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RESUMO

Para espécies que nado apresentam cuidados parentais, tais como insetos
oviparos, a escolha de um local de oviposicao favoravel é de extrema importancia
para o sucesso da prole. A teoria do nicho prevé que a oviposi¢ao de grilos deve
mostrar uma resposta em forma de sino a umidade do substrato. Entretanto, pelo
menos um experimento de laboratério com paquinhas (Orthoptera:
Gryllotalpoidea) indicou uma resposta de oviposigao linear em relagédo a umidade
do substrato. O grilo doméstico Acheta domesticus (Orthoptera: Grylloidea)
também apresenta um crescimento corporal dos juvenis linear em relacdo a
umidade do substrato, o que sugere uma relagdo positiva entre umidade e
preferéncia de oviposicdo. Aqui testamos a relacdo entre a frequéncia de
oviposicdo e a umidade do substrato, em espécies de grilos de serrapilheira
florestal, primariamente compostas Ubiquepuella telytokous, utilizando
experimentos de campo. Também testamos as respostas de oviposicdo de U.
telytokous em experimentos de laboratorio. Oferecemos substratos de oviposg¢ao
que variaram a umidade de zero porcento até a capacidade maxima de absor¢ao
do substrato. A preferéncia de oviposicao foi estimada utilizando presencga ou
auséncia de ovos como uma variavel resposta binaria, regressao logistica
ajustada (GAMM) para testar respostas ndo lineares, e GLMs para testar
respostas lineares. Verificamos que a probabilidade de oviposicdo aumenta
linearmente com a umidade do substrato para U. telytokous, nos experimentos de
campo e laboratorio. Nossos resultados demonstram a importancia da umidade
do substrato como requisito de nicho ecolégico para Ubiquepuella telytokous. Este
trabalho reforga o conhecimento da associag¢ao de histéria de vida de grilos com a
umidade, e sugere que esses organismos podem ser particularmente ameacgados

por mudancas climaticas que tornam habitats aridos.

PALAVRAS-CHAVE Aridez de habitat; Nicho ecoldgico; Condigdes ambientais;
Mudancgas climaticas globais;; Resposta linear e em formato de sino; substrato;
GAMM; GLM.



FOREST LITTER CRICKETS PREFER HIGHER SUBSTRATE HUMIDITY FOR
OVIPOSITION: EVIDENCE FROM LAB AND FIELD EXPERIMENTS WITH
Ubiquepuella telytokous (ORTHOPTERA: GRYLLOIDEA: PHALANGOPSIDAE)

ABSTRACT

For species that do not exhibit parental care such as oviparous insects, choosing a
favorable oviposition site is of utmost importance for brood success. Niche theory
predicts that crickets should show a bell-shaped oviposition response to substrate

humidity. However, at least one lab experiment with mole crickets (Orthoptera:
Gryllotalpoidea) indicated a linear oviposition responses to substrate humidity. The
house cricket Acheta domesticus (Orthoptera: Grylloidea) also shows a linear
juvenile body growth response to substrate humidity, which suggests a positive
relationship between humidity and oviposition preference. We evaluated the
relationship between oviposition frequency and substrate humidity in forest litter-
dwelling species, primarily composed of Ubiquepuella telytokous, using field
experiments. We also tested oviposition responses of U. telytokous to substrate
humidity in a laboratory experiment. We offered oviposition substrates that varied
in humidity from zero percent to maximum substrate water absorption capacity.
Oviposition preference was estimated using presence or absence of eggs as a
binary response variable, adjusted logistic regression (GAMM) was used to test for
non-linear responses, and GLMs were used to test linear responses. We found
that oviposition probability increased linearly with substrate humidity for U.
telytokous in both field and lab experiments. Our results demonstrate the
importance of substrate humidity as an ecological niche requirement for this
species. This work bolsters knowledge of litter cricket life history association with
humidity, and suggests that litter crickets may be particularly threatened by

changes in climate that favor habitat drying.

KEY WORDS: Ecological niche; Environmental conditions; Global climate
changes; Habitat drying; Linear versus bell-shaped response; Substrate; GAMM;
GLM.



INTRODUGAO GERAL

A distribuicdo dos organismos € determinada por dois tipos de fatores
ecologicos: de baixo para cima (botfom-up) e de cima para baixo (top-down)
(BRUGGISSER et al., 2012; GIRARD et al., 2015). Fatores top-down controlam as
populacdes através de relagbes troficas entre os individuos, e sé atuarao se os
organismos controlados ocorrerem em locais onde existe presenga de
predadores, parasitas e competidores. Ja fatores bottom-up, abrangem recursos e
condigbes necessarias para que 0s organismos sobrevivam e se reproduzam. O
conjunto destes fatores foi sintetizado no conceito de nicho ecoldgico
(HUTCHINSON, 1957).

Um organismo pode ocorrer em locais onde ndo existem condi¢des e recursos
adequados para sobrevivéncia ou reproducido, mas neste caso, sua permanéncia
dependera do influxo de imigrantes vindos locais propicios (BRUGGISSER et al.,
2012; GIRARD et al., 2015). Nesse caso, a distribuigdo dos organismos resultara
de um balanco entre a possibilidade de persisténcia dos individuos no local, junto
com as taxas de imigracdo. Estas taxas devem eventualmente compensar
sumidouros, na qual a taxa de crescimento populacional seria negativa,
considerando o local isolado. Assim, espera-se que em ambientes com mais
recursos e condi¢des adequadas, encontraremos maior densidade populacional,
mesmo que ali também ocorra maior concentragéo de predadores (ZHANG et al.,
2015).

A distribuicao espacial de grilos (Orthoptera: Grylloidea) de serapilheira dentro
de florestas é heterogénea: alguns locais possuem maior densidade de grilos do
que outros (SZINWELSKI et al., 2012). Fatores que determinam esta distribuicao
podem envolver caracteristicas da biologia destes organismos, atuando
diretamente sobre os individuos, promovendo alteragcbes de fendtipos, como
coloracdo (CAGLAR et al., 2014) e tamanho corporal (MCCLUNEY; DATE, 2008).
Fatores como pressao atmosférica (MONTAGNA et al., 2012), luz (TOMIOKA et
al., 1991), umidade (MCCLUNEY; DATE, 2008), e temperatura (CAGLAR et al.,
2014) podem afetar as taxas de reprodugcao, migracao, crescimento (NETO et al.,
1976).
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Para aumentar a sobrevivéncia e 0 sucesso reprodutivo, os organismos devem
buscar locais com condicdes e recursos dentro de uma faixa étima. Nesses locais,
as taxas de reproducédo, crescimento e sobrevivéncia serdo altas, enquanto que
nos limites extremos, a sobrevivéncia e reproducdo podem ser comprometidas
(RANDALL et al., 2011).

Dentre os fatores citados, a agua exerce um papel fundamental na fisiologia
dos organismos, e consiste no principal composto dos fluidos de todos os seres
vivos no planeta, totalizando 70% ou mais da massa na maioria dos organismos.
Além de ser um solvente no qual ocorrem reacdes metabdlicas, a agua também
atua diretamente em diversas reag¢des quimicas presente no metabolismo dos
seres vivos. (SCHMIDT-NIELSEN, 1988; RANDALL et al., 2011; NELSON; COX,
2002).

Em situacdes de estresse hidrico, os insetos podem fazer uso de &agua
metabdlica, ndo requerendo uma fonte de agua constante em seu ambiente
(RANDALL et. al., 2011). Outros, em época de escassez, entram em diapausa e
quinetopausa (JAMESON; MACFARLANE; HOGAN, 1976; NETO et al., 1976),
com interrupcdo do desenvolvimento e das atividades bioldgicas,
respectivamente. Este processo protege os organismos durante o periodo em que
o ambiente é desfavoravel (BOYCHUK et al.,, 2015; GEHRKEN; DOUMBIA,
1996). Apesar de alguns insetos possuirem uma pequena tolerancia a
dessecacdo, a longo prazo a falta de agua pode afetar o crescimento e
comprometer a estrutura cuticular, impedindo o desenvolvimento (NORHISHAM
et al., 2013).

As oviposi¢cdes de grilos de serapilheira podem estar ligadas a alguma
condicdo ambiental, como a umidade, na qual as fémeas escolheriam locais mais
adequados para a sobrevivéncia e desenvolvimento dos filhotes, tanto no periodo
embrionario quanto pds-embrionario. Antes de ovipor, as fémeas utilizam suas
pecas bucais para verificar a umidade do substrato (DESTEPHANO; BRADY;
FARR, 1982). Se a superficie for umida, a fémea introduz o ovipositor, a fim de
verificar a umidade inferior do local. Esta sé procedera se detectar que o interior

do substrato estiver umido o suficiente para garantir o desenvolvimento dos ovos
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(LAMB; WILLEY, 1989). Estudos que avaliam oviposicdo em grilos sao
regularmente publicados (GREEN; TREGENZA, 2009; OGAWA et al., 2011;
SRYGLEY, 2014), porém nao é conhecida bibliografia que avalie esse processo
relacionado diretamente com a umidade, em experimentos de campo e

laboratdrio.

Aqui avaliamos se diferencas na umidade do solo afetam a preferéncia de
oviposicao de grilos de serapilheira. A umidade da serapilheira € uma dimenséo
importante do nicho ecologico desses organismos, e esta intimamente ligado com
a sua distribuicdo e abundancia. Locais muito secos, ou excessivamente umidos,
seriam preteridos em favor de locais com umidades intermediarias, mais
adequadas ao metabolismo e ao desenvolvimento destes animais. Por outro lado,
baseado na resposta de Acheta domestiscus (MCCLUNEY; DATE, 2008), em
relacdo ao crescimento corporal em relacdo a disponibilidade de umidade,
esperariamos uma resposta linear em relacdo aos niveis de umidade. Desse
modo, o objetivo desse trabalho é verificar a preferéncia de oviposi¢ao de grilos

de serapilheira, em relagao a diferentes niveis de umidade.
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Resumo

1. Em insetos que nao possuem cuidado parental, a escolha do local de ovi-
posicao consiste em uma fase crucial para o desenvolvimento da prole, e a
umidade seria um fator determinante nessa escolha. O conhecimento do fator
umidade para esses insetos é de extrema importancia, ja que é negligenciado

na maioria dos trabalhos ecologicos, que analisam apenas a temperatura.

2. Grilos de serrapilheira florestal possuem preferéncia especifica para algum

nivel de umidade?

3. Realizamos um experimento manipulativo em campo, avaliando a oviposi¢ao

de grilos em relacao a umidade do substrato.
4. A preferéncia de oviposicao aumenta linearmente com os niveis de umidade.

5. A umidade é um aspecto importante do nicho ecologico desses animais. Ape-
sar do experimento ser realizado com insetos, existem indicativos de que a
disponibilidade de umidade é um fator limitante para diversos grupos de ani-
mais, alterando sua distribuigao geogréafica e abundancia. O trabalho tam-
bém contribui para a conservagao biologica de grilos de serrapilheira, através

do conhecimento das varidveis 6timas para as populacoes desses organismos.

Palavras Chave

Ensifera; Experimento de campo; Grilos Neotropicais; Hemimetabolo; Local de

oviposicao; Orthoptera; Parque Nacional do Iguacu; Serrapilheira Florestal.
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Introducao

A distribuicao dos organismos é determinada por dois tipos de fatores ecologicos:
de cima para baixo (top-down) e de baixo para cima (bottom-up) (Bruggisser et al.,
2012; Girard et al., 2015). Fatores top-down controlam as populagdes por meio de
relacoes troficas entre os individuos, e atuarao devido a presenca de predadores,
parasitas e competidores. Ja fatores bottom-up, abrangem recursos e condigoes
necessarios para que os organismos sobrevivam e se reproduzam. O conjunto destes
fatores foi sintetizado no conceito de nicho ecologico (Hutchinson, 1957).

Dentre os fatores bottom-up, a escolha do local de oviposicao pode ser crucial
para a manutencao do fitness em espécies que nao apresentam cuidado parental
(Reéale & Roff, 2002; Moriyama & Numata, 2006). Entretanto, ha uma disputa en-
tre o investimento na produgao de ovos (quantidade e tamanho) e a busca por locais
adequados para a oviposi¢ao (Lack, 1947; Albeny-Simdes et al., 2014; Szinwelski
et al., 2015). Geralmente o gasto de tempo em busca de substratos adequados
resulta no aumento do fitness (Rozen et al., 2010). Porém, gastar tempo na busca
por locais adequados levaria a diminuicao do investimento em reproducao, pois
o alto gasto de tempo gera estresse e confusao (Silberbush & Blaustein, 2011).
Como na maioria dos insetos sao os machos que atraem as fémeas por meio de
feromonios (Yew & Chung, 2015), vibracdo do substrato (Bell, 1980) e/ou estri-
dulagao (Forrest, 1991; Zefa et al., 2008), qualquer informagao repassada por esses
mecanismos sobre a qualidade do macho e do ambiente de seu territorio favorecera
a escolha da fémea e diminuird o tempo de busca por locais adequados para a ovi-
posicao (Forrest, 1991; Rillich et al., 2009). Fémeas irao preferir locais protegidos

de predadores, dessecacdo e congelamento (Ross & Harrison, 2006), e que apre-
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sentem recursos e condi¢oes adequados (Loher & Dambach, 1989), pois isso tera
efeito positivo sobre a taxa de eclosdo (Norhisham et al., 2013), sobrevivéncia da
prole (Pickford, 1966; Potter, 1983), e por fim, sobre as taxas reprodutivas liquidas
(Mousseau & Fox, 1998). Assim, os machos que conseguirem repassar informagoes
sobre seu fitness e sobre o ambiente que ocupam terao maior sucesso reprodutivo
(Bell, 1980; Loher & Dambach, 1989; Zizzari et al., 2009).

Dentre os fatores que levam as fémeas & escolher um sitio de oviposicao, a
umidade do substrato exerce um papel fundamental (Potter, 1983; Hinton, 1981;
Hilker & Meiners, 2011). A umidade é importante na fisiologia, desenvolvimento e
metabolismo dos organismos (Nelson & Cox, 2002; Randall et al., 2011). Sua falta,
especialmente durante as fases embrionarias e juvenis, influenciara negativamente
a sintese de quitina e a quantidade de mudas (ecdises) (Gwynne, 2001), tamanho
e peso corporal (McCluney & Date, 2008), coloracao (Caglar et al., 2014), além
de afetar a distribui¢ao e abundancia de insetos (Chown et al., 2011).

Na literatura, entretanto, sao escassos estudos que avaliem o efeito que a umi-
dade exerce na oviposigao de insetos (Hinton, 1981; Potter, 1983; Hertl et al., 2001;
Hilker & Meiners, 2011), especialmente porque esse fator é negligenciado em es-
tudos cientificos, que geralmente se apoiam no efeito da temperatura como fator
de relagao em padrdes reprodutivos (Tauber et al., 1998; Hodek, 2003; Moriyama
& Numata, 2006). Embora sejam conhecidos alguns mecanismos que afetam a
oviposigao de grilos (Orthoptera: Grylloidea), como compostos quimicos presen-
tes no esperma do macho (Green & Tregenza, 2009), padroes neurais regulados
por sensilas associadas ao ovipositor (Ogawa et al., 2011), e temperatura (Srygley,
2014), nao foi avaliado o efeito que a umidade exerce sobre a oviposi¢ao desses

insetos.
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Grilos possuem grande importancia ecologica devido ao seu papel fundamental
na cadeia trofica de ecossistemas, pois sao fonte de alimento para diversos ani-
mais (Sperber et al., 2012). Além disso, espécies que vivem na serrapilheira sao
considerados excelentes bioindicadores, pois respondem de forma rapida, precisa
e pontual a impactos e perturbacoes ambientais, permitindo a identificagdo e o
possivel manejo de tais degradages. (Hoffmann et al., 2002; Sperber et al., 2007;
Cajaiba, 2012; Szinwelski et al., 2015). Grilos também sao amplamente utilizados
como modelos biologicos em estudos de bioquimica, fisiologia e biologia molecular
(Uryu et al., 2013; Watanabe et al., 2014), citogenética (Zefa et al., 2014), além
de estudos em evolugdo e especiagdo (Zuk et al., 2006; Tinghitella & Zuk, 2009;
Balenger & Zuk, 2015).

Nesse trabalho, assumimos que a umidade do substrato ¢ uma dimensao im-
portante do nicho ecologico dos grilos, sendo um fator chave para a oviposicao,
distribuicao e abundancia desses animais, e avaliamos se a umidade do substrato
afeta a preferéncia de oviposicao de grilos de serrapilheira. Baseado na teoria de
nicho ecologico (Hutchinson, 1957), na qual organismos apresentam um aspecto
6timo de condicoes abitticas, com condigoes sub-6timas e eventualmente letais em
valores extremos, seria esperada uma resposta nao linear, em formato de sino, re-
lacionada a preferéncia de oviposicao em um substrato com umidade variavel. Por
outro lado, baseado na resposta de Acheta domesticus (Orthoptera: Grylloidea)
para disponibilidade de agua (McCluney & Date, 2008), um aumento linear da
preferéncia de oviposicao relacionado com a umidade do substrato também pode
ser esperado. Aqui, testamos hipoteses explicativas de que (i) a umidade do subs-
trato afeta a preferéncia de oviposicao, apresentando uma resposta nao linear, em

forma de sino, e (ii) que a preferéncia da oviposi¢do aumenta linearmente com a
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umidade do substrato, até a capacidade maxima de absorcao do substrato.

Materiais e métodos

Area de estudo

O experimento foi realizado no Parque Nacional do Iguagu (25°37°35”S - 54°27°9"W),
em Foz do Tguagu, Parana - Brasil, em maio de 2012 (Figura 1). A vegetagao local
é composta de floresta tropical semi-decidual e ombrofila mista, dentro do bioma
Mata Atlantica. O clima da regiao pode ser classificado como mesotermal sub-
tropical tmido, com média anual de temperatura de 19 °C e precipitagao de 1600
milimetros (Peel et al., 2007; Szinwelski et al., 2012). Na semana de realizagao
do experimento nao houve precipitacao, porém o tempo estava nublado no tltimo

dia.

Desenho experimental

Para testar o efeito da umidade do substrato na preferéncia de oviposi¢ao de gri-
los de serrapilheira florestal, a 500 metros distantes da borda da floresta, foram
criados 30 transectos paralelos de 100 metros de comprimento e 30 metros dis-
tantes uns dos outros. Em cada transecto, a cada 10 metros, foram colocadas 10
bandejas plasticas, preenchidas com 29.2 gramas de algodao hidrofilico. Utiliza-
mos bandejas de poliestireno, com 10 centimetros de comprimento, 10 centimetros
de largura e trés centimetros de profundidade. As bandejas foram enterradas no
solo, mantendo-se a abertura no nivel da serrapilheira. O tratamento consistiu

em variar a quantidade de umidade disponivel em cada bandeja, de zero a 198
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gramas de dgua, em intervalos de 22 gramas (Figura 2). A disposi¢do das bande-
jas com cada nivel de umidade foi aleatorizada para cada transecto (ver tabela 1
para o procedimento de aleatorizagao). Utilizamos bandejas de poliestireno, com
10 centimetros de comprimento, 10 centimetros de largura e trés centimetros de
profundidade.

O experimento ficou instalado no campo durante 48 horas. Apoés esse periodo,
as bandejas foram retiradas e pesadas, para quantificar a perda ou ganho de agua
durante o experimento. Apos a pesagem, as bandejas foram tampadas e embaladas
em plastico filme, para evitar a eclosao dos ovos, e consequentemente a perda de
dados. O esforco total de amostragem foi de 300 bandejas, alocadas linearmente
nos transectos (n = 30). As bandejas foram levadas para o Laboratorio, para
triagem e contagem dos ovos, com auxilio de estéreo-microscopio. A identificacao
dos ovos foi feita a partir de caracteristicas morfologicas, especificas para grilos
de serrapilheira (Furneaux et al., 1969; McFarlane, 1970; Donoughe & Extavour,
2016).

Analise dos dados

Para estimar a preferéncia de oviposicao de grilos em relagao a umidade do subs-
trato, usamos a presenca ou auséncia de ovos nas bandejas como varidvel resposta
bindria. Fizemos isso devido a grande quantidade de zeros nos dados coletados,
ou seja, muitas bandejas nao possuiam nenhum ovo. Portanto, ajustamos modelos
binomiais generalizados, com funcao de ligacdo canonica e distribuicao de erros
binomiais (Crawley, 2013).

Para testar se a preferéncia de oviposicao de grilos segue um padrao nao linear
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em forma de sino, em resposta a umidade do substrato, ajustamos GAMM’s -
Modelos Generalizados Aditivos Mistos (Zuur, 2012), com os niveis de umidade do
substrato como termos inteiros, variando de zero (sem adi¢ao de agua) até nove
(198 gramas de dgua). Também ajustamos GAMM’s alternativos, variando o valor
de k (knots — nimero de nos), de dois a dez, de modo a lidar com eventuais ten-
déncias dos resultados ajustados (Zuur, 2012). Nos modelos aditivos, os transectos
foram ajustados como efeito aleatorio (Gelman & Hill, 2007).

Para testar se a preferéncia de oviposicao de grilos segue um padrao linear em
resposta a umidade do substrato, ajustamos modelos lineares generalizados mistos
(GLMM), com presenca/auséncia de ovos como variavel resposta, e os niveis de
umidade como variavel explicativa. O ntimero de réplicas foi ajustado como efeito
aleatorio, com utilizacao de distribuicao binomial. Entretanto, os modelos ajus-
tados apresentaram sobre-dispersao, e portanto, foram ajustados com distribuicao
de erros binomial negativa (negbin family), como recomendado por Zuur et al.
(2009), Crawley (2013) e Winter & Wieling (2016).

Todos os modelos ajustados foram sujeitos a analise de residuo para avaliar sua
adequacao aos dados e presenca de sub ou sobre-dispersao dos dados. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas com o programa estatistico R, versao 3.2.4

(R Core Team, 2016).

Resultados

No total, foram encontrados 229 ovos de grilos nas bandejas instaladas no campo.
Cento e setenta e nove bandejas nao apresentaram oviposicao, 51 bandejas apre-

sentaram um Unico ovo, 40 bandejas apresentaram dois ovos, 22 bandejas apresen-
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taram trés ovos, e oito bandejas apresentaram quatro ovos.

Houve um pequeno nimero de ovos ovipostos nos niveis menores de umidade (0-
3), quando comparado com niveis maiores de umidade de substrato (4-9) (Tabela
2). Os trés maiores niveis de umidade (9, 8 e 7) apresentaram 123 ovos (54% do
total de ovos ovipostos). Os proximos trés niveis (6, 5 e 4) apresentaram 85 ovos
(37%), e os quatro menores niveis (3, 2, 1 e 0) acumularam 21 ovos (9%). Cerca
de 90% dos ovos (208) foram ovipositados nos substratos com umidade maior de
44% (niveis 9-4).

Dentre todos os modelos generalizados aditivos mistos testados, nao encon-
tramos evidéncia de um efeito nao linear entre a probabilidade de oviposicao e a
umidade do substrato (P > 0.005). Isso foi corroborado pelo valor do "edf" (ef-
fective degrees of freedom - graus de liberdade efetivos), que variou entre de 0.9 a
1.1, indicando a linearidade dos modelos (Zuur et al., 2009; Crawley, 2013).

Utilizando modelos lineares generalizados mistos, verificamos que a probabi-

2

lidade de oviposi¢do aumentou linearmente com a umidade do substrato (x* =

99.38, P < 0.001 - Figura 3).

Discussao

Em nosso estudo, verificamos que os grilos de serrapilheira ovipoem preferencial-
mente em locais mais imidos, pois este seria um fator importante do nicho desses
animais e/ou garante maior sucesso reprodutivo. A umidade do substrato é im-
portante para a oviposi¢ao em insetos, como demostrado para coleépteros (Potter,
1983), paquinhas (Orthoptera:Gryllotalpidae) (Hertl et al., 2001) e interagoes en-

tre a umidade retida pelas plantas e a oviposigao de insetos (Hinton, 1981; Hilker &
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Meiners, 2011). Em todos esses estudos a umidade se correlacionou positivamente
com a taxa de postura, sobrevivéncia e eclosao dos ovos.

A umidade afeta a sobrevivéncia pos-eclosdo, e em locais mais tmidos, uma
maior propor¢ao de juvenis consegue chegar a fase adulta (Moriyama & Numata,
2006). A sobrevivéncia maior de juvenis pode estar ligada diretamente ao tama-
nho corporal dos insetos (Neto et al., 1976; McCluney & Date, 2008). Em grilos,
o tamanho corporal e o peso estao relacionados a fertilidade e resisténcia & des-
secacao (Gray et al., 2001; Whitman, 2008; Caglar et al., 2014). Adicionalmente,
as fémeas preferem grilos maiores (Sugano et al., 2008; Branson, 2008) por esses
serem melhores competidores e assim ocuparem os territérios com recursos mais
abundantes e condi¢oes favoraveis (Filin et al., 2008).

Para paquinhas, a umidade tem efeito direto na estridulacao (Forrest, 1991).
Machos com maior disponibilidade de umidade durante o desenvolvimento con-
seguem produzir um volume maior de som. Por meio da estridulacao os machos
passam para as fémeas informacoes de sua aptidao sexual, e portanto sons mais
altos tendem a atrair mais fémeas para o acasalamento (Hertl et al., 2001), por
atingirem maiores distancias. Adicionalmente, além de reconhecer as caracteristi-
cas do macho através do som (Alexander, 1957; Bell, 1980; Miyoshi et al., 2007;
Zefa et al., 2008), a fémea recebe informagoes da umidade do local onde o macho
se encontra. Sua escolha, portanto, levard em conta os atributos do macho e se
as caracteristicas do ambiente sao favoraveis a postura de seus ovos, garantindo
assim, maior sucesso reprodutivo (Hertl et al., 2001). Em nosso experimento nao
houve controle das espécies que ovipositaram nas bandejas oferecidas. Entretanto,
é sabido que a comunidade de grilos da regiao de estudo é heterogénea (Souza-Dias,

2009; Szinwelski et al., 2012), ou seja, ha espécies com aparelho estridulatorio de-
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senvolvido e espécies nao estridulantes. Espécies de grilo que possuem aparelho
estridulatorio funcional podem apresentar mecanismos de envio de informacoes se-
melhantes ao das paquinhas. Por outro lado, espécies sem aparelho estridulatorio
funcional podem reconhecer informagoes dos machos e de seus territérios por meio
de sinais quimicos de feromonios, que também sao regulados e influenciados pela
umidade, devido a alteracoes nos perfis quimicos desses compostos (Yew & Chung,
2015).

Mesmo havendo preferéncia pela oviposicao em locais tmidos, as fémeas tam-
bém podem colocam seus ovos em locais secos (Réale & Roff, 2002). Isso pode ser
explicado pelo comportamento de bet-hedger (aposta) (Seger & Brockmann, 1987;
Philippi & Seger, 1989). Esse termo segue a ideia de que locais com condigoes am-
bientais variaveis e imprevisiveis favorecem genotipos com uma baixa variabilidade
de fitness. Isso significa que organismos que nao utilizam estratégias especificas de
reproducao podem ser favorecidos, devido a um aumento da probabilidade da prole
desenvolver-se em um ambiente variavel, mesmo que em tamanho populacional re-
duzido (Hopper, 1999). Desse modo, espécies que apresentam esse comportamento
diminuem seu fitness a curto prazo, porém em um periodo maior de tempo, seu
fitness é aumentado, pois suas populagoes apresentam menor chance de serem
extintas dado a variabilidade ambiental (Olofsson et al., 2009). No caso de ovi-
posicao em grilos, sob a condicao de alta variabilidade de umidade, a oviposi¢ao
nos diferentes tipos de umidade pode ser um comportamento de aposta. Fémeas
que colocam seus ovos em umidades variaveis teriam maior sucesso reprodutivo do
que fémeas que colocam os ovos sempre na mesma umidade (Réale & Roff, 2002).
Esse comportamento pode explicar a presenca de ovos em praticamente todos os

niveis de umidade em nosso experimento (mesmo que em pequenas quantidades

25



214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

234

235

236

237

238

nos menores niveis).

Em substratos secos, a oviposi¢ao acontece em uma camada profunda do solo,
0 que propicia maior protecdao contra a dessecacdo. A profundidade de oviposicao
constitui, portanto, um mecanismo adicional de aposta. Quando a umidade no
substrato é elevada, os ovos tendem a ser ovipostos em camadas superficiais, ja
que a dessecacao ¢ menor e o desenvolvimento é mais rapido, devido a facilidade
dos ovos absorverem agua (100% do seu peso) durante a embriogénese (Furneaux
et al., 1969; Loher & Dambach, 1989; McFarlane, 1970). Além disso, a taxa de
mortalidade é baixa nos ovos colocados em profundidades menores, pois os grilos
recém eclodidos conseguem escavar facilmente para fora do substrato. Juvenis que
eclodem em solos secos e profundidades maiores possuem maior dificuldade em
escavar o solo, e suas taxas de sobrevivéncia sao reduzidas (Moriyama & Numata,
2006). Nosso trabalho nao avaliou a profundidade da postura dos ovos de grilos,
mas Reéale & Roff (2002) demostraram que fémeas ovipéem mais profundamente
em substratos secos do que substratos imidos, sem haver diferenca no nimero de
ovos colocados em cada substrato. Entretanto, somente dois niveis de umidades
foram testados pelos autores, e isso pode ter influenciado o comportamento de
aposta pela falta de opcoes de substrato para oviposicao, levando ao niimero similar
de ovos colocados em cada um destes.

Umidade também esté relacionada com a interrupcao do desenvolvimento em-
brionario nos insetos, chamada de diapausa, que consiste na interrup¢ao da embrio-
génese, devido a exposicao desses organismos a um periodo ambiental desfavoravel
(Gehrken & Doumbia, 1996; Ruppert et al., 2005; Boychuk et al., 2015). Em es-
perancas (Orthoptera: Tettigoniidae) foi verificado que a umidade é um fator que

"liga e desliga" esse processo fisiologico (Ingrisch, 1996). Deste modo, niveis bai-
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xo0s de umidade ativariam a diapausa (ambiente desfavoravel), e niveis elevados de
umidade a encerrariam (ambiente favoravel). A diapausa é um importante meca-
nismo evolutivo, permitindo as populagées persistirem ao longo do tempo (Hodek,
2003), além de ampliarem a sua distribui¢ao (Bang et al., 2011).

Seria esperado que a alta umidade no substrato criasse um ambiente propicio
para o crescimento e desenvolvimento de fungos e bactérias, que podem causar
infecgdes nos ovos e torné-los inviaveis (Butenschoen & Scheu, 2014; Makita &
Fujii, 2015). Entretanto, os ovos dos grilos possuem revestimentos de ceras e ca-
madas especificas que garantem prote¢ao contra patogenos (Furneaux et al., 1969).
Adicionalmente, dos embrioes aos adultos ocorre a presenca de lisozimas especifi-
cas na hemolinfa, que atuam como antibi6ticos e conferem a protecao necessaria
(Schneider, 1985).

A umidade dentro da floresta é variadvel e a chuva representa a principal fonte
de umidade. Determinados locais no ambiente mantém a umidade independente
de precipitacio (Wilcox & Murphy, 1985), pela retencao de agua ou retardo da
evaporagao (Subramanian & Sivaramakrishnan, 2005; Groll et al., 2016). Em nosso
experimento, as fémeas identificaram o substrato ofertado, demonstrando a busca
por niveis adequados de umidade para a oviposicao, apesar do baixo nimero de
ovos encontrados.

O baixo nimero de ovos nas bandejas contrasta com a média de ovos coloca-
dos por fémeas de grilos de serrapilheira (Loher & Dambach, 1989). Mas o baixo
naumero de ovos pode ser explicado pela textura do substrato oferecido durante o
experimento (algodao). A textura do substrato de oviposi¢ao é um fator avaliado
pelas fémeas, e o fazem por meio de receptores nos palpos e no ovipositor (Des-

tephano et al., 1982). Algodao nao é um substrato comum para esses insetos, e
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seria preterido por substratos comuns de oviposicao, como solo, galhos e folhicos
vegetais (Loher & Dambach, 1989; Bradford et al., 1993; Sperber et al., 2012).
Além do mais, no caso de nao encontrar um substrato adequado, fémeas podem
nao ovipor naquele momento simplesmente atrasando a oviposi¢ao (Hertl et al.,
2001), ou colocando uma quantidade reduzida de ovos, para evitar gasto de energia
(Ghouri & McFarlane, 1958). Este pode ter sido o caso do baixo ntimero de ovos
em nosso experimento.

Apesar do experimento ser realizado com grilos, podemos esperar que a dispo-
nibilidade de umidade ¢ um fator limitante para a oviposicao de diversos grupos de
insetos e outros animais. A disponibilidade desse fator pode alterar a distribuigao
geografica e abundancia desses organismos, especialmente no caso de um déficit,
no qual as populagoes seriam gravemente afetadas, devido a diminuicao das taxas
de recrutamento (Gehrken & Doumbia, 1996). Este trabalho contribui para a con-
servacao biologica de grilos neotropicais de serrapilheira, através do conhecimento
do efeito de uma varidvel abiotica sobre uma etapa critica do desenvolvimento e
reproducao desses organismos. Informacoes relacionadas a biologia dos animais
sao extremamente importantes para a conservacao, pois permitem conhecer carac-
teristicas do ciclo de vida, suas taxas de natalidade e mortalidade, seu padrao de

distribuicao, sua importancia nas cadeias troficas e seu estado de vulnerabilidade.
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Legenda das tabelas

Tabela 1. Aleatorizacao da disposicao das bandejas em cada transecto do expe-
rimento. Parque Nacional do Iguacu, 2012.

Tabela 2. Numero de ovos encontrados em cada nivel de umidade, apds 48 horas
do experimento. Parque Nacional do Iguacu, 2012.
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Tabela 1:
Transecto Ordem aleatdéria das bandejas
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Tabela 2:

Niveis de umidade/g de Agua N° de Ovos

0 (0 g) 3

1(22 g) 3

2 (44 g) 9

3 (66 g) 6

4 (88 g) 12
5 (110 g) 29
6 (132 g) 44
7 (154 g) 44
8 (176 g) 39
9 (198 g) 40

Total 229
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Legenda das figuras

Figura 1. Parque Nacional do Iguagu (Foz do Iguagu - Brasil). A estrela repre-
senta as coordenadas geogréficas do local de realizacao do experimento.

Figura 2. Ilustracao do desenho experimental. Trinta transectos com dez trata-
mentos cada (niveis de umidade), completamente aleatorizados.

Figura 3. Probabilidade de oviposi¢ao (variavel binaria) em fungdo do nivel de
umidade em campo. O tamanho dos circulos representa a sobreposicao de obser-
vagoes em um nivel de umidade (ntimero de ovos). A curva representa o modelo
minimo adequado da regressao logistica ajustada.
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Figura 2:

Experimento de campo

29,29

Algodao: KKK
//'

Niveis
de tratamento
(agua):

_Og
H:
-4449

X 7
-88g¢g
-110g
-132g 10 m
-154 g

-176 g

-198 g

O©OoONOOOADRWN-0

HOHO=(0O)

HOHDO

HUHD

H

CHC)

O

o

3

*A ordem dos niveis de tratamento foi aleatorizada para cada transecto (n=30).

Ver tabela 1 para o procedimento de aleatorizagio.
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Resumo

Para espécies que nao apresentam cuidados parentais, tais como insetos oviparos, a
escolha de um local de oviposigao favoravel é de extrema importancia para o sucesso da
prole. A teoria do nicho prevé que a oviposigao de grilos deve mostrar uma resposta em
forma de sino a umidade do substrato. Entretanto, pelo menos um experimento de
laboratoério com paquinhas indicou uma resposta de oviposigao linear em relacao a
umidade do substrato. O grilo doméstico Acheta domesticus também apresenta um
crescimento corporal dos juvenis linear em relagdo a umidade do substrato, o que sugere
uma relagao positiva entre umidade e preferéncia de oviposicao. Aqui testamos a relagao
entre a frequéncia de oviposicao e a umidade do substrato em espécies de grilos de
serrapilheira florestal, primariamente compostas de Ubiquepuella telytokous, utilizando
experimentos de campo. Também testamos as respostas de oviposicao de U. telytokous
em experimentos de laboratério. Oferecemos substratos de oviposgdo que variaram a
umidade de zero porcento até a capacidade maxima de absorcao do substrato. A
preferéncia de oviposicao foi estimada utilizando presenga ou auséncia de ovos como
uma varidvel resposta bindria, regressao logistica ajustada (GAMM) para testar
respostas nao lineares, e GLMs para testar respostas lineares. Verificamos que a
probabilidade de oviposicao aumenta linearmente com a umidade do substrato para U.
telytokous, nos experimentos de campo e laboratério. Nossos resultados demonstram a
importancia da umidade do substrato como requisito de nicho ecoldgico para
Ubiquepuella telytokous. Este trabalho reforga o conhecimento da associacao de histéria
de vida de grilos com a umidade, e sugere que esses organismos podem ser
particularmente ameacados por mudancas climaticas que tornam habitats aridos.
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Introducao

A distribuicdo de organismos em um ambiente resulta de dois mecanismos de regulacao
opostos e simultaneos: “Top-down” (cima para baixo) e “Bottom-up” (baixo para
cima) [1[2]. Os mecanismos “Top-down” controlam populagdes por meio de interagdes
troéficas entre individuos (por exemplo: predacao, competigao e parasitismo). J& os
mecanismos “Bottom-up”estao relacionados com a produgao primaria e incluem a
disponibilidade de recursos e o conjunto de condicoes fisicas que afetam a sobrevivéncia
e reproducao. O conceito de nicho ecoldgico sintetiza a influéncia das forgas
“Top-down”e “Bottom-up”’nas dreas de ocupagao fisica das espécies [3], e nesse quadro o
nicho fundamental é reduzido ao nicho realizado [4]. Dentre os comportamentos de grilos
influenciados por fatores “Bottom-up”, a escolha do local de oviposicao é crucial para o
“fitness” da prole, especialmente em espécies sem cuidado parental [5,/6]. Fémeas deverao
preferir locais que oferegam protegdo contra predadores, dessecagio e congelamento |7],
assim como locais com disponibilidade de recursos adequada e condigoes fisicas
apropriadas [8], para garantir altas taxas de eclosdo [9], probabilidade de sobrevivéncia
da prole [10,/11], e consequentemente, altas taxas reprodutivas liquidas [12].

A umidade do substrato esté entre os fatores mais importantes para a selecao do
local de oviposigao de grilos [13}/14], pois exerce efeitos na fisiologia, no desenvolvimento
e no metabolismo [15,/16]. A limitagdo ao acesso de dgua, especialmente durante os
estdgios embriondrios e juvenis, pode dificultar a sintese de quitina e a ecdise [17],
reduzir o tamanho e a massa corporal [18], alterar a pigmentacao [19], dificultar a
locomogao [20}21] além de afetar a distribuigao e abundéancia das espécies [22]. No
entanto, poucos estudos investigam os efeitos da umidade do substrato, na preferéncia
de oviposicao de insetos [104[13}[14,23], em vez disso sdo publicados trabalhos focando
nos efeitos da temperatura em padrdes reprodutivos [11,241[25]. Para grilos de
serrapilheira (Orthoptera: Grylloidea), fatores conhecidos que afetam a preferéncia de
oviposigao incluem compostos quimicos no esperma do macho [26], respostas neurais
regulados por sensilas no ovipositor [27] e temperatura [28]. No entanto, para grilos, a
preferencia de oviposicdo em resposta & umidade do substrato ainda nao foi avaliada.

No6s avaliamos as respostas de oviposicao de Ubiquepuella telytokous em substratos
com diferentes niveis de umidade. A teoria ecolégica do nicho prediz que os organismos
tém uma faixa 6tima de condigbes abidticas [3], fora dessa faixa o “fitness”pode ser
sub-6timo, nocivo, ou mesmo letal em valores extremos. Neste caso, para a oviposigao,
nés esperariamos uma resposta nao linear — em forma de sino, para um gradiente de
umidade do substrato, que varia de zero a 100%. No entanto, um experimento com
paquinhas indicou uma resposta linear de oviposi¢ao em resposta a umidade do
substrato [23], assim como o grilo doméstico Acheta domesticus (Orthoptera:
Grylollidae) mostra uma resposta linear do crescimento corporal em relagao
disponibilidade de dgua |18], indicando a possibilidade de um aumento linear na
preferéncia de oviposicdo em resposta & umidade do substrato. Aqui testamos as
hipéteses alternativas de que (i) a preferéncia de oviposigdo mostra uma resposta
nao-linear & umidade do substrato; ou (ii) que a oviposi¢gdo aumenta linearmente com a
umidade do substrato.

Materiais e Métodos

Experimento de Campo

O experimento foi realizado no Parque Nacional do Iguagu (25°37’35”S - 54°27°9"W),
em Foz do Iguacu, Parana - Brasil, em maio de 2012 (Figura. A vegetagao local é
composta de floresta tropical semi-decidual e ombréfila mista, pertencente ao bioma
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Mata Atlantica. O clima da regido pode ser classificado como mesotermal subtropical
imido, com média anual de temperatura de 19 °C e precipitacdo de 1600 milimetros .

N

(3

Parque Nacional do
Iguacgu - Brasil

Figura 1. Parque Nacional do Iguagu, Foz do Iguagu, Parand, Brasil. A
estrela representa as coordenadas geograficas do local do experimento.

Trinta transectos paralelos foram estabelecidos dentro da floresta, colocados a 500
metros da borda. Cada transecto possuia 100 m de comprimemto, e a distancia entre
transectos foi de 30 m. Dez bandejas plasticas (10 x 10 x 3 cm) foram colocadas ao
longo de cada transecto, com 10 m de distancia entre elas (esfor¢o total de amostragem
= 300 bandejas; N = 30). As bandejas foram preenchidas com 29.2 g de algodao
hidrofilico (capacidade méxima da bandeja) e enterradas no chdo com a abertura no
nivel da serrapilheira. A umidade nas bandejas foi manipulada pela adicao de agua,
variando de zero a 100% da capacidade de absor¢ao. Conseguimos isso medindo o peso
total da bandeja, substrato de algodao e a dgua em uma escala, calculando o peso da
agua como segue: [bandeja (g) + substrato de algodao (g) + dgua (g)] — [bandeja (g) +
substrato de algodao (g)] = dgua (g). Depois do tratamento com zero % de dgua, foi
adicionado 22 g de dgua nas bandejas, até chegar a um total de 198g no tratamento com
100% da capacidade maxima de absorcao (Fig[2p). A disposi¢ao das bandejas em cada
transecto foi aleatorizada. As bandejas permaneceram no campo durante 48 horas para
permitir a oviposi¢ao dos grilos nas mesmas. Apesar do desenho experimental permitir
a oviposicao de grilos de qualquer espécie, Ubiquepuella telytokous é de longe a espécie
mais comum na area de estudo, e é portanto a mais provavel a ovipor no substrato.
Depois do periodo de 48 horas, as bandejas foram embaladas e transportadas para o
laboratorio, para contagem dos ovos.

Experimento de laboratério

O experimento de oviposi¢ao em laboratdrio ocorreu em uma sala climatizada a 25 °C,
com 80% de umidade relativa e um fotoperiodo de 12:12, D:N. Os experimentos foram
conduzidos utilizando o grilo partenogenético Ubiquepuella telytokous, coletados no
Parque Nacional do Iguagu , onde sao extremamente abundantes . Os grilos
foram mantidos em um terrario de 150 x 50 x 50 cm, com agua e alimento abundantes.

PLOS

47/p7]

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75



@PLOS | susmission

(a) Experimento de campo (b) Experimento de laboratério

9 4 Recipiente
(e 3 :

Oy o9

Niveis de K

oO-rO-HO+~HOHOHOHOHOHOHO
N

Niveis de
tratamento tratamento
(adgua): (dgua):
0- O0g 8 0- 0,09
1- 22g 1-1,06 g
2- 44 ¢ 2-2,12 g
3- 66¢g 5 3-3,18 g ﬁ,
4- 88¢g 4-4,26 g alimento @
5-110 g 7 5-5,32 g _
6-132 g 6-6,48 g (10) )
7-154 g 10 cm 7-7,64 g © @ ©,
8-176 g 3 8-8,70 g
9-198 g 9-9,86 g

Figura 2. Desenho experimental dos experimentos de campo (a) e
laboratério (b). *Exemplo do desenho experimental. A ordem dos niveis de umidade
foi aleatdria em cada transecto/bandeja.

O terrario foi mantido em uma sala climatizada durante dois dias antes do experimento
de oviposicao, para aclimatagao.

O experimento de laboratério consistiu em uma reprodugao do experimento de
campo em uma escala menor (20.75 vezes menor), com condigoes ambientais
controladas. Nés estabelecemos arenas com multiplas escolhas (ao invés de transectos)
para cada fémea de grilo, utilizando bandejas circulares e transparentes (30 cm de
diametro e 15 de altura) (Fig[2b). Nés utilizamos bandejas circulares para evitar o
efeito da preferéncia de grilos por cantos (N. Szinwelski, pers. obs.). Dez recipientes
menores (3 cm de didmetro x 1 cm altura) foram distribuidos e fixados radialmente nas
bandejas (Fig ) Os recipientes foram preenchidos com 0.7 g de algodao hidrofilico.
Os tratamentos consistiram de dez niveis de umidade, variando de zero a 9.54 gramas
(capacidade mdxima de absor¢ao) de dgua, com 1.06 gramas entre os tratamentos (ver
métodos: pesagem de dgua para para o experimento de campo). Assim como o
experimento de campo, os niveis de umidade de substrato (recipientes) foram
aleatoriamente distribuidos na arena.

No centro de cada bandeja, colocamos trés gramas de alimento (alimento para peixes
em flocos) [§]. Depois de montar as arenas de multipla escolha, selecionamos trinta
fémeas previamente aclimatadas, com as maiores massas corporais, pois individuos mais
pesados tendem a ser mais férteis [32] e sdo mais provdveis & ovipor em ambiente
laboratorial. Fémeas foram colocadas sozinhas no centro de cada bandeja, para evitar
competicao e eventual dano ou morte das fémeas competidoras. Os ensaios de
oviposi¢ao duraram 48 horas em uma sala climatizada.

Depois do experimento, as fémeas foram sacrificadas, fixadas em etanol [31] e
depositadas no Laboratério de Orthoptera, afiliado ao museu regional de Entomologia
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na Universidade Federal de Vigosa (UFV). A autorizacao de coleta no Parque Nacional
do Iguagu foi cedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservagao e Biodiversidade -
ICMBio for NS (SISBIO 46964). Os insetos estudados nao estdo em listas vermelhas,
ameagadas ou em risco de extingao.

Triagem das amostras

As bandejas de ambos experimentos foram levadas ao laboratdrio para triagem e
contagem de ovos, com auxilio de um estéromicroscopio. A identificagdo dos ovos foi
realizada com base em caracteristicas morfoldgicas especificas — coloragao amarelo
pélido e formato fusiforme, com bordas arredondadas [30433H35].

Analise dos dados

Nés realizamos as andlises de dados separadamente para os experimentos de campo e
laboratério. Para estimar a preferéncia de oviposigao, utilizamos a presenca ou auséncia
de ovos como uma varidvel resposta binaria. Noés utilizamos essa abordagem devido ao
baixo nimero de ovos encontrados em cada recipiente com substrato. Ajustamos
modelos binomiais generalizados, com funcdo logit e distribuicdo binomial de

residuos [36].

Com objetivo de testar se a preferéncia de oviposigao tem uma resposta nao linear,
em formato de sino em fungao da umidade do substrato, nés ajustamos Modelos
Generalizados Aditivos Mistos (GAMM) [37], com os niveis de umidade do substrato
como termos de suavizagdo inteiros, variando de zero (sem adi¢do de dgua) até 9 (100%
da capacidade de absorc@o do substrato). Ajustamos GAMMs alternativos variando o
valor de k (“knots” — nds) de dois a dez, para considerar o eventual viés nos resultados
ajustados |37]. As bandejas replicadas (experimentos de laboratério) ou transectos
(experimento de campo) foram incluidos no modelo como efeitos aleatérios, em modelos
separados para experimentos de campo e laboratorio.

Ajustamos modelos de efeitos mistos com intercepto aleatério [38] para considerar as
interacoes comportamentais no mesmo individuo, e no centro de cada bandeja
(experimento de laboratdrio), assim como para a correlagio espacial das bandejas
préximas no campo (devido a fauna comum de grilos na drea). Apesar do correlagao
espacial no campo ser menor do que no laboratoério, nés utilizamos a mesma abordagem
estatistica, por motivos de simetria.

Devido a sobre-dispersao que nao pode ser superada pela distribuicao de Poisson em
lugar da distribuigao binomial negativa, nés abandonamos o niimero de ovos como
variavel resposta e substituimos pela varidvel resposta binaria “presenga de ovos”. Nés
ajustamos regressoes binomiais bindrias com o nivel de umidade como uma variavel
explicativa quantitativa. A arena de multipla escolha (bandeja circular no experimento
de laboratério) ou o transecto (experimento de campo) foram ajustados como efeitos
aleatdrios. N6s utilizamos o AICe (“Akaike Information Criteria”, corrigido para
amostras pequenas) como critério para escolher o melhor modelo.

Os modelos ajustados foram sujeitos a anélise de residuos para avaliar a adequagao
do modelo. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software estatistico R,
versao 3.2.4 [39].

Resultados

Encontramos um total de 270 ovos, com oviposigao cinco vezes maior no campo (229)
do que no laboratério (41) — (Tabela . O numero de ovos variou de zero a sete, por
unidade experimental de substrato. No experimento de laboratério, apenas oito fémeas
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(30%) ovipositaram em mais de uma unidade de substrato; houveram 267 unidades sem
ovos, 30 unidades com um tnico ovo, duas unidades com dois ovos, e uma unidade de
substrato com sete ovos. No experimento de campo 179 unidades de substrato nao
continham ovos, 51 unidades continham um tinico ovo, 40 unidades com dois ovos, 22
com trés ovos, e oito unidades continham quatro ovos. No experimento de laboratério
houve um grande numero de substratos sem ovos, o que pode ser explicado pelo uso de
apenas uma unica fémea por réplica.

Tabela 1. Numero de ovos encontrados em cada nivel de tratamento apds
48 horas dos experimentos de campo e laboratério.

Niveis de umidade Numero de ovos
Laboratério | Campo
0 0 3
1 1 3
2 0 9
3 0 6
4 5 12
5 1 29
6 1 44
7 5 44
8 17 39
9 11 40
Total 41 229

No geral, houve um menor nimero de ovos em umidades baixas, comparadas com os
substratos com umidades maiores (Tabela . No experimento de campo, os trés
maiores niveis de umidade acumularam 123 ovos (54%), os préximos trés acumularam
85 (37%), e os quatro substratos com os menores niveis acumularam 21 ovos (9%). No
experimento de laboratério, os trés maiores niveis de umidade acumularam 33 ovos (80%
do total), enquanto os préximos trés niveis acumularam sete ovos (17%); e houve um
unico ovo (2%) oviposito entre os quatro substratos com os menores niveis de umidade.

No experimento de campo, 90.83% dos ovos foram ovipostos em substratos com
umidade acima de 44%; no experimento de laboratdrio esse niimero aumentou para
97.56%. Néo houve diferenca entre os experimentos de campo e laboratério, no efeito da
umidade do substrato na frequéncia de oviposicao de grilos (x? = 1.05, P = 0.30),
entretanto, a probabilidade de oviposigao foi maior no campo do que no experimento de
laboratério (x? = 83.78, P = 2.2e-16). Em ambos experimentos, a probabilidade de
oviposi¢ao aumentou linearmente com a umidade do substrato (y? = 99.38, P = 2.2¢-16,
Fig. . Nao encontramos evidéncia para um efeito nao linear na probabilidade de
oviposigao (edf variou entre 0.9993 e 1.001) [66].

Discussao

A oviposicao de grilos de serrapilheira foi positivamente correlacionada & umidade do
substrato, indicando a umidade como uma importante dimensao do nicho para esses
organismos. A umidade do substrato parece influenciar a aptidao em vérios grupos de
insetos. Alta umidade do substrato afeta positivamente a sobrevivéncia pds-eclosao em
cigarras, com uma maior propor¢ao de juvenis atingindo a fase adulta [11]. A
disponibilidade de dgua no substrato de oviposicao pode afetar o tamanho corporal (por
exemplo, grilos domésticos [18]), e o tamanho do corpo é provavelmente correlacionado
com a probabilidade de sobrevivéncia [40]. O tamanho e a massa do corpo em grilos
estao positivamente correlacionados com a fecundidade e resisténcia a
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Figura 3. Probabilidade de oviposi¢ao (varidvel bindria) em funcao dos
niveis de umidade, nos experimentos de campo e laboratdério. O tamanho dos
circulos e triangulos representa a sobreposicao de observagoes (nimero de ovos) em um
nivel de umidade. As curvas representam o modelo minimo adequado para o modelo
minimo ajustado da regressao logistica ajustada.

dessecacao |191[32L|41]. Além disso, fémeas de grilos preferem machos maiores [42}/43],
pois sao melhores competidores e tendem a ocupar territérios com recursos abundantes
e condicoes ambientais favordveis [44].

A umidade tem efeito direto na taxa de estridulacdo em paquinhas (Orthoptera:
Gryllotalpoidea) [45]. O alto teor de umidade permite que os machos produzam sons de
chamado mais altos, porque o solo imido é menos poroso e absorve menos som; sons
mais altos atingem distédncias maiores ¢ tendem a atrair mais fémeas [23]. Além de
reconhecer as caracteristicas masculinas através do som [46/149], as fémeas também
recebem informacoes sobre a umidade no ambiente dos machos, e podem ser capazes de

avaliar se as condigdes ambientais sdo favordveis para a postura de ovos nesse local [23].

A umidade também esta relacionada com a supressao do desenvolvimento embrionario
em insetos, chamada diapausa, que € a interrupgao da embriogénese devido a exposicao
de um organismos a um perfodo ambiental desfavordvel [54H56]. Em esperancas
(Orthoptera: Tettigoniidae) a umidade é um fator que comeca e termina o processo
fisiolégico da diapausa [57]. Assim, baixos niveis de umidade poderiam ativar a
diapausa (em um ambiente desfavordvel), e niveis de umidade mais elevados poderiam
encerrd-la (em um ambiente favordvel). A diapausa é um mecanismo evolutivo
importante, pois permite que as populagoes persistam em ambientes parcialmente
desfavoraveis [25], aumentando a distribuigao das espécies [5§].

Apesar da preferéncia pela oviposicao em substratos imidos, as fémeas também
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podem colocar seus ovos em substratos secos [5]. Isso é parcialmente explicado pelo
comportamento de “bet-hedger” (comportamento de aposta) [50,[51], em que locais com
condicOes ambientais imprevisiveis e varidveis favorecem gendtipos com baixa
variabilidade na aptidao. Os organismos que carecem de estratégias reprodutivas
especificas sao favorecidos neste caso, devido ao aumento da probabilidade de
desenvolvimento de descendentes num ambiente com condigoes varidveis (mesmo com
pequeno tamanho populacional) [52]. Espécies que apresentam comportamentos de
aposta diminuem a sua aptidao a curto prazo, mas durante um periodo de tempo mais
longo a aptidao é aumentada, pois as populacgoes tém uma menor probabilidade de
extingdo, devido & variabilidade ambiental [53]. Quando a umidade é altamente varidvel,
fémeas de grilos que ovipositam em substratos com diferentes niveis de umidade podem
ter maior sucesso reprodutivo, do que féemeas que ovipositam em substratos com o
mesmo nivel de umidade [5]. Isto pode explicar parcialmente a presenga de ovos em

praticamente todos os niveis de umidade (incluindo os baixos) em nossos experimentos.

Em substratos secos, grilos ovipositam profundamente no solo, para evitar a
dessecagao [5], representado um mecanismo adicional de aposta. Quando a umidade do
substrato é alta, as fémeas tendem a colocar seus ovos em camadas superficiais, uma vez
que o risco da dessecagao ¢é baixo e o desenvolvimento é acelerado, devido a rapida
absorgdo de dgua dos ovos durante a embriogénese (100% do peso) [8,/33,/34].
Adicionalmente ovos colocados em profundidades mais rasas tem menor mortalidade,
uma vez que os grilos recém-nascidos podem facilmente escavar o substrato. Juvenis que
eclodem em solos mais secos e mais profundos tém mais dificuldade em escavar, e as
taxas de sobrevivéncia sdo consequentemente reduzidas [11].

Nossos resultados de laboratério mostram que grilos de serrapilheira irao ovipositar
seus ovos entre uma ampla faixa de niveis umidade, com uma clara preferéncia por
substratos mais imidos. A umidade dentro da floresta é varidvel, e a chuva é sua fonte
principal. Certos locais conseguem manter a umidade independente de precipitagao [59],
devido a retencao de dgua, ou por um atraso na evaporagao [60,61]. Em nosso
experimento de campo, fémeas foram capazes de identificar as badejas com algodao
mais umido, demostrando a busca ativa por niveis adequados de umidade, para a
oviposicao. O baixo niumero de ovos nas bandejas nao é correspondente com a média de
ovos postos por grilos de serrapilheira na natureza [8]. Isto pode ser explicado pela
textura do substrato de algodao, uma vez que foi demonstrado que a textura é
detectada pelas fémeas antes da oviposicao, pelo uso de receptores sensoriais nos palpos
e ovipositor [62]. Algodao néo é um substrato comum para esses insetos, e
provavelmente seriam ignorados na presenga de substratos comuns de oviposigao, tais
como solo, galhos e folhas [8}63,[64]. Além disso, se a fémea nao encontrar um substrato
adequado, esta pode atrasar a oviposi¢ao ou reabsorver os ovos, para evitar gastos de
energia desnecessérios [65].

Conclusao

Embora a experiéncia seja realizada com grilos, podemos esperar que a disponibilidade
de umidade seja um fator limitante para a oviposicao de varios grupos de insetos,
especificamente de artrépodes de serrapilheira. A disponibilidade de umidade pode
alterar a distribuicao geogréfica e a abundancia desses organismos, e as populagoes
podem ser seriamente afetadas pela reducao cronica nos niveis de umidade, devido a
quedas no recrutamento [54]. Nossos resultados também indicam que a umidade do
substrato é uma importante dimensao do nicho ecolégico de grilos, e sugerem que esses
organismos sao particularmente vulnerdveis as mudancas climéticas que favorecem a
aridez do habitat.
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your online supporting files as ‘online supporting information' and upload them with the main
document. This allows the submission web site to combine all the relevant files together but keep
them separate when it comes to publication stage.

References

References in the text to work by up to three authors should be in full, e.g. (Johnson, Myers &
James 2006). If there are more than three authors, they should always be abbreviated thus: (Nilsen
et al. 2009). When different groups of authors with the same first author and date occur, they
should be cited thus: (Jonsen, Myers & James 2006a; Jonsen, James & Myers 2006b), then
subsequently abbreviated to (Jonsen et al. 2006a, b). The references in the list should be in
alphabetical order with the journal name in full. The format for papers, entire books, chapters in
books, and PhD theses is as follows.

Underwood, N. (2009) Effect of genetic variance in plant quality on the population dynamics of a
herbivorous insect. Journal of Animal Ecology, 78, 839-847.



62

Jonsen, |.D., Myers, R.A. & James, M.C. (2006) Robust hierarchical state—space models reveal
diel variation in travel rates of migrating leatherback turtles. Journal of Animal Ecology, 75, 1046—
1057.

Nilsen, E.B., Linnell, J.D.C., Odden, J. & Anderson, R. (2009) Climate, season, and social status
modulate the functional response of an efficient stalking predator: the Eurasian lynx. Journal of
Animal Ecology, 78, 741-751

Otto, S.P. & Day, T. (2007) A Biologist's Guide to Mathematical Modeling in Ecology and Evolution.
Princeton University Press, Princeton, New Jersey, USA.

Conway. G. (2007) A Doubly Green Revolution: ecology and food production. Theoretical Ecology:
Principles and Applications, 3rd edn (eds R. May & A. McLean), pp. 158-171. Oxford University
Press, Oxford.

Stevenson, I.R. (1994) Male-biased mortality in Soay sheep. PhD thesis, University of Cambridge,
Cambridge.

References should only be cited as 'in press' if the paper has been accepted for publication. Other
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Royal Society, London). Note that mathematical expressions should contain symbols not
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(ell) and "1' (one). Also make sure that expressions are spaced as you would like them to appear,
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Exclusive Licence Agreement
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a condition of publication and papers will not be published until a signed form is received. (Papers
subject to government or Crown copyright are exempt from this requirement.) Once a paper is
accepted, the corresponding author will receive an email from Wiley prompting them to login to
Author Services, where, via the Wiley Author Licencing Service (WALS), they will be able to
complete the licence agreement on behalf of all co-authors. The terms and conditions of the ELA
can be previewed in the samples associated with the Copyright FAQs here. Do not complete this
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colleagues to have complimentary access to the article once published on line. Visit our Author
Servicessite for more details on online production tracking, tips on article preparation and
submission, and more.

Please ensure that a complete e-mail address is provided when submitting the manuscript. Visit
our Author Services site for more details on online production tracking, tips on article preparation
and submission, and more.

Proofs

The correspondence author will receive an e-mail alert when the proof, an Acrobat PDF (portable
document format) file, can be downloaded from the e-proofing site. Acrobat Reader will be required
in order to read this file. This software can be downloaded (free of charge) from the following web
site: www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html
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This will enable the file to be opened, read on screen, and printed out for any corrections to be
added. Further instructions will be sent with the proofs. Proofs will be posted if no e-mail address is
available; in your absence, please arrange for a colleague to access your e-mail to retrieve the
proofs. Alterations in the text, other than printers errors, may be charged to the author.
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correct the proofs themselves, using the accepted version of the manuscript, if the authors
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Early View Publication
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'Accepted Article' version will be replaced online by the Early View version. These are final,
complete, full-text articles published online in advance of their publication in a printed issue.
Articles are therefore available as soon as they are ready, rather than having to wait for the next
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authors' final corrections have been incorporated. To register to receive an e-mail alert when your
Early View article is published, click here and log-in to Wiley Online Library.

Because Early View articles are in their final, complete form, no changes can be made after online
publication. Articles are given a Digital Object Identifier (DOI), which allows them to be cited and
tracked before allocation to an issue. After print publication, the DOI remains valid and can
continue to be used to cite and access the article. More information about DOIs can be found
at http:/imwww.doi.org/faq.html

OnlineOpen

OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to make their article
available to non-subscribers on publication, or whose funding agency requires grantees to archive
the final version of their article. With OnlineOpen, the author, the author's funding agency, or the
author's institution pays a fee to ensure that the article is made available to non-subscribers upon
publication via Wiley Online Library, as well as deposited in the funding agency's preferred archive.
The charge for OnlineOpen publication is $3,000 (discounted to $2,250 for papers where the first or
corresponding author is a current member of the British Ecological Society). For the full list of terms
and conditions, click here.

Following acceptance, any authors wishing to make their paper OnlineOpen will be required to
complete the payment form and will be given the option of signing a range of different Creative
Commons licences, depending on author choice and funder mandate.

Prior to acceptance there is no requirement to inform the Editorial Office that you intend to publish
your paper OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen articles are treated in the same way
as any other article. They go through the journal's standard peer-review process and will be
accepted or rejected based on their own merit.

Offprints

Free access to final PDF offprint of the published article will be provided to the corresponding
author, and will be available via Wiley-Blackwell Author Services only. Please therefore register for
free access to Author Services if you would like to access your article PDF offprint and enjoy the
many other benefits the Service offers. If you require paper offprints these may be ordered online.
Please click on the following link, fill in the necessary details and ensure that you complete all of
the required fields: http:/loffprint.cosprinters.com/blackwell. If you have queries about paper offprints
please email C.0.S. Printers Ltd.

Please note that the PDF file can only be distributed and used in accordance with the licencing
agreement agreed with the publisher.
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ANEXO Il
Normas da revista Plos One

Syle format

Manuscript files can be in the following formats: DOC, DOCX, RTF, or PDF. Microsoft Word documents
File format  should not be locked or protected. LaTeX manuscripts must be submitted as PDFs. Read the LaTeX

guidelines.

Manuscripts can be any length. There are no restrictions on word count, number of figures, or amount
Length of supporting information. We encourage you to present and discuss your findings concisely.

Use a standard font size and any standard font, except for Symbol font.
Font

Limit manuscript sections and sub-sections to 3 heading levels. Make sure heading levels are clearly
Headings indicated in the manuscript text.

Manuscript text should be double-spaced. Do not format text in multiple columns.
Layout

Include page numbers and line numbers in the manuscript file.
Page and line
numbers

Footnotes are not permitted. If your manuscript contains footnotes, move the information into the main
Footnotes text or the reference list, depending on the content.

Manuscripts must be submitted in English. You may submit translations of the manuscript or abstract as
Language supporting information. Read the supporting information guidelines.

Define abbreviations upon first appearance in the text. Do not use non-standard abbreviations unless
Abbreviations they appear at least three times in the text. Keep abbreviations to a minimum.

PLOS uses “Vancouver” style, as outlined in the ICMJE sample references. See reference formatting
Reference examples and additional instructions below.
style

We recommend using MathType for display and inline equations, as it will provide the most reliable
Equations outcome. If this is not possible, Equation Editor is acceptable. Avoid using MathType or Equation Editor
to insert single variables (e.g., “a®> + b?> = ¢?’), Greek or other symbols (e.g., B, A, or ' [prime]), or
mathematical operators (e.g., X, 2, or %) in running text. Wherever possible, insert single symbols as
normal text with the correct Unicode (hex) values. Do not use MathType or Equation Editor for only a
portion of an equation. Rather, ensure that the entire equation is included. Avoid “hybrid” inline or
display equations, in which part is text and part is MathType, or part is MathType and part is Equation
Editor.
Use correct and established nomenclature wherever possible.
Nomenclature

Units ofUse Sl units. If you do not use these exclusively, provide the Sl value in
measurement parentheses after each value. Read more about Sl units.
Drugs Provide the Recommended International Non-Proprietary Name (rINN).

Write in italics (e.g., Homo sapiens). Write out in full the genus and species, both in
the title of the manuscript and at the first mention of an organism in a paper. After
first mention, the first letter of the genus name followed by the full species name
may be used (e.g., H. sapiens).

Write in italics. Use the recommended name by consulting the appropriate genetic
Genes, mutations, nomenclature database (e.g., HUGO for human genes). It is sometimes advisable
genotypes, andto indicate the synonyms for the gene the first time it appears in the text. Gene
alleles prefixes such as those used for oncogenes or cellular localization should be shown

in roman typeface (e.g., v-fes, c-MYC).

Species names
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Prior to submission, authors who believe their manuscripts would benefit from professional editing
are encouraged to use language-editing and copyediting services. Obtaining this service is the
responsibility of the author, and should be done before initial submission. These services can be
found on the web using search terms like “scientific editing service” or “manuscript editing service.”
Submissions are not copyedited before publication.

Submissions that do not meet the PLOS ONE publication criterion for language standards may be
rejected.

Manuscript Organization

Manuscripts should be organized as follows. Instructions for each element appear below the list.

Beginning The following elements are required, in order:
section

section

section

o Title page: List title, authors, and affiliations as first page of manuscript
e Abstract
e Introduction
Middle The following elements can be renamed as needed and presented in any order:
e Materials and Methods
e Results
e Discussion
e Conclusions (optional)
Ending The following elements are required, in order:
Acknowledgments
References
Supporting information captions (if applicable)
Other e Figure captions are inserted immediately after the first paragraph in which the figure is cited.
elements Figure files are uploaded separately.

Tables are inserted immediately after the first paragraph in which they are cited.
Supporting information files are uploaded separately.

Please refer to our downloadable sample files to make sure that your submission meets our
formatting requirements:

o Download sample title, author list, and affiliations page (PDF)
e Download sample manuscript body (PDF)

Viewing Figures and Supporting Information in the compiled submission PDF
The compiled submission PDF includes low-resolution preview images of the figures after the
reference list. The function of these previews is to allow you to download the entire submission as
quickly as possible. Click the link at the top of each preview page to download a high-resolution
version of each figure. Links to download Supporting Information files are also available after the
reference list.
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Parts of a Submission

Title
Include a full title and a short title for the manuscript.

Length Guidelines Examples
250 Specific, descriptive, concise, andlImpact of cigarette smoke exposure on innate immunity:
characters comprehensible to readers outside the A Caenorhabditis elegans model

field

Solar drinking water disinfection (SODIS) to reduce
childhood diarrhoea in rural Bolivia: A cluster-randomized,
controlled trial
100 State the topic of the study Cigarette smoke exposure and innate immunity
characters
SODIS and childhood diarrhoea
Titles should be written in sentence case (only the first word of the text, proper nouns, and genus
names are capitalized). Avoid specialist abbreviations if possible. For clinical trials, systematic
reviews, or meta-analyses, the subtitle should include the study design.

Author List

Authorship requirements
All authors must meet the criteria for authorship as outlined in the authorship policy. Read the
policy. Those who contributed to the work but do not meet the criteria for authorship can be
mentioned in the Acknowledgments. Read more about Acknowledgments.

The corresponding author must provide an ORCID iD at the time of submission by entering it in the
user profile in the submission system. Read more about ORCID.

Author names and affiliations
Enter author names on the title page of the manuscript and in the online submission system.
On the title page, write author names in the following order:

e First name (or initials, if used)
e Middle name (or initials, if used)
e Last name (surname, family name)

Each author on the list must have an affiliation. The affiliation includes department, university, or
organizational affiliation and its location, including city, state/province (if applicable), and country.

If an author has multiple affiliations, enter all affiliations on the title page only. In the submission
system, enter only the preferred or primary affiliation.

Author names will be published exactly as they appear in the manuscript file. Please double-check
the information carefully to make sure it is correct.

Corresponding author

The submitting author is automatically designated as the corresponding author in the submission
system. The corresponding author is the primary contact for the journal office and the only author
able to view or change the manuscript while it is under editorial consideration.
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The corresponding author role may be transferred to another coauthor. However, note that
transferring the corresponding author role also transfers access to the manuscript. (To designate a
new corresponding author while the manuscript is still under consideration, watch the video tutorial
below.)

Only one corresponding author can be designated in the submission system, but this does not
restrict the number of corresponding authors that may be listed on the article in the event of
publication. Whoever is designated as a corresponding author on the title page of the manuscript
file will be listed as such upon publication. Include an email address for each corresponding author
listed on the title page of the manuscript.

‘“HMow to select a new corresponding author in Editorial Manager

Consortia and group authorship

If a manuscript is submitted on behalf of a consortium or group, include the consortium or group
name in the author list, and include the full list of members in the Acknowledgments or in a
supporting information file. Read the group authorship policy.

Author Contributions

Enter all author contributions in the submission system during submission. The contributions of all
authors must be described using the CRediT Taxonomy of author roles. Read the policy.

Contributions will be published with the final article, and they should accurately reflect contributions
to the work. The submitting author is responsible for completing this information at submission, and
it is expected that all authors will have reviewed, discussed, and agreed to their individual
contributions ahead of this time.

PLOS ONE will contact all authors by email at submission to ensure that they are aware of the
submission.

Cover letter
Upload a cover letter as a separate file in the online system. The length limit is 1 page.
The cover letter should include the following information:

e Summarize the study’s contribution to the scientific literature
Relate the study to previously published work

e Specify the type of article (for example, research article, systematic review, meta-analysis,
clinical trial)
Describe any prior interactions with PLOS regarding the submitted manuscript
Suggest appropriate Academic Editors to handle your manuscript (see the full list of
Academic Editors)

e List any opposed reviewers

IMPORTANT: Do not include requests to reduce or waive publication fees in the cover letter. This
information will be entered separately in the online submission system.

Read about publication fee assistance.
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Title page

The title, authors, and affiliations should all be included on a title page as the first page of the
manuscript file.

Download sample title, author list, and affiliations page (PDF)

Abstract

The Abstract comes after the title page in the manuscript file. The abstract text is also entered in a
separate field in the submission system.

The Abstract should:

Describe the main objective(s) of the study
e Explain how the study was done, including any model organisms used, without
methodological detail
Summarize the most important results and their significance
Not exceed 300 words

Abstracts should not include:

o (Citations
e Abbreviations, if possible

Introduction
The introduction should:

e Provide background that puts the manuscript into context and allows readers outside the
field to understand the purpose and significance of the study

Define the problem addressed and why it is important

Include a brief review of the key literature

Note any relevant controversies or disagreements in the field

Conclude with a brief statement of the overall aim of the work and a comment about
whether that aim was achieved

e o o o

Materials and Methods

The Materials and Methods section should provide enough detail to allow suitably skilled
investigators to fully replicate your study. Specific information and/or protocols for new methods
should be included in detail. If materials, methods, and protocols are well established, authors may
cite articles where those protocols are described in detail, but the submission should include
sufficient information to be understood independent of these references.

We encourage authors to submit detailed protocols for newer or less well-established methods as
supporting information. Read the supporting information guidelines.

Human or animal subjects and/or tissue or field sampling

Methods sections describing research using human or animal subjects and/or tissue or field
sampling must include required ethics statements. See the reporting guidelines for human
research, clinical trials, animal research, and observational and field studies for more information.
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Data

PLOS journals require authors to make all data underlying the findings described in their
manuscript fully available without restriction, with rare exception.

Large data sets, including raw data, may be deposited in an appropriate public repository. See our
list of recommended repositories.

For smaller data sets and certain data types, authors may provide their data within supporting
information files accompanying the manuscript. Authors should take care to maximize the
accessibility and reusability of the data by selecting a file format from which data can be efficiently
extracted (for example, spreadsheets or flat files should be provided rather than PDFs when
providing tabulated data).

For more information on how best to provide data, read our policy on data availability. PLOS does
not accept references to “data not shown.”

Cell lines

Methods sections describing research using cell lines must state the origin of the cell lines
used. See the reporting guidelines for cell line research for more information.

New taxon names

Methods sections of manuscripts adding new taxon names to the literature must follow
the reporting guidelines below for a new zoological taxon, botanical taxon, or fungal taxon.

Results, Discussion, Conclusions

These sections may all be separate, or may be combined to create a mixed Results/Discussion
section (commonly labeled “Results and Discussion”) or a mixed Discussion/Conclusions section
(commonly labeled “Discussion”). These sections may be further divided into subsections, each
with a concise subheading, as appropriate. These sections have no word limit, but the language
should be clear and concise.

Together, these sections should describe the results of the experiments, the interpretation of these
results, and the conclusions that can be drawn.

Authors should explain how the results relate to the hypothesis presented as the basis of the study
and provide a succinct explanation of the implications of the findings, particularly in relation to
previous related studies and potential future directions for research.

PLOS ONE editorial decisions do not rely on perceived significance or impact, so authors should
avoid overstating their conclusions. See the PLOS ONE Criteria for Publication for more
information.

Acknowledgments

Those who contributed to the work but do not meet our authorship criteria should be listed in the
Acknowledgments with a description of the contribution.

Authors are responsible for ensuring that anyone named in the Acknowledgments agrees to be
named.
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Do not include funding sources in the Acknowledgments or anywhere else in the manuscript file.
Funding information should only be entered in the financial disclosure section of the submission
system.

References
Any and all available works can be cited in the reference list. Acceptable sources include:

e Published or accepted manuscripts
e Manuscripts on preprint servers, if the manuscript is submitted to a journal and also
publicly available as a preprint

Do not cite the following sources in the reference list:

e Unavailable and unpublished work, including manuscripts that have been submitted but not
yet accepted (e.g., “unpublished work,” “data not shown”). Instead, include those data as
supplementary material or deposit the data in a publicly available database.

e Personal communications (these should be supported by a letter from the relevant authors
but not included in the reference list)

References are listed at the end of the manuscript and numbered in the order that they appear in
the text. In the text, cite the reference number in square brackets (e.g., “We used the techniques
developed by our colleagues [19] to analyze the data”). PLOS uses the numbered citation (citation-
sequence) method and first six authors, et al.

Do not include citations in abstracts or author summaries.
Make sure the parts of the manuscript are in the correct order before ordering the citations.
Formatting references

Because all references will be linked electronically as much as possible to the papers they cite,
proper formatting of the references is crucial.

PLOS uses the reference style outlined by the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE), also referred to as the “Vancouver” style. Example formats are listed below. Additional
examples are in the ICMJE sample references.

A reference management tool, EndNote, offers a current style file that can assist you with the
formatting of your references. If you have problems with any reference management program,
please contact the source company's technical support.

Journal name abbreviations should be those found in the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) databases.

Source Format

Published articles Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y, Su XL, Sun B, et al. cDNA, genomic sequence cloning
and overexpression of ribosomal protein gene L9 (rpL9) of the giant panda (Ailuropoda
melanoleuca). Genet Mol Res. 2011;10: 1576-1588.

Devaraju P, Gulati R, Antony PT, Mithun CB, Negi VS. Susceptibility to SLE in South
Indian Tamils may be influenced by genetic selection pressure on TLR2 and TLR9 genes.
Mol Immunol. 2014 Nov 22. pii: S0161-5890(14)00313-7. doi:
10.1016/j.molimm.2014.11.005
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Source Format

Note: A DOI number for the full-text article is acceptable as an alternative to or in addition
to traditional volume and page numbers.

Accepted, Same as published articles, but substitute “Forthcoming” for page numbers or DOI.

unpublished

articles

Web sites orHuynen MMTE, Martens P, Hilderlink HBM. The health impacts of globalisation: a

online articles conceptual framework. Global Health. 2005;1: 14. Available from:
http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14.

Books Bates B. Bargaining for life: A social history of tuberculosis. 1st ed. Philadelphia:

University of Pennsylvania Press; 1992.
Book chapters Hansen B. New York City epidemics and history for the public. In: Harden VA, Risse GB,
editors. AIDS and the historian. Bethesda: National Institutes of Health; 1991. pp. 21-28.
Deposited Krick T, Shub DA, Verstraete N, Ferreiro DU, Alonso LG, Shub M, et al. Amino acid
articles (preprints, metabolism conflicts with protein diversity; 1991. Preprint. Available from:
e-prints, or arXiv) arXiv:1403.3301v1. Cited 17 March 2014.
Published mediaFountain H. For Already Vulnerable Penguins, Study Finds Climate Change Is Another
(print or onlineDanger. The New  York  Times. 29  Jan 2014. Available  from:
newspapers and http://www.nytimes.com/2014/01/30/science/earth/climate-change-taking-toll-on-
magazine articles) penguins-study-finds.html. Cited 17 March 2014.

New mediaAllen L. Announcing PLOS Blogs. 2010 Sep 1 [cited 17 March 2014]. In: PLOS Blogs
(blogs, web sites, [Internet]. San Francisco: PLOS 2006 - . [about 2 screens]. Available from:
or other written http://blogs.plos.org/plos/2010/09/announcing-plos-blogs/.

works)

Masters' thesesWells A. Exploring the development of the independent, electronic, scholarly journal.
or doctoral M.Sc. Thesis, The University of Sheffield. 1999. Available from:
dissertations http://cumincad.scix.net/cgi-bin/works/Show?2e09

Databases and Roberts SB. QPX Genome Browser Feature Tracks; 2013 [cited 2013 Oct 5]. Database:
repositories figshare [Internet]. Available from:
(Figshare, arXiv) http://figshare.com/articles/QPX_Genome_Browser_Feature_Tracks/701214.
Multimedia Hitchcock A, producer and director. Rear Window [Film]; 1954. Los Angeles: MGM.

(videos, movies,
or TV shows)

Supporting Information

Authors can submit essential supporting files and multimedia files along with their manuscripts. All
supporting information will be subject to peer review. All file types can be submitted, but files must
be smaller than 10 MB in size.

Authors may use almost any description as the item name for a supporting information file as long
as it contains an “S” and number. For example, “S1 Appendix” and “S2 Appendix,” “S1 Table” and
“S2 Table,” and so forth.

Supporting information files are published exactly as provided, and are not copyedited.
Supporting information captions

List supporting information captions at the end of the manuscript file. Do not submit captions in a
separate file.

The file number and name are required in a caption, and we highly recommend including a one-line
title as well. You may also include a legend in your caption, but it is not required.
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Example caption

S1 Text. Title is strongly recommended. Legend is optional.

In-text citations

We recommend that you cite supporting information in the manuscript text, but this is not a
requirement. If you cite supporting information in the text, citations do not need to be in numerical

order.

Read the supporting information guidelines for more details about submitting supporting
information and multimedia files.

Figures and Tables

Figures

Do not include figures in the main manuscript file. Each figure must be prepared and submitted as
an individual file.

Cite figures in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript file.

Read the guidelines for figures.

Figure captions

Figure captions must be inserted in the text of the manuscript, immediately following the paragraph
in which the figure is first cited (read order). Do not include captions as part of the figure files
themselves or submit them in a separate document.

At @ minimum, include the following in your figure captions:

e A figure label with Arabic numerals, and “Figure” abbreviated to “Fig” (e.g. Fig 1, Fig 2,
Fig 3, etc). Match the label of your figure with the name of the file uploaded at submission
(e.g. a figure citation of “Fig 1” must refer to a figure file named “Fig1.tif”").

e A concise, descriptive title

The caption may also include a legend as needed.

Read more about figure captions.

Tables
Cite tables in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript file.

Place each table in your manuscript file directly after the paragraph in which it is first cited (read
order). Do not submit your tables in separate files.

Tables require a label (e.g., “Table 1”) and brief descriptive title to be placed above the table. Place
legends, footnotes, and other text below the table.

Read the guidelines for tables.



