halys (Fig 4.1 A). Per ciascuno
dei trattamenti sopra descritti, sono stati testati differenti gruppi ciascuno composto da 5

operaie di C. scutellaris per nido (per un totale di 150 individui). I gruppi di formiche sono

stati saggiati con singoli individui di H. halys allo stadio ninfale V (Fig 4.1B). Per i test sono
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state utilizzate apposite arene circolari (fighting box: @: 11 cm; H: 1,5cm). Gli individui
marcati di C. scutellaris sottoposti ai differenti trattamenti, dopo aver trascorso 10 minuti
nell’arena nido venivano collocati nelle fighting box. Dopo 1 minuto veniva inserita H.
halys. Mediante la tecnica del continous-sampling per 30 minuti sono stati registrati i
moduli comportamentali espressi dalle formiche e catalogati secondo un crescente livello di
aggressivita da 1 a 4 (1: investigazione e interesse; 2, 3, 4: rispettivamente aggressivita
bassa, media e alta). In particolare sono stati registrati i seguenti moduli comportamentali

(numero e durata) di seguito classificati nel livello di aggressivita corrispondente:

Livello 1: numero di antennamenti (per antennamento si intende un tamburellamento
effettuato con le antenne);

Livello 2: numero di minacce manifestate con (A) sollevamento del gastro (gaster-rising),
(B) apertura delle mandibole;

Livello 3: numero di morsi (I’individuo chiude le mandibole su una parte del corpo
dell’opponente e poi le riapre);

Livello 4: numero di morsi continuati (I’individuo morde un’altro individuo per almeno 1

minuto). Oltre al numero dei morsi continuati ne ¢ stata quantificata anche la durata.

Gli effetti dell’aggressione delle formiche sul fitofago sono stati studiati tramite 1’analisi della curva
di sopravvivenza ottenuta mediante 10 scan-sampling da 3 minuti ciascuno (uno ogni ora per le

prime 8 ore e in seguito a 24 e 48 ore) durante i1 quali ¢ stata valutata la condizione della preda.

Fig 4.1 A) Attacco da parte di C. scutellaris su H. halys; B) Stadio ninfale V di H. halys.
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B) Aggressione diretta verso un competitore interspecidifco rappresentato dalla formica L.
niger (Fig. 4.2 A-B). Per ogni trattamento sono state testate 10 operaie di C. scutellaris per
nido per un totale di 300 individui. Per i test sono state utilizzate apposite fighting box
circolari (@: 3,5 cm; H: 0,6 cm). Gli individui marcati di C. scutellaris sottoposti ai
differenti trattamenti e dopo aver trascorso 10 minuti nell’arena nido venivano collocati
nelle fighting box. Dopo 1 minuto veniva inserita nell’arena ’operaia di L. niger. I test sono
stati filmati per 3 minuti e analizzati mediante il software open source Solomon Coder;
valutando differenti moduli comportamentali, organizzati secondo un crescente livello di

aggressivita:

Livello 1) numero di antennamenti;
Livello 2) numero di minacce (A: gaster rising; B: mandibole aperte);
Livello 3) numero di morsi;

Livello 4) A: numero morsi continuati; B: Durata morsi continuati.

Fig 4.2 A) C. scutellaris in contatto con L. niger; B) Attacco da parte di C. scutellaris a L. niger con morso

continuato.

4.2.4 Analisi statistiche

I moduli comportamentali sono stati analizzati mediante una analisi della Varianza a una via (one-
way ANOVA) in funzione dei tre trattamenti (nettare, miele e nessuna alimentazione), seguiti da
test post-hoc di Tukey per evidenziare eventuali differenze tra i gruppi. Per valutare il tasso di
sopravvivenza del fitofago (H. halys) in funzione dei trattamenti, ¢ stata eseguita una curva di
sopravvivenza mediante il test non parametrico di Kaplan-Meier. Tutte le analisi sono state eseguite

mediante il software IBM SPSS 24.0 (pacchetto Windows).
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4.3 Risultati

4.3.1 Test di aggressivita: Crematogaster scutellaris vs Halyomorpha halys

A) L’analisi dei comportamenti aggressivi manifestati verso H. halys, non ha evidenziato
differenze significative tra i trattamenti nel numero di antennamenti (ANOVA: F227= 0,89;
p= 0,43) (Fig. 4.3-1). Per il livello 2 di aggressivita le analisi statistiche hanno evidenziato
un differenza statisticamente significativa nel numero di gaster-rising (ANOVA:
Fr27=12,48; p <0,001) (Fig 4.3-2A). In particolare, i soggetti che si sono cibati di nettare o
che non hanno ricevuto alimentazione, effettuano un numero maggiore di minacce (gaster
raising) rispetto a soggetti che hanno assunto miele (rif Tabl post-hoc test). Non ¢ risultato
significativo il numero di minacce a mandibole aperte tra tutti i trattamenti (ANOVA:
Feo7= 1,52; p= 0,23) (Fig 4.3-2B). L’analisi del livello 3 ha evidenziato una differenza
statisticamente significativa nel numero di morsi tra tutti 1 trattamenti (ANOVA: Fp27)=
15,12; p< 0,001). In particolare I’analisi post-hoc mostra la presenza di tre gruppi: il primo
composto da soggetti che si sono nutriti di nettare e che compiono un numero piu elevato di
morsi , rispetto al secondo gruppo con formiche che non si sono nutrite. Il terzo gruppo ¢
composto da formiche che hanno assunto miele, per le quali ¢ stato descritto il minor
numero di morsi (Fig 4.3-3) (rif Tab 1). Anche nell’analisi del livello 4, che contempla
manifestazioni del piu alto livello di aggressivita, ¢ stata registrata una differenza altamente
significativa fra i trattamenti (ANOVA: Fp27= 28,10; p< 0,001). Abbiamo registrato una
frequenza piu alta di morsi continuati in formiche che si sono cibate di nettare rispetto a
ciascuno degli altri trattamenti (rif Tab 1 post-hoc test) (Fig 3.1-4°). Anche I’analisi della
durata dei morsi continuati ha evidenziato una differenza altamente significativa tra tutti i
trattamenti (ANOVA: F27= 18,55; p< 0,001). In questo caso formiche che si sono cibate di
nettare, mantengono il contatto con la preda piu a lungo mediante il morso continuato (rif
Tab 1 post-hoc test), rispetto a formiche che non sono state nutrite o che si sono nutrite di

miele (Fig 4.3-4B).
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Fig 4.3 Effetti dei trattamenti alimentari sull’aggressivita di C. scutellaris espressa nei confronti di H. halys.
Le barre presenti negli istogrammi indicano i valori medi per ogni parametro analizzato (+ errore standard,
one-way Anova). In ascissa ¢ mostrato il confronto tra i trattamenti (nettare, miele, nessuna alimentazione).
Le variabili misurate sono organizzate secondo un livello crescente di aggressivita 1-4: 1) numero di
antennamenti; 2A) gaster-rising; 2B) mandibole aperte; 3) numero di morsi; 4A) morsi continuati; 4B) durata
morsi continua. Le lettere presenti sulle barre negli istogrammi rappresentano i risultati del confronto tra i
gruppi mediante test post-hoc di Tukey (rif Tab 1). All’ interno degli istogrammi barre con lettere uguali
non presentano differenze statisticamente significative. Per gli instogrammi 1 e 2B non sono state
riscontrate differenze statisticamente significative tra i trattamenti (cfr. parag 4.3.1).
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test post-hoc di Tukey

Differenza confidenza 95%
fra medie Limite Limite

Variabile dipendente (1-J) Errore std.|  Sig. inferiore | superiore
Gaster-rising nettare miele 5,900' 1,221 ,000 2,87 8,93
no alimentazione 1,600 1,221 402 -1,43 4,63

miele nettare .5,900' 1,221 ,000 -8,93 -2,87

no alimentazione .4,300‘ 1,221 ,004 -7,33 -1,27

no alimentazione nettare -1,600 1,221 ,402 -4,63 1,43

miele 4,300 1,221 ,004 1,27 7,33

Morsi nettare miele 17,900 3,256 ,000 9,83 25,97
no alimentazione 9,300 3,256 ,021 1,23 17,37

miele nettare -17,900 3,256 ,000 -25,97 -9,83

no alimentazione -8,600 3,256 ,035 -16,67 -53

no alimentazione nettare -9,300 3,256 ,021 -17,37 -1,23

miele 8,600 3,256 ,035 53 16,67

Morso continuato nettare miele 4,200 564 ,000 2,80 5,60
no alimentazione 2,500 ,564 ,000 1,10 3,90

miele nettare -4,200 564 ,000 -5,60 -2,80

no alimentazione -1,700° ,564 ,015 -3,10 -,30

no alimentazione nettare -2,500 564 ,000 -3,90 -1,10

miele 1,700° 564 015 ,30 3,10

Durata morso continuato nettare miele 2352,0007| 395613 ,000] 1371,11| 3332,89
no alimentazione 1632,000°| 395,613 ,001 651,11 2612,89

miele nettare -2352,0007| 395,613 ,000( -3332,89| -1371,11

no alimentazione -720,000( 395,613 ,182| -1700,89 260,89

no alimentazione nettare -1632,0007| 395,613 ,001| -2612,89 -651,11

miele 720,000/ 395,613 ,182| -260,89| 1700,89

Tab 1 Confronti multipli di Tukey inerenti ’analisi dei comportamenti aggressivi manifestati verso
H. halys in funzione dei trattamenti (nettare, miele, nessuna alimentazione).

Le analisi dello stato delle prede a seguito dei test hanno evidenziato una differenza tra i trattamenti

nei tassi di sopravvivenza (X*@2)= 138,50; p< 0,001). Formiche che hanno assunto nettare uccidono

piu rapidamente le cimici; infatti nell’arco delle prime 4 ore di osservazione abbiamo un tasso di

sopravvivenza di H. halys dello 0%, ovvero ogni preda ¢ stata attaccata e uccisa. Al contrario, per le

formiche che non hanno assunto alimenti, alle 4 ore registriamo ancora un tasso di sopravvivenza

delle prede del 95%. Si evidenzia un effetto comparabile al nettare solo dopo 8 ore. Infine, nelle

arene con formiche che hanno assunto miele, il tasso di sopravvivenza rimane del 100 % fino alle

48 ore. In questo caso le formiche non hanno ucciso le prede (Fig 4.4).
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Fig 4.4 Curva di sopravvivenza di H. halys sottoposte a test di aggressivita con C. scutellaris: la curva
mostra in ordinata la % di sopravvivenza della preda in funzione dei tre trattamenti a cui sono state
sottoposte le formiche (nettare, miele e nessuna alimentazione). In ascissa sono riportati gli scan-sampling in
termini di ore dall’inizio dell’esperimento.

4.3.2 Test di aggressivita: Crematogaster scutellaris vs Lasius niger

B) L’analisi dell’aggressivita diretta verso L. niger, ha evidenziato differenze significative tra i
trattamenti nel numero di antennamenti (ANOVA: F293)= 5,10; p= 0,007). I post hoc test
hanno messo in evidenza la presenza di due gruppi distinti (rif Tab 2): il primo composto
dalle formiche che hanno assunto nettare o miele e che presenta un numero maggiore di
antennamenti, il secondo composto da formiche che non hanno assunto cibo e che presenta
un numero minore di antennamenti (Fig 4.5-1). Per il livello 2 di aggressivita le analisi
statistiche hanno evidenziato una differenza statisticamente significativa tra i trattamenti
(gaster rising: ANOVA: Fp2o4= 3,82; p= 0,002 ; mandibole aperte: ANOVA; F204)=
13,54; p< 0,001). I post-hoc descrivono la presenza di due gruppi (rif Tab 2); il primo con
formiche che hanno assunto nettare, un aumento dei comportamenti di minaccia; mentre non
sono presenti differenze tra gli altri trattamenti (Fig 4.5-2°-2B). La analisi del livello 3
(n°morsi), non ha evidenziato differenze statistiche tra i trattamenti (ANOVA: Fp204= 1,51;
p= 0,223). Non sono state evidenziate differenze statisticamente significative tra i
trattamenti per livello 4 nel numero di morsi continuati (ANOVA: Fp204= 1,79; p=0,167) e
nella durata (ANOVA F2204= 1,63, p=0,198) (Fig 4.54A-4B).
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Fig 4.5 Effetti dei trattamenti alimentari sull’aggressivita di C. scutellaris espressa nei confronti di L. niger.
Le barre presenti negli istogrammi indicano i valori medi dei parametri analizzati ( + errore standard, one-
way Anova). In ascissa sono indicati i trattamenti (nettare, miele, nessuna alimentazione). Le variabili
misurate sono organizzate secondo un livello crescente di aggressivita 1-4: 1) numero di antennamenti; 2A)
gaster-rising; 2B) mandibole aperte; 3) numero di morsi; 4A) morsi continuati; 4B) durata morsi continuati.
Le lettere presenti sulle barre negli istogrammi rappresentano i risultati del confronto tra i gruppi mediante
test post-hoc di Tukey (rif Tab 2). All’ interno degli istogrammi barre con lettere uguali non presentano
differenze statisticamente significative. Per gli instogrammi 3, 4A e 4B non sono state riscontrate
differenze statisticamente significative tra i trattamenti (cfr. parag 4.3.2).
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test post-hoc di Tukey

Differenza fra

confidenza 95%

Variabile dipendente medie (FJ) Errore std. Sig. inferiore | superiore
Antennamenti no alimentazione miele -,973 475 ,103 -2,09 15
nettare -1,493" 475 ,005 -2,61 -37

miele no alimentazione 973 475 ,103 -15 2,09

nettare -,520 478 ,521 -1,65 ,60

nettare no alimentazione 1,493* 475 ,005 37 2,61

miele ,520 A78 ,521 -,60 1,65

Mandibole aperte no alimentazione miele -414 1,622 ,965 -4,24 3,41
nettare —7,508' 1,618 ,000 -11,32 -3,70

miele no alimentazione 414 1,622 ,965 -3,41 4,24

nettare -7_094* 1,626 ,000 -10,92 -3,26

nettare no alimentazione 7,508* 1,618 ,000 3,70 11,32

miele 7,004 1,626 ,000 3,26 10,92

Gaster-rising no alimentazione miele ,044 1,393 ,999 -3,24 3,33
nettare -3,317" 1,390 ,046 -6,59 -,04

miele no alimentazione -,044 1,393 ,999 -3,33 3,24

nettare -3,361 1,397 ,044 -6,65 -,07

nettare no alimentazione 3_317‘ 1,390 ,046 ,04 6,59

miele 3,361 1,397 ,044 ,07 6,65

Tab 2 Confronti multipli di Tukey inerenti ’analisi dei comportamenti aggressivi manifestati verso L. niger
in funzione dei trattamenti (nettare, miele, nessuna alimentazione).

4.4 Materiali e metodi (II)

4.4.1 Effetti dell’assunzione del nettare extrafiorale su parametri locomotori
espressi da C. scutellaris

Per ciascuno dei trattamenti (nettare, miele e nessuna alimentazione) sono state testate 8 operaie di

C. scutellaris per nido per un totale di 240 individui. Dopo il trattamento e un periodo di 10 minuti

trascorso in arena nido, gli individui marcati sono stati posizionati in arene (20cm x20cm; h= 3cm),

con substrato di carta rimovibile dopo ogni esperimento, per escludere contaminazioni chimiche.

Sopra I’arena era collocata una videocamera controllata in remoto su cavalletto e due set di luci

fredde per garantire una illuminazione omogenea sull’arena. Agli individui posizionati in arena test

veniva lasciato un tempo di ambientamento di 1 min prima di essere filmati per 5 minuti.

Successivamente, 1 video sono stati analizzati mediante il software di video tracking Ethovision

(Noldus) valutando i seguenti parametri legati alla attivita locomotoria: 1) distanza (cm percorsi in

arena), 2) velocita lineare (cm/sec), 3) mobilita: tempo trascorso in movimento (sec), 4) immobilita:

tempo trascorso ferma (sec).
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4.4.2 Analisi statistiche

I parametri locomotori sono stati analizzati mediante una analisi della Varianza a una via (one-way
ANOVA) in funzione dei tre trattamenti (nettare, miele e nessuna alimentazione) seguiti da Tukey
post-hoc test per una comparazione tra i gruppi. Tutte le analisi sono state eseguite mediante il

software IBM SPSS 24.0 (pacchetto Windows).

4.5 Risultati: analisi dei parametri locomotori

Le analisi hanno evidenziato una differenza statisticamente significativa tra i trattamenti nella
distanza percorsa (ANOVA: Fp237= 3,52; p= 0,03). I test post hoc di Tukey evidenziano la
presenza di due gruppi: il primo composto da formiche che hanno assunto nettare o miele (rif Tab
3) che percorrono una distanza maggiore rispetto a formiche che non hanno assunto alcun cibo (Fig.
4.6-1), e il secondo composto da formiche che non si sono nutrite, che percorrono una distanza
minore. Le analisi sulla velocita hanno evidenziato una differenza ai limiti della significativa tra 1
trattamenti (ANOVA: F237=3,10; p= 0,051) (Fig 4.6-2). I post hoc descrivono la presenza di due
gruppi: il primo composto da formiche che hanno assunto nettare e miele ¢ associato a una velocita
maggiore rispetto al secondo gruppo composto dalle formiche che non si sono nutrite. Nella analisi
della mobilita 1 risultati evidenziano una differenza significativa tra i trattamenti (ANOV A: F237)=
3,09; p= 0,04). I post hoc test (rif Tab 3) evidenziano anche in questo caso la presenza di due
gruppi: il primo composto da formiche che non si sono nutrite ¢ da formiche che hanno assunto
nettare, mostrano valori piu alti di mobilita rispetto a formiche che si sono nutrite di miele (Fig 4.6-
3). L’analisi della immobilita non ha evidenziato differenze statisticamente significative tra i

trattamenti (ANOVA: F2237= 0,57; p=0,56) (Fig 4.6-4).
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Fig 4.6: Effetti dei trattamenti alimentari sulle variabili locomotorie di C. scutellaris. Le barre presenti negli
istogrammi indicano i valori medi (+ errore standard, one-way Anova). Le differenze tra i trattamenti sono
state valutate mediante one-way Anova seguita da test di post-hoc di Tukey. Le lettere presenti sulle barre
negli istogrammi rappresentano i risultati del confronto tra i gruppi mediante test post-hoc di Tukey. Barre
con lettere uguali non presentano differenze statisticamente significative (cfr. Tab3). Per I’istogramma 4
non sono state riscontrate differenze significative tra i trattamenti (cfr. parag 4.5).
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test post-hoc di Tukey
Intervallo di confidenza 95%
Differenza fra Limite
Variabile dipendente medie (I-J) Errore std. Sig. Limite inferiore superiore
Distanza (cm) nettare miele 473,66401 218,95216 ,080 -42,7421 990,0701
no alimentazione 529,05849* 218,95216 ,043 12,6524 1045,4646
miele nettare -473,66401 218,95216 ,080 -990,0701 42,7421
no alimentazione 55,39447 218,95216 ,965 -461,0117| 571,8006
no alimentazione nettare -529,05849" 218,95216 ,043 -1045,4646) -12,6524
miele -55,39447 218,95216 ,965 -571,8006| 461,0117
Velocita (cm/sec) nettare miele 1,08685 ,80308 ,367 -,8072 2,9809
no alimentazione 1,96640 ,80308 ,040 ,0723 3,8605
miele nettare -1,08685 ,80308 ,367 -2,9809 ,8072
no alimentazione ,87955 ,80308 ,518 -1,0145 2,7736
no alimentazione nettare -1,96640 ,80308 ,040 -3,8605 -,0723
miele -,87955 ,80308 ,518 -2,7736 1,0145
Mobilita durata (sec) [nettare miele 5,48550 6,22236 ,652 -9,1902 20,1612
no alimentazione -9,76950 6,22236 ,261 -24,4452 4,9062
miele nettare -5,48550 6,22236 ,652 -20,1612 9,1902
no alimentazione -15,25500] 6,22236 ,040 -29,9307 -,5793
no alimentazione nettare 9,76950 6,22236 ,261 -4,9062 24,4452
miele 15,25500 6,22236 ,040 ,5793 29,9307
Immobilita durata (sec)|nettare miele 2,70450 7,61567 ,933] -15,2573 20,6663
no alimentazione 7,96800 7,61567 ,548 -9,9938 25,9298
miele nettare -2,70450 7,61567 ,933 -20,6663 15,2573
no alimentazione 5,26350 7,61567 ,769 -12,6983 23,2253
no alimentazione nettare -7,96800 7,61567 ,548 -25,9298 9,9938
miele -5,26350 7,61567 ,769 -23,2253 12,6983
*. La differenza media e significativa al livello 0.05

Tab 3 Confronti multipli di Tukey inerenti ’analisi dei parametri di movimento in funzione dei trattamenti
(nettare, miele, nessuna alimentazione).

4.6 Materiali e metodi (IIT)

4.6.1 Esperimenti per valutare la risposta a stimoli sociali (trail-following)

Per valutare la risposta a stimoli sociali ¢ stata studiata la capacita da parte delle formiche di reagire
in modo adeguato ai feromoni di traccia normalmente utilizzati da questa specie per la marcatura
delle piste di foraggiamento. Il feromone di traccia di C. scutellaris viene sintetizzato da ghiandole
situate nelle tibie delle zampe posteriori (ghiandole tibiali) con sbocco al limite tra tibia e tarso.
L’estrazione del secreto ghiandolare ¢ stata effettuata dissezionando tibia e tarso e immergendoli in
una soluzione di esano (8 ghiandole x 80 pl di esano). La soluzione ¢ stata mantenuta a 4 °C per 24
ore prima di essere testata. A seguito dei trattamenti (nettare, miele e nessuna alimentazione) dopo
il periodo di latenza (10 minuti in arena nido) gli individui marcati sono stati fatti accedere all’arena
sperimentale (28 cm x 20 cm; h= 4 cm), con substrato rimovibile per ogni esperimento, in modo da
escludere I’effetto di contaminazioni chimiche. All’interno dell’arena ¢ stata tracciata una linea di
15 cm mediante 15pul di soluzione contenente il feromone di traccia. Il test di trail-following veniva
considerato positivo se la formica seguiva la traccia artificiale per almeno la meta del percorso

marcato (7,5 cm), discostandosi al massimo di lcm ai lati della linea. Questo in relazione al
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movimento effettuato dalle formiche nel seguire le tracce chimiche, caratterizzato da un andamento
sinusoidale. I soggetti per 1 quali il test ¢ risultato negativo, ovvero che non sono stati in grado di
seguire la traccia sono stati ri-saggiati a distanza di 2 ore, cio allo scopo di verificare se I’effetto del

trattamento sul trail-following fosse definitivo o temporaneo.

4.6.2 Analisi statistiche

E’ stata condotta una analisi della Varianza a una via (one-way ANOVA) in funzione dei tre
trattamenti (nettare, miele e nessuna alimentazione), seguita da test post-hoc di Tukey per

evidenziare differenza tra 1 gruppi. Tutte le analisi sono state eseguite mediante il software IBM

SPSS 24.0 (pacchetto Windows).

4.7 Risultati inerenti la risposta a stimoli sociali

I test non hanno evidenziato differenza tra i trattamenti. Tutti 1 soggetti hanno risposto in modo
positivo alla pista marcata artificialmente con il feromone di traccia, non evidenziando variazioni

comportamentali.

4.8 Materiali e metodi (IV)

4.8.1 Stima degli effetti delle interazioni tra le formiche e le piante su alcuni

aspetti della biologia di Vicia faba registrati in laboratorio e sul campo

4.8.1.1 Esperimenti in laboratorio

Oltre a valutare 1 possibili effetti subiti dalle formiche a seguito dell’assunzione di nettare
extrafiorale, abbiamo studiato gli eventuali effetti sulla fitness della pianta provocati dalla presenza
e interazione delle formiche. Per questa analisi abbiamo scelto parametri correlati allo sviluppo
della pianta e alla produzione di nettare extrafiorale. La coltivazione di piante di V. faba in
condizioni controllate ci ha permesso di chiarire possibili effetti dovuti all’interazione delle
formiche con le piante in assenza di fitofagi nelle fasi successive la germinazione; con particolare
riguardo alle strutture che mediano questa interazione e al nettare secreto. Per valutarne i possibili
effetti abbiamo misurato: Dimensione delle piante, numero di nettari prodotti, quantita di nettare

secreto per pianta, dimensione delle zone secernenti nettare presenti sulle stipole.

Dopo 24 ore dalla germinazione (Fig 4.7) le piante (n=160), sono state collocate in contenitori in
plastica rigida (39cmx28cm; h= 14 cm) con terreno universale (Compo Sana Universal Soil). Le

arene, contenenti 10 piante ciascuna, sono state connesse ad arene nido (@: 20 cm; h: 10.5 cm)
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ciascuna contenente un frammento di colonia di C. scutellaris (200 operaie). In totale sono stati
utilizzati 8 nidi. Per le arene controllo le piante sono state coltivate in assenza di formiche. Per la
coltivazione in laboratorio, le piante sono state mantenute in celle termostatate con una temperatura
tra 1 23-24°C, illuminazione artificiale con ciclo giorno notte 16/8 h e, irrigazione manuale,
fornendo ad ogni pianta settimanalmente circa 600 ml di acqua. Dopo circa 18 giorni le piante sono

state analizzate valutando:

A. dimensione delle piante (altezza delle piante in cm);
B. numero di nettari extrafiorali sviluppati;
C. quantita di nettare secreto per pianta (ul);

D. dimensione delle zone secernenti nettare (diametro delle porzione sulle stipole,

secernente nettare e identificabile per una colorazione purpurea rispetto alla pianta)
(Heneidak et al, 2007).

La misurazione morfometrica dei nettari extrafiorali ¢ stata effettuata attraverso il programma Zeiss
Zen-core, mediante I’acquisizione di immagini tramite stereo microscopio (Zeiss Stemi 508 +

Camera Axiocam ErCS5s).

Fig 4.7 Piante germogliate da 24 h di V. faba.
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Fig 4.8 Nettari extrafiorali di V. faba presenti nella faccia adassiale delle stipole: nell’immagine a sinistra €
ben evidente I’abbondante secrezione di nettare. Si noti I’area pigmentata di color porpora che rappresenta la
zona secernente del nettario.

4.8.1.2 Esperimenti in campo

Per valutare le produzione di nettare extrafiorale in natura ¢ stato necessario approntare una
coltivazione appositamente dedicata a questo studio utilizzando una parcella di terreno agricolo
(3x2m). Prima della semina, il terreno ¢ stato preparato effettuando una aratura il 09/02/2018 e una
fresatura 5 giorni prima della messa a dimore dei semi il 03/03/2018. Per la semina sono stati
utilizzati semi certificati provenienti da agricoltura biologica (Symbiosys; Specie FA00015; Varieta
Aguadulce Supersimonia; Rif.C/S-Lotto AF0665). In totale sono state coltivate 40 piante, suddivise
in filari da 10 piante con distanza tra i filari di 50 cm. Alle piante ¢ stata somministrata acqua (500
cl per pianta) 2 volte a settimana. Dopo 30 giorni dalla nascita delle piante per ognuna ¢ stato
collocato un sostegno in legno (1m) e ogni pianta ¢ stata fissata al sostegno con ’ausilio di nastro
elastico per agricoltura. Per valutare ’effetto della presenza delle formiche sulla produzione di
nettare extrafiorale, su gruppi di piante gia a partire da 24 ore dopo la germinazione, sono state
applicate strisce di nastro biadesivo per insetti, utili a impedire 1’accesso delle formiche. Per
impedire 1’accesso di fitofagi e escludere variazioni della produzione del nettare extrafiorale a
seguito di danni causati da insetti masticatori (rif cap 3), su gruppi di piante sono state collocate
coperture in rete anti insetto. I gruppi di piante sperimentali sono stati suddivisi come di seguito,
Gruppol:

n=10 piante di V. faba (senza nastro biadesivo e senza rete anti insetti)

Gruppo2:

n=10 piante di V. faba (con nastro biadesivo e senza rete anti insetto)

Gruppo3:
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n=10 piante (senza nastro biadesivo e con rete anti insetto)
Gruppo4:

n=10 piante (con nastro biadesivo e con rete anti insetto)

Dopo due mesi dalla germinazione (01/06/2018) ¢ stato prelevato nettare extrafiorale dalle piante.
Per ogni gruppo ¢ stato valutato il numero di nettari e le quantita di nettare per singolo nettario utile

per raggiungere il volume stimato pari a 8 pl.

4.8.2 Analisi statistiche

E’ stata effettuata una analisi multivariata (MANOVA) sui parametri A: dimensione delle piante, B:
numero di nettari sviluppati e C: quantita di nettare secreto; per valutare complessivamente gli
effetti dei trattamenti. Successivamente tutti parametri sono stati analizzati singolarmente mediante
una analisi della Varianza a una via (one-way ANOVA) in funzione dei trattamenti (con formiche e
senza formiche). Tutte le analisi sono state eseguite mediante il software IBM SPSS 24.0 (pacchetto
Windows).

Per la analisi sulla produzione di nettare extrafiorale in natura ¢ stato effettuata una analisi della
Varianza (two-way ANOVA) per valutare I’effetto del trattamento (con rete e senza rete) e della

presenza delle formiche (presenza/assenza di formiche).

4.9 Risultati sugli effetti della presenza delle formiche sulle piante

4.9.1 Risultati degli esperimenti in laboratorio

Sono state analizzate 155 piante. La analisi multivariata ha evidenziato un effetto complessivamente
positivo dovuto alla presenza e interazione delle formiche con le piante sperimentali (MANOVA:
V= 0,34, Fg, 151=25,96; p< 0,001). Infatti, ¢ stato riscontrato un incremento delle dimensioni delle
piante pattugliate dalle formiche (A: ANOVA: F(, 153= 52,70; p< 0,001) rispetto a piante con
assenza di formiche (Fig 4.9 A). E’ stata evidenziata una differenza altamente signifivativa tra 1
trattamenti nello sviluppo di nettari extrafiorali (B: ANOVA: F(, 153= 42,30; p< 0,001); con la
formazione di un numero maggiore di nettari su piante con presenza di formiche (Fig 4.9 B). E’
stata inoltre registrata una differenza significativa nella produzione di nettare extrafiorale (C:
ANOVA: F(, 153=15,50; p< 0,001), con un incremento della produzione in piante con presenza di
formiche (Fig 4.9 C). L’analisi statistica condotta sulle porzioni delle stipole secernenti nettare ha
evidenziato anche in questo caso una differenza altamente significativa tra i due trattamenti (D:
ANOVA: Fq, 636=45,53; p< 0,001). Le piante con la presenza delle formiche hanno mostrato
nettari con un incremento del diametro (um) delle porzioni secernenti nettare extrafiorale presenti

nelle stipole (Fig 4.9 D).
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Fig 4.9 Le barre presenti negli istogrammi indicano i valori medi inerenti i parametri della pianta (+ errore
standard,one-way Anova). In ogni grafico ¢ mostrato il confronto tra i trattamenti (con formiche/senza
formiche). Le varabili indicate sono : A) dimensione delle piante; B) numero di nettari extrafiorali prodotti
dalla pianta; C) quantita di nettare prodotto per nettario; D) Diametro delle zone secernenti nettare (um). Gli
asterischi indicano il valore di significativita (***; p <0,001).

4.9.2 Risultati degli esperimenti in campo

Le analisi statistiche hanno evidenziato una differenza altamente significativa nelle quantita secrete
dai nettari, utili a raccogliere il volume stimato pari a 8§ pl in presenza/assenza di formiche
(ANOVA: Fg, 250= 95,84; p< 0,001). Piante con presenza di formiche producono un quantitativo
maggiore di nettare extrafiorale rispetto a piante senza formiche. La statistica evidenzia inoltre una
differenza significativa per la presenza e assenza di reti anti insetto (ANOVA: Fg, 250= 7,14; p=
0,008); sia in presenza che in assenza di formiche le piante con reti presentano una maggiore
quantita di nettare ripetto alle piante prive di rete. L’interazione tra i due fattori (presenza/assenza di

formiche* presenza/assenza di reti) non ¢ risultata significativa (ANOVA: F, 250= 0,02; p= 0,882).
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Fig 4.10 Le barre presenti nell’ istogramma indicano il valore medio di pl prelevato dalle piante (£ errore
standard, two-way Anova), in funzione della (presenza/assenza formiche) e, della presenza/assenza della
copertura anti-insetto (A:con rete; B: senza rete)

4.10 Discussione e conclusioni

I risultati sull’aggressivita diretta verso la cimice fitofaga H. halys e possibile preda di C. scutellaris
evidenziano un incremento dei valori piu alti (livello 3 e livello 4) in formiche che si sono nutrite di
nettare extrafiorale. In particolare, ¢ stato registrato un numero maggiore di morsi diretti verso la
preda e un incremento di morsi continuati con una durata maggiore. Infatti le formiche che sono
state nutrite con miele o che non hanno ricevuto alimentazione non presentano differenza nei valori
relativi a questi livelli. La curva di sopravvivenza delle cimici mostra un abbattimento delle prede,
evidenziando allo scan-sampling n°4 un tasso di sopravvivenza dello 0% con formiche che hanno
assunto nettare. I valori relativi allo scan-sampling 4 per gli altri trattamenti evidenziano un tasso di
sopravvivenza del 95% con formiche che non hanno assunto nessun alimento e del 100% con
formiche che hanno assunto miele. Il tasso di sopravvivenza delle prede in presenza di formiche
prive di alimentazione raggiunge lo 0% solo allo scan 8. Per le formiche che hanno assunto miele, il
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tasso di sopravvivenza della preda rimane costante al 100% fino alle 48 ore, termine del
monitoraggio sperimentale. Nell’aggressivita diretta verso un'altra specie di formica (potenziale
competitore di C. scutellaris) rappresentata da L.niger, le analisi hanno evidenziato un incremento
dei livelli 1 e 2, inerenti interesse e bassa aggressivita. Come in precedenza tra i gruppi che sono
stati nutriti con miele o che non hanno ricevuto alimentazione non sono evidenti differenze
statisticamente significative. L. niger si ¢ mostrata una formica piuttosto aggressiva, dando inizio al
(63%) degli attacchi. L’aumento dei livelli 1 e 2 (antennamenti e minacce) evidenzia un incremento
della reattivita degli individui che hanno assunto nettare in risposta a L.niger. Dati in letteratura
evidenziano una variazione della iperattivita da parte delle formiche in risposta all’assunzione di
differenti concentrazioni di carboidrati e zuccheri (Gonzalez-Teuber et al, 2012). Tuttavia, ¢
possibile che 1 sistemi motivazionali che sovrintendono i1 processi aggressivi manifestati nei
confronti di potenziali prede e quelli legati all’aggressivita competitiva siano diversi e diversamente
suscettibili alle sostanze assunte. Ciononostante 1’analisi dei parametri locomotori non ha
evidenziato differenze tra I’assunzione di nettare e miele nei parametri connessi alla velocita e alla
distanza. Per quanto riguarda il parametro connesso alla mobilita, a differenza degli altri parametri,
formiche che hanno assunto nettare mostrano valori intermedi rispetto agli altri due trattamenti.
Inoltre, non sono stati registrati effetti a seguito dell’assunzione di nettare extrafiorale sulla capacita
di seguire il feromone di traccia. Variazioni della quantita di nettare prodotto e del rapporto
Carbonio/Azoto registrate nel nettare extrafiorale a seguito dell’attacco di erbivori possono
influenzare il comportamento predatorio delle formiche (Nepi et al, 2018). Cido non sembra essere il
caso degli esperimenti sopra descritti; Infatti, la totale assenza di danni nelle piante utilizzate per gli
esperimenti in laboratorio suggerisce che la variazione nella quantita del nettare prodotto sia legata
alla sola presenza delle formiche. Attualmente non siamo a conoscenza se la composizione del
nettare subisca qualche variazione a seguito delle interazioni tra V. faba e le formiche; di
conseguenza future analisi cercheranno di chiarire questo aspetto. Un’altra risposta correlabile alla
presenza delle formiche da parte delle piante ¢ sicuramente legata ad aspetti morfo-funzionali.
Infatti, nelle piante pattugliate dalle formiche ¢ stata evidenziata una variazione significativa di tutti
1 parametri analizzati rispetto alle piante non pattugliate. In particolare, ¢ stato registrato un
incremento nelle dimensioni delle piante, nel numero di nettari prodotti, nella quantita di nettare
secreto e nelle dimensioni della porzione secernente nettare. Anche in natura ¢ stata evidenziata una
differenza nella produzione di nettare extrafiorale con un incremento in piante con presenza di
formiche. I risultati evidenziano tuttavia una differenza tra i trattamenti (con e senza reti anti-
insetto). Piante con reti, sia in presenza, che in asseenza di formiche, presentano una maggiore
quantita di nettare. Questo risultato evidenzia la possibile presenza di altri insetti consumatori di

nettare extrafiorale a cui ¢ stato impedito 1’accesso dalla presenza delle reti. In letteratura sono state
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descritte variazioni nel numero di nettari extrafiorali prodotti su piante di V. faba in relazione al
numero di foglie danneggiate (Mondor & Addicott, 2003) quindi, a seguito di un evento traumatico
simulante I’attacco di erbivori. Altri studi hanno evidenziato variazioni nella produzione di corpi
fruttiferi e secrezione di nettare extrafiorale rispettivamente in piante di Cercopia spp e di Inga vera
in relazione alla intensita luminosa durante la fasi di crescita (Bixenmann et al, 2011). Tuttavia i
risultati ottenuti nel presente studio sulla produzione di nettare extrafiorale sia in natura che in
laboratorio, in assenza di predatori e danni fogliari, mettono in luce la probabile presenza di
differenti meccanismi fisiologici implicati nella risposta alla presenza delle formiche e, nella
regolazione e produzione del nettare extrafiorale. Differenti studi evidenziano la presenza di
sostanze come metaboliti secondari e alcaloidi nel nettare; Tali sostanze presenti nel nettare fiorale
sono responsabili di modificazioni comportamentali negli insetti impollinatori (Baracchi et al,
2017). Esperimenti in laboratorio con differenti alcaloidi evidenziano una alterazione fisiologica e
comportamentali della specie di formica Myrmica sabuleti (Cammaerts et al, 2014), con variazioni
dei parametri locomotori e della memoria olfattiva. La presenza di tali sostanze come ben
evidenziato dagli esperienti eseguiti con Prunus avium (rif cap 5) potrebbe spiegare le alterazioni
del comportamento riscontrate a seguito della assunzione di nettare extrafiorale (Grasso et al, 2015;

Nepi et al, 2018).
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CAPITOLO S

Mutualismo con Prunus avium mediato da nettari extrafiorali

5.1 Introduzione e scopo

Per lo studio sulle relazioni mutualistiche tra formiche e piante mirmecofile abbiamo preso in
considerazione una seconda pianta modello presente su tutto il territorio Italiano e in Europa, sia in
agroecosistemi che in ambiente naturale, Prunus avium. Durante gli studi preliminari in campo (rif
cap 2) abbiamo osservato e identificato specie differenti di formiche interagire con i1 nettari
extrafiorli presenti alla base della lamina fogliare e sul picciolo (Fig 5.1). Scopo del presente lavoro
¢ stato analizzare le interazioni tra formiche e piante di P. avium presenti in natura. In particolare, lo
studio si ¢ focalizzato nel valutare gli effetti sul comportamento delle formiche a seguito
dell’assunzione del nettare e 1 possibili effetti sulle piante dovuti alla presenza delle formiche. A
tale scopo ¢ stata condotta una serie di esperimenti sia in campo che in laboratorio con I’intento di

studiare i seguenti aspetti della relazione tra formiche e pianta modello.
5.1.1 Ricerca sul campo
A) possibili effetti di protezione sulle piante dovute alla presenza delle formiche;
B) tempi di interazione con il nettario e di patrolling sulle piante;
C) analisi della produzione di nettare extrafiorale;
D) tempo di permanenza sulle piante.

5.1.2 Ricerca in laboratorio: effetti dell’assunzione del nettare extrafiorale
E) effetti sull’aggressivita delle formiche nei confronti di un insetto fitofago e potenziale preda

(H. halys).
F) analisi dei parametri connessi ad attivita locomotoria;

Q) risposta a stimoli sociali (trail-following);
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Fig 5.1 Apice della pianta P. avium e particolare dei nettari extrafiorali presenti sul picciolo.
5.2 Materiali e metodi (I)

5.2.1 Esperimenti in campo

A) Possibili effetti di protezione sulle piante dovute alla presenza delle formiche

All’interno dell’area di studio sono stati individuati 6 plot con presenza di un numero totale
di piante di P. avium (n=38). Per valutare gli effetti della presenza delle formiche, in seguito
all’apertura delle gemme fogliari (24/03/2016), su parte delle piante (n=19) sono stati
collocati manicotti di nastro biadesivo per insetti lungo il fusto, utili a impedire 1’accesso
delle formiche. Da Marzo a Giugno 2016 sono stati effettuati 11 scan sampling (2 volte a
settimana, 5 minuti su tutta la pianta) per valutare:

Al Il numero e la specie di formiche presenti sulle piante;

A2 La presenza e numero di insetti fitofagi sulla pianta;

Al termine del periodo sperimentale;

A3 Indice di danno fogliare (numero di foglie danneggiate/numero di foglie totali).

B) Tempi di interazione con i nettari e di patrolling sulle piante in natura

Le osservazioni erano rivolte ad animali focali, di cui veniva registrato ed analizzato il
comportamento in relazione al nettario extrafiorale con cui interagivano. In particolare,
operaie di Crematogaster scutellaris (n= 100) che suggevano dai nettari per almeno 1
minuto erano marcate € monitorate continuativamente per 10 minuti (continous sampling)
(Fig 5.2 — 5.3). Per ciascun individuo veniva valutato in un tempo di osservazione di 10
minuti:
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B1 il numero di contatti con i nettari extrafiorali: quante volte le formiche si sono fermate e
hanno assunto nettare dal nettario;
B2 il tempo totale trascorso sul nettario;

B3 il tempo di pattugliamento sul resto della pianta.
. —

\“‘i‘.\f.;ﬁ

by -

Fig 5.2 Nettari extrafiorali di P. avium. Si noti la goccia di nettare secreto dal nattario in primo

piano.

Fig 5.3 Operaia marcata di C. scutellaris su nettari di P. avium.
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C) Analisi della produzione di nettare extrafiorale

In funzione dei trattamenti (con formiche, senza formiche) ¢ stata valutata la produzione di
nettare extrafiorale da parte di piante in condizioni naturali (Fig 5.4 — 5.5). I campioni sono
stati raccolti per 2 anni consecutivi (2015/2016) valutando il numero di nettari necessari per
raccogliere 4 pl per anno. I prelievi in natura sono stati effettuati mediante micro capillari
(Drummond, MICROCAPS 0,5 ul) dalle ore 7:00 alle ore 12:00 nel periodo compreso da
Marzo a Giugno (2015-2016). Nel 2016 migliorando la procedura di raccolta, oltre a
valutare il numero di nettari necessari per raccogliere la quantita di 4 u/ sono state misurate

anche le quantita per singolo nettario.

Fig 5.4 Nettari di P. avium con goccioline di nettare.
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Fig 5.5 Microfotografia 1:5 di una goccia di nettare extrafiorale secreto da un nettario di P. avium.

D) Tempo di permanenza delle formiche sulle piante

Ulteriori esperimenti in campo ci hanno permesso di valutare il tempo di permanenza delle
formiche sulle piante. Differenti piante di P. avium (n= 30) sono state prelevate nell’area di studio
in una fase precoce del loro sviluppo e fatte crescere in vaso per circa due anni. Successivamente
durante nelle fasi sperimentali, sono state collocate in natura (circa 20 m dal margine boscato) in un
areale con presenza di C. scutellaris. Le piante sono state posizionate a distanza di 1m le une dalle
altre per una distanza di 10 m secondo la seguente suddivisione:

N= 10 piante con nettari extrafiorali liberamente accessibili;

N= 10 piante con nettari extrafiorali schermati (tramite fasce di carta di alluminio) (Fig 5.5);

z
[

10 piante con nettari extrafiorali chiusi con la aggiunta di spot di miele (2 pl) su carta di
alluminio.

Per ciascuna pianta sono stati marcati 5 esemplari di C. scutellaris che si alimentavano dai nettari
per almeno 1 minuto (Fig 5.6). Per ogni formica marcata ¢ stato valutato il tempo totale trascorso

sulla pianta tramite uno scan sempling (2 min per ogni ora) della durata di 92 ore dalla marcatura.
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Fig 5.6 C. scutellaris su nettari extrafiorali di P. avium.

5.2.2 Analisi statistica

A) Per valutare gli effetti della presenza delle formiche sulle piante ¢ stata effettuata una
analisi della varianza (one-way Anova) in funzione dei trattamenti (con formiche, senza
formiche). Nella categoria A3 (numero di foglie danneggiate /numero di foglie totali), ¢
stata effettuata una trasformazione dei dati secondo la formula: X=arcsen (sqr x), dove

con x indichiamo il rapporto da calcolare.

B) Per i confronti tra tempi di interazione con il nettario e i tempi di pattugliamento

(patrolling) sulla pianta ¢ stato effettuato un test T per campioni appaiati.

C) Per analizzare eventuali differenze nella produttivita di nettare extrafiorale abbiamo
effettuato un test non parametrico (X? test) analizzando i vari anni di prelievi, in funzione

dei trattamenti (con formiche, senza formiche). Per I’anno 2016 ¢ stata effettata inoltre
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una analisi della varianza (one-way Anova) in funzione dei trattamenti sui quantitativi di

nettare raccolti per singolo nettario.

D) Il tempo di permanenza totale trascorso sulle piante per ogni formica ¢ stato analizzato
mediante una analisi della varianza (one-way ANOVA, in funzione dei tre trattamenti
(nettare, miele e nessuna alimentazione). In questo caso per evidenziare possibili

differenze tra i gruppi sono stati effettuati dei test post-hoc di Tukey.

Tutte le analisi sono state effettuate mediante il programma IBM SPSS 24.0 (pacchetto Windows ).

5.3 Risultati degli esperimenti in campo

A) Mediante scan sampling ¢ stata individuata la presenza di 4 specie di formiche presenti
sulle piante di P. avium: Crematogaster scutellaris sul 57% delle piante, Lasius
emarginatus sul 18% delle piante, Camponotus vagus sul 15 % delle piante, Plagiolepis

pygmaea sul 9% delle piante.

Le analisi dei dati inerenti il danneggiamento fogliare e la presenza di insetti fitofagi hanno
dimostrato un consistente effetto protettivo fornito dalle formiche (Fig 5.7). Infatti piante
con presenza di formiche presentano una diminuzione significativa del numero di foglie
danneggiate (ANOVA: Fq, 3= 60,11; p< 0,001) e, una minore presenza di insetti fitofagi
(ANOVA: Fasn= 60,11; p< 0,001). Su piante senza formiche abbiamo registrato la

presenza di coleotteri Curculionidi assenti nelle piante con formiche.
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Fig 5.7 Effetti sulle piante dovuti alla presenza delle formiche. Le barre negli istogrammi (+ errore standard,
one-way Anova) indicano: Al) numero medio di foglie danneggiate in presenza /assenza di formiche; A2)
numero medio di insetti defogliatori in presenza/assenza di formiche. Le analisi statistiche evidenziano una

differenza altamente significativa tra i trattamenti (*** = p<0,001).
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B) Mediante il continous sampling (10 min) abbiamo descritto il comportamento delle
formiche in relazione ai nettari extrafiorali. I soggetti monitorati si mouovo freneticamente
sul nettario, sulla foglia e sul ramo. I prelievi del secreto dal nettario risultano brevi e
ripetuti. Il numero medio di contatti con il nettario calcolato su 100 individui risulta di (25,3
+ 1,3 se). L’analisi statistica evidenzia una differenza significativa tra il tempo passato sul
nettario e il tempo di patrolling (tos)= - 3,55: p= 0,001). Il tempo medio passato sul nettario
(4,5 min + 0,13 se) risulta inferiore al tempo medio passato in movimento (5,8 min + 0,13
se) (Fig 5.8). Le formiche in questo modo pur nutrendosi in modo ripetitivo e frenetico dai
nettari, pattugliano in modo costante differenti parti della pianta garantendone la

protezione.
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Fig 5.8 Analisi del continous sampling: Le barre negli istogrammi (+ errore standard, t-test) indicano tempo
medio trascorso sui nettari e tempo medio in attivita di patrolling. Le analisi hanno evidenziato una
differenza statisticamente significativa (t-test, **: p= 0,001 ).

C) Per quanto riguarda la produzione di nettare, i risultati per entrambi gli anni (2015: y’q1y=
365; p< 0,001 ; 2016: y*1y= 407; p< 0,001) hanno evidenziato una differenza altamente
significativa tra i trattamenti ( Fig 5.9 ). Piante con libero accesso da parte delle formiche
secernono una maggiore quantita di nettare. Per ottenere la quantita stabilita di 4l in piante
con formiche sono stati necessari 94 nettari nel 2015 e 102 nettari nel 2016; a differenza
delle piante prive di formiche dove sono stati necessari rispettivamente 217 nettari nel 2015

e 306 nettari nel 2016.
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Fig 5.9 Le barre negli istogrammi (+ errore standard, one-way Anova) indicano il numero medio di nettari
necessario per la raccolta di 4 pl di nettare extrafiorale. In ascissa i trattamenti (con formiche-senza

formiche). Le analisi statistiche () test) evidenziano una differenza altamente significativa tra i trattamenti
per entrambi gli anni di campionamento (***; p < 0,001).
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Nel 2016 anche la analisi della Varianza (one-way Anova) effettuata sulle quantita secrete per
nettario, evidenzia una differenza altamente significativa tra i trattamenti (ANOVA: F, 106~
272,48; p< 0,001). Infatti, piante con la presenza delle formiche scernono una quantita maggiore di
nettare da ogni nettario (0,039 = 0,0025 se), rispetto a piante senza formiche (0,013 = 0,037 se) (Fig
5.10).
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Fig 5.10 Le barre nell’ istogramma (+ errore standard, one-way Anova) indicano la quantita media di nettare
secreto da piante di P. avium in funzione di trattamenti (presenza o assenza di formiche). La analisi statistica
evidenzia una differenza altamente significativa tra i trattamenti (¥***: p <0,001).

D) Risultati del tempo di permanenza sulla pianta

Le analisi evidenziano una differenza statisticamente significativa tra i trattamenti (ANOVA: Fp,
147= 1051,66; p< 0,001). I test post hoc di Tukey (rif Tabl) descrivono una differenza tra tutti i
trattamenti. Formiche che hanno assunto nettare rimangono sulla pianta per un numero maggiore di
ore (89,80 h = 2,3 se); rispetto a formiche che hanno assunto miele (12,54 h 12,10 se) o che non si

sono nutrite (3,12 h+ 1,0 se) (Fig 5.11).
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Fig 5.11 Le barre nell’ istogramma (+ errore standard, one-way Anova) indicano il tempo medio di
permanenza di C. scutellaris sulle piante in relazione al trattamento (nettare, miele, nessuna alimentazione).
Le lettere presenti sulle barre rappresentano i risultati del confronto tra i gruppi mediante test post-hoc di
Tukey. Barre con lettere uguali non presentano differenze statisticamente significative.

Variabile dipendente: tempo di permanenza sulla pianta
Tukey post-hoc test
Intervallo di
Differenza confidenza 95%
fra medie Limite Limite
(I) trattamento (I-J) Errore std. Sig. inferiore | superiore
nettare no alimentazione 86,640* 2,073 ,000 81,73 91,55
miele 77,220 2,073 ,000 72,31 82,13
no alimentazione nettare -86,640* 2,073 ,000 -91,55 -81,73
miele 9,420 2,073 ,000 -14,33 -4,51
miele nettare 77,220 2,073 ,000 -82,13 -72,31
no alimentazione 9,420* 2,073 ,000 4,51 14,33
*. La differenza media & significativa al livello 0.05

Tab 1 Confronti multipli di Tukey inerenti I’analisi dei tempi di permanenza sulla pianta (one-way Anova) in
relazione al trattamento (nettare, miele, no alimentazione).
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5.4 Materiali e metodi (II)

5.4.1 Esperimenti in laboratorio per valutare gli effetti dell’assunzione del
nettare extrafiorale

5.4.1.1 Condizioni di stabulazione delle formiche e coltivazione delle piante

Per gli esperimenti in laboratorio volti a studiare gli effetti dell’assunzione del nettare sul
comportamento delle formiche sono stati utilizzati frammenti da 10 di colonie di C. scutellaris
composti da 200 individui. Le colonie sono state prelevate in natura, in alta Toscana nel comune di
Villafranca in Lunigiana. Le porzioni di colonie sono state collocate in contenitori di plastica (9: 20
cm; h=10.5 cm) in presenza di alcuni grammi di materiale vegetale e, porzioni di nido prelevate in
natura assieme ad un dispenser di acqua. Le colonie sono state prelevate 48 ore prima degli
esperimenti € mantenute in cella termostatata ad una temperatura di 23/24°C con un ciclo giorno
notte di 16/8 h. Prima di essere sottoposte a test le formiche sono state mantenute prive di
alimentazione per almeno 24 ore. Per le coltivazioni sono state utilizzate piante di circa due anni di
Prunus avium prelavate in natura, nei pressi del paese di Fornoli e allevate in vaso (@: 25 cm; h= 20
cm). In fase di trapianto ¢ stato prelevato terriccio in bosco, setacciato grossolanamente e
amalgamato con terriccio universale (Compo Sana Universal Soil). Le piante sono state mantenute a
temperatura ambiente in una serra aperta con irrigazione manuale fornendo ad ogni pianta
settimanalmente circa 1 1 di acqua. Durante lo svolgimento degli esperimenti, le piante sono state
mantenute in celle termostatate con una temperatura tra i 23-24°C. Per I’illuminazione artificiale

sono state utilizzate lampade fitostimolati con ciclo giorno notte 16/8 h + 11 di acqua la settimana.
5.4.1.2 Effetti dell’assunzione di nettare extrafiorale sul comportamento delle formiche.

Dopo 24 ore di digiuno le arene nido sono state collegate ad una seconda arena (9: 40 cm; h= 20
cm) mediante un tubo trasparente della lunghezza di 10 cm e del diametro di circa 3 mm, dove sono
state collocate le piante sperimentali. Alle formiche ¢ stato fornito un accesso selettivo sulle piante
mediante una pedana in legno (20cm x 3cm). I test sono stati effettati su formiche sottoposte a tre
trattamenti.

1) Soggetti che assumevano nettare dai nettari per almeno 2 minuti (le formiche venivano marcate
con vernice atossica sul torace (Fig 5.3), per essere facilmente riconosciute).

2) Soggetti che assumevano una soluzione zuccherina a base di miele e acqua per almeno2 minuti
In arena sono state inserite piante con nettari extrafiorali schermati con carta di alluminio. In

corrispondenza dei nettari extrafiorali schermati, mediante micro-capillari venivano depositati 2
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microlitri di soluzione. Come in precedenza, le formiche venivano marcate per un loro successivo
riconoscimento.

3) Soggetti che avevano accesso a piante con nettari schermati ma sulle quali non trovavano
alimento. Anche in questo caso le formiche venivano marcate.

Le formiche sperimentali venivano reinserite nell’arena nido per 10 minuti prima di essere
sottoposte a test. Per valutare gli effetti a seguito dell’assunzione di nettare extrafiorale da parte
delle formiche abbiamo effettuato esperimenti volti a chiarire differenti aspetti legati al
comportamento delle formiche:

A) aggressivita espressa nei confronti di un insetto fitofago;
B) parametri legati all’attivita locomotoria;

C) risposta a stimoli sociali (trail-following).

A) Aggressivita espressa nei confronti di un insetto fitofago

Come nei precedenti esperimenti su Vicia faba, anche in questo caso ¢ stata scelto come insetto
modello la cimice Halyomorpha halys. Gli individui impiegati negli esperimenti sono stati allevati
in laboratorio, a partire da ovature prelavate in natura, in contenitori areati (20cmx30cm) con
dispencer di acqua e nutrite con verdure. Gli allevamenti sono stati mantenuti a 25-26 °C, con
un’umidita del 50-55% ed un periodo giorno/notte di 16/8 h. In funzione dei trattamenti sono state
testate simultaneamente 5 operaie di C. scutellaris per nido per un totale di 150 individui testati con
un individuo di H. halys allo stadio V (Castracani et al, 2017). Per i test sono state utilizzate
fighting box circolari (@: 11 c¢cm; h= 1,5cm). Mediante la tecnica del cotinous-sampling per 30
minuti sono stati identificati differenti moduli comportamentali organizzati secondo un crescente
livello di aggressivita da 1 a 4: Livellol indice di un investigazione e interesse, Livello 2 bassa
aggressivita, Livelli 3 media aggressivita, Livello 4 alta aggressivita. Per ciascun livello di
aggressivita sono stati considerati vari comportamenti.

Livello 1) numero di antennamenti (per antennamento si intende un tamburellamento ripetuto

effettuato con le antenne nei confronti di un altro individuo);

Livello 2) numero di minacce (A: gaster-rising; B: mandibole aperte);

Livello 3) numero di morsi (I’individuo chiude le mandibole su una parte del corpo

dell’opponente e poi le riapre);

Livello 4) A-numero morsi continuati (il morso dura per almeno 1 minuto); B-durata morsi

continuati.
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Successivamente, per valutare gli effetti sulla cimice, sono stati effettuati 10 scan sampling, uno
ogni ora per un totale di 8 ore e in seguito dopo 24 e 48 ore. Durante gli scan-sampling ¢ stata

valutata la condizione della preda (viva o morta).

B) Parametri legati all’attivita locomotoria.

In funzione dei trattamenti (nettare, miele e nessuna alimentazione) sono state testate 8 operaie di C.
scutellaris per nido per un totale di 240 individui. A seguito dei trattamenti e del periodo di latenza
(10 minuti in arena nido) gli individui marcati sono stati posizionati in arene (20cmx20 cm;
h=3cm), con substrato rimovibile per escludere contaminazioni chimiche tra un esperimento e
I’altro. Gli individui sono stati filmati per 5 minuti. Successivamente i video sono stati analizzati
mediante il software di video tracking Ethovision (Noldus) valutando differenti parametri indicativi
sull’attivita locomotoria espressa:

e distanza (cm percorsi in arena);

e velocita (cm/sec);

e mobilita (tempo trascorso in movimento, sec);

e immobilita (tempo trascorso senza camminare, sec).

C) Risposta a stimoli sociali (trail-following)

Per valutare la risposta a stimoli sociali ¢ stata indagata la capacita da parte delle formiche di
rispondere ai feromoni di traccia, nel caso di C. scutellaris prodotto dalle ghiandole tibiali delle
zampe posteriori. Per la preparazione dell’estratto ghiandolare, tibia e tarso venivano dissezionate
ed immerse in una soluzione di esano (8 ghiandole x 80 pl di esano). La soluzione ¢ stata mantenuta
a 4 °C per 24 ore prima di essere testata, cio allo scopo di favorire I’estrazione del feromone. A
seguito dei trattamenti e del periodo di latenza (10 minuti in arena nido) gli individui marcati sono
stati posizionati in arena (28 cm x 20 cm; h= 4 c¢m) con substrato in carta rimovibile per escludere
contaminazioni chimiche. All’interno dell’arena ¢ stata tracciata una linea di 15 cm mediante 15 pl
di soluzione contenente il feromone di traccia. Per valutare la capacita diseguire la traccia ¢ stata
considerata una area di riferimento dell’ampiezza di 1 cm a destra e sinistra rispetto alla linea
tracciata con il feromone. (Fig 5.12). La risposta delle formiche veniva considerata positiva se
veniva percorsa una distanza di almeno 7,5 cm muovendosi all’interno della area di riferimento ai
lati della traccia. All’opposto venivano considerati negativi alla risposta, tutti i soggetti che non
manifestavano questa modalita di movimento in presenza della traccia, effettuando percorsi al di
fuori della zona contrassegnata (Fig 5.13). I soggetti sperimentali sono stati saggiati ulteriormente a
distanza di 2 h dal trattamento per verificare une eventuale reversibilita dell’effetto del trattamento.
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Fig 5.12 Arena test per la valutazione del trail-following espresso dalle formiche nei confronti di una traccia

artificiale.

Fig 5.13. Valutazione del trail-following espresso dalle formiche nei confronti di una traccia artificiale. In
azzurro un tracciato considerato positivo e in rosso un tracciato considerato negativo.




5.4.2 Analisi statistiche

A) T moduli comportamentali sono stati analizzati mediante una analisi della Varianza a una via
(one-way ANOVA) in funzione dei tre trattamenti (nettare, miele e nessuna alimentazione) seguita
da Tukey post-hoc test per evidenziare differenze tra i gruppi. Per valutare 1’effetto sulle cimici (H.
halys) in funzione dei trattamenti ¢ stata prodotta una curva di sopravvivenza, analizzata mediante il
test non parametrico Kaplan-Meier. Tutte le analisi sono state eseguite mediante il software IBM
SPSS 24.0 (pacchetto Windows).

B) I parametri locomotori sono stati analizzati mediante analisi della Varianza a una via (one-way
ANOVA) in funzione dei tre trattamenti (nettare, miele e nessuna alimentazione) seguiti da Tukey
post-hoc test per evidenziare eventuali differenze tra 1 gruppi. Tutte le analisi sono state eseguite
mediante il software IBM SPSS 24.0 (pacchetto Windows).

C) Per valutare la capacita di risposta a uno stimolo sociale (trail-following) da parte delle formiche
in funzione dei trattamenti, ¢ stata condotta una analisi della varianza a una via (one-way ANOVA)
seguita da Tukey post-hoc test per evidenziare differenza tra i gruppi. Tutte le analisi sono state

eseguite mediante il software IBM SPSS 24.0 (pacchetto Windows).

5.5 Risultati degli esperimenti in laboratorio

A) Analisi dell’aggressivita: Le analisi inerenti 1 test di aggressivita nei confronti di H. halys non
hanno evidenziato una differenza statisticamente significativa tra i trattamenti nel numero di
antennamenti (ANOVA: F(, 27= 1,6; p= 0,22) (Fig 5.14-1). Per il livello 2 di aggressivita ¢ stata
registrata una differenza altamente significativa nel numero di minacce (gaster-rising: ANOVA: Fp,
= 9,9; p= 0,001; mandibole aperte ANOVA: Fp27= 9,9; p = 0,001) (Fig 5.14- 2A; 2B). In
particolare, le formiche che si sono cibate di nettare effettuano un numero maggiore di minacce
rispetto agli altri trattamenti (Tab 2). L’analisi del livello 3 ha evidenziato una differenza
statisticamente significativa tra i trattamenti nel numero di morsi (ANOVA: Fp27= 13,90; p<
0,001). T risultati dei post-hoc (Tab 2) evidenziano che formiche che hanno assunto nettare
manifestano il numero piu alto di morsi, mentre non sono presenti differenze tra gli altri trattamenti
(Fig 5.14-3). Anche nell’analisi del livello 4, il livello piu alto di aggressivita, la statistica dimostra
una differenza altamente significativa tra tutti i trattamenti (ANOV A: Fp27= 20,22; p< 0,001).
Anche in questo caso ¢ stata registrata una frequenza piu alta di morsi continuati (Tab 2) in
formiche che si sono cibate di nettare (Fig 5.14-4°). Tuttavia, non ¢ stata registrata differenza tra i

trattamenti nella durata dei morsi continuati (ANOVA: F227= 0,90; p= 0,43) ( Fig 5.14-4B ).
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Fig 5.14 Le barre presenti negli istogrammi (+ errore standard, one-way Anova) indicano il numero medio di
comportamenti aggressivi manifestati da C. scutellaris nei confronti della cimice fitofaga H. halys. In ogni
grafico ¢ mostrato il confronto tra i trattamenti (nettare, miele e nessuna alimentazione). Le variabili misurate
sono organizzate secondo un ordine crescente di aggressivita (1-4): 1) numero di antennamenti; 2A) gaster-
rising; 2B) mandibole aperte; 3) numero di morsi; 4A) morsi continuati; 4B) durata morsi continuati. Le
lettere presenti sulle barre rappresentano i risultati del confronto tra i gruppi mediante Tukey post-hoc test
(Tab 2). Barre con lettere uguali non presentano differenze statisticamente significative. Per gli istogrammi 1
e 4B, le analisi statistiche non hanno evidenziato differenze tra i trattamenti (cfr. pgrf 5.5).
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test post-hoc di Tukey
Differenza confidenza 95%
fra medie Limite Limite
Variabile dipendente (I-J) Errore std. Sig. inferiore | superiore
Gaster-rising nettare miele 6,200 2,052 ,015 1,11 11,29
niente 8,900 2,052 ,001 3,81 13,99
miele nettare -6,200° 2,052 ,015 -11,29 -1,11
niente 2,700 2,052 ,399 -2,39 7,79
no alimentazione nettare -3,900' 2,052 ,001 -13,99 -3,81
miele -2,700 2,052 ,399 -7,79 2,39
Mandibole aperte nettare miele 4,000* 1,014 ,001 1,49 6,51
niente 3,800 1,014 ,002 1,29 6,31
miele nettare _4,000" 1,014 ,001 -6,51 -1,49
niente -,200 1,014 979 -2,71 2,31
no alimentazione nettare -3,800° 1,014 ,002 -6,31 -1,29
miele ,200 1,014 979 -2,31 2,71
Morsi nettare miele 25,000 4,987 ,000 12,64 37,36
niente 19,500 4,987 ,002 714 31,86
miele nettare -251000” 4,987 ,000 -37,36 -12,64
niente -5,500 4,987 521 -17,86 6,86
no alimentazione nettare -19,500* 4,987 ,002 -31,86 -7,14
miele 5,500 4,987 521 -6,86 17,86
Morso continuato nettare miele 7,100 1,122 ,000 4,32 9,88
niente 4,200 1,122 ,002 1,42 6,98
miele nettare -7,100° 1,122 ,000 -9,88 -4,32
niente -2,900° 1,122 ,040 -5,68 -12
no alimentazione nettare -4,200 1,122 ,002 -6,98 -1,42
miele 2,900 1,122 ,040 12 5,68

Tab 2 Confronti multipli di Tukey (ne-way Anova) inerenti i moduli comportamentali in relazione al
trattamento (nettare, miele, no alimentazione).

Le analisi della curva di sopravvivenza hanno evidenziato una differenza statisticamente
significativa tra i trattamenti nei tassi di sopravvivenza delle prede (}*2= 53.82; p< 0,001).
Formiche che hanno assunto nettare uccidono piu rapidamente le prede. Infatti gia dopo 4 ore si
registra un abbattimento del tasso di sopravvivenza delle cimici a circa il 60% che nell’arco delle 24
ore si riduce a zero, poiché tutte le cimici sono state attaccata e uccisa. Per formiche che non hanno
assunto alimenti registriamo un risultato comparabile il giorno successivo alle 48h. In ultimo, nelle
arene con formiche che hanno assunto miele si evidenzia alle 24h un tasso di sopravvivenza ancora

dell’80%. (Fig 5.15).
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Fig 5.15 Curva di sopravvivenza di H. halys in presenza di C. scutellaris: la curva mostra la % di
sopravvivenza della preda in funzione dei tre trattamenti a cui sono state sottoposte le formiche (nettare,
miele e nessuna alimentazione). In ascissa sono riportati gli scan-sampling in termini di ore dall’inizio
dell’esperimento.

B) Analisi dei parametri sull’ attivita locomotoria: Le analisi statistiche hanno dimostrato una
differenza significativa tra 1 trattamenti nella distanza percorsa (ANOVA: F2, 116= 14,82; p< 0,001).
I test post-hoc evidenziano che le formiche che hanno assunto nettare percorrono in arena una
distanza maggiore (278 cm + 18 se) rispetto a formiche che hanno mangiato miele (151 cm + 17 se)
e a formiche che non hanno mangiato (187 cm + 16 se). Tra gli altri trattamenti non ¢ stata rilevata
differenza significativa (per i dettagli sui post-hoc cfr. Tab3-1) (Fig 5.16-1). Anche la analisi sulla
velocita ha evidenziato una differenza altamente significativa tra i trattamenti. (ANOVA: Fe, 116=
17,56; p< 0,001). Anche in questo caso i test post-hoc (Tab 3-2) mostrano che le formiche che
hanno assunto nettare si muovono in arena ad un velocita maggiore (0,97 cm/sec = 0,06 s e),
rispetto alle formiche che hanno assunto miele (0,50 cm/sec £ 0,05 se) e che non si sono nutrite
(0,64 cm/sec £ 0,05 se) (Fig 5.16-2). L’effetto della assunzione di nettare rispetto agli altri
trattamenti ¢ evidente anche nell’analisi della mobilita (ANOVA: Fp, 116= 13,23; p< 0,001) (Fig

5.16-3). In particolare, le formiche che si sono cibate di nettare hanno manifestato una mobilita
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maggiore (91 sec £ 7,2 se) rispetto a formiche che hanno mangiato miele (37,00 sec + 7,4 se ) e
formiche che non hanno mangiato (58,4 sec + 7,7 se ) ( per i dettagli sui post-hoc cfr. Tab3-4).
L’analisi della immobilita ha evidenziato differenze statistiche tra i trattamenti (ANOVA: F(2, 116)=
15,21; p< 0,001). Come in precedenza i post hoc test di Tukey mostrano la presenza di due gruppi;
formiche che hanno assunto miele (260 sec £+ 7,3 se) e che non si sono alimentate (240 sec = 7,7 se)
non presentano differenze statisticamente significative, rispetto al gruppo di formiche che hanno
assunto nettare (202 sec + 7,4 se) che evidenzia i valori piu bassi di immobilita (Fig 5.16-4) (Tab3-

4).
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Fig 5.16: Effetti dei trattamenti alimentari sulle variabili locomotorie di C. scutellaris. Le barre presenti negli
istogrammi (+ errore standard, one-way Anova) indicano i valori medi. Le lettere presenti sulle barre
rappresentano i risultati del confronto tra i gruppi mediante Tukey post-hoc test. Barre con lettere uguali non
presentano differenze statisticamente significative (per i dettagli sui post-hoc cfr. Tab3- 1-2-3-4).

test post-hoc di Tukey
Differenza confidenza 95%
fra medie Limite Limite
Variabile dipendente (I-J) Errore std. Sig. inferiore | superiore
Distanza nettare miele 126,34871' 23,86330 ,0001 69,6931| 183,0044
no alimentazione 89,73300°| 24,01579 ,001 32,7153( 146,7507
miele nettare 126,348717| 23,86330 ,000( -183,0044| -69,6931
no alimentazione -36,61572| 24,01579 ,283( -93,6334| 20,4020
no alimentazione |nettare -89,73300°| 24,01579 ,001( -146,7507| -32,7153
miele 36,61572| 24,01579 ,283( -20,4020| 93,6334
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Differenza 95%
fra medie Limite Limite
Variabile dipendente (I-J) Errore std. Sig. inferiore | superiore

velocita |nettare miele 461 3289°| ,0798078 ,000] ,271851 ,650807
niente 3221189’ ,0803178 ,000 ,131430 512807
miele nettare -4613289°| ,0798078 ,000( -,650807 -,271851
niente -,1392100| ,0803178 1971 -,329898 ,051478
no alimentazione nettare -3221189°| ,0803178 ,000| -,512807 -,131430
miele ,1392100| ,0803178 1971 -,051478 ,329898

Differenza confidenza 95%

fra medie Limite Limite
Variabile dipendente (I-J) Errore std. Sig. inferiore | superiore
Mobilita  |nettare miele 53,60800°| 10,49454 ,000| 28,6921 78,5239
no alimentazione 32,42562* 10,56159 ,007 7,3505| 57,5007
miele nettare -53,60800°| 10,49454 ,000( -78,5239| -28,6921
no alimentazione -21,18238( 10,56159 15| -46,2575 3,8927
no alimentazione |nettare -32,42562* 10,56159 ,007| -57,5007 -7,3505
miele 21,18238| 10,56159 15| -3,8927( 46,2575
Intervallo di

Differenza fra confidenza 95%
Variabile dipendente medie (I-J) |Errorestd.|  Sig. inferiore | superiore
Immobilita nettare miele -57,61200* 10,61808 ,000( -82,8212( -32,4028
no alimentazione .37,99903“ 10,68593 002 -63,3693( -12,6288
miele nettare 5751200” 10,61808 ,000( 32,4028 82,8212
no alimentazione 19,61297( 10,68593 163 -5,7573| 44,9832
no alimentazione nettare 37,99903°| 10,68593 ,002| 12,6288| 63,3693
miele -19,61297| 10,68593 63| -449832| 57573

Tab 3 Confronti multipli di Tukey (one-way Anova) inerenti i parametri dell’attivita locomotoria in relazione
ai trattamenti alimentari (nettare, miele, no alimentazione).

C) Risposta a stimoli sociali (trail-following). Le analisi hanno evidenziato una differenza
altamente significativa tra i trattamenti (ANOVA: F(2, 197= 1127; p< 0,001). Le formiche che hanno
assunto nettare manifestano un comportamento alterato nella risposta al feromone di traccia,
mostrando nel 90% dei casi I’incapacita di seguire la traccia (Fig 5.17). Al contrario, le formiche
che hanno assunto miele o che non si sono alimentate mostrano un normale comportamento di trail-
following. L’effetto dell’assunzione del nettare sul comportamento delle formiche ¢ risultato
reversibile, poiché 1 soggetti saggiati nuovamente dopo 2 ore non hanno evidenziato difficolta nella
risposta al feromone di traccia. In questo caso, 1’analisi statistica non ha evidenziato differenze

significative tra i trattamenti (ANOVA: F2,197= 1,01; p=0,36 ) ( Fig 5.18).
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Fig 5.17 Le barre presenti nell’istogramma (+ errore standard, one-way Anova) indicano il numero medio di
formiche che reagiscono al feromone di traccia dopo 15 min. Le lettere presenti sulle barre indicano i
risultati dei test post hoc di Tukey; barre con lettre uguali non presentano differenze statisticamente
significative.
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Fig 5.18 Le barre presenti nell’istogramma (+ errore standard, one-way Anova) indicano il numero medio di
formiche che reagiscono al feromone di traccia dopo 2 ore. Le analisi statistiche non hanno evidenziato
differenze tra i trattamenti (cfr. pgrf 5.5 C).

5.6 Discussione e conclusioni

Gli esperimenti condotti su P. avium evidenziano, come dimostrato anche per gli altri modelli
vegetali (rif cap3 ), un consistente effetto di protezione da parte delle formiche, con una riduzione

del numero di insetti masticatori sulle piante e una consistente diminuzione del danno fogliare. La
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stima della quantita di nettare secreto evidenzia una differenza significativa con una produzione
maggiore di nettare da parte di piante con presenza di formiche. Studi presenti in letteratura
descrivono una sincronizzazione nell’incremento di nettare secreto in piante di Prunus serotina in
relazione allo sviluppo del bruco di Melacosoma americanum (Tilman, 1978; Mathews, 2005).
Infatti 1 bruchi defogliatori di questo lepidottero possono provocare consistenti danni sulle piante.
Variazione del numero di nettari extrafiorali e della quantita di nettare sono state descritte per P.
avium tramite esperimenti di laboratorio in seguito a danni fogliari meccanici indotti artificialmente
sulle piante (Pulice & Packer, 2008). I risultati ottenuti nel presente studio, in condizioni naturali e
in laboratorio evidenziano una situazione differente. Infatti, pur in presenza di coleotteri
defogliatori, le piante in assenza di formiche producono un quantitativo minore di nettare rispetto
alle piante con presenza di formiche. In questo caso infatti, la presenza delle formiche coincide con
una consistente diminuzione dei coleotteri rispetto alle piante senza formiche. I risultati sono
coerenti con quanto descritto in precedenza sulla produzione di nettare extrafiorale in Vicia faba (rif
cap 4). Anche in questo caso sia in esperimenti in laboratorio che in campo abbiamo evidenziato
una maggiore produzione di nettare extrafiorale in piante prive di danni fogliari con la sola presenza
delle formiche. I dati da noi ottenuti suggeriscono per entrambe le specie vegetali, una risposta nella
fisiologia della produzione del nettare, strettamente legata alle interazioni con le formiche e, diversa
da quanto ottenuto tramite danni meccanici artificiali (Mondor & Addicott, 2003). Nostre
osservazioni comportamentali e analisi preliminari di tipo microscopico e fisiologico suggeriscono
che tale reazione potrebbe essere innescata dalle azioni meccaniche esercitate sul nettario dalle
formiche nelle fasi di assunzione del nettare (Grasso et al, 2015; Nepi et al, 2018). Questo anche in
accordo con dati riportati per altre piante modello come Arabidopsis thaliana in cui danni fogliari o
alterazioni meccaniche provocati da insetti masticatori, possono innescare risposte fisiologiche con
variazioni del profilo proteico della pianta (Truong et al, 2018).

Gli esperimenti in natura hanno inoltre evidenziato una variazione di differenti parametri
comportementali nelle formiche che si sono cibate di nettare extrafiorale. I risultati evidenziano una
differenza altamente significativa tra i trattamenti nel numero di ore passate sulla pianta. Formiche
che si sono cibate di nettare rimangono sulla pianta per un numero maggiore di ore. Tale effetto
risulta coerente con la risposta al feromone di traccia, infatti anche in questo caso le formiche che
hanno assunto nettare extrafiorale mostrano una modificazione del comportamento e, dopo alcuni
minuti dalla assunzione, non rispondono adeguatamente allo stimolo sociale. Tale effetto tuttavia
non risulta irreversibile, infatti i soggetti testati dopo due ore sono in grado nuovamente di seguire
la traccia. La permanenza continuativa per vari giorni sulla pianta a seguito dell’assunzione del
nettare potrebbe essere, almeno in parte, spiegabile con questo deficit indotto nella capacita di trail-

following; attivita che regola gli spostamenti delle foraggiatrici e delle operaie da e verso la colonia.
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Questa presenza continuativa sulla pianta, associata ad una attivita esploratoria intensa e frenetica,
potrebbe garantire alla pianta un efficiente livello di protezione. Le visite sui nettari brevi e ripetute
potrebbero consentire alla formica di reiterare 1’assunzione di nettare mantenendo costanti gli effetti
sul suo comportamento e quindi, una alta capacita di movimento e esplorazione delle zone
circostanti al nettario. A supporto di tali considerazioni gli effetti sui parametri di locomozione che,
anche in questo caso, evidenziano una alterazione del comportamento. Infatti per formiche che
hanno assunto nettare ¢ possibile descrivere un maggior tasso di mobilita, una maggiore distanza
percorsa ed una velocita piu alta rispetto agli altri trattamenti. La presenza di peculiari metaboliti
secondari o la variazione del profilo chimico del nettare indotta dalla pianta a seguito della
interazione con le formiche potrebbe spiegare le alterazioni comportamentali evidenziate nei vari
esperimenti (Grasso et al, 2015; Nepi et al, 2018). Le formiche, in ogni caso, sembrano essere
suscettibili all’assunzione di vari alcaloidi (ad es. caffeina, nicotina, cocaina). I test di laboratorio
condotti su Myrmica sabuleti hanno fatto registrare variazioni nella loro attivita locomotoria
(Cammaerts et al, 2014).

In conclusione, 1 dati raccolti nel presente lavoro supportano, I’ipotesi di una stretta relazione tra
formiche e piante caratterizzata anche da elementi di manipolazione. Manipolando il
comportamento delle formiche tramite metaboliti secondari, le piante ottimizzerebbero e
massimizzerebbero la azione delle formiche quali “body guard” (sistema di difesa indiretta). Questo
azione di controllo puo rappresentare un meccanismo per stabilizzare le interazioni con il partner. In
questa ottica molte interazioni tra formiche e piante potrebbero nascondere fenomeni di
“mutualismo coercitivo” mediato da sostanze presenti nel nettare extrafiorale (Grasso et al, 2015;
Nepi et al. 2018) come dimostrato nel caso di Acacia cornigera. 1l nettare extrafiorale di questa
pianta infatti determina una manipolazione fisiogastrica della formica Pseudomirmex ferrugineus. 11
nettare assunto dalle formiche contiene alcune proteine (chitinasi) che inattivano I’enziama
invertasi, presente nel tratto digerente delle formiche e in grado di scindere il saccarosio. Tale
inattivazione porta le formiche a nutrisi esclusivamente del nettare della pianta privo di saccarosio
(Heil et al, 2005). L'ipotesi manipolativa ¢ corroborata da alcuni studi condotti sul nettare fiorale
che hanno evidenziato la presenza di differenti sostanze neuroattive in grado in grado di
condizionare il comportamneto degli insetti pronubi (Baracchi et al, 2017; Nepi et al, 2018).

I dati preliminari da noi raccolti sembrano supportare questa ipotesi (Nepi et al, 2017), ulteriori
analisi, fisiologiche, chimiche e di metabolomica sul nettare di P. avium in fase di realizzazione con
la collaborazione del Prof. Massimo Nepi dell’Universita di Siena e il Prof. Stefano Mancuso
dell’Universita di Firenze; associate ad appropriati esperimenti comportamentali dovrebbero

chiarire definitivamente questo interessante fenomeno.
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CAPITOLO 6

Interazione tra formiche e piante del genere Quercus spp
mediate da galle di Andricus quercustozae

6.1 Introduzione e scopo

Le galle vengono definite come escrescenze anomale del tessuto della pianta Tali escrescenze
possono essere causate da insetti parassiti o altri organismi (Redfern & Shirley, 2002; Price, 2005).
Le prime stime risalenti a circa cinquanta anni fa stimavano a circa 13000 insetti responsabili della
formazione di galle, piu recentemente le stime superano le 132000 specie (Mani, 1964; Stone &
Schonrogge, 2003; Shorthouse et al, 2005; Espirito-Santo & Fernandes, 2007). I meccanismi alla
base della formazione delle galle sono ancora poco conosciuti (Stone et al, 2002; Schonrogge et al,
2000), evidenze in letteratura suggeriscono che non sia il galligeno a produrre e iniettare nei vari
tessuti della piante sostanze in grado di provocare una crescita anomala del tessuto. La sua
formazione infatti sarebbe dovuta a sostanze rilasciate successivamente dall’'uovo e dalla larva
durante le fasi di crescita (Stone et al, 2002; Ronquist et al, 2015). In letteratura vengono fornite
differenti interpretazioni sul significato evolutivo delle galle. La “nutrition hypothesis”, secondo cui
la manipolazione del tessuto consente una ottimizzazione nella ricerca di cibo da parte della larva;
La “microenvironment hypothesis” in cui queste strutture rappresenterebbero un rifugio contro
stress abiotici e la “enemy hypothesis” secondo cui le galle rappresenterebbero un rifugio per i
galligeni contro i predatori (Schonrogge et al, 2000). In letteratura sono descritti casi particolari che
descrivono da parte di galle (indotte da alcune specie di galligeni) la produzione di nettare
extafiorale che media I’interazione con differenti insetti tra cui anche le formiche (Aranda-Rickert
et al, 2017). I risultati descrivono che la presenza delle formiche, garantita dal consumo di nettare
extrafiorale, ha evidenziato una diminuzione della mortalita del galligeno ad opera di altri
imenotteri parassitoidi (Fernandes et al, 1999). Le galle infatti supportano differenti comunita di
insetti parassiti e dei loro prdatori. Inoltre rappresentano un rifugio per altri insetti come coleotteri e
lepidotteri considerati occupanti secondari. Tali strutture, in seguito allo sfarfallamento del
galligeno, risultano un ambiente ideale per accogliere le colonie di formiche. In letteratura sono
presenti scarse informazioni sulle specie ritrovate all’interno di queste strutture (Torossian, 1972;
Espadaler & Nieves, 1983). Le galle possono mediare I’interazione tra differenti specie di formiche
e le piante. Nel presente studio sono state prese in considerazione galle indotte da Andricus
quercustozae (Fig 6.1). Tale specie appartenente al gruppo dei Cynipini ¢ stata studiata in Spagna in

relazione a differenti specie del genere Quercus.
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In assenza di dati esaustivi sulla presenza, colonizzazione e, in assenza di dati sui possibili effetti

dovuti alla presenza delle formiche sulle piante, il presente studio si propone di valutare:

1) field survey: quanificare le specie di formiche presenti nelle galle e la loro topografia sulla
pianta, in fuzione della posizione sulla piante e delle dimensioni delle galle, con particolare
attenzione alla specie piu abbondante C. scutellaris;

2) esperimento in campo: Tasso di colonizzazione annuo e scelta della galla in relazione all
posizione della galla sulla pianta e alla dimensione con particolare attenzione alla specie piu
abbondante C. scutellaris;

3) descrizione dell’architettura interna delle galle in relazione alla specie di formica presente;

4) analisi dell’area e del volume di scavo;

5) analisi degli eventuali effetti della presenza delle formiche sul benessere della pianta.

Fig 6.1 Galle di Andricus quercustozae.

6.2 Field survey
6.2.1 Materiali e metodi

6.2.1.1 Area di studio e selezione delle galle

Il field survey e gli esperimenti sono stati condotti in un’area boschiva in alta Toscana in localita
Lunigiana nei pressi del paese di Fornoli-MS (44°15'17.5"N 9°58'04.9"E; altitudine ca. 75 m).
Nell’area sono state collezionate galle di Andricus quercustozae (Hymenoptera; Cynipidae) su

piante di Quercus spp. Sono state raccolte solo galle sulle piante che presentavano il foro di uscita
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dell’insetto galligeno. Tutte le misure sono state condotte presso il laboratorio di mirmecologia

dell’Universita di Parma.

6.2.1.2 Raccolta dati

Le galle sono state collezionate in un’area di 300 m? nel periodo compreso tra Ottobre e Novembre
2016. Durante la fase di raccolta per ogni galla ¢ stata misurata ’altezza dal suolo e assegnato un
codice identificativo. Successivamente in laboratorio ogni galla ¢ stata controllata e sono state
escluse galle con evidenti danni (porzioni mancanti) o con presenza di segni visibili di
parassitizzazione da parte di altri artropodi oltre le formiche (ragni o coleotteri). Per le galle
selezionate ¢ stata misurata: I’altezza (distanza tra il punto di attacco sul ramo e I’apice della galla),
la larghezza (dimensione maggiore sulla linea perpendicolare all’altezza). Successivamente ogni
galla ¢ stata sezionata in due parti. La sezione ¢ stata ottenuta tagliando la galla lungo la linea
dell’altezza e, considerando come riferimento il foro di uscita del cinipede, collocato nella porzione
mediana di una meta della galla (Fig 6.2). Per ogni galla ¢ stato analizzato il contenuto valutando la
specie di formica presente e la presenza della regina, di operaie e uova. I campioni raccolti sono
stati identificati mediante I’ausilio di chiavi dicotomiche (Holldobler & Wilson, 1990; Bolton,
1994). La discriminazione a livello di specie ¢ stata realizzata con la collaborazione del Dr. Fabrizio

Rigato (Museo di Soria Naturale di Milano).
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Fig 6.2 L’immagine mostra i parametri misurati sulle galle e la procedura di taglio. La linea verticale (H)
identifica I’altezza, misurata come la distanza tra il punto di inserimento della galla sul ramo dell'albero (a) e
I’apice opposto (b). La linea orizzontale (W) identifica la larghezza, misurata come la distanza maggiore
perpendicolare all'altezza. Ogni galla ¢ stata divisa in due meta (1, 2) in relazione alla linea (H), mantenendo

il foro del galligeno (c) nella meta di una delle due galle.

6.2.1.3 Analisi statistiche

Per valutare eventuali differenze tra le specie ¢ stata condotta una analisi della varianza (one-way
Anova) in funzione di tre variabili: 1) posizione sulla pianta, 2) altezza della galla, 3) larghezza
della galla. Le specie costituiscono il fattore fisso e quando necessario sono stati condotti dei test
Post Hoc di Tukey.

Per C. scutellaris, la specie che ha colonizzato il maggior numero di galle (Fig 6.3), sono state
create 4 categorie in funzione della composizione delle colonie: 1) galle con regina, 2) galle con
regina, operaie e prole, 3) galle con operaie e prole, 4) galle con sole operaie. In funzione delle
categorie ¢ stata effettuata una analisi della Vairanza (one-way Anova) per valutare differenze nella
scelta in funzione della dimensione delle galle e della loro posizione sulla pianta. Tutte le analisi

sono state effettuate mediante il programma IBM SPSS 14.0 (pacchetto Windows).

Fig 6.3 C. scutellaris in galle di A. quercustozae.

6.2.2 Risultati

Dopo la selezione preliminare, sono state misurate e analizzate 100 galle. L’analisi ha evidenziato
74 galle colonizzate dalle formiche: 39 galle con Crematogaster scutellaris (Olivier, 1792), 1
Crematogaster scutellaris nigra (Krausse, 1912), 1 con Camponotus fallax (Nylander, 1856), 1 con

Camponotus lateralis (Olivier, 1792), 9 galle con Colobopsis truncata (Spinola, 1808), 4 con
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Dolichoderus quadripunctatus (Linnaeus, 1771), 6 con Temnothorax albipennis (Curtis, 1854), 5
con Temnothorax aveli (Bondroit, 1918), 1 con Temnothorax niger (Forel, 1894), 1 con
Temnothorax nylanderi (Foerster, 1850), 1 con Temnothorax parvulus (Schenck, 1852), 5 con
Temnothorax unifasciatus (Latreille, 1798). Le 26 galle rimanenti sono state classifiate come segue:

21 vuote, 4 con presenza di muffe, 1 con coleotteri.

Composizione delle colonie:

Tutte le specie del genere Temnothorax e del genere Camponotus presentano galle con regina
operaie e uova. C. truncata presenta 8 galle con operaie e 1 galla con regina, operaie e prole. Invece
D. quadripunctatus presenta tutte le galle con solo operaie. Infine C. scutellaris presenta 3 galle con
solo regina, 14 galle con regina operaie e prole, 20 galle con operaie e prole e 3 galle con solo
operaie.

Dalle analisi sono state escluse galle con n< 5 (4 galle con muffa, 1 galla con coleotteri, D.
quadripunctatus, Camponotus spp, C. scutellaris nigra). Per la analisi statistiche, le galle con
presenza del genere Temnothorax sono state organizzate in un solo gruppo (7Temnothorax spp).
L’analisi statistica condotta su 88 galle, ha evidenziato una differenza statisticamente significativa
nella dimensione e posizione delle galle in funzione delle specie presenti (Posizione sulla pianta:
Fis4=52,26; p< 0,001; Altezza della galla: Fg4= 12,26; p< 0,001; Larghezza della galla: F3 g4)=
23,76; p< 0,001). In relazione alla posizione sulla pianta i Tuckey Post Hoc tests hanno mostrano la
presenza di 3 differenti gruppi. C. scutellaris e C. truncata hanno colonnizzato galle in posizioni piu
alte sulla pianta, le galle vuote si trovano nella posizione piu bassa della pianta, mentre le galle
colonizzate da Temnothorax spp formano un gruppo in posizione intermedia. Per quanto riguarda la
altezza della galla, si evidenziano 2 gruppi: galle piu grandi sono colonizzate da C. scutellaris e C.
truncata, mentre galle piu piccole sono colonizzate da Temnothorax spp o sono vuote. Per la
larghezza, 1 Post Hoc Tests evidenziano la presenza di 3 gruppi: C. scutellaris e C. truncata hanno
colonnizzato galle piu larghe, le galle vuote sono le piu strette, mentre le galle colonizzate da

Temnothorax spp formano un gruppo in posizione intermedia (Fig 6.4).
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Fig 6.4 Le barre presenti negli istogrammi indicano i valori medi per ogni parametro analizzato (+ errore
standard, one-way Anova). Le variabili indicate sono: A) Poizione della galla sulla pianta m. B) Altezza
della galla mm e C) larghezza delle galle mm. In ascissa sono presenti le differenti colonizzazioni delle galle
analizzate. Le lettere presenti sulle barre indicano i risultati dei test post hoc di Tukey. Barre con lettere

uguali non presentano differenze statistiche.

Per le successive analisi statistiche, le galle di C. scutellaris (n=39) sono state divise in due
categorie:

a) galle con regina (n=17);

b) galle senza regina (n=22).

L’analisi della Varianza ha evidenziato una differenza statisticamente significativa nelle dimensioni
delle galle in fuzione della presenza della regina (Altezza della galla: F37= 17,49; p< 0,001;

Larghezza della galla: F37=19,41; p< 0,001). Galle con regina presentano dimensioni ridotte
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rispetto a galle senza regina (Altezza della galla: con regina mm 24,9 + 0,9 se; senza regina mm
29,6 £ 0,7 se); (largezza della galla: con regina 25,2 + 0,6mm; senza regina 30,0 £ 0,8 mm).
L’analisi non ha evidenziato differenze statistiche in funzione della posizione sulla pianta (Fi37=

1,96; p=0,169; con regina m 4,6 + 0,2 se; senza regina m 5,0 £+ 0,2 se) (Fig 6.5).
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Fig 6.5 Le barre presenti negli istogrammi indicano i valori medi delle proporzioni delle galle colonizzate da
C. scutellaris in relazione alla presenza/assenza della regina (+ errore standard, one-way Anova). Le variabili
indicate sono: A) Poizione della galla sulla pianta in funzione del tipo di colonizzazione. B) Altezza e C)
Larghezza delle galle in relazione al tipo di colonizzazione. Gli asteriscchi presenti nel grafico indicano il

livello di significativita (***; p < 0,001).
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6.3 Tasso di colonizzazione delle galle e analisi dell’architettura

interna

6.3.1 Materiali e metodi

A) Nell’area sperimentale che ha interessato il survey ¢ stato selezionato un secondo set di galle
n=187 nel periodo compreso da Ottobre a Novembre 2015. Sono state selezionate galle
prive del foro di uscita del galligeno. Ogni galla ¢ stata isolata mediante una cappuccio in
rete in modo da evitare la colonizzazione da parte di formiche e altri artropodi. Un anno
dopo (Ottobre -Novembre 2016) le galle sono state ispezionate. Sono state escluse ( n=76 )
galle che non mostravano il foro di uscita del cinipide, galle danneggiate, colonizzate da
formiche o altri artropodi o con presenza di danni strutturali. 111 galle sono risultate idonee
€ a queste ¢ stata rimossa la copertura in rete. Dopo un anno (Ottobre -Novembre 2017) le
galle sono state raccolte per valutare il tasso di colonizzazione e le specie di formiche
interessate. Durante la fase di raccolta sono state escluse le galle danneggiate. Per ogni galla
¢ stata misurata 1’altezza dal suolo e assegnato un codice identificativo. Successivamente in
laboratorio per ogni galla ¢ stata misurata 1’altezza (distanza tra la punto di attacco sul ramo
e I’apice della galla) e la larghezza (porzione piu larga della galla perpendicolare all’altezza)
(Fig 6.2). Successivamente ogni galla ¢ stata sezionata in due parti come in precedenza. Per
ogni galla ¢ stato analizzato il contenuto valutando: la specie di formica presente ¢ la
presenza di regina, operaie e prole. I campioni raccolti sono stati identificati mediante
I’ausilio di chiavi dicotomiche (Holldobler & Wilson, 1990; Bolton, 1994). La
discriminazione a livello di specie ¢ stata realizzata con la collaborazione del Dr. Fabrizio
Rigato (Museo di Soria Naturale di Milano). Per C. scutellaris, 1a specie che ha colonizzato
il maggior numero di galle, sono state create 4 categorie in funzione della composizione
delle colonie: 1) galle con regina; 2) galle con regina, operaie e prole; 3) galle con operaie e

prole; 4) galle con sole operaie.

Per valutare eventuali differenze tra le specie ¢ stata condotta una analisi della varianza
(one-way Anova) in funzione di tre variabili: 1) Posizione sulla pianta, Dimensioni della
galla: 2) Altezza; 3) Larghezza. Le specie costituiscono il fattore fisso e quando necessario
sono stati condotti dei test Post Hoc di Tukey. Per C. scutellaris, in funzione delle categorie
¢ stata effettuata una analisi della Vairanza (one-way Anova) per valutare differenze nella
dimensione delle galle. Tutte le analisi sono state effettuate mediante il programma IBM
SPSS 24.0 (pacchetto Windows).
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B) Per le galle sezionate ¢ stata effettuata una analisi dell’architettura interna. Le porzioni delle
galle sono state descritte in modo qualitativo in funzione della forma, posizione dello scavo,
proporzione di materiale rimosso e della presenza di particolari strutture. Le galle sono state
classificate in 4 gruppi in funzione della specie (Temonthorax spp, C. truncata, C.
scutellaris e vuote). Galle colonizzate da C. scutellaris sono state ulteriormente suddivise in
4 categorie in accordo con la composizione delle colonie come per il field survey: 1) galle
con regina, 2) galle con regina, operaie e prole, 3) galle con operaie e prole, 4) galle con solo

operaie.

C) 8 galle per ognuno dei 7 precedenti gruppi (vuote, Temonthorax spp, C. truncata, ¢ C.
scutellaris con regina, C. scutellaris con regin, operaie e prole, C. scutellaris con operaie e
prole e C. scutellaris con solo operaie) sono state analizzate per quantificare la proporzione
di materiale rimosso nello scavo. Per ciascuna meta di ogni galla ¢ stata ricavata una
immagine 2D mediante la tecnica del focus stacking con 1’ausilio di uno stereo microscopio
(Zeiss Stemi 508, the Axiocam Erc 5s). I gruppi di galle rappresentano il fattore fisso e le
differenze nel’area di scavo sono state investigate utilizzando una analisi della varianza

(one-way Anova) e test Poct hoc di Tukey.

D) Il volume di scavo delle galle colonizzate da C.scutellaris ¢ stato valutato inoltre con
I’utilizzo di calchi interni. Per i calchi ¢ stata utilizzata una soluzione di acqua e alginato.
La soluzione ¢ stata versata in ogni porzione di galla e lasciata asciugare per 24h.
Successivamente i calchi sono stati rimossi e assemblati con ’ausilio di colla poliuretanica.
Il volume di scavo ¢ stato calcolato mediante differenza di volume in acqua, in cilindri
calibrati. Le galle sono state classificate come segue: 1) galle con regina; 2) galle con regina;
operaie e prole; 3) galle con operaie e prole; 4) galle con solo operaie; 5) galle vuote. |
gruppi di galle rappresentano il fattore fisso e, le differenze nel volume di scavo sono state
investigate utilizzando una analisi della varianza (one-way Anova) e test Poct hoc di Tukey.
Tutte le analisi sono state effettuate mediante il programma IBM SPSS 24.0 (pacchetto
Windows).

6.3.2 Risultati

A) Le 94 galle analizzate hanno mostrato il seguente contenuto: 69 galle con Crematogaster
scutellaris (Composizione delle colonia: 23 galle con regina, 9 galle con regina operaie e prole, 28
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galle con operaie e prole, 9 galle solo operaie), 12 galle con Colobopsis truncata (Composizione
delle colonia: 9 galle con operaie, 3 galle con regina, operaie e prole), 3 con Dolichoderus
quadripunctatus (Composizione delle colonie: solo operaie), 7 con Temnothorax albipennis
(Composizione delle colonie: regina, operaie e prole), 3 con Temnothorax unifasciatus
(Composizione delle colonie: regina, operaie ¢ prole). Le rimanenti 17 galle sono state classificate
come segue: 16 vuote, 1 con presenza di muffe.

Dalle analisi sono state escluse galle con n< 5 (galle con muffa, D. quadripunctatus). Per le analisi
statistiche, le galle con presenza del genere Temnothorax sono state organizzate in un solo gruppo
(Temnothorax spp.).

La analisi statistica (n = 107) ha evidenziato una differenza significativa nella dimensione delle
galle e nella loro posizione sulle piante in relazione alle specie (Posizione sulla pianta: F3103)=
28,22; p< 0,001; Altezza: F3,103= 15,90; p< 0,001; Larghezza: F3,103)= 21,36; p< 0,001). Riguardo
alla posizione sulla pianta, i test post-hoc di Tukey mostrano la presenza di 3 gruppi. C. scutellaris
ha colonnizzato galle in posizioni piu alte sulla pianta, le galle vuote si trovano in posizione piu
bassa mentre le galle colonizzate da Temnothorax spp e C. truncata formano un gruppo in posizione
intermedia. Per quanto riguarda le dimensioni della galla (altezza e larghezza in mm) si evidenziano
2 gruppi: galle piu grandi sono colonizzate da C. scutellaris, C. truncate € Temnothorax spp, mentre

le galle piu piccole sono vuote (Fig 6.6).
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Fig 6.6 Esperimento 1: Le barre presenti negli istogrammi indicano i valori medi ( * errore standard, one-
way Anova) relativi a: A) poizione della galla sulla pianta; B) altezza in mm e C) larghezza delle galle in
mm, in relazione al tipo di colonizzazione. In ascissa sono presenti le differenti tipologie di colonizzazione.
Le lettere presenti sulle barre indicano i risultati dei test post hoc di Tukey. Barre con lettere uguali non

presentano differenze statisticamente significative.

Per quanto riguarda la composizione della colonia nelle galle colonizzate da C. scutellaris (n=69),
sono state divise in due categorie:

a) galle con regina (n = 32),

b) galle senza regina (n = 37).

L’analisi della Varianza ha evidenziato una differenza statistica nelle dimensioni delle galle in
fuzione della presenza della regina (Altezza della galla: Fq67= 15,471; p< 0,001; Larghezza della
galla: F1,67= 9,40; p= 0,003). Galle con regina presentano dimensioni ridotte rispetto a galle senza
regina (Altezza della galla: con regina, mm 27.0 = 0,8 se; senza regina, mm 30,6 + 0,6 se);
(Larghezza della galla: con regina, mm 27,5 + 0,8 se; senza regina, mm 30,6 = 0,6 se). L’analisi non
ha evidenziato differenze statistiche in funzione della posizione sulla pianta (F(1,67y= 0,90; p= 0,347,

con regina m 4,8+/- 0,2 se; senza regina m 5,1 + 0,2 se) (Fig 6.7).
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Fig 6.7 Le barre presenti negli istogrammi (+ errore standard, barre verticali) indicano i valori medi delle
galle colonizzate da C. scutellaris in funzione della presenza/assenza della regina. Le variabili indicate sono:
A) Poizione della galla sulla pianta, B) Altezza delle galle in mm, C) Larghezza delle galle in mm. Gli

asterischi presenti nel grafico indicano il livello di significativita (***, p <0,001; *, p < 0,005).

B) Per quanto riguarda I’analisi qualitativa dell’architettura interna delle galle, le galle vuote
presentano un’area cava con forma caratteristica (Fig 6.8 A) dove pud essere ancora visibile il
puparium del cinipide posizionato centralmente.

In galle occupate da C. truncata lo spazio cavo normalmente presente all’interno delle galle ¢
ancora visibile ma ¢ stato ampliato e I’area di scavo ¢ concentrata nella porzione inferiore della
galla. Lo scavo ¢ organizzato in gallerie e camere di piccole dimensioni distribuite in modo radiale.
A differenza di cio che avviene nelle altre specie, la meta superiore delle galle non presenta tracce

di scavo (Fig 6.8 B).
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Fig 6.8 A) Esempio area cava normalmete presente all’interno di galle vuote; B) Esempio di architettura

interna in una galla colonizzata da C. truncata.

In galle occupate da Temnothorax spp lo spazio centrale normalmete presente all’interno delle galle
non ¢ piu visibile, dato che ¢ attraversato da tunnel e gallerie ben evidenti e presenti in ogni parte
della galla (Fig 6.9 C). Una sezione perpendicolare della galla evidenzia differenti sezioni radiali
che convergono verso il centro (Fig 6.9 D). Queste sezioni sono caratterizzate da forme e
dimensioni differenti, influezate probabilmente dalla composizione e compattezza del materiale
vegetale. L’80% delle galle colonizzate (n=10) presenta una riduzione del foro di ingresso ottenuto
dalle formiche mediante la aggiunta di material prelevato dalle galle. In media il foro risulta ridotto

del 55% rispetto al foro iniziale creato dal cinipide (Fig 6.9 E).
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Fig 6.9 C) Esempio di architettura interna di una galla colonizzata da Temnothorax spp; D) Esempio

di sezione trasversale di una galla colonizzata da Temnothorax spp che mostra sezioni radiali

convergenti verso il centro delle galla.
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Fig 6.9 E) esempi di riduzione del foro di ingresso in galle di Temnothorax spp.

Galle occupate da C. scutellaris presentano architetture differenti in relazione alla composizione
della colonia. In presenza della sola regina lo spazio centrale normalmete presenta all’interno delle
galle ¢ ancora visibile con delle alterazioni e estensioni. In galle con la presenza di regine, operaie e
prole ¢ visibile una camera centrale e differenti sottocamere suddivise da sezioni perpendicolari. In
questo caso lo spazio centrale non ¢ piu riconoscibile dato che lo scavo si estende in ogni parte della
galla. In presenza di operaie e prole, la proporzione di materiale rimosso ¢ molto consistente, sono
presenti differenti camere di grandi dimensioni per una architettura molto complessa. Il livello
massimo di scavo delle galle viene raggiunto in galle con la sola presenza di operaie. Le galle
risultano totalmente scavate, prive di camere o tunnel e, la parete esterna risulta molto sottile,

possono essere presenti strutture verticali e resti degli scavi (Fig 6.10- 6.11).
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Fig 6.10 Esempio di architetture interne in galle colonizzate da C. scutellaris.
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Fig 6.11 Strutture presenti in galle con solo operaie di C. scutellaris.

C) Per quato riguarda I’analisi sull’area di scavo, I’analisi della Varianza (one-way Anova) ha
evidenziato differenze statisticamente significative tra le 7 categorie confrontate ( Fs49y= 65,53; p<
0,001). I test post hoc mostrano che ci sono 4 gruppi. L’area di dimensioni maggiori ¢ in relazione
alla presenza delle sole operaie di C. scutellaris, seguita dale galle colonizzate da operaie e prole di
C. scutellaris. 11 terzo gruppo ¢ costituito da un complesso di galle colonizzate da: Temnothorax
spp, C. scutellaris (regina operaie e prole), C. truncata e C. scutellaris (solo regina). L’area di

scavo piu piccola ¢ associata alle galle vuote (Fig 6.12).

400,00

300,00

200,00

2D area di scavo (mmgq)

100,00

E - Ct Cs-Gwh Tspp Cs-Wh Cs-W

Fig 6.12 Le barre presenti nell’istogramma (% errore standard, one-way Anova) indicano I’area media di
scavo in funzione del tipo di colonizzazione. In ascissa: E (vuote), Cs-Q (C. scutellaris solo regina), Ct (C.
truncata), Cs-Qwb (C. scutellaris regina+operaiet+prole), Tspp (Temnothorax spp), Cs-Wb (C. scutellaris
operaietprole), Cs-W (C. scutellaris solo operaie). Le lettere presenti sulle barre indicano i risultati dei test

post hoc di Tukey. Barre con lettere uguali non presentano differenze statistiche.
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E) L’analisi sul volume dello scavo di C. scutellaris e delle galle vuote (n=85) mostra
differenza significative nella composizione della colonia (Fuzg0= 122,85; p< 0,001). T test
post hoc mostrano che ci sono 4 gruppi. Il volume di scavo maggiore si trova nelle galle con
le sole operaie oppure nelle galle con operaie e prole. Le altre categorie sono ordinate

secondo il seguente gradiente decrescente: regine operaie e prole; solo regina; galle vuote
(Fig 6.13).

Volume di scavo (em3)

E Cs-Q Cs-Qwh Cs-Wh Ce-W

Fig 6.13 Le barre presenti nell’ istogramma (+ errore standard, one-way Anova) indicano il valore medio di
scavo in funzione del tipo di colonizzazione di C. scutelaris. In ascissa: E (vuote), Cs-Q (C. scutellaris solo
regina), Cs-Qwb (C. scutellaris reginatoperaietprole), Cs-Wb (C. scutellaris operaietprole), Cs-W (C.
scutellaris solo operaie ). Le lettere presenti sulle barre indicano i risultati dei test post hoc di Tukey. Barre

con lettere uguali non presentano differenze statistiche.
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6.4 Analisi dei possibili effetti sulla presenza delle formiche

6.4.1 Materiali e metodi

Per valutare i possibili effetti sul benessere delle piante dovuti alla presenza delle formiche, durante
il mese di maggio 2017 sono state selezionate 48 giovani piante di Quercus spp in un’area di 100
m? situata nei pressi dell’area in cui & stato svolto il field survey. Le piante sono state selezionate
con un numero di foglie compreso da 4 a 7 e alla distanza di almeno 1m le une dalle altre. Su 24
piante sono state collocate artificialmente galle contenenti C.scutellaris (solo operaie o operaie e
prole). Le restati 24 piante sono sate chiuse mediante manicotti di nastro adesivo per insetti sul
tronco e, su ognuna ¢ stata collocata una galla vuota. Da maggio ad agosto 2017 sono stati effettuati
24 scan sampling (2 volte a settimana, 3 minuti per pianta), per registrare dati sulla presenza e
abbondanza di possibili insetti fitofagi:

e lepidotteri e coleotteri (larve o adulti);

¢ minatori fogliari (ditteri o lepidotteri) Nel caso dei minatori fogliari non ¢ stato registrato il

numero di insetti ma la loro presenza in funzione del danno fogliare caratteristico;

Al termine dell’esperimento (agosto 2017), ¢ stato valutato:

¢ il numero di foglie danneggiate da insetti masticatori;
¢ il numero di foglie con presenza di attacchi fungini.

L’esperimento ¢ stato ripetuto I’anno succesivo nel periodo che va da maggio ad agosto 2018.

Dall’analisi statistica sono state escluse 9 piante nel 2017 e 11 piante nel 2018, a causa di danni e
alterazioni. In totale sono stae analizzate 76 piante. E’ stata utilizzata una analisi della Varianza a
due vie (two-way ANOVA) per valutare I’effetto degli anni (2017 vs 2018) e della presenza delle

formiche (con formiche vs senza formiche) sulle seguenti variabili:

1. n° di insetti fitofagi (n° totale di coleotteri e lepidotteri registrati durate i 24 scan-sampling. Non

sono stati registrati adulti di lepidotteri);

2. indice di danno fogliare (n° di foglie attaccate da insetti masticatori/ numero totale di foglie per

pianta);

3. minatori fogliari (n° di foglie con presenza di minatori fogliari/ numero di foglie totali per

pianta);
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4. indice di danno fungino (n° di foglie attaccate dai funghi /numero di foglie totali per pianta).

Per le variabili 2, 3, 4 i dati sono stati trasformati second la formula: x= arcsen (radgx) dove x

rappresenta la variabile da calcolare. Tutte le analisi sono state effettuate mediante il programma

IBM SPSS 24.0 (pacchetto Windows).

6.4.2 Risultati

1.

L’ analisi sulla presenza di insetti fitofagi mostra che non ¢ presente un effetto dell’anno
(Fa,72= 0,20; p= 0,655), mentre ¢ stato registrato un effetto della presenza delle formiche
(Fa,72= 9,67; p= 0,003), ovvero il numero di insetti fitofagi decresce nel trattamento con
le formiche. L’interazione tra i due fattori (anno * formiche) non ¢ risultata significativa

(Fz27= 0,05; p= 0,821) ( Fig 6.14-1).

Le analisi sulle foglie attaccate dagli insetti masticatori evidenziano che non risulta
significativo I’effetto dell’anno (F(1,72= 1,00; p= 0,322), mentre ¢ significativo I’effetto
del trattamento con formiche (F(1,72=15,10; p< 0,001). Il numero di foglie attaccate dai
masticatori diminuisce significativamente in presenza delle formiche. L’interazione tra i
due fattori (anno * formiche) non ¢ risultata significativa (Fq,72= 1,18; p= 0,281) (Fig
6.14-2).

Per quanto riguarda I’analisi delle foglie attaccate da minatori fogliari non ¢ presente un
effetto dell’anno ( Fq1,72=1,32; p= 0,255 ) ne un effetto della presenza delle formiche
sulle piante ( F(1,72=0,96; p= 0,333 ). L’interazione tra i due fattori (anno * formiche) non

¢ risultata significativa ( F(1,72= 0,45; p=0,503) ( Fig 6.14-3).

Infine anche 1’analisi sulle foglie con presenza di attacchi funginei non ha evidenziato un
effetto dell’anno (F(1,72=2,54; p= 0,115), mentre risulta altamente significativo 1’effetto
del trattamento (F(1,72=31,04; p< 0,001). Il numero di foglie attaccate dai funghi
diminuisce quando sono presenti le formiche (Fig 6.14-4). Anche in questo caso
I’interazione tra i due fattori (anno * formiche) non ¢ risultata significativa (F,72)= 0,36;

p=0,551) (Fig 6.15)

114



1,20+

1,00

0,80

0,60

0,40+

n° di insetti fitofagi

0,204

0,00-

con formiche

2017
CJ2018

senza formiche

0,20

0,154

0,104

0,054

arcsin: (n° foglic con minatori fogliari / foglie totali)

0,00~

3

con formiche

W2017
2018

senza formiche

arcsin (n°foglie attaccate / n°di foglie totali)

arcsin: (n° di foglie con attacchi fungini / foglie totali)

0,60

0,507

0,40

0,307

0,20+

0,107

0,00~

con formiche

2017
12018

senza formiche

1,009

0,80+

0,607

0,407

0,20+

o
=]
o

1

4

con formiche

2017
12018

senza formiche

Fig 6.14. Risultati sui parametri relativi allo stato di salute della pianta. Le barre presenti negli istogrammi (£

errore standard, two-way Anova) indicano i valori medi per i differenti parametri analizzati in relazione ai

trattamenti (presenza/assenza formiche) e, all’anno (2017-2018). Le variabili analizzate sono: 1) Numero di

insetti fitofagi, 2) Indice di danno fogliare, 3) Minatori fogliari, 4) Indice di danno fungino. Le differenze tra

le variabili sono state valutate mediante two-way ANOVA. Le lettere presenti sulle barre indicano i risultati

dei test post hoc di Tukey. Barre con lettere uguali non presentano differenze statistiche.
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Fig 6.15 Esempio di foglie di Quercus spp nell’ anno 2017: A) in piante con formiche; B) in piante senza

formiche con segni di attacchi fungini.

6.5 Discussione e conclusioni

Il presente studio € un primo esempio di documentazione inerente la colonizzazione di galle indotte
da Andricus quercustozae da parte di diverse specie di formiche in Italia. Sia la raccolta effettuata
per il field survey sia I’analisi del tasso di colonizzazione, hanno permesso di descrivere la presenza
di 12 specie appartenenti a 5 generi che colonizzano le galle. La specie piu frequente e piu
abbondante ¢ C. scutellaris seguita da C. truncata e dal complesso di specie appartenenti al genere
Temnothorax spp. Gli unici studi europei che trattano la colonizzazione di formicidi in galle, indotte
da differenti insetti galligeni su piante del genere Quercus spp, sono stati condotti negli anni 70-80.
Piu nel dettaglio, Torossian (1972) ha condotto uno studio in foreste nei pressi della citta di Tolosa,
evidenziando la presenza di Leptothorax, Dolichoderus e Colobopsis come generi piu abbondanti (
91,5% ), seguiti da un secondo gruppo composto dai generi Crematogaster ¢ Camponotus (7,6%).
Successivamente, Espadaler e Nieves (1983) hanno analizzato un gruppo di galle raccolte a terra e
sulle piante in 24 siti della penisola Iberica (provincie Salamanca, Cordoba e Barcellona). Gli autori
hanno descritto la colonizzazione da parte di C. scutellaris come specie piu abbondante ( 2,7% ),
seguita da C. truncata (21,21%), C. fallax+C. lateralis (18%) e D. quadripunctatus (12%). Hanno
registrato inoltre la presenza di un gruppo di minore abbondanza costituito da varie specie dei
generi Leptothorax e Temnothorax. Di questi due casi di studio, la composizione e la frequenza di

colonizzazione descritta nella penisola iberica risulta comparabile con 1 risultati ottenuti nel
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presente studio. Come ipotizzato dagli autori spagnoli, condizioni biogeografiche e climatiche
differenti influenzano la composizione in specie della colonizzazione di galle. Ciononostante,
mentre lo studio condotto in Spagna analizza campioni provenienti da siti distribuiti
eterogeneamente nella penisola iberica e, quindi, probabilmente caratterizzati da differenti
condizioni ambientali, il presente studio si ¢ focalizzato su una zona piu circoscritta nell’intento di
ridurre la variabilita ambientale. I risultati inerenti il field survey e I’esperimento 1, forniscono
alcune indicazioni sulla preferenza del tipo di galla da colonizzare da parte delle diverse specie.
Tutte le specie analizzate hanno escluso le galle di dimensioni minori e localizzate nelle porzione
inferiore della pianta ad una altezza compresa tra 1 e 2 m. Per quanto riguarda le altre tipologie di
galle, risulta una tendenza piu evidente da parte di C. scutellaris a preferire galle di maggiori
dimensioni e situate in posizioni piu elevate sulla pianta (4-5 m). Una possible spiegazione della
scelta di galle piu grandi potrebbe essere legata alla dimensione delle operaie di C. scutellaris che ¢
maggiore rispetto alle altre specie considerate. Infatti una operaia di C. scutellaris presenta una
lunghezza di circa 8,8 mm, mentre C. truncata presenta operaie maggiori delle diensioni comprese
tra 5,2 e 6 mm e operaie minori di circa 3,5 mm (Bernard, 1968); per quanto riguarda le specie del
genere Temnothorax spp, le operaie presentano dimensioni comprese tra 2 ¢ 3 mm (Lebas, 2016).
Anche per le dimensioni delle colonie si evidenziano differenze nel numero di individui ospitati:
mentre per C. scutellaris sono indicate colonie anche di 5000 individui (Casevitz, 1970), C.
truncata e le specie del genere Temnothorax sono carraterizzate da colonie che ospitano al massimo
poche centinaia di individui (Lebas, 2016). Sebbene riferiti ad una pianta tropicale, alcuni studi
condotti in natura sugli alberi di candeia (Eremanthus erythropappus) hanno evidenziato un pattern
simile, nelle preferenze per le dimensioni delle galle; Infatti galle piu grandi presentano tassi piu alti
di occupazione da parte delle formiche (Almeida et al, 2014; Santos et al, 2017). La distribuzione
delle specie riscontrate nelle galle analizzate potrebbe essere il risultato di una esclusione delle altre
specie da parte di C.scutellaris. Infatti questa specie ¢ considerata tra le formiche mediterranee
molto aggressiva e la sua presenza puo influenzare la nidificazione e I’attivita delle altre formiche
(Cammell et al, 1996; Way et al, 1997; Santini et al, 2007; Santini et al, 2011).

Considerado I’analisi del contenuto delle galle, ¢ stata riscontrata una differente composizione delle
colonie in C. scutellaris rispetto alle altre specie presenti. Infatti in questo caso sono state descritte 4
categorie, successivamente accorpate in due gruppi caratterizzati dalla presenza o dalla assenza
della regina. In presenza della regina, le analisi hanno evidenziato una preferenza per galle con
dimensioni minori. Questa scelta potrebbe essere in relazione all’evento di fondazione. Lo spazio
interno infatti presenta gia caratteristiche adatte nella forma e nella dimensione per accogliere la
regina, consentendole di modificare questa struttura lo stretto necessario per permetterle di allevare

la prima covata risparmando risorse preziose. Un’altra ipotesi ¢ che galle di minori dimensioni
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garantiscano una maggiore protezione grazie alla minore superficie esposta a possibili danni
meccanici e all’azione degli agenti atmosferici. In assenza della regina (operietprole e solo operaie)
¢ stata registrata una preferenza per galle con dimensioni maggiori. Questa condizione potrebbe
essere espressione del fenomeno di polidomia che ¢ stato descritto per la specie C. scutellaris
(Casevitz, 1972; Frizzi et al, 2015) e che implica una dislocazione di porzioni della stessa colonia in
piu siti di nidificazione. La polidomia infatti ¢ un comportamento molto diffuso nelle formiche
(Debout et al, 2007); tuttavia, per spiegare un fenomeno di colonizzazione simile da parte di
formiche su galle della pianta di Eremanthus erythropappus, Santos et al (2017) forniscono una
spiegazione alternativa introducendo il concetto di “outstation”. Si tratta della colonizzazione di
strutture ga presenti nell’ambiente che le formiche utilizzano come rifugi temporanei o luoghi di
sosta durante le attivita di pattugliamento. Questo potrebbe consentire loro di intervenire piu
rapidamente in caso di invasioni del territorio (Anderson & McShea, 2001; Lanan et al, 2011).

La presenza di galle senza regina con un numero di operaie talvolta elevato (anche 500 operaie),
potrebbe essere indice di una fase di espansione per cui galle diverse possono essere utilizzate per
ospitare porzioni diverse della stessa colonia.

Questo risultato ¢ evidenziato da differenze significative nel grado e nella struttura di escavazione
delle galle. Infatti galle in cui ¢ presente solo la regina di C. scutellaris presentano volume minori di
material rimosso, rispetto alle galle dove sono presenti solo le operaie. Come gia discusso questo ¢
probabilmente frutto di una ottimizzazione delle risorse da parte della regina che modifica poco
I’ambiente che ha colonizzato, mentre le operaie effettuano una attivita di scavo piu intensa per
rendere piu adatta la struttura ad ospitare un numero crescente di individui. Al contrario la
complessita della struttura interna (indice della tipologia di scavo) ¢ maggiore in galle che ospitano
porzioni di colonie piu eterogenee (regina+operaiet+prole o operaie+prole). Di conseguenza i dati
raccolti danno indicazioni che galle differenti supportano fasi diverse del processo di crescita della
colonia, dalla fondazione alla maturazione.

Per le altre specie che colonizzano le galle, non si evidenzia una strategia analoga a C. scutellaris,
ovvero ogni specie presenta una sola architettura caratteristica. Il volume di scavo di C. truncata si
differenzia dal volume di scavo del gruppo Temnothorax e da quello di C. scutellaris nelle galle in
cui non ¢ presente la regina. Inoltre, il volume di scavo delle specie del genere Temnothorax si
differenzia anche da tutte le categorie di scavo di C. scutellaris tranne quelle con presenza di
reginatoperaiet+prole. Per quanto riguarda la complessita della struttura interna ci sono differenze
evidenti rispetto a C. scutellaris sia nella posizione dello scavo che nel numero di gallerie e spazi
formati. Peculiarita solo di Temnothorax spp ¢ la manipolazione non solo dell’architettura interna
della galla ma anche del foro di ingresso ridotto del 55% (n=10): probabilmente le dimensioni

dell’ingresso vengono ridotte per garantire una entrata selettiva alle operaie della colonia. Sono
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necessari ulteriori studi per approfondire il ruolo delle diverse architetture. Tali modificazioni della
struttura interna potrebbero essere dovute alla risposta a differenti variabili ambientali (come
temperature e umidita) o, in risposta a contaminazioni batteriche come dimostrato nelle “acorn ants”
Temnothorax curvispinosus (Karlik et al, 2016).

Nell’ottica di valutare i possibili danni alla pianta e le conseguenze sul suo benessere, sono stati
misurati differenti parametri diretti e indiretti per verificare il possible effetto della presenza delle
formiche. I risultati evidenziano una protezione da parte delle formiche nei confronti delle piante,
ovvero si ¢ verificata una riduzione del numero di fitofagi e dei danni sulla pianta. In lettaratura
sono presenti numerosi casi che evidenziano un effetto protettivo da parte delle formiche verso
differenti insetti che causano danni alle piante (Bronstein, 1998; Agrawal & Rutter, 1998; Heil &
McKey, 2003; Heil, 2008; Castracani et al, 2017; Campolo et al, 2015). Inoltre il presente studio ha
documentato un effetto protettivo delle formiche nei confronti di attacchi fungini alle piante.
Caratteristica di molti insetti sociali ¢ quella di riuscire a limitare la presenza di batteri e funghi
patogeni all’interno del loro nido e nell’area di foraggiamento, chiave del loro successo ecologico.
Grazie alle sostanze chimiche prodotte da numerose ghiandole e rilasciate durante I’attivita di
patrolling sulle piante le formiche possono garantire una efficace azione difensiva contro batteri e
funghi (H6lldobler & Wilson, 1990; Rico-Gray & Oliveira, 2007). Come dimostrato in differenti
studi su Acacia hindsii la riduzione e il controllo di infezioni possono essere dovute anche alla
presenza di batteri simbionti presenti sulle zape delle formiche (Gonzales & Teuber, 2014; Grasso
et al, 2015). A seguito dei dati ottenuti possiamo affermare che lo svantaggio evolutivo dovuto alla
perdita di gemme fiorali causata dell’attacco del cinipede, ¢ compensato dalla presenza delle
formiche sulle piante. Ottimizando la loro presenza e attivita la pianta ottiene un grande vantaggio.
Secondo questa ipotesi le galle potrebbero svolgere un ruolo analogo a quello delle domazie. Infatti
molte piante mirmecofite hanno evoluto differenti strutture modificate con presenza di corridoi e
camera, per facilitare la fondazione e lo sviluppo della colonia (Grasso et al, 2015). Come
dimostrato in questo lavoro le galle come le domazie, favoriscono la fondazione di colonie da parte
di specie differenti di formiche. La presenza di specie divere con differenti caratteristiche

etoecologiche consentirebbe alla pianta di ottenere benefici diretti e indiretti dalla loro presenza.
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CAPITOLO 7

Conclusioni generali

Il presente lavoro ha permesso di valutare le interazioni tra specie di formiche e piante mirmecofile
in ambiente mediterraneo chiarendo numerosi aspetti legati a queste relazioni mutualistiche e
ponendo nuovi interrogativi per futuri sviluppi. Si tratta dei primi dati di tipo ecoetologico raccolti
in modo sistematico su questo fenomeno in Italia e tra i pochi che riguardano specie che vivono a
latitudini temperate. Infatti le relazioni tra formiche e piante, sono state principalmente studiate in
aree tropicali dove si riscontrano fenomeni estremi di simbiosi (Rico-Grey& Oliveira, 2007).
Tuttavia, 1 casi di mutualismo che coinvolgono piante e formiche a diversi livelli di complessita
(relazioni occasionali, relazioni facoltative e altre piu stabili) non sono rari (o potrebbero non
esserlo) anche ad altre latitudini. La presenza di numerose specie vegetali che presentano nettari
extrafiorali anche in zone temperate e mediterranee potrebbe esserne lo specchio (Grasso et al,
2015). Con la presente ricerca, ho cercato di fornire dati utili a descrivere e interpretare tale
fenomeno su specie comuni in Italia o specie qui presenti ma di interesse agronomico generale. Cio
con I’obiettivo non solo di colmare alcune lacune conoscitive di carattere ecologico ed etologico,
ma anche di fornire spunti per possibili applicazioni pratiche in ambito agronomico che da questi
studi potrebbero derivare.

I risultati ottenuti in campo hanno permesso di descrivere le specie della mirmecofauna coinvolte e
gli effetti sulle piante a seguito della loro presenza. Per le 3 specie vegetali utilizzate come modello
nella presente ricerca ¢ stato riscontrato un numero piuttosto elevato di specie di formiche
interagenti (n=15). E’ stata registrata una differenza altamente significativa nel confronto tra piante
con nettari liberamente accessibili e piante in cui venivano bloccati (rif cap 2) riscontrando un
incremento del numero di formiche su piante con nettari liberi. Di particolare interesse ¢ anche il
maggior numero di formiche rilevato non solo nell’ambito dei transetti contenenti le piante con con
nettari extrafiorali liberi ma, anche, a distanza entro un raggio di 10 m, rispetto ai transetti con
nettari non accessibili. Cid mostra una elevata mirmecofilia delle piante studiate che implica, un
incremento dell’attivita di molte specie di formiche nei loro paraggi. Cio potrebbe avere un impatto
positivo indiretto anche sulla vegetazione circostante. Infatti grazie alle loro azione dissuasiva nei
confronti di insetti fitofagi, dovuta alla loro intensa attivita di pattugliamento, nonché alla tendenza
di molte specie a comportarsi da predatori generalisti, le formiche potrebbero estendere i loro
servigi alle piante limitrofe da quelle direttamente attrattive per loro. Gli esperimenti effettuati in
campo hanno infatti consentito di chiarire il ruolo delle formiche nella protezione delle piante per

tutte le specie modello (Prunus avium, Vicia sativa, Vicia faba). 1 risultati indicano un consistente
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effetto difensivo operato dalle formiche, che si evidenzia con un abbattimento della presenza di
insetti fitofagi e una riduzione dei danni inflitti alla pianta (rif cap 2; cap5). Tale effetto sulla fitness
delle piante ¢ particolarmente evidente in natura su V. sativa e V. faba con un incremento della
qualita e quantia dei semi prodotti. La azione delle formiche ha consentito di ridurre la predazione
dei semi garantendo la potenziale dispersione di un maggior numero di semi vitali. I risultati
ottenuti evidenziano e sottolineano il potenziale ruolo delle formiche come agenti di controllo
biologico in agricoltura, con particolare riguardo a sistemi di controllo conservativo (Campolo et al,
2015; Grasso et al, 2015, Castracani et al, 2017). Gli esperimenti sia in campo che in laboratorio su
P. avium e V. faba hanno evidenziato per la prima volta una specifica risposta fisiologica delle
piante alla presenza delle sole formiche: un aumento significativo della quantita di nettare secreto.
Dati presenti in letteratura evidenziano casi di aumento nella produzione del nettare extrafiorale da
parte delle piante solo in seguito all’attacco di fitofagi o, al danneggiamento meccanico
sperimentale di porzioni della pianta (Mondor et al, 2003). E’ possibile che questo processo di
secrezione indotta, osservato per la prima volta su piante mirmecofile, avvenga seguendo
meccanismi e pattern fisiologici diversi a seconda che la pianta venga danneggiata da fitofagi (o
eventualmente per azione meccanica non dovuta ad insetti) o entri in contatto con le formiche.
Tuttavia, ¢ anche possibile che 1 due processi abbiano elementi in comune nella regolazione e
produzione del nettare extrafiorale dal momento che, per I’estrazione del nettare le formiche
interagiscono a volte anche in modo frenetico con il nettario esercitando un’azione meccanica con
potenziale effetto stimolatorio. L’ipotesi si basa su alcune evidenze osservazionali e sperimentali
del tutto preliminari (Grasso et al, 2017; Nepi et al, 2017) e richiede ulteriori studi e
approfondimenti per essere verificata.

Gli effetti registrati a seguito dell’assunzione del nettare extrafiorale da parte delle formiche,
particolarmente marcati nel caso delle interazioni con P. avium supportano 1’ipotesi di una possibile
manipolazione comportamentale delle formiche da parte della pianta (Grasso et al, 2015). Gli
esperimenti infatti evidenziano una maggiore permanenza delle formiche sulle piante, una
variazione dei parametri locomotori e un’alterazione delle risposte al feromone di traccia. A cio si
aggiunge un aumento delle reazioni aggressive nei confronti di potenziali predatori della pianta.
Tali alterazioni del comportamento garantirebbero alla pianta la presenza su di sé¢ di formiche
particolarmente attive ed aggressive dedite al pattugliamento per lunghi periodi di tempo, ottenendo
un vantaggio grazie ad azioni di difesa diretta e indiretta (Offenberg, 2015). La difesa si potrebbe
estendere anche al controllo di agenti patogeni potenzialmente nocivi per la pianta (ad es. funghi e
batteri) grazie all’effetto diretto di pulizia e rimozione sulla superficie della pianta, alla produzione
diretta di sostanze antibiotiche o prodotte da batteri simbionti presenti sul loro corpo (Gonzalez &

Teuber, 2014).
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Infine, di particole interessante ¢ il caso delle interazione tra formiche e piante del genere Quercus
spp mediate da galle di Andricus quercustozae studiate in dettaglio qui per la prima volta. Anche in
questo caso la presenza delle formiche su giovani piante si ¢ tradotta in una significativa
diminuzione di insetti fitofagi sulla piante e riduzione di infezioni funginee, fornendo ulteriori
informazioni su possibili meccanismi di difesa indiretta su piante del genere Quercus spp. mediata
dalle formiche ma non attivamente (almeno apparentemente) perseguita dalle piante. I dati
dimostrano, infatti, che le galle favoriscono le presenza delle formiche sulle piante fornendo loro un
ambiente ideale per la fondazione e sviluppo delle colonie. Sebbene ’attacco del cinipide galligeno
possa comportare un danno alla fitness della pianta dovuto alla perdita di gemme fiorali, il costo
potrebbe essere compensato dall’azione predatoria delle formiche nei confronti di insetti fitofagi. In
questo modo, le galle assolverebbero a un ruolo analogo a quello delle domazie nelle piante
mirmecofite, garantendo una presenza stabile delle formiche e, pertanto, un efficiente sistema di
difesa. Per questo motivo, nel presente lavoro di tesi il caso che riguarda le relazioni tra formiche e
piante di Quercus spp mediate da galle ¢ stato definito by-product mutualism, ovvero un
mutualismo indiretto (sotto prodotto) risultante da un precedente processo di parassitizzazione della
pianta. Lo studio di queste interessanti interazioni merita ulteriori approfondimenti viste le notevoli

implicazioni evolutive, ecologiche ed applicative che da questi possono scaturire.
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