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IZQUIERDO, J. V. O PAPEL DA: ASSOCIAQAO ENTRE FORMIGAS E NECTARIOS
EXTRANUPCIAIS SOBRE O EXITO REPRODUTIVO DE TOCOYENA FORMOSA
(RUBIACEAE). 2017. 64p. DISSERTACAO (MESTRADO) - INSTITQTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE
MESQUITA FILHO”, BOTUCATU.

RESUMO. As plantas oferecem recurso alimentar a muitas espécies animais através de
diferentes estruturas. Dentre tais estruturas estdo o0s nectarios, que sdo glandulas
multicelulares especializadas na producéo e secrecdo de néctar. Estes nectarios podem ocorrer
tanto em partes reprodutivas como vegetativas, e podem ser florais ou extraflorais. Entretanto,
também podem ser classificados quanto a sua fungdo em relacdo com a polinizacgdo, sendo do
tipo nupcial (quando sua funcédo esta relacionada a polinizagdo) ou extranupcial (quando sua
funcdo esta relacionada a defesa). Tocoyena formosa (Rubiaceae) é uma espécie comum do
Cerrado, cujos nectarios extraflorais sdo visitados por formigas. Entretanto, T. formosa tem
um Unico nectario que desempenha fungdes multivalentes, podendo ser tanto nupcial, quanto
extranupcial. Adicionalmente, a espécie também atrai formigas aos botbes no inicio da fase de
desenvolvimento cujas corolas sé@o abortadas. Neste contexto, para melhor compreender a
interacdo entre T. formosa e formigas, este trabalho teve como objetivos: a) caracterizar as
estruturas das distintas fases do nectario da espécie e a composi¢do quimica de seus agucares;
b) determinar se existe mudanca estrutural e/ou quimica que seja correspondente com o papel
ecoldgico de cada estdgio; c) analisar a dindmica de secre¢cdo do néctar em cada um dos
estagios de atividade do nectéario; e d) quantificar o investimento da planta no recurso para a
atracdo de formigas e o efeito destas no éxito reprodutivo. Nossos resultados indicam que o
nectario apresenta caracteristicas de tecido secretor ativo durante todos os estagios, assim
como a presenca de cristais de oxalato de calcio no tecido secretor e em outras partes do fruto
que contribuem com a protecdo contra herbivoros. N6s observamos que formigas diminuem
significativamente o dano foliar causado por herbivoros, porém ndo tiveram efeito sobre a
producdo de sementes. Deste modo, Tocoyena formosa direcionaria 0s recursos obtidos na
fotossintese para a secrecdo do néctar através de uma Unica estrutura secretora, e assim
protege as folhas e, indiretamente, os frutos e sementes em desenvolvimento. Destacamos que
este trabalho descreve pela primeira vez a ocorréncia de atividade de secrecdo de néctar em
botbes florais que perdem a corola de forma prematura, e aqui 0 denominamos de nectario

pré-floral.

Palavras chaves: anatomia, formigas, herbivoria foliar, mutualismo defensivo, nectario

extranupcial
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IZQUIERDO, J. V. THE ROLE OF THE ASSOCIATION BETWEEN ANTS AND
EXTRANUPTIAL NECTARIES ON THE FITNESS OF TOCOYENA FORMOSA
(RUBIACEAE). 2017. 64p. DISSERTACAO (MESTRADO) - INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE
MESQUITA FILHO”, BOTUCATU.

ABSTRACT. Plants offer food resources to many animal species through different structures.
Among such structures are the nectaries, which are multicellular glands specialized in nectar
production and secretion. Nectaries can occur in both reproductive and vegetative parts, and
depending on the location can be regarded as floral or extra-floral. However, they can also be
classified according to their function in relation to pollination, being nuptial (when their
function is related to pollination) or extranupcial (when their function is related to the
defense). Tocoyena formosa (Rubiaceae) is a common species of the Cerrado vegetation,
whose extrafloral nectaries are visited by ants. However, T. formosa has a single nectary that
performs multivalent functions, which can be both nuptial and extranuptial. In addition, the
species also attracts ants to the flower buds at the beginning of the development, whose
corollas are prematurely aborted. In this context, to better understand the interaction between
T. formosa and ants, the main goals of this study were: a) to characterize the nectary structure
as well as the sugar chemical composition during the distinct stages of the organ; b) assess
whether nectary structure and nectar sugar composition present changes which correspond to
the ecological function of each stage of the nectary; c) analyze nectar secretion dynamics of
each phase of the nectary; and d) quantify plant investment in the attraction of ants and the
effectivity of ants in plant fitness. Our results indicate that the nectary presents characteristics
of active secretory tissue during all stages, as well as the presence of calcium oxalate crystals
in both secretory tissue and in other parts of the fruit, which may contribute to the fruit
protection against herbivores. We observed that ants significantly reduced leaf damage caused
by herbivores, but they had no effect on seed production. Hence, Tocoyena formosa direct the
resources obtained in the photosynthesis towards the secretion of the nectar through a single
secretory structure, and thus protect leaves against herbivores which indirectly may also
benefit fruit and seed production. We highlight that our study describes for the first time the
occurrence of nectar secretion activity in floral buds that lose the corolla prematurely, that we

named here as pre-floral nectary.

Keywords: anatomy, ants, defensive mutualism, extranuptial nectary, foliar herbivory
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INTRODUGCAO GERAL

Os nectarios sdo estruturas secretoras multicelulares que secretam o néctar, i.e., uma
solucdo aquosa com elevado conteudo de agUcar, e possibilitam a interacdo das plantas com
diferentes animais que utilizam o néctar como importante recurso alimentar (Schmid, 1988;
Pacini & Nicolson, 2007). Os nectérios sdo classificados de acordo com a sua localizagdo na
planta, podendo ser de dois tipos: nectario floral (NF) ou nectario extrafloral (NEF). O
nectario floral é encontrado nos verticilos florais, como célice e corola, ao passo que o
nectério extrafloral ocorre nas partes vegetativas da planta (Koptur, 2005). Os NEFs atraem
insetos, particularmente formigas para protecdo contra herbivoros (de folhas, frutos ou
sementes), ainda que nem sempre sejam evidentes os beneficios de tal interacdo (Bentley,
1977a; Baker et al., 1978; O'Dowd & Catchpole, 1983; Freitas et al., 2000; Koptur, 2005;
Nepi, 2007; Pacini & Nicolson, 2007; Rico-Gray & Oliveira, 2007; Byk & Del-Claro, 2010;
Alma et al., 2015; Alves-Silva & Del-Claro, 2016). Utilizando a mesma perspectiva, Schmid
(1988) classificou os nectarios em reprodutivos (ocorrem nas partes reprodutivas das plantas)
e extrareprodutivos (ocorrem nas partes vegetativas). Entretanto, Delpino (1868) classificou
0s nectéarios segundo a sua relacdo com a polinizacdo e denominou aqueles nectarios
diretamente relacionados com a polinizagdo de nupciais, € aqueles ndo relacionados com a
polinizacdo de extranupciais (Bernardello, 2007).

Entretanto, como o néctar produzido pelos dois tipos de nectarios atrai diferentes tipos
de animais, a sua quantidade e qualidade pode variar e também ser influenciado pelo ambiente
(Koptur, 1994; Bernardello, 2007; Pacini & Nicolson, 2007). O néctar fornece principalmente
agua, aclcares (sacarose, glucose e frutose) e aminoacidos (Lanza et al., 1993; Blithgen &
Fiedler, 2004; Koptur, 2005; Pacini & Nicolson, 2007; Gonzéalez-Teuber & Heil, 2009) aos
visitantes.

Tocoyena formosa (Cham. &. Schlechtd.) K. Schum (Rubiaceae) estd ente as 50
espécies lenhosas mais comuns e amplamente distribuidas no Cerrado (Ratter et al., 2003). A
espécie é autoincompativel e, portanto, depende de polinizadores para a sua reproducdo. Os
polinizadores sdo mariposas da familia Sphingidae, em particular aquelas espécies com
aparelho bucal extremamente longo (> 6,0 cm). Esses insetos visitam as flores em busca do
néctar que é produzido na base do tubo da corola (Fig. 1A). A inflorescéncia de T. formosa é
do tipo dicasio de dicasio e as flores duram aproximadamente quatro dias e sdo protandricas.
Na primeira noite quando a flor abre (fase masculina) o polen € apresentado de forma
secundaria sobre os lobulos estigmaticos que estdo fechados (pseudoestame). A partir da

segunda noite até a senescéncia da flor (fase feminina), os I6bulos estigmaticos abrem-se e
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ficam receptivos (Oliveira et al., 2004). Como todas as espécies pertencentes a familia
Rubiaceae, T. formosa possui ovario infero e 0 nectario encontra-se na parte superior, na base
da corola rodeando a base do estilete (Bernardello, 2007; Delprete & Jardim, 2012).

Nas inflorescéncias de T. formosa, entretanto, nem todas as flores séo visitadas ou
efetivamente polinizadas. As flores que ndo foram visitadas, ou que ndo receberam pdlen de
outros individuos perdem a corola e o nectario continua ativo secretando néctar. Essa etapa
constitui o estagio pos-floral, no qual o nectario assume uma fungéo extranupcial (Fig. 1B, C).
Ja as flores que foram polinizadas com polen de outros individuos, perdem a corola e 0
nectario permanece ativo acompanhando o desenvolvimento do fruto até seu amadurecimento.
Neste caso, 0 nectario passa a constituir o estagio de atividade pericarpial (Fig. 1B, Santos &
Del-Claro, 2001; Del-Claro et al., 2013; Falcéo et al., 2014). Esses nectéarios florais que ainda
continuam ativos depois da floracdo atraem diferentes espécies de formigas que estabelecem
com T. formosa uma interacdo do tipo mutualismo defensivo (Fig. 1D, E). Este tipo de
interacdo ocorre porque a planta oferece uma importante fonte de energia em troca de
protecdo tanto de folhas como de frutos e sementes (Bentley, 1977b; Koptur, 1992; Byk &
Del-Claro, 2011). A interacdo formiga-NEFs esta amplamente distribuida em zonas
temperadas e tropicais (Koptur, 1992), o que inclui o Cerrado (Oliveira et al., 1987; Oliveira
& Leitdo-Filho, 1987; Belchior et al., 2016). Os NEFs tém grande importancia na defesa das
plantas contra diferentes tipos de herbivoros (Koptur, 1984; Oliveira et al., 1987; Del-Claro et
al., 1996; Nascimento & Del-Claro, 2010; Del-Claro et al., 2013; Belchior et al., 2016).

Em T. formosa, contudo, ainda existe um outro estagio do nectario que também atrai
formigas. Este deriva da abscisdo prematura da corola durante a fase inicial de
desenvolvimento dos botdes florais, antes da abertura das primeiras flores na inflorescéncia.
A presenca destes nectarios permite o recrutamento de formigas, que pode atuar na protecdo
de T. formosa contra herbivoros, ja que sua aparicdo é anterior a floracdo (obs. pessoal).

Mesmo assim, o papel ecoldgico deste tipo de nectario ainda é desconhecido.



CONSIDERACOES FINAIS

Em regides tropicais e temperadas € comum encontrar diferentes espécies de plantas
interagindo com formigas através de interaces do tipo mutualismo de defesa (Bronstein, 1998;
Rosumek et al., 2009). Essa interacdo ¢ mediada principalmente pela ocorréncia de nectarios
extraflorais (Elias & Gelband, 1975, Bentley, 1977b, Baker, Opler & Baker, 1978, Koptur, 1984,
Del-Claro et al., 1996, Alves-Silva & Del-Claro, 2016a). No Cerrado o mutualismo formiga-planta
esta amplamente distribuido (Oliveira & Leitao-Filho, 1987), e ocorre principalmente para a
protecdo de folhas, frutos e sementes em desenvolvimento (Belchior et al., 2016). Nesse trabalho
nos realizamos uma abordagem ampla sobre o biologia e ecologia do nectario extraflorais de
Tocoyena formosa em seus distintos estagios, e contribuimos com a descricdo de um tipo de
nectario ainda ndo conhecido, o nectério pré-floral.

No capitulo I demonstramos anatomicamente que o0 nectario presente em T. formosa
durante toda a etapa reprodutiva possui caracteristicas de um tecido secretor funcional, e que sofre
modificagdes estruturais que acompanham cada um dos estdgios, sendo, portanto, um &rgéao
multivalente. A presenca de um o6rgdo multifuncional também poderia estar relacionada com a
economia de energia na producdo de novas estruturas relacionadas a producdo de néctar e ao
mutualismo defensivo contra atividade de herbivoros (Keeler, 1981). As modificacdes ocorrem em
todos os componentes do nectario: a cuticula sofre espessamento quando o nectario fica exposto ao
ambiente e é acompanhado pela deposicdo de material cuticular nas camadas do parénquima
subjacente a epiderme formando um epitélio cuticular, que é uma caracteristica de nectarios
expostos ao ambiente (Evert, 2006). Também encontramos a formacdo de falanges cuticulares que
acompanharam o crescimento do nectario durante a expansao do fruto. Na epiderme secretora dos
estagios floral, pos-floral e pericarpial existem estdbmatos encarregados da externalizacdo do néctar
e também células com projecdes da parede, 0 que permite supor que 0 néctar pode ser reabsorvido
(Stpiczynska et al., 2012). Entretanto o nectério pré-floral ndo apresenta tais estdbmatos, o que
levaria pensar numa secrecdo por lise celular (Vesprini et al. 1999). O nectério encontra-se rodeado
por feixes vasculares compostos predominantemente por floema, o que permite sugerir que grande
quantidade de agucares que compdem o néctar, o que pode ser corroborado nas analises do Capitulo
2. Os testes histoquimicos mostram que além de agucares, o néctar pode ser constituido por outras
substancias como lipidios, alcaloides, proteinas que podem influenciar na interacdo da planta com
0s visitantes do nectario (Fahn 1979, 2000; Pacini et al. 2003). Também observamos que ao longo
do desenvolvimento do fruto ocorre 0 aumento da quantidade de cristais de oxalato de calcio, tanto
no disco nectarifero como no tecido do fruto, que contribuiria como barreira mecanica contra 0s
predadores de sementes como também para que o nectario ndo seja danificado, e assim continuar

secretando néctar ao longo do desenvolvimento do fruto (Franceschi & Nakata, 2005).
60



No Capitulo 2, pela primeira fez analisamos a dindmica secrecdo do néctar nos distintos
estagios dos nectarios de uma planta considerando efeito das remogdes sucessivas. O padrédo de
secrecdo é similar ao observado em estudo prévios em outras espécies (Bentley, 1977a, Bentley,
1977b, Gaffal, 2012, Aranda-Rickert et al., 2014), o qual corresponde com maior atividade dos
nectarios durante a fase inicial de desenvolvimento do fruto. Essa fase € critica para 0 sucesso
reprodutivo da planta, visto que é periodo mais vulneravel de desenvolvimento. Por outro lado,
houve uma diminuicdo substancial da secrecdo de néctar no periodo no qual o fruto estava
completamente desenvolvido, porém precedente a maturacdo e dispersdo. A planta, portanto,
investe energia na producao de néctar, e consequente atracdo de formigas durante todo o periodo de
desenvolvimento do fruto (Falcdo et al. 2014; Jones & Koptur 2015). Porém deixa de produzir o
néctar quando os frutos estdo maduros de forma a néo interferir no processo de consumo do fruto e
dispersdo de sementes (Dattilo et al., 2016). Assim como observado em varios estudos anteriores
em outras espécies, a associacdo de T. formosa com formigas é bastante eficiente contra a atividade
de herbivoros foliares (Elias & Gelband, 1975, Rosumek et al., 2009, Nascimento & Del-Claro,
2010, Del-Claro et al., 2013,). Entretanto, as formigas ndo sdo efetivas na protecdo das sementes
contra a atividade de predadores. Possivelmente, isso ocorre pela separacdo espacial de utilizacdo
do fruto entre formigas e predadores (Bentley, 1977b, Alma et al., 2015).

Ainda que ndo tenha havido mudanca na composi¢do quimica dos agucares presentes no
néctar entre os distintos estagios dos nectarios, andlises adicionais (ora em curso) sdo necessarias
para avaliar se existem mudancas em relacdo quantidade e composi¢do de aminoacidos presentes no
néctar de T. formosa, o que refletiria o investimento na protecdo das folhas, que estdo diretamente
relacionadas com a quantidade de fotoassimilados que serdo utilizados para desenvolvimento dos
frutos, assim como para realizar os diferentes processos necessarios para a sobrevivéncia da planta
(Mooney, 1972).

A presenca dos nectarios pré-florais, que sdo descritos pela primeira vez nesse estudo,
sugere que a formigas tém um papel muito importante desde o inicio da fase reprodutiva, quando a
planta esta rebrotando e as folhas estdo na fase mais vulneravel do desenvolvimento. A queda
prematura da corola do botdo em fase inicial de desenvolvimento, que da origem a este nectéario,
possivelmente é causada pelo mau funcionamento ou baixa quantidade de coléteres na face adaxial
das sépalas, ou mesmo pela posi¢do que o botdo floral ocupa no dicasio de dicasio, que levaria a
uma restri¢do espacial que limita o crescimento e desenvolvimentos dos bot6es adjacentes.

Portanto, o presente estudo reune aspectos anatémicos e ecoldgicos que permitem
compreender melhor a interacdo mutualistica planta-formiga no Cerrado, particularmente a

interacdo facultativa entre Tocoyena formosa e diferentes espécies de formigas, 0 que sugere que
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pressoes seletivas contra a atividade de herbivoros podem originar estruturas, tais como o nectario

pré-floral e o nectario multivalente, que vao além daquelas convencionalmente conhecidas.
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