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RESUMO

Belan, H.C. 2020. Influéncia de fatores bioticos e abidticos no crescimento e reproducdo da
mirmecofita Miconia tococa (Desr.) Michelang. (Melastomataceae). Tese de doutorado em
Ecologia e Conservacao de Recursos Naturais. UFU. Uberlandia-MG. 89p

Mirmecofitas sdo plantas que apresentam estruturas especializadas que funcionam como abrigo e
local de nidificagdo para formigas mutualistas, a exemplo de doméceas e caules ocos. Além de
refligio, essas plantas também podem fornecer alguma fonte de alimento, como néctar extrafloral.
Em troca desses beneficios, as formigas oferecem prote¢ao contra herbivoros e patdégenos e podem
auxiliar na nutricdo vegetal. Diversos fatores bidticos e abidticos podem afetar esse mutualismo
planta-formiga e o desenvolvimento dos organismos envolvidos. Eu avaliei o efeito de alguns desses
fatores no crescimento e reprodu¢ao da mirmecoéfita Miconia tococa (Melastomataceae). No primeiro
capitulo, avaliei experimentalmente a importancia relativa do mutualismo tréfico e da protecao
contra herbivoria na interacdo entre M. tococa e a formiga Allomerus octoarticulatus. Plantulas de
M. tococa foram submetidas a cinco tratamentos: (i) colonizagdo por A. octoarticulatus, (ii)
protegidas contra herbivoros, (iii) protegidas contra herbivoros e com adi¢do de fertilizante, (iv) com
adi¢do de fertilizante e (v) controle. Plantas colonizadas e plantas protegidas cresceram mais do que
plantas submetidas ao tratamento controle ou apenas fertilizadas artificialmente, demonstrando que a
protecdo contra inimigos naturais ¢ mais importante para o desenvolvimento da planta hospedeira do
que o aporte nutricional fornecido pelas formigas. No segundo capitulo, avaliei se a presenca de
formigas oportunistas nos orgdos reprodutivos de M. tococa afeta a reprodugdo sexuada de sua
hospedeira. Por meio de andlises anatdmicas, constatei a presenca de uma epiderme repleta de
tricomas glandulares que produzem néctar extrafloral nas pétalas de M. tococa. A producao de néctar
ocorreu na fase de botdo floral, sendo que 17 espécies de formigas forragearam nesses botdes sem
que a atividade de polinizadores fosse interferida. Além disso, demonstrei experimentalmente que a
presenca de formigas nas inflorescéncias aumentou em 15% a propor¢cdo de botdes florais que
geraram frutos. No terceiro capitulo, investiguei como M. tococa se adapta a ambientes com
diferentes condigOes abidticas. Para tal, avaliei caracteristicas morfologicas e fisioldgicas, além da
palatabilidade, crescimento e reproducao de individuos de M. tococa naturalmente presentes em
ambientes com diferentes niveis de luminosidade: interior e borda de mata de galeria. Plantas em
borda de mata tiveram folhas com maior dureza, maior densidade de tricomas na face inferior, e
menor palatabilidade do que as plantas de interior da mata. Na auséncia de interacdes com formigas
obrigatdrias, plantas em borda de mata mostraram metabolismo mais ativo e maior produgdo de
fotoassimilados, o que resultou em maior nimero de inflorescéncias em relagdo a plantas de interior
da mata. Ja na presenga de interacdes com formigas obrigatorias, a quantidade de luz ndo afetou o
desempenho das plantas, o que indica que a interagao mutualista reduz a vulnerabilidade das plantas
as variacdes nas condigdes abioticas do meio. De modo geral, mostrei que fatores bidticos, como a
presenca de formigas mutualistas, e fatores abiodticos, como a intensidade luminosa, afetam o
desenvolvimento da mirmecéfita M. tococa, € que a associagdo sinergética entre esses fatores pode
alterar o resultado da interacao mutualista.

Palavras-chave: Tococa guianensis, mutualismo, herbivoria, mirmecotrofia, formigas, luz
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ABSTRACT

Belan, H.C. 2020. Influence of biotic and abiotic factors on the growth and reproduction of the ant-
plant Miconia tococa (Desr.) Michelang. (Melastomataceae). Tese de doutorado em Ecologia
e Conservagao de Recursos Naturais. UFU. Uberlandia-MG. 89p

Ant-plants, or myrmecophytes, have specialized structures that provide shelter to ants, such as
domatia and hollow stems. Besides sheltering, these plants can also provide food resources in the
form of extrafloral nectar. In exchange for these benefits, ants offer protection against herbivores and
pathogens and can aid in plant nutrition. Several biotic and abiotic factors can affect this mutualism
and the development of the organisms involved. I evaluated the effect of biotic and abiotic factors on
the growth and reproduction of the myrmecophyte Miconia tococa (Melastomataceae). In the first
chapter, I performed experiments to assess the relative importance of trophic mutualism and
protection against herbivory in the interaction between M. fococa and the ant Allomerus
octoarticulatus. Seedlings of M. tococa were subject to five treatments: (i) colonization by A.
octoarticulatus, (i1) protection against herbivores, (iii) protection against herbivores and with
fertilizer addition, (iv) fertilizer addition only, and (v) control. Both colonized plants and protected
plants grew more than control plants or those submitted to artificially fertilized treatment, which
indicates that protection against natural enemies is more important for the plant development than the
nutritional support provided by ants. In the second chapter, I evaluated whether the presence of
opportunistic ants in the reproductive structures of M. tococa affects its reproductive output. In
inspecting anatomical traits, I found an epidermis filled with glandular trichomes that produce
extranuptial nectar on M. tococa petals. The production of nectar occurred in the floral bud stage,
and at least 17 ant species foraged on these buds without interfering with pollinator activity.
Moreover, | used experiments to demonstrate that the presence of ants in the inflorescences increased
the proportion of floral buds producing fruits by 15%. In the third chapter, I investigated how M.
tococa respond to environments under different abiotic conditions. I assessed morphological and
physiological traits, in addition to the palatability, growth, and reproduction of M. fococa individuals
naturally present in environments with two levels of light: interior and edge of gallery forest. Plants
in the forest edge had leaves with greater toughness, higher trichome density on the abaxial surface,
and lower palatability than plants in the forest interior. In the absence of interactions with obligate
ants, plants at the forest edge showed more active metabolism and greater production of
photoassimilates, which resulted in a greater number of inflorescences relative to plants in the
interior forest. In the presence of interactions with obligate ants, the environmental lightness did not
affect plants reproductive output, which indicates that the mutualistic interaction reduces the
vulnerability of the plants to variations in the abiotic conditions. Overall, I showed that biotic factors
such as the presence of mutualistic ants, and abiotic factors as light intensity, both affect the
development of the myrmecophyte M. fococa, and that the synergistic association among these
different factors can affect the outcome of mutualistic interactions.

Keywords: Tococa guianensis, mutualism, herbivory, myrmecotrophy, ants, light
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Introducio geral

Dentro de uma comunidade, os organismos podem interagir entre si € com o meio de diversas
maneiras. Sendo que, dependendo dos efeitos dessas interagdes, elas podem ser positivas, negativas
ou neutras para os individuos. A interagdo ¢ negativa nos casos em que pelo menos um dos
organismos envolvidos tem seu crescimento, desenvolvimento ou fitness prejudicado. Por outro lado,
interagdes positivas devem beneficiar a0 menos uma das partes envolvidas, sem trazer prejuizos para
a outra (Agrawal et al. 2007; Chamberlain & Holland 2009). O mutualismo entre plantas
mirmecofitas e algumas espécies de formigas ¢ um caso bem conhecido de interagdo positiva em que
os dois organismos envolvidos sdo beneficiados (Heil & McKey 2003). Essas plantas apresentam
estruturas especializadas, conhecidas como domaceas, que funcionam como abrigo e local de
nidificagdo para as formigas. Além dessa protecdo, as plantas hospedeiras podem fornecer alguma
fonte de alimento para as formigas, como o néctar extrafloral (Mayer ef al. 2014). Em troca desses
beneficios, as formigas oferecem prote¢ao contra herbivoros e patdégenos e, ainda, descobertas mais

recentes tem demonstrado que as formigas podem auxiliar na nutrigao vegetal (Fischer ef al. 2003;

Trager et al. 2010).

A prote¢do contra herbivoros ja foi experimentalmente testada para diversas associagdes entre
mirmecofitas e formigas, assim, estudos mostraram que a retirada das colonias afetou negativamente
as plantas pelo aumento da herbivoria (Vasconcelos 1991; Alvarez et al. 2001). Os estudos sobre
mutualismo tréfico sdo mais recentes e envolvem o uso de elementos radioativos e isétopos estaveis,
que permitem observar o fluxo de nutrientes provenientes das formigas e incorporados pelas plantas
(Cabrera & Jaffe 1994; Fischer et al. 2003; Gongalves et al. 2016). Esse fluxo s6 € possivel porque
as estruturas das plantas que abrigam as formigas também sdo capazes de absorver a matéria
organica depositada, seja pelos restos de alimento, defecacdo, ou pela propria morte das formigas

(Fischer et al. 2003; Solano & Dejean 2004).
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Apesar das vantagens fornecidas pelas duas partes envolvidas na interacao, ¢ comum haver
conflitos entre os parceiros mutualistas. O crescimento das colonias depende diretamente da
quantidade de espacgos disponiveis para nidificacdo (domaceas), assim, o recurso energeético
expendido pelas plantas para formagao de estruturas reprodutivas ao invés de estruturas vegetativas
ndo ¢ interessante para o desenvolvimento das formigas (Yu & Pierce 1998; Fonseca 1999). Em
casos extremos de conflito, as formigas, embora efetivas na protecao contra os herbivoros foliares,
também podem castrar a planta hospedeira ao danificar as flores ou repelir os polinizadores (Yu &
Pierce 1998; Izzo & Vasconcelos 2002; Gaume et al. 2005; Malé et al. 2012). Diante disso, varias
plantas mirmecoéfitas apresentam estratégias para evitar a presenc¢a dos parceiros mutualistas em seus
orgdos reprodutivos, como o aborto de doméceas dos ramos reprodutivos (Izzo & Vasconcelos
2002), segregacdes temporais € espaciais para prevenir as interagdes formiga-polinizador (Gaume et
al. 2005; Malé et al. 2015), ou ainda a produgdo de volateis repelentes de formigas em flores jovens

(Willmer & Stone 1997).

Todos os custos e os beneficios envolvidos na interacdo mutualista determinam o
estabelecimento e o sucesso reprodutivo dos organismos envolvidos, e isso pode ser alterado
conforme as condigdes abidticas do meio, ja que essas também podem afetar o desenvolvimento de
cada organismo (Yamawo & Hada 2010; Hoeksema & Bruna 2015; Jones ef al. 2017). Para plantas,
as mudancas em caracteristicas fisicas e quimicas do ambiente podem gerar modificacdes anatdmicas
e fisiologicas, e até determinar o seu potencial reprodutivo (Souza et al. 2018; Poorter et al. 2019).
Um dos fatores abioticos que mais influenciam a sobrevivéncia e o crescimento das plantas ¢ a luz,
pois afeta diretamente a taxa de trocas gasosas e a sintese de fotoassimilados (Valladares &
Niinemets 2008). Desta forma, todas as plantas apresentam certa capacidade de adaptacao a distintos
niveis de luminosidade por meio de variagdes morfoldgicas, fisiologicas e estruturais (Bloor &
Grubb 2004; Rozendaal et al. 2006; Cai et al. 2008). Como as folhas sao os 6rgaos fotossintéticos

mais importantes, a modificagdo foliar ¢ a forma mais eficiente de aclimatagdo e aproveitamento da
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luz em determinado ambiente (Rozendaal et al. 2006). Variagcdes na area e massa foliar, na
concentracao de clorofilas e carotenoides e na quantidade de tricomas podem potencializar a captura
de luz ou minimizar os danos causados pelo excesso de luminosidade (Gratani et al. 2006; Poorter et
al. 2009; Xiao et al. 2017). Apesar das espécies e dos individuos diferirem no grau de
adaptabilidade, de modo geral, o aumento de luminosidade gera um aumento do potencial
fotossintético, o que leva a um aumento do crescimento vegetativo e, consequentemente, do esforgo

reprodutivo (Poorter ef al. 2019).

Tendo em vista que as interagdes bidticas e as variagdes ambientais podem afetar o
desenvolvimento e a manuten¢do dos organismos, Miconia tococa (Desr.) Michelang. (previamente
Tococa guianensis, Melastomataceae) € uma mirmecofita que pode ser usada como um interessante
modelo para avaliar esses efeitos. Essa espécie possui uma ampla distribuicdo geografica, que vai
desde o sul do México até a regido sudeste do Brasil, apresentando variacdes morfoldgicas entre as
populagdes, e ocorrendo em ambientes com condi¢des abioticas diferentes dentro de uma mesma
localidade, como sub-bosque de matas timidas, borda de mata e veredas (Michelangeli 2003, 2005).
Além disso, M. tococa também apresenta interagdes de mutualismo com formigas ao longo de sua
distribuicdo. A grande maioria das populacdes de M. tococa ¢ habitada por formigas obrigatdrias, ou
seja, que nidificam apenas em mirmecofitas, como formigas dos géneros Azteca, Crematogaster €
Allomerus, que protegem sua hospedeira contra herbivoros (Bizerril & Vieira 2002; Michelangeli
2003; Moraes & Vasconcelos 2009). Entretanto, populacdes no limite sul da distribuicdo, onde uma
parte do presente estudo foi desenvolvida, sdo associadas apenas a formigas nao-obrigatérias, cuja
associacdo ¢ apenas facultativa e ndo ¢ estabelecido um mutualismo protetivo efetivo (Moraes &
Vasconcelos 2009). Apesar dos estudos desenvolvidos, pouco se sabe sobre os fatores que permitem
a manuten¢do dessas populagdes sem um parceiro mutualista obrigatorio (Moraes & Vasconcelos

2009; Bartimachi et al. 2015).
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Buscando avaliar os efeitos dos fatores bioticos e abidticos no crescimento e na reproducao

da mirmecoéfita M. tococa, a presente tese foi dividida em trés capitulos:

(1) Importancia relativa do mutualismo tréfico e da protecdo contra herbivoria na interagdo entre

Miconia tococa e Allomerus octoarticulatus;

(2) Nectario extrafloral nas flores: formigas oportunistas aumentam o sucesso reprodutivo da

mirmecoéfita Miconia tococa (Melastomataceae);

(3) Variagdes morfologicas, fisiologicas e reprodutivas da mirmecofita Miconia tococa em ambientes

com diferentes condi¢des de luminosidade.
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Capitulo 1 - Importancia relativa do mutualismo troéfico e da protecao contra
herbivoria na interacio entre Miconia tococa e Allomerus octoarticulatus

Resumo

No mutualismo entre plantas mirmecofitas e formigas hd uma troca de servigos e recursos
alimentares. As plantas fornecem abrigo e local de nidificagdo para as formigas por meio de
estruturas especializadas, e podem fornecer também alguma fonte de alimento, como nectérios
extraflorais ou corpusculos alimentares. Em troca desses beneficios, as formigas protegem a planta
hospedeira contra inimigos naturais e auxiliam na nutricdo vegetal. Tanto a protecdo contra
herbivoros quanto o aporte nutricional podem aumentar o fitness da planta hospedeira. Entretanto,
poucos estudos avaliaram a importancia relativa de cada um desses beneficios dentro da interagdo
planta-formiga. Com esse intuito, investiguei experimentalmente o mutualismo protetivo e tréfico
entre a mirmecoéfita Miconia tococa e a formiga Allomerus octoarticulatus, buscando responder as
seguintes questdes: (i) plantas colonizadas apresentam maior crescimento que plantas ndo
colonizadas?; (ii) as plantas absorvem nutrientes provenientes das formigas?; e (iii) qual dos
beneficios, a prote¢do contra herbivoros ou o aporte nutricional, ¢ mais importante para o
desenvolvimento das plantas?. Para isso, plantulas de M. tococa foram submetidas a cinco
tratamentos: (i) colonizacdo por A. octoarticulatus, (ii) protegidas contra herbivoros, (iii) protegidas
contra herbivoros e com adicdo de fertilizante, (iv) com adig@o de fertilizante e (v) controle. Ao final
de 30 meses de experimento, plantas colonizadas e plantas protegidas apresentaram maior altura,
nimero de folhas e area foliar total que plantas controle ou apenas fertilizadas artificialmente,
demonstrando que a prote¢do contra inimigos naturais ¢ mais importante para o desenvolvimento da
planta hospedeira do que o aporte nutricional fornecido pelas formigas. Além disso, andlises de
isdtopos estaveis ndo evidenciaram o fluxo de nutrientes entre formigas e planta, indicando que essa
contribui¢do pode ter um papel secundario, ou até mesmo inexistente, para a interacdo M. fococa — A.

octoarticulatus.

Palavras-chave: mirmecoéfita, formiga, experimento, crescimento, fertilizante, Melastomataceae,
isOtopos estaveis.
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Introduciao

As interagdes entre os organismos de uma comunidade podem ser positivas, negativas ou
neutras. Dentre as positivas, as interagdes mutualistas sao aquelas em que ambos os individuos
envolvidos sdo beneficiados (Stachowicz 2001). O mutualismo entre plantas mirmecoéfitas e algumas
espécies de formigas ¢ um caso bem conhecido de interacdo positiva (Heil & McKey 2003). Essas
plantas apresentam estruturas especializadas, como domaceas ou caules ocos, que funcionam como
abrigo e local de nidificagdo para as formigas (Davidson & McKey 1993). Além dessa protecdo, as
plantas hospedeiras podem fornecer alguma fonte de alimento para as formigas, como néctar
extrafloral ou corptsculos alimentares. Em troca desses beneficios, as formigas oferecem protecao
contra herbivoros e patdgenos e, ainda, podem auxiliar na nutri¢do vegetal (Fischer ef al. 2002, 2003;

Heil & McKey 2003; Dejean et al. 2012).

A protecdo contra herbivoros ja foi experimentalmente testada para diversas associacdes entre
mirmecoéfitas e formigas, mostrando assim, que a retirada das coldnias leva a um aumento da area
foliar consumida (Vasconcelos 1991; Stanton & Palmer 2011; Bartimachi ef al. 2015; Dejean et al.
2017). Deste modo, a taxa de herbivoria tém sido largamente utilizada como um indicativo do fitness
das plantas hospedeiras, pois a reducdo da area fotossinteticamente ativa das plantas pode reduzir
suas taxas de crescimento e potencial reprodutivo (Marquis 1984; Mothershead & Marquis 2000;
Oliveira et al. 2015). Porém, andlises mostram que esse efeito ndo ¢ universal, e que medidas de
herbivoria isoladamente podem levar a conclusdes imprecisas acerca do efeito do mutualismo para o
fitness da planta hospedeira (Chamberlain & Holland 2009; Trager et al. 2010). A fraca relagdo entre
herbivoria e fitness pode ser devido a diversos fatores, como o comportamento das formigas em
forragear apenas em estruturas vegetativas ou reprodutivas, ou mecanismos das plantas de tolerancia
a herbivoria (Trager et al. 2010). Dessa forma, estudos que avaliam diretamente o desenvolvimento
da planta hospedeira, como o crescimento ou a reprodugdo podem melhor avaliar os beneficios

envolvidos na interagdo planta-formiga.
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Além do mutualismo protetivo, os estudos sobre mutualismo tréfico, ou mirmecotrofia, sao
mais recentes e envolvem o uso de elementos radioativos e isdtopos estaveis que permitem avaliar o
fluxo de nutrientes entre formigas e plantas, de modo que plantas habitadas por formigas providas de
alimento enriquecido com esses elementos conseguem incorpora-los ao seu tecido (Cabrera & Jaffe
1994; Fischer et al. 2003; Feldhaar ef al. 2010). Esse fluxo acontece quando a matéria organica
depositada nas domaceas, como restos de presas, excrementos, ¢ formigas mortas, ¢ absorvida
diretamente pelas estruturas das plantas ou por intermediacao de hifas de fungos presentes dentro
dessas estruturas (Beattie 1989; Leroy et al. 2011). A mirmecotrofia foi primeiramente descrita para
a interacdo entre formigas e plantas epifitas. Para essas plantas que crescem em ambientes com
limitagdes nutricionais, fontes secundarias de nutrientes podem ser diferenciais em sua sobrevivéncia
(Treseder et al. 1995; Gongalves et al. 2016). J& para plantas mirmecofitas, que ocupam solos de
regides tropicais, apesar de estudos comprovarem o aporte nutricional pelas formigas, poucos
estudos avaliaram o efeito desse para o fitness da hospedeira (Letourneau 1998; Dejean et al. 2013;

Mayer et al. 2014)

Tanto a prote¢do contra herbivoros quanto a provisdo de nutrientes sdo descritos como
beneficios fornecidos pelas formigas mutualistas em troca de abrigo e/ou recurso alimentar da planta
hospedeira (Mayer et al. 2014). Contudo, avaliar isoladamente a importancia relativa de cada um
desses efeitos no desenvolvimento das plantas pode trazer informacgdes acerca dos processos
ecologicos e evolutivos que atuam sob essas interagdes mutualistas (Letourneau 1998; Dejean et al.
2013). Nesse intuito, aqui foi utilizada a mirmecofita arbustiva Miconia tococa (Melastomataceae)
como objeto de estudo. Essa espécie apresenta doméceas na base de suas folhas que sdo habitadas
por formigas mutualistas (Michelangeli 2005). Estudos avaliando a interagdo entre M. tococa e
espécies do género Azteca, Crematogaster € Allomerus demonstraram que na auséncia das formigas
as plantas sofreram mais danos por herbivoros, comprovando a efetividade da protecdo pelas

formigas (Michelangeli 2003; Moraes & Vasconcelos 2009). Além da protecdo contra herbivoros,
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Cabrera e Jaffe (1994), utilizando elementos radioativos, demonstraram que M. tococa é capaz de
absorver nutrientes pelo tecido interno das domaceas. Entretanto, ainda sao necessarios estudos que
avaliem o efeito das formigas no fitness da planta hospedeira e a contribuicdo que cada beneficio

isoladamente exerce para esse efeito.

Deste modo, investigando experimentalmente o mutualismo protetivo e trofico entre a
mirmecofita M. tococa e a formiga Allomerus octoarticulatus, busquei responder as seguintes
questdes: (i) plantas colonizadas apresentam maior crescimento que plantas nao colonizadas?; (ii) as
plantas absorvem nutrientes provenientes das formigas?; e (ii) qual dos beneficios, prote¢dao contra

herbivoros ou aporte nutricional, ¢ mais importante para o desenvolvimento das plantas?.

Material e métodos

Area de estudo

O estudo foi desenvolvido na Fazenda Experimental do Gléria (FEG) (18°57°S, 48°12°W),
pertencente a Universidade Federal de Uberlandia e situada a 12 km do centro do municipio de
Uberlandia/MG. A FEG possui uma area de 685 ha, sendo a maior parte ocupada por atividades
agropastoris, e uma reserva de Floresta Estacional Semidecidual de 30 ha (Haridasan & Aratjo
2005). O experimento foi alocado nas margens do corrego do Gloéria, local onde a espécie M. tococa

ocorre naturalmente sem a colonizagdo por formigas obrigatorias (Moraes & Vasconcelos 2009).

Obtencgdo das plantulas

Para a instalagdo do experimento, 85 plantulas entre 15 e 30 cm, advindas das cidades de
Barra do Gargas (MT), Mineiros (GO), Jatai (GO) e Uberlandia (MG) foram transplantadas para
sacos plasticos proprio para mudas e igualmente aclimatadas em casa de vegetacdo. Apds 6 meses de
aclimatacdo, as plantulas foram transplantadas para a area de estudo e alocadas a pelo menos um

metro de distdncia umas das outras.
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Desenho amostral

As plantulas foram aleatoriamente submetidas a cada um dos seguintes tratamentos: (i)
colonizagdo por Allomerus octoarticulatus (doravante “formigas™), (i1) sem herbivoria (doravante
“protecdo’), (iii) sem herbivoria e com adicao de fertilizante (protecdo e fertilizagdo), (iv) com
adicao de fertilizante (fertilizacdo) e (v) sem formigas e sem tratamento para herbivoria ou
fertilizacdo (controle). Para o tratamento (i), colOnias incipientes trazidas de Jatai (GO) foram
transferidas para as plantulas (Fig. 1B). Para os tratamentos (ii) e (iii), gaiolas de ferro armado e tela
com malha de 2 mm foram instaladas individualmente ao redor de cada plantula para impedir a
entrada de herbivoros (Fig. 1E). Para minimizar os possiveis efeitos da gaiola na luminosidade e na
entrada de dgua da chuva, os tratamentos (1), (iv) e (v) também receberam uma gaiola, porém com as
laterais abertas, permitindo o acesso de herbivoros (Fig. 1D). Para os tratamentos (iii) e (iv), foi
utilizado um fertilizante NPK (20:20:20, Forth — Peters Professional) diluido na propor¢do de 2 g de
fertilizante para um litro de dgua destilada, conforme indicagdo do fabricante. O fertilizante foi

aplicado semanalmente dentro das domaceas com o auxilio de uma seringa de 1 ml (Fig. 1C).
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Figura 1. Experimento com a mirmecofita Miconia tococa conduzido na Fazenda Experimental do
Gloria, em Uberlandia, Minas Gerais. A — Individuo sendo medido; B — Rainha e colonia incipiente
de Allomerus octoarticulatus sendo transferida para plantula; C — Injegdo de fertilizante dentro das
domaéceas; D — Gaiola com as laterais abertas para permitir a entrada de herbivoros; e E — Gaiola
fechada para impedir a entrada de herbivoros.

Medi¢oes

Antes do estabelecimento dos tratamentos e apds 30 meses de experimento, foram tomadas as
seguintes medidas de cada planta: altura total, nimero de folhas, area foliar total e média foliar (Fig.
1A). A érea foliar total é a soma da 4rea foliar de todas folhas do individuo (AFT =), AF) e a média
foliar € a area foliar total dividida pelo nimero de folhas medidas (MF = AFT/n, onde n ¢ o nimero
de folhas medidas do individuo). A area foliar (AF) foi estimada pela equacgdo: AF = 0,325 + 0,7323

x (comprimento da folha x largura da folha) (Moraes & Vasconcelos 2009).

Durante o experimento, 30 individuos morreram, sendo a principal causa de morte a

dessecacdo nos periodos de seca. Entre os individuos sobreviventes, alguns foram excluidos das
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analises estatisticas porque nao se desenvolveram para além do estdgio de plantula. Para ser
considerado como desenvolvido, o individuo deveria apresentar ao menos uma folha com domacea.
Dessa forma, 47 individuos foram considerados para as analises: formigas (oito), protecdo (onze),

protecao e fertilizagao (dez), fertilizagao (oito) e controle (nove).

Andlise de isotopos estaveis

As assinaturas isotopicas (8'°N) das plantas refletem a 8'°N da sua fonte de nitrogénio
(Ehleringer et al. 1986). Como restos alimentares e carcacas deixadas pelas formigas dentro das
doméaceas apresentam valores maiores de §!'°N que o solo, a absor¢io dessa matéria organica pode
ser identificada nos tecidos das plantas (Sagers et al. 2000). Do mesmo modo, os fertilizantes
quimicos possuem tracos isotdpicos caracteristicos e também podem ser identificados nos tecidos
(Bateman & Kelly 2007). Assim, para avaliar a possivel transferéncia de nutrientes das formigas e da
fertilizagdo artificial para os tecidos da planta, folhas jovens e totalmente expandidas de 14
individuos foram coletadas ao final do experimento (cinco colonizados por A. octoarticulatus, cinco
fertilizados artificialmente e quatro do tratamento controle). As amostras foliares foram secas na
estufa a 60 °C por 48h e posteriormente maceradas com o auxilio de um almofariz e pistilo de 4gata.
Apds maceradas, 2 a 3 g de cada amostra foram pesadas, transferidas para capsulas de estanho e
enviadas para analise em espectrometro de massa de razdo isotopica (UC Davis Stable Isotope

Facility, Davis, California, EUA).

Os resultados obtidos foram expressos pela notagdo por mil (8'°N%o), tendo como referéncia
um padrdo internacionalmente reconhecido. A equagdo para obter as assinaturas isotopicas ¢ definida
como: 8'"N(%o) = (Ramostra — Rpadrao) / Rpadrzo X 1000. O R representa a razdo molar (!°N/'“N) da
amostra e do padrdo. O padrdo usado para o nitrogénio ¢ o ar atmosférico (Rpadrzo = 0,0036765)

(Ehleringer et al. 1986; Bateman & Kelly 2007).
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Andlise de dados

Para avaliar se o desenvolvimento das plantas diferiu entre os tratamentos, os valores de
altura, nimero de folhas, area foliar total e média foliar dos individuos ao final de 30 meses foram
comparados por meio de uma ANOVA e pelo teste post-hoc de Fisher (LSD). Como os dados nao
apresentavam distribui¢do normal ¢ homogeneidade de variancia, os dados foram submetidos a uma
transformagdo logaritmica para atender as premissas do teste. Para minimizar disparidades anteriores
ao experimento, os valores iniciais de altura, nimero de folhas, area foliar total e média foliar foram
utilizados como covaridveis em cada respectiva andlise. Um individuo do grupo controle foi

apontado como outlier durante as analises e foi excluido da anélise.

Para comparar as assinaturas isotopicas (8'°N%o) entre os grupos selecionados, foi realizada
uma ANOVA por permutagdes com o pacote ‘coin’, pois essa analise permite comparar amostras de
niamero reduzido (Hothorn et al. 2006). O teste de comparacdo multipla a posteriori foi feito
utilizando o pacote ‘rcompanion’ (Mangiafico 2016). Todas as analises foram realizadas no software

R (R Core Team 2017).

Resultados

Houve diferencas significativas entre as plantas de diferentes tratamentos quanto a altura
(Fa40=4,11; p < 0,01), nimero de folhas (F4.40=5,15; p < 0,01) e area foliar total (F4.40=5,49; p <
0,01). Porém ndo houve diferenca entre os tratamentos quanto a area foliar média (Fs40= 1,94; p =
0,12). As covariaveis altura inicial, naimero inicial de folhas e area foliar total inicial ndo foram
significativas nas andlises (altura: Fi40=2,47; p = 0,12; folhas: F1.40=0,48; p = 0,5; area foliar: Fi 40
= 1,53; p = 0,22). Para os trés parametros significativos, os tratamentos que apresentavam protecao

contra herbivoria ndo diferiram das plantas colonizadas por 4. octoarticulatus, enquanto que plantas
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controle e somente fertilizadas apresentaram menor namero de folhas, altura e area foliar total que as

plantas colonizadas (Fig. 2A, B e C).
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Figura 2. Efeito dos tratamentos nos diferentes parametros de crescimento vegetativo de Miconia
tococa ao final de 30 meses de experimento. Diferencas significativas entre tratamentos estdo
indicadas por letras mintsculas. O asterisco representa o individuo controle considerado como
outlier e retirado das andlises estatisticas.

As assinaturas isotopicas (8'°N) ndo diferiram entre as plantas colonizadas, fertilizadas
artificialmente e controle (maxT = 1,91; p = 0,135; Fig. 3), porém, nas comparagdes entre os pares
de tratamento, houve uma diferenca marginalmente significativa entre as plantas fertilizadas e as

plantas controle (Fig. 3; p =0,051).
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Formigas Fertilizagdo Controle
Tratamentos

Figura 3. Assinaturas isotopicas de N dos grupos selecionados: plantas de Miconia tococa
colonizadas por Allomerus octoarticulatus (formigas), plantas fertilizadas com NPK (fertilizagdo) e
plantas controle. O ponto representa a mediana dos valores e as barras representam os valores
maximos € minimos.

Discussao
Através de um extensivo experimento em campo, vemos que a protecdo contra herbivoria
afetou positivamente o crescimento dos individuos de M. fococa, com resultado similar nos

individuos colonizados por formigas, enquanto que o aporte nutricional nao afetou seu crescimento.

Devido as dificuldades de avaliar diretamente a reprodugdo de determinadas espécies, muitos
estudos utilizam medidas indiretas para inferir sobre o sucesso reprodutivo das plantas, como o
tamanho ou biomassa (Tracey & Aarssen 2014; Younginger et al. 2017). Considerando individuos
de mesma espécie e mesma classe de idade, individuos maiores apresentam melhores chances de
sobrevivéncia e, assim, melhores chances de reproduzir e deixar descendentes férteis (Younginger et
al. 2017). Devido ao crescimento lento de M. tococa, as plantas utilizadas no experimento nao
reproduziram em tempo habil para que o sucesso reprodutivo fosse avaliado diretamente, mas
considerando o maior investimento de recursos para crescimento em altura e numero de folhas das

plantas protegidas contra herbivoria, podemos inferir que esses individuos também apresentardo
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maior sucesso reprodutivo que plantas nao protegidas. Apesar das plantas sem formigas ou sem

protecao sobreviverem, elas crescem menos, o que pode afetar a reproducao a longo prazo.

A herbivoria pode afetar negativamente o fitness de algumas plantas, ja que pode reduzir as
taxas de crescimento, reproducdo e até mesmo a sobrevivéncia (Marquis 1984; Mothershead &
Marquis 2000; Oliveira et al. 2015), apesar de alguns estudos ndo encontrarem uma relacao direta
entre taxas de herbivoria e sucesso reprodutivo (Trager et al. 2010). Plantas de crescimento mais
lento tendem a ser mais prejudicadas pela herbivoria, ja que a reposi¢ao de tecido vegetal ¢ muito
onerosa energeticamente, e, por isso, podem desenvolver mais mecanismos de defesa que plantas de
crescimento rapido (Coley 1988; mas ver também Lamarre et al. 2012). M. tococa é uma
mirmecoéfita de crescimento lento e que habita principalmente locais sombreados, assim como a area
em que foi instalado o experimento aqui apresentado. Nesse ambiente em que a luz ¢ um fator
limitante ao desenvolvimento das plantas (Tang 1997), a protecdo contra herbivoros apresentou um
efeito positivo sobre o crescimento dos individuos de M. tococa, o que demonstra a importancia da

interacdo com as formigas para o desenvolvimento das plantas.

Em relacdo ao aporte nutricional, ndo ha um consenso de que o fornecimento de nutrientes
leva a um incremento no fitness das plantas em geral, ja que a resposta a fertilizagdo ¢ muito variavel
entre espécies (Shaver & Chapin 1980; Copeland et al. 2012; Silva et al. 2015). Nos ambientes em
que os nutrientes, como nitrogénio e fosforo, sao limitantes para o desenvolvimento das plantas, um
acréscimo de nutrientes pode levar a uma maior absor¢do e deposi¢do de nutrientes nas folhas,
estimulando o crescimento vegetativo e a reproducao (Copeland ef al. 2012). Para individuos de M.
tococa crescendo em uma mata de galeria, que apresenta maior fertilidade que fitofisionomias
savanicas do Cerrado (Haridasan 2000), a fertilizacdo com NPK nao teve um efeito no crescimento
vegetativo, possivelmente porque esses nutrientes ndo sao fator limitante nesse local, ou a quantidade

de nutrientes fornecidos nao foi suficiente para afetar o crescimento. Vale ressaltar que o fertilizante
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aqui utilizado fornece apenas macronutrientes, € a matéria organica depositadas pelas formigas

apresenta composicao complexa e variavel, podendo ser considerada em trabalhos futuros.

Andlises de isOtopos estdveis com mirmecofitas demonstraram que plantas colonizadas
apresentam valores maiores de 8'°N do que plantas ndo colonizadas, indicando que as hospedeiras
sdo capazes de absorver nitrogénio dos restos alimentares e de carcacas deixadas dentro das
domaceas pelas formigas (Sagers et al. 2000; Solano & Dejean 2004). Porém, esse fluxo de
nutrientes ndo foi evidenciado para todas as espécies (Solano & Dejean 2004; Mayer et al. 2014;
Oliveira et al. 2015), assim como também nao foi demonstrado para M. fococa durante o presente
experimento. J4 quanto a fertilizagdo artificial, apds 30 meses de experimento, vemos uma clara
tendéncia de aumento do 8'°N em plantas fertilizadas por NPK, sendo, portanto, um indicio de que as

domaceas dos individuos podem absorver os nutrientes fornecidos artificialmente.

No mutualismo entre mirmecofitas e formigas, a protecao contra herbivoros foi inicialmente
descrita como o beneficio gerado pelas formigas em troca de abrigo (Vasconcelos 1991; Heil &
McKey 2003). Estudos posteriores demonstraram que a matéria organica produzida pelas formigas
pode ser absorvida pelas plantas e incorporada em seus tecidos, servindo, pois, como uma fonte
adicional de nutrientes (Fischer ef al. 2003; Feldhaar ef al. 2010). Para M. tococa, a interacdo com A.
octoarticulatus ¢ eficiente para reduzir as taxas de herbivoria (Moraes & Vasconcelos 2009;
Bartimachi et al. 2015), o que afetou positivamente o crescimento da planta hospedeira. J& o aporte
nutricional pelas formigas ndo foi evidenciado pela andlise de isotopos estaveis, e a fertilizacao
artificial ndo afetou o crescimento dos individuos, indicando que essa contribui¢ao pode ter um papel

secundario, ou até mesmo inexistente, para a interacdo M. tococa — A. octoarticulatus.



31

Referéncias

Bartimachi A., Neves J., Vasconcelos H.L. (2015) Geographic variation in the protective effects of
ants and trichomes in a Neotropical ant—plant. Plant Ecology 216:1083—1090.

https://doi.org/10.1007/s11258-015-0491-7

Bateman A.S., Kelly S.D. (2007) Fertilizer nitrogen isotope signatures. Isotopes in Environmental

and Health Studies 43:237-247. https://doi.org/10.1080/10256010701550732

Beattie A. (1989) Myrmecotrophy: plants fed by ants. TREE 4:172—176.

https://doi.org/10.1016/0169-5347(89)90122-5

Cabrera M., Jaffe K. (1994) A trophic mutualism between the myrmecophytic Melastomataceae

Tococa guianensis Aublet and an Azteca ant species. Ecotropicos 7:1-10.

Chamberlain S.A., Holland J.N. (2009) Quantitative synthesis of context dependency in ant-plant

protection mutualisms. Ecology 90:2384-2392. https://doi.org/10.1890/08-1490.1

Coley P.D. (1988) Effects of plant growth rate and leaf lifetime on the amount and type of anti-

herbivore defense. Oecologia 74:531-536. https://doi.org/10.1007/BF00380050

Copeland S., Bruna E., Silva L. (2012) Short-term effects of elevated precipitation and nitrogen on
soil fertility and plant growth in a Neotropical savanna. Ecosphere 3:1-20.

https://doi.org/10.1890/ES11-00305.1

Davidson D.W., McKey D. (1993) The evolutionary ecology of symbiotic ant-plant relationships.

Journal of Hymenoptera Research 2:13-83.

Dejean A., Petitclerc F., Roux O., Orivel J., Leroy C. (2012) Does exogenic food benefit both
partners in an ant-plant mutualism? The case of Cecropia obtusa and its guest Azteca plant-ants.

Comptes Rendus - Biologies 335:214-219. https://doi.org/10.1016/j.crvi.2012.01.002



https://doi.org/10.1007/s11258-015-0491-7
https://doi.org/10.1080/10256010701550732
https://doi.org/10.1016/0169-5347(89)90122-5
https://doi.org/10.1890/08-1490.1
https://doi.org/10.1007/BF00380050
https://doi.org/10.1890/ES11-00305.1
https://doi.org/10.1016/j.crvi.2012.01.002

32

Dejean A., Orivel J., Rossi V., Roux O., Lauth J., Mal¢é P.J.G., Céréghino R., Leroy C. (2013)
Predation success by a plant-ant indirectly favours the growth and fitness of its host

myrmecophyte. PLoS ONE 8:1-6. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0059405

Dejean A., Petitclerc F., Compin A., Azémar F., Corbara B., Delabie J.H.C., Leroy C. (2017) Hollow
internodes permit a neotropical understory plant to shelter multiple mutualistic ant species,
obtaining protection and nutrient provisioning (myrmecotrophy). American Naturalist

190:E124-E131. https://doi.org/10.1086/693782

Ehleringer J.R., Rundel P.W., Nagy K.A. (1986) Stable isotopes in physiological ecology and food

web research. TREE 1:42-45. https://doi.org/10.1016/0169-5347(86)90072-8

Feldhaar H., Gebauer G., Bliithgen N. (2010) Stable isotopes : past and future in exposing secrets of

ant nutrition (Hymenoptera: Formicidae). Myrmecological News 13:3—13.

Fischer R.C., Richter A., Wanek W., Mayer V. (2002) Plants feed ants: food bodies of
myrmecophytic Piper and their significance for the interaction with Pheidole bicornis ants.

Plant Animal Interactions 133:186—192. https://doi.org/10.1007/s00442-002-1000-y

Fischer R.C., Wanek W., Richter A., Mayer V. (2003) Do ants feed plants? A '°N labelling study of
nitrogen fluxes from ants to plants in the mutualism of Pheidole and Piper. Journal of Ecology

91:126-134. https://doi.org/10.1046/;.1365-2745.2003.00747.x

Gongalves A.Z., Oliveira R.S., Oliveira P.S., Romero G.Q. (2016) Species-Specific effects of ant
inhabitants on bromeliad nutrition. PLoS ONE 11:1-12.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0152113

Haridasan M. (2000) Nutri¢ao mineral de plantas nativas do Cerrado. Revista Brasileira de Fisiologia

Vegetal 12:54-64.

Haridasan M., Aratjo G.M. (2005) Perfil nutricional de espécies lenhosas de duas florestas


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0059405
https://doi.org/10.1086/693782
https://doi.org/10.1016/0169-5347(86)90072-8
https://doi.org/10.1007/s00442-002-1000-y
https://doi.org/10.1046/j.1365-2745.2003.00747.x
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0152113

33

semideciduas em Uberlandia, MG. Revista Brasileira de Botanica 3:295-303.

https://doi.org/10.1590/S0100-84042005000200010

Heil M., McKey D. (2003) Protective ant-plant interactions as model systems in ecological and
evolutionary research. Annual Review of Ecology, Evolution, and Systematics 34:425-553.

https://doi.org/10.1146/annurev.ecolsys.34.011802.132410

Lamarre G.P.A., Baraloto C., Fortunel C., Davila N., Mesones 1., Rios J.G., Rios M., Valderrama E.,
Pilco M.V, Fine P.V.A. (2012) Herbivory, growth rates, and habitat specialization in tropical
tree lineages: Implications for Amazonian beta-diversity. Ecology 93: S195-S210.

https://doi.org/10.1890/11-0397.1

Leroy C., S¢jalon-Delmas N., Jauneau A., Ruiz-Gonzalez M.X., Gryta H., Jargeat P., Corbara B.,
Dejean A., Orivel J. (2011) Trophic mediation by a fungus in an ant-plant mutualism. Journal of

Ecology 99:583-590. https://doi.org/10.1111/1.1365-2745.2010.01763.x

Letourneau D.K. (1998) Ants, stem-borers, and fungal pathogens: experimental tests of a fitness

advantage in Piper ant-plants. Ecology 79:593—-603. https://doi.org/10.2307/176956

Mangiafico S.S. (2016) Summary and analysis of extension program evaluation in R, version 1.18.1.
rcompanion.org/handbook/. (Pdf version:

rcompanion.org/documents/RHandbookProgramEvaluation.pdf.)

Marquis R.J. (1984) Leaf herbivores decrease fitness of a tropical plant. Science 226:537-539.

https://doi.org/10.1126/science.226.4674.537

Mayer V.E., Frederickson M.E., Mckey D., Blatrix R. (2014) Current issues in the evolutionary
ecology of ant-plant symbioses. New Phytologist 202:749-764.

https://doi.org/10.1111/nph.12690

Michelangeli F.A. (2003) Ant protection against herbivory in three species of Tococa


https://doi.org/10.1590/S0100-84042005000200010
https://doi.org/10.1146/annurev.ecolsys.34.011802.132410
https://doi.org/10.1890/11-0397.1
https://doi.org/10.1111/j.1365-2745.2010.01763.x
https://doi.org/10.2307/176956
https://doi.org/10.1126/science.226.4674.537
https://doi.org/10.1111/nph.12690

34

(Melastomataceae) occupying different environments. Biotropica 35:181-188.

https://doi.org/10.1111/1.1744-7429.2003.tb00277.x

Michelangeli F.A. (2005) Tococa (Melastomataceae). Flora Neotropica Monograph 98, New York.

Moraes S.C., Vasconcelos H.L. (2009) Long-term persistence of a Neotropical ant-plant population

in the absence of obligate plant-ants. Ecology 90:2375-2383. https://doi.org/10.1890/08-1274.1

Mothershead K., Marquis R.J. (2000) Fitness impacts of herbivory through indirect effects on plant-
pollinator interactions in Oenothera macrocarpa. Ecology 81:30—40.

https://doi.org/10.2307/177131

Oliveira K.N., Coley P.D., Kursar T.A., Kaminski L.A., Moreira M.Z., Campos R.I. (2015) The
effect of symbiotic ant colonies on plant growth: A test using an Azteca-Cecropia system. PLoS

ONE 10:1-13. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0120351

R Core Team (2017) R: 4 language and environment for statistical computing. R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria [online]. https://www.R-project.org/

Sagers C.L., Ginger S.M., Evans R.D. (2000) Carbon and nitrogen isotopes trace nutrient exchange

in an ant-plant mutualism. Oecologia 123:582-586. https://doi.org/10.1007/PLO0008863

Shaver G.R., Chapin F.S. (1980) Response to fertilization by various plant growth forms in an
Alaskan Tundra: nutrient accumulation and growth. Ecology 61:662—675.

https://doi.org/10.2307/1937432

Silva R.R.P., Oliveira D.R., Rocha G.P.E., Vieira D.L.M. (2015) Direct seeding of Brazilian savanna
trees: effects of plant cover and fertilization on seedling establishment and growth. Restoration

Ecology 23:393-401. https://doi.org/10.1111/rec.12213

Solano P.J., Dejean A. (2004) Ant-fed plants: comparison between three geophytic myrmecophytes.

Biological Journal of the Linnean Society 83:433—439. https://doi.org/10.1111/5.1095-



https://doi.org/10.1111/j.1744-7429.2003.tb00277.x
https://doi.org/10.1890/08-1274.1
https://doi.org/10.2307/177131
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0120351
https://doi.org/10.1007/PL00008863
https://doi.org/10.2307/1937432
https://doi.org/10.1111/rec.12213
https://doi.org/10.1111/j.1095-8312.2004.00381.x

35

8312.2004.00381.x

Stachowicz J.J. (2001) Mutualism, facilitation, and the structure of ecological communities.

BioScience 51:235-246. https://doi.org/10.1641/0006-

3568(2001)051[0235:MFATS0]2.0.CO;2

Stanton M.L., Palmer T.M. (2011) The high cost of mutualism: effects of four species of East
African ant symbionts on their myrmecophyte host tree. Ecology 92:1073-1082.

https://doi.org/10.1890/10-1239.1

Tang Y. (1997) Light. In: Prasad MN V. (ed) Plant Ecophysiology. John Wiley & Sons, New York,

pp 3—40.

Tracey A.J., Aarssen L.W. (2014) Revising traditional theory on the link between plant body size
and fitness under competition: evidence from old-field vegetation. Ecology and Evolution

4:959-967. https://doi.org/10.1002/ece3.1001

Trager M.D., Bhotika S., Hostetler J.A., Andrade G. V., Rodriguez-Cabal M.A., Mckeon C.S.,

Osenberg C.W., Bolker B.M. (2010) Benefits for plants in ant-plant protective mutualisms: A

meta-analysis. PLoS ONE 5. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0014308

Treseder K.K., Davidson D.W., Ehleringer J.R. (1995) Absorption of ant-provided carbon dioxide

and nitrogen by a tropical epiphyte. Nature 375:137-139. https://doi.org/10.1038/375137a0

Vasconcelos H.L. (1991) Mutualism between Maieta guianensis Aubl., a myrmecophytic
melastome, and one of its ant inhabitants: ant protection against insect herbivores. Oecologia

87:295-298. https://doi.org/10.1007/BF00325269

Younginger B.S., Sirova D., Cruzan M.B., Ballhorn D.J. (2017) Is biomass a reliable estimate of

plant fitness? Applications in Plant Sciences 5:1600094. https://doi.org/10.3732/apps.1600094



https://doi.org/10.1111/j.1095-8312.2004.00381.x
https://doi.org/10.1641/0006-3568(2001)051%5b0235:MFATSO%5d2.0.CO;2
https://doi.org/10.1641/0006-3568(2001)051%5b0235:MFATSO%5d2.0.CO;2
https://doi.org/10.1890/10-1239.1
https://doi.org/10.1002/ece3.1001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0014308
https://doi.org/10.1038/375137a0
https://doi.org/10.1007/BF00325269
https://doi.org/10.3732/apps.1600094

36

Capitulo 2 - Extranuptial nectaries in flowers: ants increase the reproductive
success of the ant-plant Miconia tococa (Melastomataceae)*

* Aceito para publicacdo na Revista Plant Biology — maio/2020 - DOI:10.1111/plb.13138

Abstract

Although the production of extranuptial nectar is a common strategy of indirect defense against
herbivores among tropical plants, the presence of extranuptial nectaries in reproductive structures is
rare, especially in ant-plants. This is because the presence of ants in reproductive organs can generate
conflicts between the partners, as ants can inhibit the activity of pollinators or even castrate their
host-plants. Here we evaluate the hypothesis that the ant-plant Miconia tococa produces nectar in its
petals which attracts ants and affects fruit set. Floral buds were analyzed using anatomical and
histochemical techniques. The frequency and behavior of floral visitors were recorded in field
observations. Finally, an ant exclusion experiment was conducted to evaluate the effect of ant
presence on fruit production. The petals of M. fococa have a secretory epidermis that produces
sugary compounds. Nectar production occurred during the floral bud stage and attracted 17 species
of non-obligate ants (i.e., that have a facultative association with ant-plants). Ants foraged only on
floral buds, and thus did not affect the activity of pollinators in the neighboring open-flowers. The
presence of ants in the inflorescences increased fruit production by 15%. To our knowledge, the
production of extranuptial nectar in the reproductive structures of a myrmecophyte is very rare, with
few records in the literature. Although studies show conflicts between the partners in ant-plant
interaction, ants that forage on M. fococa floral buds protect the plant against floral herbivores

without affecting bee pollination.
Keywords: mutualism; myrmecophytes; extrafloral nectar; ant—pollinator interactions; Tococa

guianensis
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Introduction

Angiosperms and ants are among the most diverse and dominant groups of organisms in
terrestrial ecosystems, which allow them to maintain a broad set of interactions (Holldobler &
Wilson 1990; Soltis & Soltis 2004). Ants may use plants as food, as a foraging surface and/or as
nesting sites (Rico-Gray & Oliveira 2007). The results of the interactions between ants and plants
vary from antagonistic, as in the case of leaf-cutting ants, to mutualistic, when ants defend the plants
against herbivores or when they pollinate flowers (Rico-Gray & Oliveira 2007). In order to gain
protection against enemies, many plants exhibit strategies to attract ants (Aljbory & Chen 2018). One
such strategy is the production of extranuptial or extrafloral nectar, an aqueous solution rich in sugars
and other nutrients, which functionally is not related to pollination and can be secreted by nectaries
present in vegetative or reproductive structures (Schmid 1988; Marazzi et al. 2013). Some biologists
use the terms extranuptial and extrafloral as synonyms, but the term extrafloral refers to nectaries
that are not in reproductive structures, while extranuptial is associated to nectary function, in any
location on the plant (Schmid 1988). Although the term extrafloral has been used commonly, here

we adopt the term extranuptial because of its relationship to functionality.

Many studies have shown that ants visiting extranuptial nectaries (ENNs) defend the plant
against herbivores and thus reduce herbivory rates (Chamberlain & Holland 2009; Rosumek et al.
2009; Trager et al. 2010; Calixto et al. 2018). But in spite of these benefits, conflicts between
mutualistic partners are relatively common. For example, when ENNSs are present in the reproductive
structures, ant effects can be either positive or negative depending on whether ants interfere or not
with the activity of the pollinators (Ness 2006; Pereira & Trigo 2013; Barénio & Del-Claro 2018)
and if they prey or not on floral herbivores (Barton 1986; Sobrinho ef al. 2002; Nascimento & Del-
Claro 2010). In the case of ant-plants (myrmecophytes), which are plants that have developed
specialized structures - known as domatia - to shelter ants, several cases of conflict between the

partners have been reported, including cases of host-plant castration and of ant attacks on pollinator
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insects (Yu & Pierce 1998; 1zzo & Vasconcelos 2002; Gaume et al. 2005; Mal¢ et al. 2012). Thus,
several ant-plants present strategies to avoid the presence of ants in their reproductive organs, such as
the production of volatile ant repellents in young flowers (Willmer & Stone 1997), the temporal and
spatial segregation of ant and pollinator rewards as to prevent interactions (Gaume et al. 2005; Malé

et al. 2015), or the abortion of domatia from leaves located in the reproductive branches (Izzo &

Vasconcelos 2002).

The production of extranuptial nectar in the reproductive organs of ant-plants is rare, being
known in only one species, Humboldtia brunonis (Fabaceae) from western India (Shenoy et al.
2012). However, a study on the phylogeny of the Melastomataceae suggests that another ant-plant,
Miconia tococa (Desr.) Michelang. (formerly known as Tococa guianensis Aubl.; Michelangeli et al.
2019) produces nectar in its petals (Renner 1993). Miconia tococa is a shrub that occurs primarily in
forest environments and has a wide geographical distribution, ranging from southern Mexico to the
southeastern region of Brazil (Michelangeli 2005). Throughout most of its range, M. fococa is
associated with ants that nest only in myrmecophytes (also known as obligate plant-ants). Some of
these ant species, including species of the genera Azteca, Crematogaster and Allomerus, provide
protection to the foliage of M. tococa (Bizerril & Vieira 2002; Michelangeli 2003; Moraes &
Vasconcelos 2009). However, at the southern limit of its distribution, where this study was
developed, M. fococa is associated only with non-obligate ants (i.e., that have a facultative
association with ant-plants) (Moraes & Vasconcelos 2009), and the latter are not effective in
protecting the leaves of their host-plants against herbivores (Bartimachi et al. 2015). However, non-
obligate ants also forage on the inflorescences of M. tococa and thus may have an effect on plant

reproduction.

Considering the rarity of extranuptial nectaries in ant-plants’ reproductive structures and the
possible conflicts between ants and sexual reproduction of the host-plants, here we addressed the

following questions: Do M. tococa produce extranuptial nectar on the flowers petals? Are non-
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obligate ants attracted to this extranuptial nectar? If so, does the presence of ants affect fruit

production?

Materials and methods

Study sites

The study was carried out in two sites located in Uberlandia, Minas Gerais state, Brazil. One
of the sites is the Fazenda Experimental do Gloria (FEG) (18°57'32"S, 48°12'41"W), which belongs
to the Federal University of Uberlandia (UFU). Our study took place in a 30-ha forest reserve found
at FEG (Haridasan & Aragjo 2005). Previous studies in this area recorded the occurrence of M.
tococa near water bodies and at the edge of gallery forests (Moraes & Vasconcelos 2009). The other
experimental site was Parque do Sabia (PS) (18°54'52"S, 48°14'02"W), where M. tococa is found

along the forested margins of a water reservoir.

Study species

Miconia tococa (Melastomataceae) is a shrub (1-5 m in height) which has pubescent leaves,
domatia at the base of the leaves, and terminal panicle inflorescences that can produce more than 50
flowers. The floral buds are obtuse, and the flowers are dichlamydeous, dialipetal, hermaphrodites
and pentamerous. Its fruits are conspicuous blackened berries, and are bird dispersed (Michelangeli
2005). The species is self-incompatible, depending on cross-pollination by buzz-pollinating bees for
fruit production (Cardoso ef al. 2017). Flowering occurs mainly at the beginning of the rainy season

with two or three flowers open each day per inflorescence (Ranieri et al. 2013).

Throughout most of its range, M. fococa is associated with obligate plant-ants (Moraes &
Vasconcelos 2009). However, at our study sites, M. tococa is associated with a suite of non-obligate
ant species which forage on the plant’s surface and uses the domatia as shelter, as satellite nests or to

tend hemipterans insects.
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Structure of the extranuptial nectary and its resource production

Anatomical and histochemical analyses were performed using floral buds collected from five
individuals of M. tococa in the first hours of the day from both study sites. The material was fixed in
FAA (formalin, acetic acid, ethanol 50%, 1:1:18) for 48h (Johansen 1940), dehydrated in an ethanol
series, included in Historesin (Leica®), and sectioned with a rotary microtome (YD315, Chine),
producing 5 pum thick slices. For structural characterization, the samples were stained with 0.05%
toluidine blue, pH 4.6 (O’Brien et al. 1965), and mounted with Entellan®. To detect neutral
polysaccharides (McManus 1948), some sections without staining were submitted to the
histochemical PAS reaction (Schiff Periodic Acid). The Fehling’s reagent was used to detect
reducing sugars in fresh and uncut petals, which consists of the combination of solution “A” (II
copper sulfate 6.93% w: v) and “B” (sodium potassium tartrate 34.6% and 12% sodium hydroxide
m:m: v), with subsequent heating of the slide with the samples to pre-boiling temperature (Sass

1951).

To quantify the amount of nectar in the floral buds we collected, with the aid of 5 pL
microcapillaries, the nectar produced at the surface of 20 buds from five randomly selected plants.
These floral buds were isolated from ants (as described in the section “ant exclusion experiment”).
The collections were performed during the first hours of the day (from 6 to 7 a.m.) as previous
observations showed this to be the time of greatest nectar production. The height of the liquid inside
the capillary was measured for subsequent calculation of the volume of nectar produced. To
determine the concentration of sugars in the nectar, a portable refractometer (Eclipse - 50% Brix)

was used.

Floral visitors
In order to identify the floral visitors of M. tococa and observe their behavior, field

observations were performed at both sites. We recorded the presence of floral visitors during day
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time (from 6 a.m. to 5 p.m.), for a period of 30 min in each plant included in the experiment (n = 19),
for two days in each site, totaling 44 h of observation. We observed a different plant during each 30-
min period, and recorded the number of visits per plant and the behavior of the floral visitors. We
also recorded, during two days in each site, the presence of ants in the inflorescences every three
hours (from 6 am. to 5 p.m.), and in each observation the number of foraging ants in each
inflorescence was recorded. Specimens of the most frequent ant visitors were collected for
identification through comparison with the material deposited at the Zoological Collection from

UFU.

Ant exclusion experiment

The experiment was carried out between August and November 2018. As the density of M.
tococa adults in the study sites is low, especially at FEG, all individuals with reproductive branches
were included in the experiment, totaling 19 individuals (seven at FEG and 12 at PS). However, over
the course of the experiment, some individuals died or were defoliated by leaf-cutting ants, resulting
in 13 individuals at the end of the experiment (three at FEG and ten at PS). The branches with
inflorescences from each plant individual were randomly subject to two treatments: with ants
(control branches) and ants removed (treatment branches). We removed manually all ants present in
the inflorescences of the treatment branches and then applied a resin (Tanglefoot®) to prevent ant
access. The total number of branches in each individual ranged from four to eight, depending on the

size of each plant.

Whenever a new inflorescence was produced it was tagged and then at weekly intervals, we
recorded the number of floral buds present in that inflorescence. This process was repeated until the
production of floral buds ceased. Then we started to count — at a weekly basis - the number of
immature fruits found in each inflorescence until fruit production ceased. As mature fruits rapidly

fall into the ground or were consumed by animals, mainly birds, it was not possible to count the
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fruits that reached the mature stage, and therefore we considered for the calculation of the

reproductive success only the immature fruits produced.

We built a Generalized Linear Mixed Model (GLMM), assuming a binomial error
distribution and using the logit linking function, to assess the effect of ants on the reproductive
success of M. fococa. Branches, plants and sites were respectively nested and included as a random
factor in this model. We used the number of successes (representing the maximum number of
immature fruits recorded in each inflorescence) and number of failures (maximum number of floral
buds recorded minus the maximum number of immature fruits) as the response variable using the
“cbind” function. The analysis was conduct in the software R (version 3.4.0) (R Core Team 2017)

using the “Ime4” package (Bates et al. 2015).

Results

Structure of the extranuptial nectary and its resource production

The surface of the petals of M. fococa is rough due to the presence of an irregular surface
(Figure 1B) with some tall cells. In section, the petals have a uniseriate epidermis, full of glandular
trichomes (Figure 1C, E, F), and a homogeneous mesophyll composed of compact parenchyma cells
and collateral vascular bundles (Figure 1C, D), which nearly reach the edge of the petals (Figure 1E).
The PAS (Figure 1F, H) and Fehling’s reagent (Figure 1G) tests showed positive reactions for
general polysaccharides and for reducing sugars, respectively, which confirms the sugary nature of
the nectar. The positive reaction of the PAS was detected mainly in the epidermal cells (Figure 1F)
and the apex of the petals (Figure 1H), being more intense in the abaxial surface of epidermis (Figure
1H). The secretory activity of the petal epidermis of M. tococa resulted in the production of droplets
of nectar at the superior portion of the floral buds (Figure 1A and Figure 2B and D; note that in 2D it
is possible to see a crystallized droplet of nectar that has not been consumed by floral visitors). Floral

buds produce nectar until the anthesis, and nectar production is highest during early morning.
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The analyses of the nectar produced in the floral buds of M. tococa showed that each bud

secretes on average 0.64 + 0.44 pL (mean + S.D.) of nectar, and the nectar has a mean sugar

concentration of sucrose of 25.7 £ 9.7 (mean £+ S.D.).

Figure 1. Structural and histochemical characterization of the floral buds of Miconia tococa
(Melastomataceae). A - Overview of the external morphology of the floral bud, showing droplets of
nectar at the apex (dotted circle) and the surface of the bud (black arrow); B - Macroscopic view of
the petal, and details of its surface; C - Anatomical structure of the petal in a transverse section; D -
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Anatomical structure of the floral bud in a longitudinal section; E - Petal apex in a longitudinal
section; F, H - Positive test for general polysaccharides (PAS) for the glandular trichomes between
two petals (F) and for the apex of the petals (H, black arrow indicates the location of a nectar
droplet); G — Positive result for the Fehling test (indicated by brown color) showing the presence of
reducing sugars on the petal surface from floral bud. Abbreviations: Ca - calyx; Co - corolla; Pd -
peduncle; St - stamen; Sty - style; Pe - petal; Me - mesophyll; VB - vascular bundle; GT - glandular
trichome.

Floral visitors

In total, nine species of bees were observed visiting the inflorescences of M. tococa. The most
frequent pollinator species were Bombus pauloensis Friese 1913 and Augochlora spp. (Table 1 in
Supporting Information; Figure 2E, F). Among the species recorded, Apis mellifera L. 1758 (Figure
2@G) and Trigona spinipes (Fabricius 1793) were observed visiting the floral buds and feeding on the
extranuptial nectar. These two species, therefore, were not involved in the pollination of M. fococa.
In contrast, bees with buzz-pollination behavior were not seen feeding on extranuptial nectar. Our
field observations showed that the flowers open at around 5:00 a.m., and that bees visit the flowers
almost exclusively between 5 and 10 a.m. (Figure 3A). Only two or three flowers per inflorescence

open per day, and these were visited more than once by the pollinators.

Ants were frequently seen foraging on the floral buds of M. fococa (Figure 2B, C). In total,
17 ant species belonging to nine different genera were found (Table 1 in Supporting Information).
Camponotus and Crematogaster were the most frequent ant genera. The presence of ants in the floral
buds was observed throughout the day, with a range of 5 to 10 ants per inflorescence at all
observation hours, except at 5:00 p.m., when no ant activity was recorded on floral buds (Figure 3B).
Although at the same inflorescence we simultaneously find floral buds, mature flowers, and fruits
(Figure 2A, F), the presence of ants on open flowers was a rare and very brief event, occurring only
when ants used the flowers to move on between buds. When the pollinator approached a flower
frontally occupied by a large ant (Camponotus sp.) then the visit did not occur. However, as the ant

presence was very brief, subsequently the flower was visited by the same or other bee species. In
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another observation, with small ants of the genus Crematogaster and with a large bee, Bombus
pauloensis (Figure 2F), the visit of the pollinator occurred even with the presence of ants in the front
of the flower. On many occasions, ants were seen in the basal part of flowers, searching for the
nectar in the apical portion of the opened flower petals, without interfering with bees or consuming

other food resources in the inflorescences (Figure 2E).
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Figure 2. Floral visitors of Miconia tococa (Melastomataceae). A - Inflorescence overview; B -
Crematogaster sp. foraging on the floral buds, it is possible to see droplets of nectar on the buds; C -
Camponotus senex foraging on the floral buds; D - Floral bud of M. fococa (without ants) exhibiting
the crystallized sugar of the extranuptial nectar not consumed; E - Ant (Camponotus sp.) and
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pollinator (Augochlora sp.) simultaneously visiting an open flower; F - Large bee (Bombus
pauloensis) visiting a flower; G - Apis mellifera visiting the floral bud; H — Lepidoptera larvae
consuming parts of the inflorescence (without ants); I — Camponotus blandus interacting a
caterpillar.
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Figure 3. (A) Number of pollinating bees visiting the flowers, and (B) number of ants on the
inflorescences of Miconia tococa at different times of the day. Values represent the mean and
standard errors.

Ant exclusion experiment

In inflorescences with ants, 15% more floral buds developed fruits when compared to
inflorescence without ants (x> = 17.716; df = 1; p < 0.0001) (Figure 4). The greatest loss of immature
buds and fruits occurred due to the attack of herbivores, which pierce and consume the reproductive
structures. However, it was not possible to quantify these damages, because once damaged, the

reproductive structures were aborted. During the observations and during the experiment,
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Lepidoptera larvae and adults of Coleoptera, Hemiptera and Orthoptera were observed feeding on

floral and fruit tissues (Figure 2H, I).
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Figure 4. Proportion of buds that produced fruits (reproductive success) in inflorescences with or
without ants. Each line in the center of the graph represents one individual of Miconia tococa.

Discussion

Our results showed clear evidence of secretory epidermis in the petals of M. tococa. This
epidermis produces sugary compounds (nectar) that attract various species of non-obligate ants to the
floral buds. To our knowledge, the production of extranuptial nectar in the reproductive structures of
an ant-plant is very rare, with few records in the literature. In addition, we experimentally
demonstrated that the presence of ants in the inflorescences increases fruit production, indicating that
non-obligate ants protect the reproductive structures of M. tococa against floral herbivores without

harming the pollination process by bees.
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Structure of the extranuptial nectary and its resource production

The production of extranuptial nectar is considered an indirect strategy of defense against
herbivores that is particularly common among tropical plants (Oliveira & Freitas 2004). Extranuptial
nectar production is very variable, both at individual and population level, and can be influenced by
several factors, such as environmental conditions and herbivory pressure (Mondor ef al. 2006; Doak
et al. 2007). Despite that, the concentration of sugars and the volume of nectar produced by M.
tococa were similar to those reported for other species. For example, Diaz-Castelazo et al. (2005)
found that plants with nectaries formed by glandular trichomes produce nectar volumes varying
between 0.4 and 1.9 pL (while here mean nectar volume was 0.64 pL) with a concentration of

sucrose ranging from 9.9 to 39.6% (here it was 25.7%).

The presence of nuptial or extranuptial nectaries is not common among the members of the
plant family Melastomataceae (Varassin et al. 2008). In fact, extranuptial nectaries were reported for
only two species of Melastomataceae. The first is Medillina magnifica, which presents a nectary in
its petals, which was initially described as floral nectary (Tobe et al. 1989). Only later Vogel (1997)
suggested that this nectary, due to its location, could not be related with plant pollination, and thus
should be involved in the attraction of mutualistic ants. The second species, Heterocentrom
subtriplinervium, presents extranuptial nectary on the petiole (Diaz-Castelazo ef al. 2004). Similarly,
as found in these two, non-myrmecophytic species of Melastomataceae, the extranuptial nectaries of
M. tococa do not have an apparent gland or structure, and are therefore only perceptible when there
is accumulation of the exudate. This condition, together with the individual and environmental
variability in nectar production, may have contributed to the non-detection of this structure up to the

present moment.
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Floral visitors

The presence of ants on flowers can affect the sexual reproduction of extranuptial nectary-
bearing plants (Pereira & Trigo 2013; Baronio & Del-Claro 2018). Part of this effect is due to the
ability of the pollinators to identify and avoid ants on flowers, thus reducing the number of flowers
which are pollinated (Cembrowski et al. 2014; Ibarra-Isassi & Oliveira 2018). In M. tococa, ants
foraged only on floral buds, and therefore did not interfere with the activity of bees on open flowers.
This is because nectar production ceases after the anthesis, thus preventing the ants from remaining

in the open flowers and repelling the pollinators.

Several studies have shown that the greatest abundance of ants on plants occurs during the
periods of highest nectar production (Chamberlain & Holland 2008; Holland ez al. 2010; Dattilo et
al. 2015), but here we observed that ants patrol the buds throughout the day, despite the fact that
more nectar is secreted early in the morning than during the afternoon. This behavior is potentially
important to maintain protection against floral herbivores throughout the day. Some plants produce
extranuptial nectar from the floral bud stage to the fruit, thus ensuring protection at all stages of
reproduction (Falcdo et al. 2003; Holland et al. 2010). In M. tococa, in contrast, nectar production
ceases after the anthesis, but as the inflorescence harbor all the reproductive stages concomitantly, it
is likely that ant protection expands beyond the buds thus reducing the level of herbivore damage on

newly-pollinated flowers and immature fruits as well.

Ant exclusion experiment

Our experiment and field observations indicate that non-obligate ants that visit the floral buds
of M. tococa reduce the incidence of floral herbivores, but not the incidence of pollinators.
Consequently, the presence of these ants increases the plant’s reproductive success. This result
reinforces the view that ants often have a positive effect on the reproductive success of their host-

plants (reviewed Chamberlain & Holland 2009; Rosumek et al. 2009; Trager et al. 2010). In fact, the
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meta-analysis performed by Trager ef al. (2010) found that the presence of ants in plants increased
their reproductive success by 49%, while the analysis of Rosumek ef al. (2009) found that plants
associated with ants increase their reproductive success by 24.3% on average. Here, there was a 15%
increase in the proportion of flowers that became fruits. However, as we were unable to quantify the
production of mature fruits, the magnitude of the ant effects on the reproduction of M. fococa may
have been underestimated. It is important to emphasize that variations in the nature and magnitude of
interaction-outcomes can occur between populations of the same species and between reproductive
cycles of the same population (Hoeksema & Bruna 2015). Thus, considering the wide geographic
distribution of M. tococa, it may well possible that ant effects against floral herbivores vary
depending on the location and/or ant species associated with each population. In this regard, future
studies should evaluate the effects of ants in other parts of M. tococa range, especially in those where

ants which have an obligatory association with M. tococa are present.

In many areas, M. tococa is associated with the obligate plant-ant Al/lomerus octoarticulatus
(Michelangeli 2005; Moraes & Vasconcelos 2009). Our preliminary observations in one of these
areas indicate that A. octoarticulatus does not forage on the buds or flowers of its host-plant.
However, surprisingly, we observed that non-obligate ants visit the inflorescences of plants with A.
octoarticulatus, and thus potentially may also protect the plants against floral herbivores. In addition
to A. octoarticulatus, ants of the genus Azteca are commonly found in M. fococa, especially in the
geographical center of distribution of this myrmecophyte (Michelangeli 2005). Studies with Azteca
show that they are attracted to extranuptial nectaries (ENNs) (Andrade 1984; Casique ef al. 2018).
Furthermore, there is evidence that the intake of sucrose by Azteca increases its maximum thermal
tolerance (Bujan & Kaspari 2017). This suggests that extranuptial nectar may play a fundamental
role in the nutrition and survival of Azfeca species associated with M. tococa. On the other hand,
these ants may have an important role in the defense of its host-plant, especially considering that

Azteca tend to prefer more open and sunny habitats (Bizerril & Vieira 2002), where the occurrence
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of flowering plants of M. tococa is much more common than in the shaded forest understory (Dejean
et al. 2006, H. C. Belan and H. L. Vasconcelos, personal observation). Observations and
experiments with Azteca-associated plants, however, are necessary to determine the potential role of
ENNs on the performance of the ant colonies, as well as to determine the effect of Azteca on M.
tococa floral herbivores. These studies are fundamental to better understand the evolutionary

mechanisms and the role of extranuptial nectaries in the floral buds of M. tococa.
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Supporting Information

Table 1. Floral visitors of Miconia tococa (Melastomataceae) observed in each floral stage: B - buds
and F - flowers, and in each study site: FEG - Fazenda Experimental do Gloria and PS — Parque do
Sabia, Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. LEIS codes refer to the Collection of Social Insects from
the Federal University of Uberlandia (LEIS-UFU). * Buzz pollinators

Floral visitors Floral stage  Site
Apidae
Apinae
Apis mellifera L. 1758 B PS
Bombus pauloensis Friese 1913* F FEG
Epicharis sp.* F PS
Eulaema nigrita Lepeletier 1841* F PS
PS,
Scaptotrigona sp. F FEG
Trigona spinips (Fabricius 1793) B PS
PS,
Xylocopa frontalis (Olivier 1789)* F FEG
Halictinae
Augochlora spp.* F PS
PS,
Augochloropsis spp.* F FEG
Formicidae
Dolichoderinae
Dolichoderus bispinosus (Olivier, 1792) B PS
Formicinae

Brachymyrmex sp.LEISS B PS,



Brachymyrmex sp.LEIS12
Camponotus atriceps (Smith, 1858)
Camponotus blandus (Smith, 1858)

Camponotus melanoticus Emery, 1894

Camponotus senex (Smith, 1858)
Camponotus sp.LEIS33
Camponotus sp.LEIS72
Camponotus sp.LEIS75

Myrmicinae

Cephalotes pusillus (Klug, 1824)

Crematogaster sp.LEIS4

Crematogaster sp.LEIS27

Nesomyrmex asper (Mayr, 1887)

Pheidole gertrudae Forel, 1886

Solenopsis sp.LEIS17
Pseudomyrmecinae

Pseudomyrmex gracilis (Fabricius, 1804)

Pseudomyrmex pallidus (Smith, 1855)

Vespidae

FEG
FEG
PS
PS
PS
PS,
FEG
FEG
FEG

FEG

PS,
FEG
PS
PS
FEG
FEG

FEG

PS

FEG

PS,

FEG
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Capitulo 3 - Variacoes morfologicas, fisiologicas e reprodutivas da mirmecofita
Miconia tococa em ambientes com diferentes condi¢oes de luminosidade

Resumo

Variacdes nas condi¢des abidticas podem afetar o crescimento e a reproducdo das plantas e gerar
modifica¢des morfoldgicas, fisiologicas e estruturais nos individuos. A luz ¢ um dos fatores que mais
afetam o desenvolvimento das plantas, por isso a capacidade de se adaptar a ambientes com
diferentes niveis de luminosidade ¢ essencial para a manutengao das espécies. Miconia tococa ¢ uma
mirmec6fita com ampla distribui¢do geografica que habita ambientes com variadas condigdes
ambientais e apresenta variagcdes morfoldgicas entre as populagdes. Para entender como M. tococa se
adapta a esses diferentes ambientes, avaliei caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas, além da
palatabilidade, crescimento e reproducao de individuos crescendo naturalmente em ambientes com
diferentes niveis de luminosidade: interior ¢ borda de mata de galeria, buscando responder as
seguintes questdes: (i) plantas de interior diferem das plantas de borda em quais caracteristicas?; (ii)
elas apresentam a mesma atratividade para herbivoros?; (iii) elas exibem o mesmo padrao de
crescimento e potencial reprodutivo?; e (iv) esse padrdo ¢ o mesmo para populagdes diferentes?.
Foram analisadas trés populagdes de M. fococa nos municipios de Jatai, Uberlandia e Perdizes. A
populacdo de Jatai ¢ colonizada por Allomerus octoarticulatus, uma espécie de formiga que nidifica
exclusivamente em plantas mirmecofitas, mas que ndo ocorre nem Uberlandia nem em Perdizes. Em
cada populagdo foram avaliadas plantas que ocorriam no interior (menor luminosidade) e na borda
(maior luminosidade) da floresta. As caracteristicas morfofisioldgicas avaliadas foram: area foliar,
massa foliar especifica (MFE), conteudo relativo de agua (CRA), densidade de tricomas, volume da
domadcea, teor de pigmentos (clorofilas a e b e carotenoides) e de carboidratos (agucares soliveis
totais — AST, polissacarideos soliveis em dgua — PSA e amido). Para avaliar o grau de palatabilidade
das plantas de borda e interior, foi realizado um experimento de preferéncia alimentar com a lagarta
generalista Spodoptera frugiperda. Ainda, para avaliar as diferencas no investimento vegetativo e
reprodutivo das trés populacdes nos dois ambientes, foram mensuradas as seguintes medidas: altura
total, nimero de folhas desenvolvidas e nimero de inflorescéncias. As folhas das plantas da borda da
mata tiveram maior dureza, maior densidade de tricomas na face inferior e menor palatabilidade do
que as do interior da mata. Fisiologicamente, as plantas de borda se mostraram metabolicamente
mais ativas e mais produtivas, o que permitiu, nas populacdes sem interagdo com formigas
obrigatorias, uma maior producdo de inflorescéncias na borda do que no interior da mata. Ja na

populacdo colonizada por formigas obrigatorias, a quantidade de luz no ambiente ndo afetou o
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desempenho das plantas, indicando que a interacado mutualista mantém as plantas menos vulneraveis

as condigoes abidticas do meio.

Palavras-chave: luz, adaptabilidade, mutualismo, variagdo ambiental, formiga
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Introduciao

Espécies com ampla distribuicdo geografica estdo sujeitas a ambientes com variadas
condi¢des ambientais, como diferentes niveis de luminosidade, umidade e disponibilidade de
nutrientes (Souza et al. 2018). Em plantas, essas variagdes ambientais estao geralmente associadas a
modificagdes intraespecificas em muitas caracteristicas, tanto entre como dentro das populacdes
(Valladares et al. 2006; Lazaro-Nogal et al. 2015; Souza et al. 2018). A variagdo entre os individuos
pode ser gerada por variabilidade genética ou por plasticidade fenotipica, € ¢ um importante
mecanismo de adaptacdo aos diferentes ambientes e um meio de evitar extingdes locais perante as
mudancas climaticas (Heschel et al. 2004; Franks et al. 2014). Entre os fatores que influenciam a
sobrevivéncia e o crescimento das plantas, a luz ¢ considerada um dos mais limitantes, pois afeta
diretamente a taxa de trocas gasosas e a sintese de fotoassimilados (Tang 1997; Valladares &

Niinemets 2008).

Devido a relevancia e a grande heterogeneidade da disponibilidade de luz nos ambientes,
tanto espacial quanto temporal, todas as plantas apresentam certa capacidade de adaptagdo a distintos
niveis de luminosidade por meio de variagdes morfoldgicas, fisioldgicas e estruturais (Bloor &
Grubb 2004; Rozendaal et al. 2006; Cai et al. 2008). Como as folhas sdo os 6rgdos fotossintéticos
mais importantes, a modificacdo foliar ¢ a forma mais eficiente de aclimatacdo e aproveitamento da
luz em determinado ambiente (Rozendaal ef al. 2006). De modo geral, um aumento em 4rea foliar
aumenta a interceptagdo de luz em ambientes com pouca luminosidade, enquanto que uma grande
massa por area foliar amplia a capacidade fotossintética em ambientes com muita luz (Poorter et al.
2009). O parametro amplamente utilizado para determinar a massa por area foliar ¢ a massa foliar
especifica (MFE), ou seu inverso, area foliar especifica, e ¢ determinado pela espessura e densidade
foliar (Villar et al. 2013). A MFE ¢ um indicador de caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas, como

dureza foliar e capacidade fotossintética, sendo um fator chave para o crescimento das plantas
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(Groom & Lamont 1999; Poorter et al. 2009). Além da MFE, outras caracteristicas foliares podem
ser fundamentais na adaptacdo de plantas a niveis diferentes de luminosidade, como a presenca de
tricomas, que atuam como um filtro contra radiagdo ultravioleta, e a concentragdo de clorofilas e
carotenoides, que maximizam a captacdo de luz por unidade de area foliar (Gratani et al. 2006;

Catoni et al. 2015; Xiao et al. 2017).

Todas modificacdes nas plantas para potencializar a captura de luz ou minimizar os danos
causados pelo excesso de luminosidade buscam otimizar o processo de fotossintese, que converte
energia luminosa em energia quimica. A energia quimica produzida ¢ conservada na forma de
carboidratos (Lambers ef al. 2008). Deste modo, o contetido de carboidratos, como agucares ¢ amido,
indica o potencial energético disponivel para o crescimento e a reproducdo das plantas (Weiner et al.
2009). Portanto, mudancas de luminosidade no ambiente podem alterar a fisiologia e anatomia das
plantas, afetando o resultado reprodutivo dos individuos e, consequentemente, a manutengao de

determinada populagao em um local (Poorter et al. 2019).

Além do crescimento e reproducdo, os fatores abioticos, como a luz, podem alterar os
mecanismos de defesa, direta ou indireta, contra herbivoros, o que também pode ter um efeito na
manuten¢do das populagdes (Jones ef al. 2017). De modo geral, ambientes mais ricos em recursos,
como luz ou nutrientes, permitem um crescimento mais rapido, maior produtividade e investimento
em defesas, como por exemplo, atrativos para formigas protetoras, como o néctar extrafloral (Coley
et al. 1985; Trager & Bruna 2006; Endara & Coley 2011). Deste modo, diferentes niveis de
luminosidade, além de induzir variagcdes morfoldgicas e fisiologicas no individuo, podem alterar,
direta ou indiretamente, o resultado de interagdes bidticas, como o mutualismo (Yamawo & Hada
2010; Hoeksema & Bruna 2015; Jones et al. 2017). Alguns estudos tém mostrado que as interagdes
entre plantas e formigas sdo condicionais aos fatores abidticos do meio (Kersch & Fonseca 2005;

Chamberlain & Holland 2009). Sendo assim, o efeito da presenca da formiga para a planta
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hospedeira pode variar de acordo com a disponibilidade de recursos presente no local (Folgarait &

Davidson 1994; Trager & Bruna 2006; Jones et al. 2017).

Considerando as adaptagdes das plantas em resposta a diferentes condigdes abioticas,
Miconia tococa (Desr.) Michelang. (Melastomataceae) ¢ uma mirmecofita que pode ser usada como
um interessante modelo para estudos de variacdes morfoldgicas e fisiologicas intraespecificas, pois
possui uma ampla distribuicdo geografica, apresentando variagdes morfoldgicas entre as populagdes,
e pode ocorrer em ambientes com condi¢des abidticas diferentes dentro de uma mesma localidade,
como sub-bosque de matas umidas, borda de mata ou veredas (Michelangeli 2003, 2005). Além
disso, M. tococa também apresenta interagdes de mutualismo com formigas ao longo de sua
distribuicdo. A grande maioria das populacdes de M. tococa ¢ habitada por formigas obrigatdrias, ou
seja, que nidificam apenas em mirmecofitas, como formigas dos géneros Azteca, Crematogaster e
Allomerus, que protegem sua hospedeira contra herbivoros (Bizerril & Vieira 2002; Michelangeli
2003; Moraes & Vasconcelos 2009). Entretanto, populacdes no limite sul da distribui¢do, onde uma
parte do presente estudo foi desenvolvida, sdo associadas apenas a formigas nao-obrigatdrias, cuja
associacdo ¢ apenas facultativa e ndo ¢ estabelecido um mutualismo protetivo efetivo (Moraes &
Vasconcelos 2009). Apesar dos estudos desenvolvidos, pouco se sabe sobre os fatores que permitem
a manuten¢do dessas populagdes sem um parceiro mutualista obrigatério (Moraes & Vasconcelos

2009; Bartimachi et al. 2015).

Dessa forma, para entender como M. tococa se adapta a ambientes com diferentes condigdes
abidticas, foram avaliadas caracteristicas morfologicas e fisioldgicas, além da palatabilidade,
crescimento e reprodugdo de individuos crescendo naturalmente em ambientes com diferentes niveis
de luminosidade: interior e borda de mata de galeria, buscando responder as seguintes questoes: (1)

plantas de interior diferem das plantas de borda em quais caracteristicas?; (ii) elas apresentam a
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mesma atratividade para herbivoros?; (iii) elas exibem o mesmo padrdo de crescimento e potencial

reprodutivo?; e (iv) esse padrao ¢ o mesmo para populagdes diferentes?.

Material e métodos

Locais de estudo

Foram analisadas trés populagdes de M. tococa em matas de galeria nos municipios de Jatai,
Uberlandia e Perdizes (Figura 1). A populagdo de Jatai é colonizada por Allomerus octoarticulatus
Forel, 1912, uma espécie de formiga que nidifica exclusivamente em plantas mirmecéfitas, ou seja,
formigas mutualistas obrigatorias, mas que ndo ocorre nem Uberldndia nem em Perdizes. Nestas
duas ultimas populagdes, formigas que nidificam no solo ou na vegetagdo arbdrea eventualmente
utilizam as doméceas de M. tococa como ninhos satélites (Moraes & Vasconcelos 2009). Em cada
populacao foram avaliadas tanto plantas que ocorriam no interior (doravante plantas do interior)
quanto na borda da floresta (doravante plantas da borda), as plantas do interior estavam entre 10 e 50

m da borda (Figura 2).
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Figura 2. Individuos de Miconia tococa naturalmente presentes no interior (A) e na borda de mata
de galeria (B) no municipio de Uberlandia - MG.
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Caracteristicas morfologicas e fisiologicas

Foram comparados parametros morfologicos e parametros fisioldégicos entre plantas de borda
e de interior. Devido a limitagcdes de acesso aos equipamentos necessarios esta comparagao foi
restrita a populagcdo de Uberlandia. Foram avaliadas eventuais diferencas na area foliar, massa foliar
especifica (MFE), conteudo relativo de agua (CRA), densidade de tricomas, volume da domacea,
teor de pigmentos (clorofilas a e b e carotenoides) e de carboidratos (agucares soluveis totais — AST,
polissacarideos soltiveis em agua — PSA e amido). Para andlise de area foliar, densidade de tricomas
e volume da domacea foram coletadas dez folhas de 18 individuos em cada ambiente, ¢ para os
demais parametros, como forma de padronizagdao, foram coletadas as duas primeiras folhas

expandidas de dez individuos em cada ambiente.

A area foliar (AF) foi estimada pela equagdo: AF = 0,325 + 0,7323 X (comprimento da folha
x largura da folha) (Moraes & Vasconcelos 2009). A densidade de tricomas foi medida em seis
secdes de 1 cm? aleatoriamente posicionadas em cada folha, sendo trés na superficie abaxial
(inferior) e trés na superficie adaxial (superior), sempre evitando as nervuras principais. Para cada
superficie da folha foi calculada a média das trés seg¢des. Para o calculo do volume da doméacea
foram medidas a altura, o comprimento e a largura da domécea com o auxilio de um paquimetro. O
volume da domadcea foi estimado pela equacdo: Volume = comprimento x largura X altura. Em
seguida foi determinado o tamanho relativo da domacea, como: Volume relativo = volume / area
foliar, para remover o efeito da area foliar que esta correlacionado com o tamanho da doméacea. Para

esses parametros, foi calculada a média das folhas coletadas de cada planta.

Para mensurar a MFE e o CRA, foram cortados discos da lamina foliar de 39,6 mm?, que
foram pesados em balanca analitica logo apods a coleta (peso fresco), hidratados por 24h, novamente
pesados (peso hidratado) e, por fim, secos em estufa a 60°C por 48 horas e posteriormente pesados
(peso seco). A MFE foi calculada pela equagdao: MFE = peso seco/area, e 0 CRA pela equagdao: CRA

= [(peso fresco — peso seco) / (peso hidratado — peso seco)] % 100.
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Para determinacdo do teor dos pigmentos clorofila A (CLA), clorofila B (CLB) e
carotenoides (CAROT), assim como o teor de clorofilas totais (CLT) e as proporcdes clorofila
A/clorofila B (CLA/CLB) e clorofilas totais/carotenoides (CLT/CAROT) foram seguidos o protocolo
e os calculos estabelecidos por Lichtenthaler & Wellburn (1983), utilizando-se acetona 80% e
realizando-se a leitura do material em espectrofotometro de luz visivel (espectrofotometro
BioSpectro, SP-220, Sao Paulo, Brasil) nos comprimentos de onde 646, 470 ¢ 663 nm. Para dosagem
de carboidratos foi utilizado método colorimétrico fenol-acido sulfurico (Dubois ef al. 1956; Chow

& Landhéusser 2004) e glicose como padrao.

Para avaliar se as caracteristicas mensuradas diferem entre os individuos crescendo em
ambientes com niveis diferentes de luminosidade (borda e interior), foram realizados testes ¢ para
duas amostras sempre que possivel. Os dados de MFE, CLA/CLB, CLT/CAROT e PSA nao
atenderam as premissas de normalidade e homocedasticidade do teste e assim foram analisados
através do teste de Mann-Whitney. Todas as andlises foram realizadas no software R (R Core Team

2017).

Experimento de palatabilidade

Para avaliar o grau de palatabilidade das plantas de borda e interior, foi realizado um
experimento de preferéncia alimentar com a lagarta generalista Spodoptera frugiperda (Smith,
1797). Para tanto, foram realizados dois experimentos: um com folhas jovens (primeiro nd) e outro
com folhas maduras (segundo no), sendo que cada experimento foi replicado 35 vezes. Em cada
experimento foram oferecidos dois fragmentos foliares de 3 x 3 cm (9 cm?), sendo um fragmento de
planta da borda e outro de planta do interior, para uma lagarta de 6° ou 7° instar apta a consumir o
recurso alimentar (Figura 3). Apds 24h, os dois fragmentos foram retirados, fotografados e a area

foliar consumida foi mensurada com o auxilio do software Image J.
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Para analisar se houve diferenga no consumo de cada lagarta (palatabilidade) entre folhas
provindas de plantas de interior e borda, foi utilizado um teste ¢ pareado para cada experimento
separadamente (com folhas jovens e maduras), considerando a porcentagem de consumo de cada

fragmento foliar. A andlise foi realizada no software R (R Core Team 2017).

Y i @

Figura 3. Experimento de preferéncia alimentar. (A) Lagarta Spodoptera frugiperda. (B) Placa de
petri utilizada no experimento, contendo dois fragmentos foliares de Miconia tococa, um de planta
do interior da mata e outro de planta da borda da mata.

Tamanho das plantas, herbivoria e investimento reprodutivo

Foram avaliadas as diferengas no investimento vegetativo (nimero de folhas e altura),
reprodutivo (nimero de inflorescéncias) e no nivel de dano por herbivoros entre plantas de borda e
interior das populacdes de Jatai, Uberlandia e Perdizes. Foram selecionados de 20 a 45 individuos
em cada ambiente (interior e borda), conforme o numero de plantas disponiveis em cada local. Dos
individuos selecionados, foram mensuradas as seguintes medidas: altura total, nimero de folhas
desenvolvidas (com domadicea) e numero de inflorescéncias. As coletas foram realizadas entre os

meses de agosto e outubro, que € o periodo reprodutivo de M. tococa nas éareas estudadas (Antunes &
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Ribeiro 1999). Dentre as plantas amostradas, 10 a 20 foram selecionadas para mensurar a area foliar
danificada. De cada um desses individuos, foram coletadas dez folhas, das quais foram tomadas as
medidas de comprimento total e largura total com o auxilio de uma régua, e a area perdida foi

estimada com o auxilio de um filme pléstico gradeado com precisdo de 1 cm?.

Para avaliar se o nimero de folhas e a herbivoria diferem entre os ambientes e as populagdes,
foram usados dois modelos lineares (LM). No primeiro, o nimero de folhas foi transformado por
uma fung¢do logaritmica para atender as premissas do teste e os fatores populacao, ambiente e altura
foram testados como variaveis preditoras, assim como todas as possiveis interagdes. Para simplificar
o modelo, as interagdes ndo significativas foram eliminadas uma a uma, sem que houvesse prejuizo
ao modelo, restando apenas a interagdo entre ambiente e altura, além das variaveis mencionadas. No
segundo LM, os dados de herbivoria foram transformados em logit (Warton & Hui 2011) para
atender as premissas do teste e os fatores populacdo e ambiente foram testados como variaveis
preditoras, assim como interagdo entre esses fatores. Quando necessario, comparagdes multiplas a
posteriori foram realizadas pela fun¢do ‘glht’ no pacote ‘multicomp’ (Hothorn et al. 2008; R Core

Team 2017).

Para avaliar se o numero de inflorescéncias difere entre os ambientes e as populagdes, foi
usado um modelo linear generalizado (GLM) com distribuicdo de erros Poisson, considerando o
numero de inflorescéncia como variavel dependente, os fatores populagdo e ambiente como variaveis
preditoras e o numero de folhas como covariavel. Porém, devido a uma superdispersdao dos dados, foi
utilizado um GLM Quasi-Poisson com essas mesmas variaveis. Devido a interag@o entre os fatores
populacdo e ambiente, foram testados modelos (GLM) para cada uma das populagdes, também
considerando o fator ambiente como variavel preditora e o numero de folhas como covariavel. Todas

as analises foram realizadas no software R (R Core Team 2017).
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Resultados

Caracteristicas morfologicas

Para a populagdo de Uberlandia, plantas sob diferentes niveis de luminosidade (interior e
borda da mata) ndo apresentaram diferenga de area foliar (¢ = 2,01; gl = 33; p = 0,053). A massa
foliar especifica (MFE) das plantas da borda foi em média 260% maior que das plantas do interior (U
= 100; Np = 10; N; = 10; p < 0,001), porém ndo houve diferencas quanto ao contetido relativo de
agua (CRA) (¢ =0,64; gl = 18; p < 0,95) e nem quanto ao volume das domaceas (¢ = 1,705; gl =34; p
= 0,09). Houve diferenga na densidade de tricomas da face inferior (abaxial; r = 4,84; gl = 34; p <
0,001), sendo que as plantas de borda apresentaram em média 50% mais tricomas que plantas do
interior, e ndo houve diferenca na densidade de tricomas na face superior (adaxial; # = 0,05; gl = 34;

p =0,62) (Figura 4).
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Figura 4. Area foliar (A), massa foliar especifica - MFE (B), contetido relativo de 4gua - CRA (C),
volume relativo da domacea (D), e densidade de tricomas na face superior (E) e inferior (F) de
Miconia tococa em ambientes com diferentes niveis de luminosidade (borda e interior da floresta)
em populacdo de Uberlandia — MG. Asteriscos representam médias diferentes entre os tratamentos a
5% de significancia.

Caracteristicas fisiologicas

As plantas de interior apresentaram teor de clorofila A em média 95% maior que as plantas de
borda (CLA; t = 6,31; gl = 18; p < 0,001), teor de clorofila B em média 100% maior (CLB; ¢ = 7,89;
gl = 18; p < 0,001), clorofilas totais em média 98% maior (CLT; ¢ = 6,88; gl = 18; p < 0,001) e teor

de carotenoides em média 72% maior (¢ = 6,6; gl = 18; p < 0,001). Quanto as propor¢des dos
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pigmentos, as plantas dos dois ambientes apresentaram a mesma razao CLA:CLB (U = 59; Nporda =
10; Ninterior = 10; p = 0,5), mas a razdo CLT:Carotenoides foi em média 16% maior nas plantas do

interior da mata (U = 22; Np = 10; N; = 10; p = 0,03) (Figura 5).

Quanto aos carboidratos presentes nas folhas de plantas dos dois ambientes, as plantas da
borda apresentaram teor de agucares soluveis totais 50% maior (¢ = 5,39; gl = 18; p <0,001) e teor de
amido 36% maior que as plantas do interior (¢ = 3,37; gl = 18; p < 0,01), enquanto que o teor de
polissacarideos soluveis em agua ndo diferiu entre plantas de borda e interior (U = 34; Np = 10; Nj =

10; p=0,23) (Figura 5).
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Figura 5. Teor de clorofila A (A), de clorofila B (B), de clorofilas totais (C) e de carotenoides (D),
relagdo CLA:CLB (E), relagao CLT:Carotenoides (F), teor de agucares soluveis totais — AST (G),
polissacarideos soluveis em agua — PSA (H) e amido (I) em plantas de Miconia tococa em ambientes
com diferentes niveis de luminosidade (interior e borda da mata de galeria) em populacao de
Uberlandia — MG. Asteriscos representam meédias diferentes entre os tratamentos a 5% de
significancia.
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Experimento de palatabilidade

O experimento de preferéncia alimentar com lagartas generalistas mostrou que nao houve
diferencas no consumo de folhas jovens entre folhas oriundas de plantas da borda ou do interior (¢ =
1,61; gl = 30; p = 0,18). Porém, as folhas maduras de plantas do interior foram signficativamente
mais consumidas (em média 26% a mais de consumo) do que as folhas maduras de plantas da borda

(t=4,61; gl = 30; p <0,001) (Figura 6).
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Figura 6. Experimento de palatabilidade de folhas de Miconia tococa pela lagarta generalista
Spodoptera frugiperda. Porcentagem de area foliar consumida para folhas de jovens (A) e maduras
(B) provenientes de plantas crescendo em ambientes de interior € borda de mata no municipio de
Uberlandia — MG. O asterisco representa meédias diferentes entre os tratamentos a 5% de
significancia.

Tamanho das plantas, herbivoria e investimento reprodutivo

A andlise sobre a relacdo entre altura e numero de folhas, mostrou que ha diferencas no
numero de folhas entre plantas de diferentes populacdes (F,150) = 43,74; p < 0,001), sendo que as
plantas de Jatai apresentaram proporcionalmente (isto €, relativo a sua altura) mais folhas do que as
plantas das outras duas populagdes (Teste de Tukey; p < 0,001). Nao houve houve diferenca
significativa no nimero de folhas entre plantas de borda e interior (F(1,150) = 1,33; p = 0,25), porém

houve uma interagdo entre o ambiente e co-variavel altura (Fq 1500 = 11,31; p < 0,001), ja que o
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incremento no nimero de folhas em relacdo 4 altura da planta tendeu a ser maior entre plantas da

borda do que entre as de interior (Figura 7).

A herbivoria diferiu entre as populagdes (Fp,113) = 13,45; p < 0,001), sendo maior nas
populacdes de Uberlandia e Perdizes do que na populacdo de Jatai, que ¢ colonizada por formigas
obrigatorias (Teste de Tukey; p < 0,001; Figura 8a), porém nao diferiu entre os ambientes (F(1,113) =
0,27; p = 0,6) (Figura 8a). A média de inflorescéncias por planta diferiu entre as populagdes (> =
14,47; ¢l = 2; p < 0,001), sendo maior para a populacdo de Jatai do que para a populagcdo de
Uberlandia, considerando os dois ambientes amostrados, a populagdo de Perdizes ndo diferiu das
outras duas (Teste de Tukey; p < 0,001; Figura 8b). Também houve diferenca na média de
inflorescéncias entre os ambientes (> = 67,76; gl = 1; p < 0,001) e uma interacio entre esses dois
fatores (y* = 29,61; gl = 2; p < 0,001), sendo que a diferenca entre os ambientes foi significativa para
as populacdes de Uberlandia (> = 50,6; gl = 1; p < 0,001) e de Perdizes (y* = 7,22; gl = 1; p < 0,01)
(Figura 8b), e ndlo para a populacio de Jatai (> = 1,64; gl = 1; p < 0,2). A covaridvel niimero de

folhas também afetou o nimero de inflorescéncias (;(2 =206,22; gl = 1; p <0,001; Figura 9).
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Figura 7. Relacdo entre altura e nimero de folhas para plantas de Miconia tococa em dois ambientes (borda e interior da mata) para trés populacdes:
(A) UD - Uberlandia, (B) PZ - Perdizes e (C) JT - Jatai. A populagdo de Jatai ¢ colonizada por formigas obrigatorias (Allomerus octoarticulatus),
enquanto que as outras duas populagdes apresentam interagdes apenas com formigas ndo-obrigatérias.
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Figura 9. Relagdo entre nimero de folhas e nimero de inflorescéncias por plantas de Miconia
tococa.

Discussao

Plantas de Miconia tococa crescendo em ambientes com diferentes niveis de luminosidade
apresentaram variacoes tanto morfologicas como fisiologicas. As folhas das plantas da borda da mata
tiveram maior dureza (maior MFE) e maior densidade de tricomas na face inferior do que as folhas

do interior da mata, o que pode explicar a baixa palatabilidade das folhas de borda. Fisiologicamente,



79

as plantas de borda se mostraram metabolicamente mais ativas (maior concentragdo de agucares
soluveis) e mais produtivas (maior estoque de amido). Como esperado, a populacdo de Jatai,
colonizada por formigas mutualistas obrigatorias, apresentou menor herbivoria que as outras duas
populagdes, Uberlandia e Perdizes. Entre essas populagdes também houve diferengas no
investimento vegetativo e reprodutivo. As plantas de Jatai apresentaram maior numero de folhas e
maior numero de inflorescéncias por planta. Dentro de cada populagdo, a intensidade luminosa do
ambiente afetou positivamente a reproducao apenas nas popula¢des de Uberlandia e Perdizes. Para

Jatai, o nimero de inflorescéncias ndo diferiu entre os ambientes.

Caracteristicas morfologicas

A massa foliar especifica (MFE) ¢ um parametro muito variavel, tanto entre espécies como
dentro da mesma espécie, sendo que o fator ambiental que mais afeta a MFE ¢ a luz (Rozendaal ef al.
2006; Poorter et al. 2009). A capacidade de modificar a MFE de acordo com a intensidade luminosa
do ambiente pode ser fundamental para o fitness das plantas (Poorter et al. 2009; Villar et al. 2013).
Em ambientes com baixa irradidncia, uma menor MFE ¢ benéfica pois permite uma maior extensao
foliar para interceptacdo de luz, com menor investimento em biomassa, enquanto que uma grande
biomassa por area (elevada MFE) aumenta a capacidade fotossintética em ambientes com muita luz
(Niinemets et al. 1998). Além de ampliar a capacidade fotossintética, uma grande MFE estd
associada a alta resisténcia e baixa palatabilidade, atuando entdo, como um mecanismo de defesa
mecanico contra herbivoros (Pérez-Harguindeguy et al. 2003; Poorter et al. 2009). Assim, como
esperado, plantas de M. tococa crescendo em ambiente com maior disponibilidade de luz, borda da
mata, apresentaram maior MFE que plantas de ambiente sombreado, interior da mata. A grande
magnitude da variacdo (MFE 260% maior nas folhas da borda) indica que essa espécie tem uma alta
capacidade de adaptacdo as diferentes condi¢des de luminosidade dos ambientes. Rozendaal et al.
(2006), avaliando a area foliar especifica de 38 espécies arboreas tropicais, também encontraram que

folhas de sol apresentam maior massa seca por unidade de area foliar, porém, em média, essa
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varia¢do foi de apenas 30%. Essa grande variabilidade de MFE em M. fococa pode contribuir para a
ampla distribui¢do geografica da espécie, pois permite que os individuos se adaptem a locais com

diferentes condi¢gOes ambientais.

Além da MFE, outros caracteres morfologicos também podem ser importantes para o
estabelecimento de uma planta em determinado ambiente. A area foliar ¢ um importante parametro,
principalmente para plantas de ambientes sombreados, pois afeta diretamente a captura de luz (Bragg
& Westoby 2002). Assim, muitas espécies apresentam folhas maiores quando estdo em ambientes
com pouca luz (Weijschedé et al. 2006; Poorter & Rozendaal 2008). Em M. fococa, houve apenas
uma tendéncia (p = 0,053) das folhas do interior da mata serem maiores que as da borda, o que pode
evidenciar uma baixa capacidade dessa espécie de modificar esse parametro em diferentes condig¢des
de luminosidade, ou pode indicar que outras caracteristicas, como a MFE, s3o mais importantes para

garantir o estabelecimento do individuo nesse ambiente.

Os tricomas representam estruturas superficiais dindmicas que protegem os 6rgaos vegetais
de estresses bidticos e abioticos (Karabourniotis ef al. 2020). A camada de tricomas forma uma
barreira protetora contra patdégenos e aumenta a resisténcia das folhas contra herbivoros, o que
influencia a oviposicao de insetos e a alimentacdo de uma ampla gama de herbivoros (Peter et al.
1995; Kortekamp et al. 1999; Vermeij 2015). Quanto aos estresses abioticos, em ambientes secos €
com alta intensidade luminosa, a camada de tricomas pode ser essencial para reduzir a perda de agua,
a fotoinibi¢do, a temperatura da lamina foliar e os danos causados pela radia¢do ultravioleta-B
(Bickford 2016; Xiao et al. 2017). Devido as caracteristicas fisicas e quimicas dos tricomas, eles
atuam como refletores de luz e controlam o equilibrio energético das folhas, afetando,
consequentemente, as trocas gasosas (Bickford 2016; Karabourniotis et al. 2020). Deste modo,
esperava-se que as plantas da borda apresentassem maior densidade de tricomas que plantas do
interior, pois estdo expostas a condi¢cdes ambientais mais adversas. Essa diferenga foi observada

apenas para a face inferior das folhas, o que pode estar relacionado com a protecdo dos estdmatos
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contra a perda de agua e a radiacdo intensa, ja que sdo mais numerosos na face abaxial (Turner 1970;
Grammatikopoulos et al. 1994). Alguns estudos apontam para uma reducao na densidade de tricomas
ao longo da expansdo foliar, sendo essa redugdo maior para a face adaxial (Karabourniotis &
Bornman 1999), o que pode ser um indicio de que os tricomas da face adaxial em folhas maduras
ndo desempenhem fungdes essenciais, e, portanto, ndo sao fundamentais para a adaptabilidade das
plantas. Entretanto mais estudos sao necessarios para avaliar a funcao dos tricomas na face superior

das folhas.

Caracteristicas fisiologicas

O aumento da concentracdo de clorofila por unidade de area foliar, principalmente de
clorofila B, maximiza a captagdo de luz solar e pode ser um fator importante para plantas de
ambientes sombreados, onde o recurso luz ¢ limitante (Gratani et al. 2006; Catoni et al. 2015). Ja em
ambientes com alta incidéncia solar, o aumento do teor de carotenoides melhora a dissipagdo da
energia ¢ reduz os danos causados ao aparelho fotossintético pelo excesso de luz (fotoinibigao)
(Demmig-Adams & Adams 1996; Catoni et al. 2015). Para M. tococa, nas folhas do interior da mata
houve um maior teor de clorofilas totais, porém a propor¢do CLA:CLB ndo diferiu entre os
ambientes avaliados, indicando que as plantas de sombra ndo investem mais em clorofila B como
forma de otimizar a captagdo de luz. Houve também uma diferenca na propor¢cdo CLT:Carotenoides,
sendo menor para as plantas de borda, indicando que nessas hd um maior investimento em pigmentos
carotenoides em rela¢do ao teor de clorofilas totais do que nas plantas do interior. Apesar disso, as
plantas de interior ainda possuem maior concentragdo de carotenoides por unidade de massa foliar
que plantas da borda. Essa diferenca pode ser explicada pelo papel desses pigmentos, além da

fotoprotecao, na captacdo de luz em ambientes sombreados (Sanchez-Gomez et al. 2006).

A luz captada pelas folhas ¢ convertida e armazenada na forma de carboidratos (Lambers et
al. 2008). Os agucares soluveis de baixa complexidade (AST, como glicose, frutose e galactose) sao

prontamente utilizados no metabolismo e sdo um indicativo de alta taxa metabdlica, como atividade
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respiratoria e fotossintética. Os polissacarideos soluveis em agua (PSA) sdo carboidratos mais
complexos e com fung¢do estrutural, como a pectina, que podem contribuir para uma maior densidade
do tecido vegetal. Ja o excedente de energia quimica produzida ¢ armazenado, principalmente, na
forma de amido (Bhatla & A. Lal 2018). Em M. tococa, o aumento da luminosidade gera uma maior
taxa fotossintética, evidenciada pela maior concentragdo de AST, tornando as plantas mais

produtivas, como demonstrado pelo maior teor de reserva de amido.

Experimento de palatabilidade

Diversas caracteristicas morfologicas e quimicas dos vegetais determinam a preferéncia
alimentar de cada herbivoro, que pode variar também de acordo com a identidade e o habito
alimentar de cada organismo (Pérez-Harguindeguy et al. 2003; Peeters et al. 2007). Dentre os
parametros morfologicos, a dureza foliar ¢ um dos que mais afetam a palatabilidade, principalmente
em relagdo aos insetos mastigadores. Folhas mais duras sdo evitadas por apresentarem uma maior
resisténcia ao corte, e consequentemente maior gasto energético para o consumo (Peeters ef al. 2007,
Poorter et al. 2009). Como ja mencionado anteriormente, a MFE ¢ utilizada como um estimador da
dureza foliar, assim, para M. tococa, as folhas maduras do interior da mata foram consideradas mais
tenras, o que pode ter levado a um maior consumo pelas lagartas no experimento de palatabilidade
em relagdo as folhas de borda. Folhas mais jovens possuem menor dureza do que folhas maduras,

desse modo, essa caracteristica pode nao ter sido um fator decisivo na palatabilidade das folhas.

Outro fator que pode ter influenciado a preferéncia das lagartas no experimento com folhas
maduras ¢ a densidade de tricomas na face abaxial dos fragmentos foliares, que foi maior nas folhas
de borda. Muitas lagartas ficam posicionadas na face inferior das folhas e os tricomas podem

dificultar a locomocgao desses insetos € o consumo foliar (Lill ef al. 2009; Despland 2019).
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Tamanho das plantas, herbivoria e investimento reprodutivo

Formigas mutualistas obrigatorias protegem suas hospedeiras contra o ataque de herbivoros
(Heil & McKey 2003). Estudos ja demonstraram essa interagdao protetiva para M. fococa e varias
espécies de formigas (Michelangeli 2005; Moraes & Vasconcelos 2009). Entretanto, em populagdes
sem formigas obrigatorias, as formigas ndo-obrigatérias nao sao eficientes em reduzir as taxas de
herbivoria das plantas (Bartimachi et al. 2015). Assim, como esperado, no presente estudo a
herbivoria foi menor em Jatai do que nas outras duas populagdes. Dentro de cada populagdo, a
herbivoria ndo diferiu entre os ambientes, apesar do experimento de palatabilidade ter demonstrado
que folhas do interior da mata sdo mais palataveis que folhas da borda. Portanto, outros fatores
podem estar influenciando as taxas de herbivoria, como a densidade de herbivoros, fatores abioticos,

ou até mesmo fatores estocésticos (Barber & Marquis 2011).

Em uma recente meta-analise, Poorter et al (2019) avaliaram a plasticidade de 70
caracteristicas anatdomicas, morfologicas, fisiologicas, quimicas, crescimento vegetativo e reproducao
de plantas crescendo em ambientes com diferentes niveis de luminosidade. De modo geral, o
aumento de luminosidade gera um aumento da taxa fotossintética, o que leva a um aumento do
crescimento vegetativo e, consequentemente, do esforco reprodutivo. O crescimento vegetativo pode
ser o resultado de muitos fatores, porém o potencial reprodutivo ¢ determinado basicamente pelo
tamanho da planta (Weiner et al. 2009). Apesar das plantas de borda e interior ndo terem diferido em
numero de folhas, a maior MFE e o maior conteido de carboidratos das folhas de borda sao um
indicativo de que as plantas de borda apresentam um maior potencial energético disponivel para
reproducdo que as plantas de interior (Weiner et al. 2009). Assim, em M. tfococa houve um efeito
positivo da luminosidade no potencial fotossintético, e consequentemente, na reproducdo dos
individuos nas populacdes de Uberlandia e Perdizes. Nessas populagdes, como as inflorescéncias sdo
raras em plantas do interior da mata, as plantas de borda podem estar garantindo a variabiliade

genética, e assim, a manuten¢do das populacdes nesses locais. Ja para a populacdo de Jatai,
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colonizada por A. octoarticulatus, a restrita quantidade de luz no interior da mata nio reduziu a
reproducao dos individuos, um indicio de que a colonizagdo por formigas mutualistas garante os

recursos energéticos necessarios para a reproducdo nesses ambientes.

Conclusao

A mirmecofita Miconia tococa demonstrou a capacidade de ocupar ambientes com diferentes
condi¢des abiodticas por meio de variagdes morfologicas e fisiologicas. Em ambientes com maior
intensidade luminosa, as plantas se mostraram mais produtivas, o que permitiu uma maior producao
de inflorescéncias. Nas populag¢des sem interagdo com formigas obrigatorias, esse incremento parece
ser fundamental para a manuteng¢dao e a reproducao da populacdo. Na populacdo colonizada por
formigas obrigatorias, a quantidade de luz no ambiente ndo afetou o desempenho das plantas,
indicando que a interacao mutualista mantém as plantas menos vulneraveis as condigdes abioticas do

meio.
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Consideracoes finais

Formigas associadas a mirmecoéfita Miconia tococa afetam positivamente o crescimento e a
reproducdo da planta hospedeira, por meio da reducdo da herbivoria foliar e da herbivoria floral.
Experimentalmente, foi possivel verificar que a reducdo da herbivoria ¢ o beneficio na interacao
mutualista que mais afeta o crescimento da planta hospedeira, e pode, consequentemente, afetar a
reproducdo dos individuos, ja que o potencial reprodutivo depende do tamanho das plantas. O
fornecimento de nutrientes pelas formigas parece ndo ser um fator determinante para as plantas no

ambiente estudado.

Apesar das plantas protegidas contra herbivoria terem se desenvolvido mais, plantas sem essa
protecdo sobreviveram ao longo do experimento mesmo crescendo mais lentamente, o que pode ser
um indicio que a espécie apresenta algum grau de tolerancia a herbivoria, e que essa tolerancia pode
contribuir com a manutengdo de populagdes no limite sul da distribuicdo de M. fococa sem parceiros

mutualistas obrigatodrios.

Além da tolerancia a herbivoria, as condigdes abidticas também podem colaborar para a
manuten¢do dessas populacdes sem as formigas obrigatorias. Plantas crescendo em ambientes mais
ensolarados, como a borda da mata de galeria, se mostraram mais produtivas, produzindo um maior
numero de inflorescéncias, do que as plantas do interior da mata. Dessa forma, o aumento de energia
luminosa pode compensar, em parte, a falta do parceiro mutualista e garantir a manutencdo dessas

populagdes.

Avaliando ainda a reproduc¢do dessas mesmas populagdes, verificou-se que os botdes florais
produzem néctar extranupcial para atrair formigas. Como as plantas ndo sdo colonizadas por
formigas obrigatorias, formigas oportunistas sdo atraidas e forrageiam nas inflorescéncias,
protegendo as estruturas florais contra herbivoros. Entdo, apesar de estudos anteriores terem

demonstrado que as formigas oportunistas ndo sdo eficientes para proteger M. fococa de herbivoros
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foliares, essas formigas podem ter um papel fundamental em garantir o sucesso reprodutivo dessa

mirmecd6fita nesses locais.

Como continuidade desse trabalho, seria importante entender como os fatores abidticos
afetam outras popula¢des de M. tococa, visto que essa espécie apresenta uma ampla distribuicao
geografica e habita uma grande variedade de ambientes. Ainda, estudos em outras populagoes,
colonizadas por outras espécies de formigas obrigatdrias, esclareceria a contribuicdo dos nectarios
extranupciais para o sucesso reprodutivo da planta hospedeira e o comportamento dessas formigas na
protecdo das inflorescéncias, considerando que entre os parceiros mutualistas pode haver um conflito

de interesses.



