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RESUMO GERAL

Nesse trabalho foi constatada a existéncia degé@sanos atributos de defesas
anti-herbivoria direta e indireta, e de toleranem duas espécies nativas do cerrado
brasileiro: Maprounea brasiliensisSt. Hil. (Euphorbiaceae) etryphnodendron
adstringens(Mart.) Coville (Fabaceae - Mimosoideae). As defesgaminadas foram
concentracdo de compostos fendlicos totais, tanimddrolisaveis e taninos
condensados, numero e tamanho dos nectérios exdiafl volume do néctar
extrafloral, quantidade relativa de acucares ddanértamanhos de folhas. Apesar de
individuos das duas espécies terem sido submeiglosesmas condicdes ambientais e
estarem distribuidos na mesma area de coleta, sadsmo tipo de solo e clima, eles
apresentaram na maioria das vezes respostasabsiintmesmo estimulo. Por exempilo,
plantas deM. brasiliensisndo produziram nectarios adicionais quando sublaeta
gueimadas periddicas a cada dois anos durante d8 &mtretanto, plantas d&.
adstringensresponderam ao fogo frequente, produzindo NEFsiadiis. Também
houve resposta diferenciada entre as duas esppeesio o estimulo foi estagBes do
ano, representadas pelo periodo seco do invernelce geriodo chuvoso do veréo.
Folhas deM. brasiliensisproduzidas no periodo seco investiram mais ensdefe que
em crescimento, apresentando mais NEFs e menoffdi@a Em S. adstringen®ao
houve diferenca nos atributos de defesa induzida &prbivoria artificial (nGmero de
NEFs) e entre as folhas produzidas no periodoes@asgoroduzidas no periodo chuvoso;
entretantoS. adstringensambém investiu mais em crescimento no verao, wgnajue
suas folhas foram mais largas nessa época. Asapldias duas espécies apresentaram
respostas diferentes quando submetidas aos residuestilizacdo de um experimento
conduzido durante nove andsl. brasiliensisfoi mais responsiva aos residuos de
fertilizacdo do qués. adstringensAs concentracdes de nutrientes foliares e dadaani
condensados foram alteradas ewh brasiliensis devido as modificagbes das
caracteristicas do solo determinadas por umaifegdo de médio prazo. Por outro
lado, emS. adstringensa concentragdo de metabdlicos secundarios ndoddificada,
mas a concentracdo de nutrientes foliares tamb&eusmudancas devido aos residuos
da fertilizacdo. O experimento com diferentes iy herbivoria nos ramos marcados
em plantas deM. brasiliensisdemonstrou que as folhas novas produzidas apds o
estimulo formaram a mesma quantidade e tamanho Eles Nlo que as folhas

produzidas antes do estimulo. O mesmo tipo de emprto com diferentes niveis de



herbivoria nos ramos marcados em planta$ dadstringensesultou em aumento no
volume do néctar secretado. Portanto, Mmbrasiliensis as defesas anti-herbivoria,
como numero e tamanho dos NEFs e area foliar, reaniaao longo do ano e a
concentracdo de taninos condensados se modificadodaos residuos da adicdo de
fertilizantes. Ja er. adstringensa presenca de fogo frequiente aumentou o nimero de
NEFs e as diferentes taxas de herbivoria artifieral ramos marcados aumentaram a
quantidade de néctar produzido, aléem de que afdliaavariou ao longo do ano. No
presente estudo foi constatada a nao existéncimade-off entre defesas diretas e
indiretas emM. brasiliensise a variacdo da producdo de néctar e da ultréesieu
anatomia dos NEFs em diferentes fases ontogénadslith. Nosso estudo também
mostrou que a fase ontogénica da plantaSeradstringensnfluencia a qualidade da
folhna para os herbivoros. Por isso, nesse trabadiso comprovamos a plasticidade
fenotipica de defesas anti-herbivoria de duas espéde cerrado,Maprounea
brasiliensise Stryphnodendron adstringensubmetidas a experimentos controlados no
campo que simulavam diferentes condicdes ambientédstramos também que a
expressdo dos atributos de defesa € dependentdada da folha e da idade do
individuo. Tal estudo evidencia a importancia deestudar as consequéncias das
variagdes nos atributos de defesa nas plantasaasignudancas ambientais, uma vez
que tais caracteres, como tamanho e niumero de NEdhjcado e qualidade de néctar
extrafloral, concentracdo de fendlicos totais, rasi condensados e taninos
hidrolisaveis, mediam interagBes ecologicas, podeddsencadear mudancas nas

interacgdes tri-troficas.



ABSTRACT

In this work it was found that there are variatiamslirectly and indirectly anti-
herbivore defenses traits and tolerance in twoveasipecies of Brazilian Cerrado:
Maprounea brasiliensisSt. Hil. (Euphorbiaceae) an8tryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville (Fabaceae - Mimosoideae). The exadidefenses were concentration
of total phenolics, condensed tannins and hydrblgséannins, size and number of
extrafloral nectaries, extrafloral nectar voluntes telative amount of nectar sugars and
leaf sizes. Although both species have been swd#getd the same environmental
conditions and are distributed in the same aredemtihe same kind of soil and climate,
they presented different answers to the same ktgndror example, plants d¥l.
brasiliensis produced no additional nectaries when subjectedettodic burning for
each two years during 18 years. However, plantS. @&dstringengroduced additional
EFNs (extrafloral nectaries) in the same conditikgaves oM. brasiliensisproduced
in the dry season spent more on defense than ggowith more EFNs and smaller leaf
area. InS. adstringenghere was no difference in the induced defensks titer
artificial herbivory and in the leaves producedidgithe dry season and those produced
during the rainy season. Howev&:,, adstringenslso invested more in growth in the
summer, since their leaves are wider this tiRlants of both species showed different
responses when exposed to fertilizer residuestf@ttiization experimentonducted for
nine years.M. brasiliensis was more responsive to fertilizer residues tHan
adstringens Nutrient concentrations and foliar condensed itenmere altered iM.
brasiliensis due to changes in soil characteristics determihgd medium-term
fertilization. On the other hand, i8. adstringensthe concentration of secondary
metabolites was not modified, but the concentratibfoliar nutrients also changed due
to residues of fertilization. The experiment witiffetent levels of herbivory on plants
in the fields demonstrated that the new leaveMotbrasiliensisproduced after the
stimulus formed the same amount and size of EFBB thaves produced before the
stimulus. The same type of experiment with diffédemels of herbivory in the fields in
marked plants 0§. adstringensesulted in an increase in the volume of nectereted.
Therefore, inM. brasiliensis the anti-herbivore defenses, such as number izedo$
EFNs and leaf area varied throughout the year &edcbncentration of condensed
tannins has changed due to the addition of fegtiliesidues. IrS. adstringensthe
presence of frequent fire increased the number FiflSEEand the different artificial
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herbivory rates on marked branches increased tlwui@inof nectar, and the leaf area
varied over the years. The present study foundttieat is no trade-off between direct
and indirect defenses M. brasiliensisand there are variations in nectar production and
ultra-structure and anatomy of EFNs in differemif lentogenetic stages. Our study also
showed that the ontogenetic stage of the plaBt iadstringenefluences the quality of
the leaf for herbivores. Therefore, in this work preved the phenotypic plasticity of
anti-herbivore defenses in two species of Cerraliaprounea brasiliensisand
Stryphnodendron adstringensubmitted to field experiments that simulatededént
environmental conditions. We also show that expoessf the attributes of defense is
dependent on leaf and individual age. This workhgits the importance of studying
the consequences of variations in the defenséduatirs of plants due to environmental
changes. Such traits, as size and number of ERMigfleral nectar production and
guality, concentration of total phenolics, condehsannins and hydrolysable tannins,
mediate ecological interactions and can triggengka in tri-trophic interactions.



INTRODUCAO GERAL

As defesas anti-herbivoria sdo importantes mecargsias plantas selecionados
ao longo do tempo evolutivo em resposta aos dameosados pelos herbivoros (Martin
& Baltzinger 2002). As defesas podem ser de regi&éu de tolerancia ao herbivoro,
sendo ambas adaptativas e causadoras de custasfitaessda planta (Nufez-Farfan
et al. 2007). A tolerancia é a resposta da plardazida apos o consumo que reduz os
efeitos negativos do dano causado pelo herbivoddi¢ktFarfan et al. 2007), podendo
ser um crescimento compensatoério (Ruiz et al. 20Db)a resisténcia constitui-se de
mecanismos de defesa que evitam ou reduzem a dadaétide dano, podendo ser
defesas constitutivas ou induzidas (Nufez-Farfaal. 2007) e diretas ou indiretas. As
defesas constitutivas sdo aquelas expressas pela platuralmente (Stamp 2003) e as
defesas induzidas sdo as ativadas apdés a herbivaorderindo algum grau de
resisténcia a subsequentes ataques (Harvell 189@efesas indiretas sao atributos que
aumentam o desempenho de inimigos naturais dos/bewb (patégenos, parasitéides e
predadores) uma vez que o nivel tréfico superiatepdiminuir a abundéancia e o
impacto dos herbivoros nas plantas (Price et 80YL%or outro lado, as defesas diretas
agem diretamente contra os herbivoros (Ness 200@no alguns metabdlitos
secundarios que sao adstringentes ou toxicos.

Plasticidade fenotipica € usualmente definida carnapacidade de um genotipo
produzir diferentes fenotipos quando exposto a icoed ambientais diferenciadas
(Pigliucci et al. 2006; Valladares et al. 2006) plasticidade fenotipica também pode
ser estudada de forma mais abrangente, abordarrdspssta de diferentes populacoes
ou diferentes espécies a estimulos ecologicosté@@specto, a plasticidade fenotipica
€ denominada de plasticidade fenotipmensu lato(Valladares et al. 2006). A
plasticidade fenotipica é uma estratégia chave pai@erancia assim como para as
defesas induzidas (Barton 2008) devido a impreiig#unle da presenca de herbivoros e,
consequentemente, de seu dano a planta (PullicckelP 2008). Logo, pode-se afirmar
que a plasticidade fenotipica é considerada umgpdasipais maneiras pela qual as
plantas estdo adaptadas a heterogeneidade amlifewitah 2000), sendo que ela pode
ser adaptativa a ambientes variaveis, promovensgiobeevivéncia e a reproducdo de
individuos mais plasticos (Valladares et al. 2008prém, o grau da plasticidade
depende do atributo analisado e das condi¢cfes atalsiempostas a planta (Pigliucci et

al. 2006). Por exemplo, de acordo com Van Kleunefigcher (2005), apesar de o
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potencial da resposta plastica de um dado atrilpaier ser alto, a plasticidade
observada pode ser baixa devido a limitagdo degeswu estresse ambiental. Estudos
tém enumerado diversos fatores bidticos e abiotques co-ocorrem e modulam a
plasticidade fenotipica, como o efeito de desfolbarescimento da folha (Parra-Tabla
et al. 2004) e na producdo de nectérios extrafiqidEFs) (Pullice & Packer 2008), o
efeito da fertilizacdo na producdo de compostoséli@rs (Keinamen et al. 1999) e na
producdo de NEFs (Mondor et al. 2006) e o efeithiethivoria na producdo de néctar
extra-floral (Ness 2003). Além disso, plantas podmpnesentar diferentes niveis de
plasticidade dependendo do seu estadio ontogéRigtiucci et al. 2006). Portanto,
percebe-se que a plasticidade fenotipica podensatos mecanismos responsaveis pela
variacao intra-especifica nos atributos das plastaso defesas anti-herbivoria.
Nectarios extraflorais (NEFs) sdo estruturas queretam néctar e estao
presentes em 6rgdos aéreos e vegetativos dassp(&atan 1979a). Eles ocorrem em
diversas familias (Rudgers & Gardener 2004), safimdantemente observados em
varias espécies do cerrado (Oliveira & Leitdo-Fillg87). Os NEFs s&o considerados
defesas facultativas de plantas ndo mimercofilasl @McKey 2003) e o investimento
nesta defesa depende da pressao de herbivoripanititidade de recursos (Mondor et
al. 2006; Oliver et al. 2007). A defesa mediada pectarios ocorre principalmente
devido a presenca de formigas nas plantas com NEEsatacam os herbivoros em
troca de néctar (Cuautle & Rico-Gray 2003; Katayain§uzuki 2003) ou devido a
presenca de formigas que por si sé desencorajamrbs/oros a consumirem a planta
(Oliveira & Freitas 2004). Porém, a producdo detarépode desencadear custos
fisiologicos dependentes de recursos disponiveis @& plantas (Rudgers & Gardener
2004) e custos ecoldgicos, como a atracao de redigvioros que roubam o néctar sem
beneficiar a planta ou que perturbam polinizaddqredjei-Maafo & Wilson 1983).
Devido a tais fatores seletivos, a sele¢édo de wmafsiticas dos NEFs é provavelmente o
reflexo das diversas rela¢des plantas/outros csgans intermediadas pelos nectéarios.
Por outro lado, variacdes estruturais intra-esasifdos NEFs podem ser derivadas da
plasticidade fenotipica em resposta a herbivorian@iér & Addicott 2003). Por
exemplo, a producdo de NEFs pode aumentar quantsz® de herbivoria aumenta
(Mondor & Addicott 2003), podendo ocorrer o aumedto produgdo de néctar em
resposta as injurias foliares (Ness 2003; Steplmed882). Apesar dos atributos dos
NEFs poderem variar em diferentes condicbes andge(ilondor & Addicott 2003;
Mondor et al. 2006; Ness 2003; Stephenson 1982nagpum estudo abordando esse

6



tema j4 foi conduzido no cerrado (ver Morais 20®ima cuja vegetacdo lenhosa é
rica em nectarios (Oliveira & Leitdo-Filho 1987).

Metabolitos secundarios sdo compostos organicenesss na adaptacdo das
plantas ao ambiente (Makkar et al. 2007), podesthr eelacionados com defesa contra
herbivoros (Howe & Jander 2008). Alguns metabdlgesundarios sdo constitutivos,
enguanto outros sao induzidos ap6s a herbivoriavéH& Jander 2008). Eles podem
funcionar como eficiente defesa direta das plardastra herbivoros, como os
compostos fendlicos em geral (Howe & Jander 2088¢mplificados pelas ligninas,
taninos condensados e taninos hidrolisaveis (Maldtaal. 2007). Uma vez que
diferentes classes de fendlicos podem ser facienemtraidas e quantificadas, os
compostos fendlicos sao frequentemente usados quematificar o investimento da
planta em defesa, sendo que diferentes compostadicies apresentam diferentes
efeitos sobre os herbivoros: a ingestédo de tamioondensados diminui o valor nutritivo
da planta para o herbivoro (Heil et al. 2002) &, qdro lado, a ingestdo de taninos
hidrolisaveis causa toxicidade, podendo levar atendo herbivoro (Makkar et al.
2007). Alguns estudos tém demonstrado que a prodig&ompostos fendlicos pode
ser plastica, sendo negativamente correlacionada adaisponibilidade de nutrientes
(Keinamen et al. 1999). Porém, a sintese de algueiaases de compostos fendlicos é
mais afetada pela disponibilidade de recursos @oaggintese de outras classes. Por
exemplo, polimeros fendlicos, como lignina e tasimondensados, podem ser mais
afetados pela disponibilidade de nutrientes, engugne a sintese de fendlicos com
massa molecular baixa pode ser mais regulada peladades enzimaticas, uma vez
que eles apresentam elevaonover (Keinamen et al. 1999). Apesar de existirem
diversos estudos sobre defesas quimicas de platasambientes temperados
(Keinamen et al. 1999; Kelly & Hanley 2005; Kobadyast al. 2008; Martin & Muller
2007), esse tipo de estudo tem sido escassameortdadb para o cerrado (Gongalves-
Alvim et al. 2006; Marquis et al. 2001; Pais & Viatda 2003).

Portanto, nesse trabalho, foi estudada a plastieif@notipica de defesas anti-
herbivoria de duas espécies de cerrdlprounea brasiliensiSt. Hil. (Euphorbiaceae)

e Stryphnodendron adstringeii§lart.) Coville (Fabaceae - Mimosoideae), submsetida
a experimentos controlados no campo que simulavieredtes condicbes ambientais.
O estudo das variacOes nos atributos de defesplanatsis faz-se necessario devido as
grandes mudancas ambientais determinadas por agi@picas que modificam nao

apenas caracteres estruturais e quimicos das qlacaeno também suas possiveis
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implicacbes ecoldgicas. Dessa forma, os objetivosasso estudo foram: verificar se
existem variagbes nos atributos de defesa (NEFstaméxtrafloral e compostos
fendlicos) em diferentes condicdes ambientais ¢perichuvoso e periodo seco;
diferentes taxas de herbivoria manual; diferentpestde adicdo de nutrientes) e
verificar a existéncia dgade-offsentre os diferentes tipos de defesa (defesa tadere
defesa direta); analisar e comparar qualidaderfeldefesa (concentragéo de nutrientes,
producdo de compostos secundarios e producdo ds)MEmlantulas e plantas adultas
de S. adstringenssubmetidas a diferentes condi¢cdes de fertilizagadescrever a
anatomia dos NEFs d& adstringeng deM. brasiliensispor meio da microscopia de
luz e eletronica de varredura e microscopia destrégsao paril. brasiliensis



Capitulo | — Plasticidade fenotipica, distribuicdo,
morfoanatomia e ultraestrutura de nectarios extrafbrais em
plantas de Maprounea brasiliensisSt. Hill. (Euphorbiaceae)

submetidas a diferentes condicGes ambientais



RESUMO - Nectarios extraflorais (NEFs) estdo presentes ndlifa Euphorbiaceae,
porém pouco se conhece sobre NEFsMaprounea Nesse estudo, foram estudadas a
anatomia e ultra-estrutura dos NEFsMaprounea brasiliensjssua distribuicdo e a
constituicdo quimica do néctar. Também foram radbz experimentos a fim de
elucidar quais fatores ambientais influenciam ralpcéo de NEFs eM. brasiliensise

se, nessa espécie, os NEFs sdo defesas induzidks. é¢tdo presentes na base e no
apice foliar; porém, eles sdo maiores e estdo omisentrados na base. O néctar é
composto predominantemente por glicose e frutaseglc que sacarose esta presente
em menor quantidade, principalmente rafinose. Adp¢édo do néctar estd associada
com folhas imaturas e recentemente expandidas. MEgmam da protoderme. No
final da ontogénese do nectario, as células seaesdo circundadas por trés ou mais
camadas de células com paredes lignificadas quémam tecido secretor isolado do
tecido vascular. A ultra-estrutura revelou NEFs unad, sem atividade secretora, com
mitocdndrias, reticulo endoplasmatico liso, complde Golgi, ribossomos e vesiculas.
Abaixo dos NEFs, as células com paredes lignifisatddo vivas e contém citoplasma
granular com ribossomos, reticulo endoplasmatigosa, vacuolos, mitocondrias e
nacleo. Os experimentos realizados com plantdd.derasiliensisdemonstraram que a
producdo de NEFs néo foi influenciada pela presedecqueimadas frequentes, sendo
que plantas em area com historico de fogo receimeapresentaram mais NEFs nem
NEFs maiores do que plantas em éarea controle. Al&so, plantas que sofreram
diferentes niveis de herbivoria em um ramo margsin produziram mais NEFs nem
nectarios com maior diametro nas folhas novas j@idda apés o tratamento do que as
plantas controle. Essas plantas também ndo mostreigito sistémico em resposta a
herbivoria, isto é, as folhas novas produzidas apdaplicacdo dos tratamentos e
presentes nos ramos vizinhos ao ramo que sofrdivbaa ndo tiveram mais NEFs.
Entretanto, as folhas produzidas no periodo seasimam mais em defesa do que as
folhas produzidas no periodo chuvoso, apresentandtarios em maior quantidade e
diametro. Em compensacéo, as folhas produzidasenodo chuvoso apresentaram
maior area foliar. Nesse trabalho, nés demonstragues a producdo do néctar é
fortemente influenciada pela idade dos nectariodddea mudancas anatbmicas e
estruturais, sendo que mudancas na producao dar méftenciam o patrulhamento de
formigas nos NEFs, uma vez que ndo foram observiadasgasnas folhas que nao
secretavam mais néctar. Ademais, NEFsVdéorasiliensisndo sdo defesas induzidas,

pois os estimulos do fogo e de desfolha manuabhéaram a expressao desse atributo
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de defesa, além de que a producdo de NEFs foi nmenestacdo de maior pressao de
herbivoria, uma vez que maior quantidade de NEFgrimduzida no periodo seco do

qgue no periodo chuvoso.
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1. Introducéo

Nectérios extraflorais (NEFs) sdo glandulas queretam acucares e estao
localizadas em oOrgéos vegetativos das plantas &3a4848; Koptur 1992). Os NEFs
atraem varios insetos (Cuautle & Rico-Gray 2003jvéMa & Freitas 2004),
especialmente formigas (Oliveira 1997), que defamdeplanta contra herbivoros e em
troca recebem alimento: o néctar (Costa et al. ;1B8fayama & Suzuki 2003). NEFs
ocorrem em 93 familias, sendo que as plantas qumssuem representam 30% das
espécies em alguns ambientes (Rudgers & GardeQd).2Bor exemplo, plantas com
nectarios extraflorais sdo mais comuns nos trépilogue nas comunidades de clima
temperado (Koptur 1992). No cerrado, savana tropicele mais de 25% das espécies
possuem NEFs (Oliveira & Leitdo-Filho 1987; Olieei& Oliveira-Filho 1991).
Estudos experimentais em areas de cerrado denrmamstigue as formigas que sao
atraidas pelo néctar extrafloral defendem as paatetra herbivoros, apresentando
funcdo anti-herbivoria (Costa et al. 1992; Del-Glaet al. 1996 ; Oliveira 1997). No
entanto, o mutualismo defensivo entre formiga etpl@pode mostrar variacdo temporal
e espacial (Rico-Gray & Oliveira 2007), que depeddaedade do NEF, da abundancia
de formigas e herbivoros e da tolerancia das @anteerbivoria (Heil et al. 2000; Rios
et al. 2008). Por exemplo, alguns NEFs sao fungomgenas em folhas jovens (Paiva
2009), o que pode ser explicado pditade-off entre a pressdo de herbivoria, a
disponibilidade de recursos e os beneficios da poeducdo de folha (Mondor et al.
2006; Oliver et al. 2007).

Nectarios extraflorais podem ser atributos extreerdm plasticos que sao
responsivos a diferentes condigcbes ambientais, aorafeito de desfolha (Pullice &
Packer 2008) e do fogo recorrente (Morais 2007pnoalucdo de NEFs e o efeito da
herbivoria na producdo de néctar extrafloral (N8883). Além disso, o estadio
ontogénico também pode influenciar na producdoettanos (Heil et al. 2000), uma
vez que as plantas podem apresentar diferentes nigeplasticidade dependendo do
seu estadio de desenvolvimento (Pigliucci et aD620Portanto, percebe-se que a
plasticidade fenotipica pode ser um dos mecanigegmonsaveis pela variacao intra-
especifica nos atributos ligados aos NEFs, apesgrall de plasticidade ser especifico
aos atributos individuais e as condi¢cdes ambierfRagiucci et al. 2006), significando
que o nivel da mudanca fenotipica difere entre cspée/ou atributos e depende do
ambiente considerado (Valladares et al. 2002aadates et al. 2002b). Dessa forma, o

estudo de diferentes condigcbes ambientais que mpogssdar modulando diferentes
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caracteristicas dos NEFs pode nos auxiliar a eatemdudancas nas interacdes
mediadas por esses atributos.

Com esse intuito, o presente trabalho teve cometigbjestudar a plasticidade
fenotipica de nectéarios extraflorais em plantasMigprounea brasiliensisSt. Hill
(Euphorbiaceae), um pequeno arbusto comumente ®adonno cerrado do Brasil.
Para tanto, né6s comparamos a producdo e o desengote anatdmico e ultraestrutural
dos NEFs em folhas em diferentes fases ontogérecasalizamos experimentos
controlados no campo, a fim de elucidar quais ést@oderiam desencadear mudancas
fenotipicas nos atributos dos NEFsMebrasiliensissubmetidas a diferentes condi¢bes
ambientais. Como as plantas produzem defesas piopalmente a taxa de herbivoria,
sendo que diferentes fatores ambientais tambémnpadBuenciar a producédo de
defesas (Bryant et al. 1988), espera-se que a giodie NEFs erW. brasiliensisseja
maior em condi¢cdes que se assemelhem a uma desftdhau em situagdes de maior
pressao de herbivoria. Assim, como o fogo podefieito semelhante ao obtido com
uma desfolha das plantas (César 1980), nossa ®#pdateque individuos dél.
brasiliensisem area com queimadas frequentes produzam mais tiEgue individuos
presentes em area controle. Além disso, NEFs pddeaonar como defesa induzida,
ocorrendo 0 aumento no numero de nectarios nasnpeéxfolhas produzidas pela
planta apés herbivoria (Mondor & Addicott 2003).s8a forma, € esperado encontrar
maior quantidade de NEFs e nectarios maiores nlasfmovas produzidas nos ramos
qgue sofreram diferentes niveis de desfolha do gquseramos controle e nos ramos
vizinhos ao ramo danificado, uma vez que a defésadeve ser sistémica. Além disso,
como o efeito da herbivoria € maior na época dasash(Marquis et al. 2001), espera-
se observar maior niumero e tamanho de NEFs emsfplttaluzidas na época chuvosa
do que na época seca.

Portanto, este estudo esclarece os aspectos esBgwa distribuicdo de NEFs em
folhas deM. brasiliensis elucida a composi¢cdo quimica do seu néctar endecia a
variacdo dos atributos dos NEFs, tais como anatomieromorfologia e aspectos
ultraestruturais durante o desenvolvimento do mect da folha, relacionando essas
caracteristicas com as funcdes fisiologica e etddglos NEFs. Além disso, 0s
experimentos conduzidos no campo nos auxiliaragsponder as seguintes perguntas:
(1) NEFs emM. brasiliensissdo defesas indiretas; isto €, eles atraem fosrige
podem afugentar os herbivoros? Se sim, (2) nestaktyaflorais dé. brasiliensissao

defesas induzidas? Se sim, (3) plantas em areas histrico de fogo recente
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apresentam mais NEFs do que plantas em areas le@nfo(4) o numero de NEFs
aumenta apés herbivoria ou durante o periodo dernpaissibilidade de herbivoria

(época chuvosa)?

2. Material e Métodos
Espécie e local de estudo
Maprounea brasiliensiSt Hill (Euphorbiaceae) € um pequeno arbusto geden

0,5 a 2 m de altura, sempre verde, com folhasnaléercom dois a cinco NEFs ovais na
base das folhas (Hans-Joach 1999; Senna 1984).ocAugio de folhas ocorre
praticamente durante todo o ano, sendo que a mEducao de folhas novas ocorre em
setembro, quando ha também producdo de flores. idxigmal herbivoro deM.
brasiliensisé uma lagarta gregariBeuterollyta chrysoderagDyar 1917) (Pyralidae),
localmente mondéfaga (Diniet al. 1999). As lagartas constroem abrigos tubulares com
fezes e material vegetal em varios ramos de unvichah e, ainda que ndo muito
freqlentes, causam danos consideraveis na planita,0p grupos normalmente sao
compostos por mais de 50 lagartas. Seu principagdupatogénico €oleosporium
maprouneag(P. Henn.) n. comb. (Uredinales), frequentementgsedado nas folhas
onde causa lesdes avermelhadas (Viégas 1945).

A pesquisa foi conduzida na Reserva Ecologica @BBRECOR) (1%56' 41" S
e 47 53' 07" W), no Distrito Federal. A fitofisionomieochinante é o cerradsensu
stricto, constituido por um estrato herbaceo com gramimeasn estrato lenhoso
descontinuo (Eiten 1994). O clima é Aw pela classiio de Koppen com uma distinta
estacao seca de maio até setembro e a estacasaldesoutubro ao inicio de maio. Os
solos sao profundos, bem drenados, acidos e dstsofFranco 2002; Franco et al.
2005). Devido a sazonalidade das chuvas, as carsagasficiais dos solos tornam-se
secas na estagdo seca enquanto que as mais peofuadém maior quantidade de
agua ao longo do ano (Franco 2002).

Caracterizacdo anatbmica, micromorfologica e ultsteututral dos NEFs e
caracterizacdo quimica do néctar extrafloral

Amostras de folhas d®l. brasiliensisforam coletadas em diferentes fases de
desenvolvimento, incluindo folhas jovens e folhasescentes, em uma area de cerrado,
na RECOR. Exemplar d®l. brasiliensisestdo depositados no herbario da Reserva

Ecoldgica do IBGE com o numero 41883.
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A area foliar em crnfoi obtida por meio de uma regresséo cuja largaréolha
que variou de 3.2 - 5.5 cm correspondia ao X, sguéca equacao da reta, (area foliar =
(8.35*largura foliar)-16.76) cujo R= 0.806, foi determinada pela area de 30 folhas,
uma por planta, desenhadas em papel quadriculadesa® 30 folhas, 16 foram
sorteadas e nelas foi determinada a quantidadeEds Na base e no apice foliar. Os
NEFs também foram classificados em pequenos (0.1ain de diametro) e grandes
(1.1-2.5 mm de diametro). A comparacao do numerbEEs e a quantidade de NEFs
pequenos e grandes na base e no apice das follaas feitas com testequando a
distribuicdo de dados foi normal ou com o testdidan-Whitney U quando os dados
ndo apresentaram distribuicdo normal. O nivel geifitdncia foi de 0,05. Além disso,
foi determinada a correlacdo (Correlacédo de Speagrerdre o niumero de NEFs e area
foliar.

Para a coleta de néctar, ramosMiebrasiliensisforam ensacados com plastico
durante 96 horas para excluir a visita de formigas NEFs e para obter néctar
suficiente para a coleta. O néctar foi coletadosete plantas, sendo quatro NEFs por
planta. Ele foi coletado com uma seringa de 0,5diljdo em 50Qul de agua destilada
e armazenado em eppendorf dentro de nitrogéniatiquo campo. No laboratorio, as
amostras foram mantidas a -°80 A composi¢do de carboidratos no néctar extraflor
foi determinada pelo cromatdgrafo de ions (Dionatggrado ao modelo ICS3000 de
HPAEC-IPAD com coluna para deteccao de carboidr@asboPacTM PA10, 2 X 250
mm). Foi usada como eluente solucdo aquosa de RBD@erNaOH. As concentracdes
dos carboidratos (glicose, frutose e sacarose)a&dlear total foram calculadas com o
Software de Chromeleon através de uma curva pat@oseguintes concentracoes:
0.625, 1.25, 2.5, 5.0 e 10.M. A fim de se comparar a concentracdo de cadadio
acucar, teste de Kruskal-Wallisx£5%) foi feito, uma vez que os dados nao
apresentaram distribuicdo normal. A porcentagengli®se, frutose e sacarose em
relacdo ao acucar total foi também analisada pgdla emostra de néctar extrafloral e
testada por ANOVA, seguida de teste de Tukeyb0).

Formigas que estavam patrulhando os NEFs de diésrendividuos deW.
brasilienesidoram coletadas com pinca, fixadas em alcool 708emtificadas.

Para microscopia de luz, folhas em diferentes fdsedesenvolvimento foram
fixadas em FAA (acido acético a 5%, 5% formaldei®®% de etanol 70%),

armazenadas em alcool 70% (Johansen 1940), prdesssanfiltradas em historesina
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(Kit Technovit). Cortes transversais, longitudinas paradérmicos comub de
espessura foram feitos em micrétomo, montados emn#& e corados com Azul de
Toluidina (O’Brien et al. 1964). Para testes hisiagcos, cortes a mao livre foram
feitos e corados com Floriglucina para a detec@bgihina, Sudan Vermelho B para
lipidios totais e Lugol para amido (Johansen 1940).

Para estudos de microscopia eletronica de varredtagmentos das folhas
completamente expandidas com NEFs foram fixadagletaraldeido 2,5% em tampé&o
fosfato de 0,05 M em pH 7,2 durante 24 h, desidcs@m uma série de acetona (30% -
100%), secos no ponto critico de £®cobertos com uma camada de ouro (Bozzola &
Russel 1992). A analise da superficie do NEF fdafem microscopio eletrénico
varredura (Jeol ® 840A) com voltagem de 5.0 kV.

Para estudos de microscopia eletronica de trandmidsagmentos de folhas
recentemente expandidas com NEFs funcionais foratadds em solucdo de
Karnovsky (Karnovsky 1965) durante 24 h, pos-fixadm tetroxido de 6smio a 1% em
0,1 M de tampao fosfato (pH 7.2) e processadosdasarétodo padrdo (Roland 1978).
SeccOes ultrafinas foram pds-contrastadas comtaagdgauranila e citrato de chumbo.
A ultraestrutura dos NEFs e de seus tecidos viairfbbvisualizada em microscopio

eletrénico de transmissao (Jeol ® 1011) com 80 kV.

Efeito do histérico do fogo

Em maio de 2009 (inicio da estacao seca), ha Regamwidgica do IBGE, para
se verificar a existéncia de variacdo na produgablieFs e tamanho dos NEFs devido
ao efeito de queimadas recorrentes, foi feito upegmento inteiramente casualizado.
Coletaram-se trés folhas completamente expandida$5dindividuos em area com
historico de fogo, depois de nove meses da Ultim&ngada experimental, e em area
controle. A area com historico de fogo sofreu qaelas experimentais de 1991 a 2008
no inicio do més de agosto, em meados da secajaadwas anos (Dias & Miranda
2010; Miranda et al. 2004). Numero de NEFs foi mieado no limbo da folha dél.
brasiliensisassim como o seu diametro maior com o auxiliordeestéreo-microscopio.

Testet (a = 5%) foi realizado a fim de comparar médias dme de NEFs e
do tamanho dos NEFs entre plantas Me brasiliensisem area com queimadas

experimentais frequientes e plantas em area semmadas freqiientes (controle).
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Herbivoria artificial

Em agosto de 2009 (estacao seca), foi montado yeriexento inteiramente
casualizado com parcelas divididas. No total for8M plantas com 20 plantas
reprodutivas por tratamento. Foram marcados daigsgor individuo, sendo que cada
ramo foi considerado uma sub-parcela da parcelatgl&m um ramo nao foi feita
herbivoria manual (ramo S) e no outro ramo foiizeala a herbivoria manual (ramo H),
cortando-se com tesoura toda a folha (exceto ocol@cimenos no grupo controle.
Antes de se comecar o0 experimento, o numero dada@m cada ramo (ramo S e ramo
H) foi mensurado. Em cada bloco aplicaram-se noorétnde cada individuo quatro
tratamentos com diferentes niveis de herbivoria: d®4folhas retiradas do ramo H
(grupo A), 10% de folhas retiradas do ramo H (gr&)p50% de folhas retiradas do
ramo H (grupo C) e 100% de folhas retiradas do rnjgrupo D).

No inicio de dezembro (estacdo chuvosa), trés nésass completamente
expandidas, produzidas no apice do ramo S, e taslasvas folhas completamente
expandidas, produzidas no apice do ramo H (acimarda que sofreu herbivoria),
foram coletadas nos individuos que sofreram desfothramo H. Nos individuos que
nao sofreram desfolha no ramo H (grupo A) foranetealas trés folhas na base do ramo
S e trés folhas novas no apice do ramo H. Nasfdteas coletadas de cada ramo por
individuo, o numero e o maior didmetro dos NEFs cauxilio de um estéreo-
microscopio com escala acoplada e a largura da f@m auxilio de uma régua foram
mensurados. A area foliar foi obtida por meio deausygressao cuja largura da folha,
conforme citado anteriormente.

Os dados analisados foram: a média do numero NEfola (NEF), a média do
diametro dos NEFs (DIAM), a média do diametro to&INEF por folhaXDIAM) de
trés folhas por individuo e a média da area foRara todos os dados, a normalidade e a
homogeneidade de variancias foram testadas, usantiste de Kolmogorov-Smirnov
e teste de Levene, respectivamente. A fim de seamn o efeito de diferentes niveis
de herbivoria no ramo H de plantas de cada trateiméaram comparadas plantas que
sofreram herbivoria artificial no ramo H e plantmtrole. As analises estatisticas
foram feitas com as plantas controle (folhas cdetano apice do ramo H) e com as
plantas que produziram folhas apds o tratamentbedeivoria. A média do diametro
dos NEFs (DIAM) foi transformada em sua raiz quddrpara se alcancar as premissas
dos testes paramétricos. Os efeitos dos tratameetberbivoria no nimero de NEFs,

didmetro dos NEFs e é&rea foliar foram testadodWaKOVA tipo Il e a comparacao
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entre os diferentes niveis de herbivoria foi feismndo-se Tukey. Kruskal-Wallis foi
utilizado a fim de se comparar o diametro total N&$s por folha entre os tratamentos,
uma vez que os dados ndo apresentaram distribnadeal. A fim de se comparar o
efeito de diferentes niveis de herbivoria no ramaitio que néo sofreu herbivoria com
plantas controle (efeito sistémico), ramos S dastps que sofreram diferentes niveis
de herbivoria foram comparados com o ramo H dastgdacontrole. O ndmero de
NEFs e a area foliar foram testados por MANOVA tlpbe a comparacdo entre os
diferentes niveis de herbivoria foi feita usandoFakey. Kruskal-Wallis foi utilizado a
fim de se comparar a média do didmetro dos NER&neeatro total dos NEFs por folha
entre os tratamentos. Para se testar o efeito tma#alade nos atributos das folhas
produzidas nas diferentes estacdes do ano, foranpazadas folhas produzidas no
ramo S (folhas produzidas no periodo seco, colstadabase do ramo) e folhas
produzidas no ramo H (folhas produzidas no peridilovoso, coletadas no apice do
ramo) das plantas controle. O efeito do tempo éstado com testé - amostras
dependentes para o numero e diametro dos NEFsfdliggae diametro total de NEFs
por folha.

Para todos os dados, a normalidade foi testada tpete de Kolmogorov-
Smirnov e a homogeneidade das variancias foi comageo pelo teste de Levene. O
software utilizado em todas as analises estatisficao Statistica 7.0 e o nivel de

significancia adotado foi de 5%.

3. Resultados
Caracterizacdo anatbmica, micromorfologica e ultsteututral dos NEFs e
caracterizacdo quimica do néctar extrafloral

Todos os NEFs d#/l. brasiliensisocorrem na superficie abaxial, sendo que a
maioria estd na base (2.854 + 1.068) do que nee amcfolha (1.417 + 0.907) (t =
4.105; p < 0.01). HA maior quantidade de NEFs gran@.063 + 1.237) do que
pequenos (0.792 + 0.948n base foliar (Z = 2.933; p < 0.01). Por outroolaexiste
apenas NEFs pequenos (1.396 + 0.913) no apicdlga(@® = -4.917; p < 0.01).

Os NEFs comecam sua atividade secretora nas fghvass e perdem sua
funcionalidade nas folhas senescentes. O volummeckar produzido diminui a medida
que a folha amadurece, é impossivel coletar gaasédtar nas folnas completamente

expandidas. E possivel coletar néctar de nectéio®s grandes ou pequenos.
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das células secretoras, comecam a expandir e imgpregas paredes com lignina (Fig.
2H). No final da ontogénese do nectario, as célsdasetoras sdo circundadas por trés
ou mais camadas de células com paredes lignificgqdasmantém o tecido secretor
isolado do tecido vascular (Fig. 2F-H). Amido naodetectado nas células secretoras
de NEFs de folhas completamente expandidas.

NEFs completamente formados estéo incorporados eswfito e isolados do
tecido vascular por meio de varias camadas de aselgbm paredes espessas
impregnadas de lignina (Fig. 2F-H). Apesar de @tegascular ser mais denso na parte
da folha onde estd o nectéario, nem floema nem x=ilatmgem as células secretoras
(Fig. 2G). O tecido secretor apresenta célulasgaldas radialmente com citoplasma
denso e nucleo conspicuo. O néctar se acumulaodémtespaco subcuticular (Fig. 2C)
e sua liberacdo ocorre por ruptura da cuticularehda nos NEFs completamente

formados.
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Figura 2. NEF deMaprounea brasiliensi$t Hill. A. NEFs sem secrecdo de néctar na base da ®lha.
NEF com uma gota de néctar (cabeca de fetdinagem de microscopio eletrdnico de varredura (SEM)
de um NEF. Observe a cuticula ondulada devido édo@o de espaco subcuticular e a auséncia de
estbmatos e tricomas no polo secrefdr NEF com uma camada de células secretdtafetalhe da
primeira divisdo anticlinal (seta) das células deF\para formar a segunda camada do nectario. Ghserv
o floema ramificado em direcdo as células do NEH-olha completamente expandida com dois NEFs
madurosG. O tecido subglandular, com células que formam haneeira abaixo do NEF, j& ndo permite

a vascularizacdo do NEHF. Paredes das células do tecido subglandular esg@i@gnadas com lignina
conforme mostrado pela coloragdo vermelha comdlamnol. PC - células de parénquima, PH - floema,
SC - células secretoras, ST - tecido subglanddlanascularizagédo. Barras = uén (C, G), 10Qum (D),

40um (E), 20um (F), 5um (H).

A ultrastrutura dos NEFs foi investigada em follhesentemente expandidas.

Ela demonstrou que as células dos NEFs possueplasitna repleto de mitocéndrias
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(Fig. 3A, 4C, 4D), reticulo endoplasmatico liso,,qexo de Golgi (Fig. 3D) e
ribossomos. Algumas células secretoras contém i@clmpm secrecdo ou muitos
corpos multivesiculares (Fig. 3D), e nucleos grandem cromatina ndo condensada
(Fig. 3A). A comunicacdo entre as células secrstéoa mantida por plasmodesmos
(Fig. 3B, C) e vesiculas (Fig. 4C), como est4 ewitala pela presenca de goticulas de
Oleo espalhadas perto da membrana plasmatica. Aigso, a secre¢cdo granuldcrina
pode ser inferida devido a formacéo de vesiculag @E). Abaixo do NEF, foram
observadas células vivas com paredes espessas4¢iG, F-H), que continham
citoplasma granular com muitos ribossomos (Fig. G)C-reticulo endoplasmatico
rugoso (Fig. 4C, E-F, H), grandes vacuolos (Fig, &), mitocondrias com estroma
denso e cristas desenvolvidas (Fig 4E-F) e nucieegulares (Fig. 4A, D). Estas
células, entre o tecido secretor e o floema, forroaercido subglandular (Fig. 4A) que
apresentam ligagBes simplastica entre suas cétailas;omo plasmodesmos (Fig. 4C,
E), que algumas vezes estdo localizados dentrocangas primarios de pontoacdes
(Fig. 4C). Nao observamos plasmodesmos ligand@lasas de paredes espessas, que
formam o tecido subglandular, e as células sea=iéiig. 4A, B). Alguns elementos do
tubo crivado (Fig. 4H) foram observados distribgidentre as células do tecido

subglandular, estando mais concentrados em camadasdo feixe vascular.
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Figura 3. Imagens em microscopio eletrénico de transmisb#6T) do NEF em folhas recentemente
expandidas deMaprounea brasiliensisSt Hill. A. Células alongadas que formam o NEF com um
citoplasma denso, muitos vacuolos e cromatina delscsada no ndcle8, Observar plasmodesmos e
vesiculas que séo responsaveis pela comunicag@aantélulas secretords. Detalhes de duas células
secretoras com mitocéndrias, vesiculas e vacublo€omplexo de Golgi, vactolo e mitocdndrias em
uma célula secretor&. A formacédo de vesiculas no apice de células sgaetGA — Complexo de
Golgi, M - mitocondrias, N - ndcleo, n - nucléoBl, - plasmodesmos, V -vacuolo, v - vesiculas, W -
parede celular. Barras 5n (A), 0.2pum (B), 0,5um (C-E).
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Figura 4. Imagens de microscopia eletrdnica de transmise&a | de células do tecido subglandular e
floema em folhas recentemente expandidasldprounea brasiliensiSt Hill. A. Regido entre as células
secretoras e as células com paredes espessasmaefo tecido subglandular, constituindo uma baarei
a vascularizacdo para o NBF. Detalhe da regido de interface entre as célulaetegas e as células do
tecido subglandulaiC. Detalhe do plasmodesmo e do reticulo endoplasmgtie sdo os responsaveis
pela comunicacgao simplastica entre as célulasdidatsubglandulaD. Células com vacuolos, nicleos e
nucléolos E. Mitocéndrias, plasmodesmos e reticulo endoplasm&i Detalhe de uma pontoacéo que é
a responsavel por manter a comunicagdo entre akedb. Vista geral das células que constituem o
tecido subglandulard. Elementos do tubo crivado que estdo distribuiduseeas células do tecido
subglandular. CT - célula com parede espessa, ERiculo endoplasmatico, M - mitocdndrias, N -
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nudcleo, n - nucléolo, Pl - plasmodesmos, P - p@dinaR - ribossomas, SC - células secretoras, ST -
tecido subglandular, TCE - elemento do tubo crivafle vacuolo, v - vesiculas. Barras fub (A), 2,5
um (B), 0.2um (C), 2um (D), Jum (E-F), 2um (G-H).

Experimento do efeito do histérico do fogo

Em Maprounea brasiliensisa producdo de NEFs néo foi influenciada pela
presenca de queimadas frequentes. A média de Niebateada na area controle foi de
3,02 NEFs/ folha e na area com histérico de fogaldo3,55 NEFs/ folha (t = -0,772; p
= 0,446) e a média do diametro maior dos NEFs draxe na area controle foi de 4,82
e na area com historico de fogo foi de 5,17 (t,358; p = 0,723). Portanto, plantas em
area com historico de fogo recente ndo apresentar@siNEFs nem NEFs maiores do

que plantas em area controle.

Experimento de herbivoria artificial

O numero médio, o didametro médio (F = 1.039; p.650e o diametro total
médio dos NEFs (H = 2.172; p > 0.05) ndo aumentassim como a area foliar média
(F = 1.039; p > 0.05) ndo sofreu mudanca signifieaguando comparamos folhas
produzidas no ramo H em plantas que sofreram difeseniveis de herbivoria em um
ramo marcado e plantas controle. Quando comparanmramo vizinho S das plantas
submetidas a herbivoria artificial com as plantastmle, constatamos que ndo houve
mudanca significativa para henhum atributo anatisaol ramo vizinho: nimero médio
de NEFs e area foliar média (F = 0.897; p > 0.08aenetro médio do NEF e diametro
total médio dos NEFs por folha (H = 0.004; p > .05

A fim de se verificar o efeito das estacdes do solwe os atributos de defesa e
area foliar, foram comparadas folhas produzidasramo S (folhas produzidas no
periodo seco, na base do ramo) e folhas produmdaamo H (folhas produzidas no
periodo chuvoso, no apice do ramo) em plantas @ent¥erificou-se que as folhas
produzidas durante o periodo seco apresentaram Mizs (Fig. 5) (t = 2.611; p <
0.05), NEFs com maior diametro (Fig. 6) (t = 3.3p%& 0.05) e maior diametro total
dos nectérios por folha (Fig. 7) (t = 3.237; p €5).do que as folhas produzidas na
época chuvosa. Por outro lado, as folhas produzidadpoca chuvosa foram maiores
(Fig. 8) (t =-2.776; p < 0.05) do que as folhasduzidas no periodo seco (Anexo 1).
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4. Discusséao

Os NEFs deMaprounea brasiliensipodem ser descritos como estruturalmente
diferenciados (Elias 1983), uma vez que é faciimisi-los dos tecidos circundantes.
Todos os NEFs dkl. brasiliensisocorrem na superficie abaxial, especialmente sa ba
da folha, sendo que alguns nectarios sdo observaul@pice foliar. A presenca de
NEFs funcionais na base e apice das folhas apeesedr adaptativo, porque as
formigas precisam patrulhar uma folha inteira pdoter o néctar (Delgado et al. 2011a;
Delgado et al. 2011b; Morellato & Oliveira 1994ntEetanto, os nectarios no apice sao
menores do que aqueles na base da folha, favoreeepesenca das formigas na base
foliar. Este fendbmeno pode ser considerado vardgp@sa a planta, pois restringe a
maior producdo de néctar para um local que é bdaente mais importante (McDade
& Turner 1997). Do ponto de vista adaptativo, éhoelmanter a base da folha mais
saudavel do que seu &pice, uma vez que a porcabdmé$olha é a responsavel pela
fixacdo da mesma a planta.

A composicao de carboidratos do néctar extrafldedVl. brasiliensisrevelou a
presenca de hexoses (glicose, frutose e tracosfol®ge) e sacarose, ndo havendo
diferenca quantitativa entre os diferentes tiposcadoidratos quando comparada a
concentracdo emM. A concentracdo emM foi uma medida indireta do volume do
néctar produzido, pois como o néctar coletadoiédilizado e depois foi colocado o
mesmo volume para cada amostra de néctar dentrepg@ndorfs a fim de se fazer a
analise no cromatografo de ions. Isso significa @uéio diferenca estatistica entre os
diferentes tipos de carboidratos quando comparadanaentracdo foi devido a néo
diferenca de volume de néctar produzido pelos NHF&ém, foi constatada diferenca
na porcentagem entre 0os agucares. A porcentageniicsiga quantidade relativa de
cada tipo de carboidrato quando comparada a gaaletidotal de aclUcares que
compdem o0 néctar. Portanto, o néctar apresentowsnsacarose do que glicose e
frutose em termos de massa. Glicose, frutose eos@Ecado comumente encontradas no
néctar de varias espécies de planta (Coutinho. €0410; Paiva 2009). Além disso,
sabe-se que a composicao quimica do néctar aigemtzdade das formigas que visitam
o NEF (Baker & Baker 1982; Heil et al. 2005), unez \que a sacarose € extremamente
atraente para muitas espécies de formigas néao histices (Heil et al. 2005). Por
exemplo, emM. brasiliensis foram coletados individuos déephalotes que é um
género conhecido por se alimentar de diversas dalitmentares (Andrade & Baroni-

Urbani 1999). Apesar de espéciesClphalotesndo serem mutualisticas obrigatorias, a
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sua presenca na planta pode inibir ataque de pairerbivoros (Del-Claro et al.
1996 ; Oliveira 1997).

Tao comumente observado em outros taxons, os NEFS.dbrasiliensis
consistem em varias camadas de pequenas célulasaced e secretoras em palicada
(Elias & Gelband 1976; McDade & Turner 1997). O-pé&tar € derivado do floema
localizado abaixo de algumas células de parénguenwontradas entre as células
secretoras e o tecido vascular, uma vez que na@mnfabservados cloroplastos nas
células secretoras e nas células parenquimatie@sigundam o NEF, assim como néo
foram observados amido nas células que compdenttarite Portanto, o pré-néctar
deve ser transportado através de células parenticaméaté que chegue as células
secretoras do NEF. Assim, podemos denominar o sctnfias células parenquiméaticas
abaixo das células secretoras como tecido subdam@ergin et al. 1975).

Como Paiva et al. (2007) descreveu paedrela fissilis(Meliaceae) e Rocha et
al. (2009) paraPassiflora amethystin@Passifloraceae), as primeiras células dos NEFs
de M. brasiliensisse originam da protoderme que, por meio de divisélalares,
produzem um grupo de células em direcdo ao pan@quste processo ontogénico é
completamente diferente do que ocorre &aspium biglandulosurEuphorbiaceae), na
qual as células da protoderme e do meristema fumckainse dividem de modo
assincrénico (Coutinho et al. 2010). Quando o memede formacdo do NEF é
concluido, as paredes do tecido subglandular tos®antotalmente impregnadas com
lignina. Simultaneamente o processo de transparteré-néctar é finalizado, uma vez
gue o tecido subglandular passa a ser uma baagilastica e simplastica. A barreira
apoplastica é devido a deposicao de cutina, suberirlignina nas paredes das células
sob o tecido secretor (Evert 2006; Fahn 1988; keuft§71; McDade & Turner 1997;
Paiva et al. 2007; Paiva & Machado 2006). Ja aebarsimplastica foi demonstrada
pelos estudos ultraestruturais uma vez que naonfadentificados plasmodesmos
fazendo a comunicacdo entre as células secretagiascélulas do tecido subgladular.
Dessa forma, quando o fluxo do pré-néctar cess@ctar deve ser sintetizado a partir
de aclcares armazenados em vacuolos das célutatosgs até 0 seu consumo total.
Logo, a atividade secretora termina quando o peéanéjue estava armazenado nos
vacuolos se esgota totalmente.

A ultraestrutura dos NEFs ilustrou a fase final siecrecdo nas folhas
completamente expandidas. Foram encontradas mddaeSn segmentos de reticulo

endoplasmatico, complexo de Golgi, ribossomos denlUconspicuo com cromatina
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descondensada que séo caracteristicas das céatatosas funcionais (Delgado et al.
2011b; Fahn 1988). Também foram observadas cétldatecido subglandular com
paredes espessadas. Essa alteracdo pode impedirsparte de pré-néctar do floema
para as ceélulas do nectario (Power & Skog 1987)véss mitocondrias observadas
nas células secretoras sdo devido a demanda de pAf@ o transporte ativo de
exsudacdo do néctar que envolve ATPase como poopostVassilyev (2010) e/ou a
sintese do néctar propriamente dito (Delgado 2(dl1b). Como plastidios ndo foram
observados nas células secretoras, podemos injggira fonte de acucar do néctar
provém da seiva do floema (Rocha & Machado 2009)présenca de cromatina
descondensada e ribossomos é uma evidéncia de guet@inas sao sintetizadas dentro
das células do nectério (Alberts et al. 2002), ¢aimo invertases, que Sao responsaveis
pela hidrolise da sacarose da seiva do floema fpaiase e glicose (Fahn 1988). O
transporte do pré-néctar entre as células secsetorizito por plasmodesmos (Fahn
1979a, 1979b) ou difusdo (Vassilyev 2010). Alémsadlisa presenca de reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi e vesiculas mErtmembrana citoplasmatica pode
ser considerada um recurso de secrecdo granul@Eaha 1979b; O’'Brien et al. 1996).
No entanto, Vassilyev (2010) assinalou que a s&orécrina é o Unico mecanismo de
exsudacdo de néctar, sendo proposto como univeraplicavel a todos os nectarios.
Portanto, a elucidacdo do mecanismo responsaval @edudacdo de néctar évh
brasiliensisainda precisa ser feita.

Em Maprounea brasiliensisos NEFs sao funcionais em folhas jovens e
recentemente expandidas. Nas folhas completameq@nd@idas com os primeiros
sinais de senescéncia, os NEFs param de secrefadp sque a perda de sua
funcionalidade estd completamente relacionadaasateracdes estruturais. O volume
de néctar provavelmente diminui a medida que aafalmadurece, porque a fonte de
pré-néctar se esgota quando a ontogénese fica e@mpima vez que o tecido vascular
€ essencial para manter a secrecao a taxas eleffFaegsWissling 1955), a barreira
formada por espessas paredes lignificadas do tscbiglandular evita o transporte de
pré-néctar para as células secretoras. Por issofomsigas sdo encontradas
patrulhamento apenas folhas jovens ou recentenegpndidas onde ha NEFs ativos.
A presenca de formigas sugere um mecanismo deadbfédco emM. brasiliensis
(Heil et al. 2005; Janzen 1966). Além disso, a eatracdo das formigas em folhas
jovens € vantajosa para a planta, pois as folhas exppandidas e recentemente

expandidas sofrem mais ataque de herbivoros ddofjues maduras (Heil & McKey
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2003) e essas sao as folhas com maior expectativadd Util (fotossintese) para a
planta.

Apesar dos NEFs serem um provavel mecanismo desaléfdireta das plantas
de M. brasiliensis uma vez que folhas jovens ou recentemente exgamgiossuem
NEFs ativos que atraem formigas, o nimero de NESeuedidmetro ndo aumentaram
nas folhas novas produzidas ap6s eventos que egpassem maior pressao de dano.
Por exemplo, queimadas frequentes desencadeianrda pe muitas folhas pelas
plantas, podendo ser interpretada como alta préapodge herbivoria (Morais 2007),
além de que, apos cada queimada, ha rapida redmotapa de diversas plantas com
folhas tenras (Vieira et al. 1996). Por isso, eeasd esperar um efeito aditivo das
gueimadas subsequentes sobre a producdo de NEstansanho em plantas d
brasiliensis Entretanto, nossa hipotese foi refutada, uma quez ndo observamos
diferenca nos atributos dos NEFs quando compargrteogas em area controle e
plantas submetidas ao histérico de fogo. Provaveien® estimulo de perda das folhas
apos queimadas a cada dois anos nao seja sufipandedesencadear uma maior
producdo de NEFs nas folhas novas, uma vez quego feqiente diminui a
abundancia de lepidopteros (Diniz et al. 2011) sfiee os herbivoros mais comuns em
M. brasiliensis As lagartas gregarias deeuterollyta chrysoderas(Pyralidae) que
causam danos importantes na planta e pelo menoasolld espécies de lagartas
polifagas ja foram registradas em folhasvilérasiliensis(Diniz et al. 1999). Logo, de
acordo com a predicdo de que as plantas que investe atributos de defesa na
auséncia de herbivoros sédo selecionadas negatitamw@mparando-se com as plantas
que nao investem (Whittaker & Feeny 1971), pladkas!. brasiliensisna area com
historico de fogo ndo deveriam apresentar maibuats de defesa do que plantas em
areas controle, uma vez que isso ndo seria umetedstica evolutivamente vantajosa.

A nossa hipétese de que o numero e o tamanho dés H&mentariam apoés
diferentes niveis desfolha foi também refutadagyé ramos que sofreram 100% de
desfolha produziram a mesma quantidade e tamaniNE#s nas folhas novas do que
ramos que sofreram 0%, 10% e 50% de desfolha maasabido que a plasticidade ou
a habilidade da planta de induzir respostas é diepé® do tipo de atributo estudado e
dos herbivoros indutores (Bingham & Agrawal 20E3sim como do estimulo dado.
Assim, como ocorreu no experimento de historicdadm, provavelmente, o estimulo

de perda das folhnas em um ramo da planta ndo tdbapropriado para desencadear
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uma maior producdo de NEFs nas folhas novas, semdestimulo sub-6timo para
resposta da planta.

Nossos resultados foram surpreendentes quando cammps folhas produzidas
na época seca e folhas produzidas na época chdedda brasiliensis uma vez que
esperavamos que o numero e o tamanho dos NEFsnsen@iores nas folhas
produzidas durante o periodo de maior probabilidd&lderbivoria, que é o periodo
chuvoso (Marquis et al. 2001). Entretanto, nés emamos resultados opostos: as
plantas investiram mais em defesa indireta na épeca, apresentando NEFs maiores e
em maior quantidade do que na época chuvosa, queladoinvestiram mais em
crescimento apresentando maior area foliar. Na@&pgeca ha menor abundancia de
formigas arboricolas em plantas de cerrado do gquépoca chuvosa (Morais 1980).
Portanto, a maior disponibilidade de alimento preia@® pelo aumento do nimero e
tamanho dos NEFs dd. brasiliensispode aumentar a taxa de visitas dessas formigas
aos nectarios, possibilitando uma defesa maisvafetd periodo de menor abundancia
de formigas. Por outro lado, as folhas produzidaépoca chuvosa mesmo tendo menos
NEFs ja atraem uma quantidade razoavel de formigaa vez que elas sdo mais
frequentes na estacao chuvosa (Morais 1980). Ademanecanismo de defesale
brasiliensisna época chuvosa deve ser a saciacdo do herbéeonoproducéo de folhas
maiores, uma vez que na época chuvosa ha maiandijdade de recursos que serdo
utilizados no crescimento da planta. Por isso, @gele parte da folha devido a
herbivoria pode néo ser tdo custosa para a plahan disso, no periodo seco, as
plantas reduzem sua é&rea foliar, aumentando &efiei no uso da agua (Scholz et al.
2008) ja que a demanda evaporativa da atmosfererdaan{Meinzer et al. 1999).
Portanto, a diferenca da area foliar entre plad&adl. brasiliensisque produziram
folhas no periodo seco e plantas que produziranagoho periodo das chuvas deve ser
resultado de um somatorio de fatores: maior abunidade insetos herbivoros
(mecanismo de defesa por tolerancia) e maior dibpiolade de &gua na estagéo
chuvosa (maior quantidade de recursos para o orestb).

Nesse trabalho, conclui-se que a estrutura e fudeaddEFs deMaprounea
brasiliensissdo determinadas pelo estagio de desenvolvimenfollta, que resulta no
fim do suprimento do pré-néctar oriundo do floermaéulas do NEF. A conseqiéncia
ecologica das mudancas anatdomicas e ultraestsisfaio fim da interacdo mutualista
planta-formiga através do NEF. Demonstramos tamigém a producdo de néctar

extrafloral € fortemente influenciada pela idades dwectarios devido a alteragbes
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anatdbmicas e ultraestruturais, influenciando agmes de formigas no NEF. Além
disso, provamos que NEFs e brasiliensisndo séo defesas induzidas em resposta a
diferentes pressfes de herbivoria simuladas cofeldasmanual e passagem do fogo.
Porém, a producdo dos seus nectarios é respongiigpa@nibilidade de agua, sendo
maior na época seca e menor na época chuvosautordado, a area foliar das folhas
produzidas na época chuvosa é maior do que adiaadas folhas produzidas na seca.
Portanto, as defesas anti-herbivoria Embrasiliensisvariam ao longo do ano e em
diferentes fases ontogénicas da folha.
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Capitulo Il - Atributos de defesa e de qualidade fiar de
plantas de Maprounea brasiliensisSt. Hill. (Euphorbiaceae)
submetidas aos residuos de fertilizagdo em uma arede

cerrado
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RESUMO - Algumas plantas apresentam diversos tipos de deliestas e indiretas
que em conjunto formam uma sindrome de defesaeténto, parte da literatura prediz
a existéncia de&rade-offentre diferentes tipos de defesa devido a limitadg recursos
disponiveis para crescer, reproduzir e se defeAderaracteristicas ambientais também
influenciam a producéo de defesa pelas plantasvemgue a quantidade de compostos
guimicos secundarios produzidos de base carbéniwanér em ambientes eutréficos e
a producdo de nectéarios extraflorais (NEFs) confesaeinduzida é maior em areas
com mais recursos nutricionais. Plantas do cersadexcelentes modelos para se testar
a producao de defesa em diferentes condi¢cbes ataisiepois muitas delas possuem
metabolitos secundarios (defesas diretas) e NEffeqas indiretas), além de estarem
sujeitas a solos distroficos e acidos que vém sdérgprocessos de fertilizacdo devido a
ocupacao agricola. Neste estudo, nés examinamosomréncia detrade-off entre
diferentes tipos de defesa e testamos os efeitgsrewiduos da fertilizacdo nas
caracteristicas foliares ddaprounea brasiliensisSt. Hill. (Euphorbiaceae) em uma
area experimental de cerrado submetida a adicaotdentes por nove anos. Atributos
de qualidade da folha (area foliar, peso seco, SbAteudo de agua, macronutrientes,
micronutrientes, C:N e N:P) e de defesa (fendlitatais, taninos condensados e
hidrolisaveis, nimero de NEFs/folha, comprimenttaltale NEF/folha, volume e
qualidade do néctar) foram mensurados em folhastagtds de plantas del.
brasiliensisque estavam em areas com residuos de fertiliziedd, P e Ca e em area
controle. A coleta foi realizada dois anos aposltana aplicagdo de nutrientes.
Maprounea brasiliensisipresentou folhas de baixo conteddo de agua #adNSBA e
grande quantidade de compostos fendlicos, caraateldo a sindrome de baixa
qualidade nutricional. Nao foi encontrattade-off entre os diferentes tipos de defesa
(metabdlitos secundarios e NEFs). Residuos ddiZagiio de médio prazo do cerrado
alteraram caracteristicas foliares Maprounea brasiliensiscomo concentracdo de
nutrientes e de taninos condensados. Plantas gseecam em parcelas com adi¢éo de
P apresentaram folhas com mais nutrientes e plaataparcelas com N tiveram maior
concentracdo de taninos condensados. O estudo demongue M. brasiliensis
apresenta a sindrome de “baixa qualidade nutritioaando existéncia dé&ade-off
entre defesa direta e indireta e que seus atridot@ses sdo modificados devido a

fertilizacéo.

34



1. Introducéo

A pressao de herbivoria exerce importante funciopraucéo de defesas
(Martin & Baltzinger 2002) que podem ser classdi@s como diretas e indiretas (Ness
2003). As defesas indiretas aumentam o desemperehanichigos naturais de
herbivoros, como predadores, parasitdides e ageategénicos (Price et al. 1980). Por
outro lado, as defesas diretas sao atributos gem atiretamente contra o herbivoro
(Ness 2003).

Muitas plantas apresentam mais de um atributo desaleque pode ser
positivamente correlacionado a outro. O conjuntes ddributos de defesa co-
relacionados positivamente constitui uma "sindrdmeefesa”. As sindromes de defesa
podem ser de trés tipos: a sindrome de defesaaibea"qualidade nutricional” contém
plantas com baixa qualidade nutricional para obilieros e muitos mecanismos de
defesa; a sindrome "nutricdo e defesas" incluitptacom alta qualidade nutricional
para os herbivoros e algumas defesas; e a sinddemdefesa do tipo "tolerante”
compreende plantas tolerantes a herbivoria (Agré&vaishbein 2006). A presenca de
sindrome de defesa na planta pode ser adaptatit'mmemntajosa devido a
imprevisibilidade ambiental (Koricheva et al. 200Ppr outro lado, produzir varias
defesas pode ser metabolicamente custoso (Boegez& B004; Mole 1994; Pullice &
Packer 2008), podendo haveade-off entre diferentes tipos de defesa (Koricheva
2002). Como parte do recurso disponivel para cresceeproduzir € alocado para
defesa, 0 que caracteriza a “Hipotese do Equiliemive Crescimento e Diferenciagdo”
(Herms & Mattson 1992; Strauss et al. 2002), a yp¢ad de diferentes tipos de defesas
pode nado ser adaptativa, dependendo da pressatedacs

Além das condicfes inerentes a planta, diversasemtambientais, tais como
disponibilidade de nutrientes, também influenciapr@ducdo de defesa (Bryant et al.
1988; Stamp 2003). A “Hipétese do Equilibrio enrarbono: Nutriente” prevé que o
montante de compostos secundarios produzidos de babbnica depende dos
nutrientes disponiveis para as plantas. Por exenmgiémtas que crescem em solos
pobres em nutrientes produzem mais metabdlitos ndécios, como taninos
condensados, e plantas que crescem em solos féntesstem mais na producdo de
biomassa, diminuindo a alocacéo de recursos pdeaalguimica (Bryant et al. 1983).
Porém, a producéo de outro tipo de defesa queajaaoretabdlitos secundarios de base

carbdnica, como nectéarios extraflorais (NEFs), pselepositivamente correlacionada
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com disponibilidade de nutrientes, sendo dependimtecursos adicionais (Mondor et
al. 2006).

O cerrado é considerado uma das mais ricas savepgisais do mundo
(Coutinho 2002), apresentando estrato herbacem rdwiersificado e flora arborea com
caracteristicas peculiares (Branddo 2000). Suasagsla&stdo expostas a alta irradiancia,
altas temperaturas, baixa umidade relativa dodsfieit hidrico durante a estacao seca
(Franco & Luttge 2002) e a solos usualmente bemadi@s, com alta concentracéo de
argila e aluminio e baixa disponibilidade de nutieés (Furley & Ratter 1988). No
cerrado, a presenca de solos pobres, acidos, fitist@Haridasan 2000) e com alta
concentracdo de Al (Franco 2002; Franco et al. Pifkiencia os atributos de defesa
de muitas plantas (Goncgalves-Alvim et al. 2006; ¢dres-Alvim et al. 2011). A
“Hipotese do Escleromorfismo Oligotréfico e Alumidgico” (Goodland & Ferri 1979)
prediz que folhas espessas e rigidas com granddtidade de tecidos mecanicos,
(Sarmiento & Monasterio 1975; Sobrado & Medina 198@ixos niveis de nitrogénio e
agua e alta quantidade de taninos (Marquis etO@22sdo adaptacdes encontradas em
plantas do cerrado devido aos baixos niveis deent#s no solo e a toxidez por
aluminio. Estas caracteristicas sdo conhecidas asuoleromorfismo (Goodland &
Ferri 1979) e caracterizam a sindrome de "baixdidpde nutricional” comumente
encontrada em plantas nativas do cerrado (Marquas €001). Além desses tipos de
defesas, mais de 25% das espécies lenhosas dadfforgerrado possuem NEFs
(Oliveira & Leitdo-Filho 1987) que podem desemperfnacdes anti-herbivoria (Del-
Claro et al. 1996; Oliveira & Freitas 2004).

Apesar do cerrado ser megadiverso (Mantovani & iM&1993), sua destruicdo
devido a acdo antropica vem ocorrendo paulatinaanéhicerrado brasileiro apresenta
enorme importancia para a agricultura, sendo iotengso de adubos quimicos devido
a baixa fertilidade dos solos presentes nestas &@zvalcanti & Joly 2002; Klink &
Moreira 2002). Tanto a fertilizagcdo quanto as éifwes fontes dos fertilizantes podem
alterar algumas caracteristicas do solo distroficomo aumentar a acidez e a
disponibilidade de Al nas areas com adicdo de teulfle amoénio (Alcarde 2007,
Jacobson et al. 2011), aumentar o pH e a concéoti@de Al nas areas com adi¢ao de
calcario e aumentar a disponibilidade de foésformakeio em areas com aplicagdo de
superfosfato simples (Jacobson 2009). Tais mogiiea das caracteristicas do solo
podem resultar em alteracdes dos atributos folidees plantas nativas do cerrado

(Jacobson et al. 2011). Além dessas modificactmdtamtes da fertilizacdo direta de
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areas de cerrado para a agricultura, residuosrtilezégdo prévia nas areas degradadas
em processo de recuperacao natural também podeifficaiods caracteriticas do solo e
atributos foliares das plantas nativas que creseehocal.

Neste estudo, nés testamos os efeitos dos resideodertilizacdo nas
caracteristicas de qualidade e defesa de folhaMaprounea brasiliensisSt Hill
(Euphorbiaceae) em uma area experimental de cemsabimetida anteriormente a
adicdo de nutrientes por nove anos. Tivemos conjetiad responder as seguintes
questdes: (1M. brasiliensisapresenta um conjunto de atributos foliares quactawiza
uma sindrome de defesa? Em caso afirmativo, (1.@) © esta sindrome? (2) Existe
trade-off entre defesas indiretas (NEF) e defesas diretaspastos fendlicos totais,
condensado e taninos hidrolisaveis)? (3) Apos unoge sem adicdo de nutrientes,
residuos de fertilizacbes em area de cerrado &taras caracteristicas de qualidade e
defesa em folhas d®l. brasiliensi® Em caso afirmativo, (3.1) residuos de adicao
regular de sulfato de aménio aumentam a quantidadeompostos fendlicos totais e
taninos? Residuos de calcario e de superfosfatplesnmdiminuem a quantidade de
compostos fendlicos totais e taninos? E (3.2) vesidle adicdo regular de nutrientes
aumentam defesas indiretas (niUmero, tamanho e roac@es de acucares em NEFS)
em folhas déV. brasiliensi®

As hipoteses testadas ao longo do estudo foranur@ib): (1)M. brasiliensis
por ser uma planta tipica de cerrado, tem comaimel de defesa a "baixa qualidade
nutricional”; (2) M. brasiliensis apresentatrade-off entre producdo de NEFs e de
metabolitos secundarios, apoiando a “Hipétese daililBgo entre Crescimento e
Diferenciacao”; (3) residuos de adubacdes regulaitesam as caracteristicas foliares
de M. brasiliensisdevido as modificac6es das caracteristicas dq pole as causas do
escleromorfismo foliar (Hipétese do Escleromorfis@ligotréfico) sdo intensificadas
com adicdo de sulfato de aménio e mitigadas compdadile calcario e superfosfato
simples; (4) De acordo com a “Hip6tese do Equiitentre Carbono: Nutriente”, a
quantidade de compostos fendlicos totais e tansmwsentam nas areas com menor
disponibilidade de nutrientes (distroficas) e din@m nas &areas com maior
disponibilidade de nutrientes (eutroficas); (5) &mrdo com a Hip6tese de que uma
maior producdo de NEFs é dependente de recurse®orals, as plantas dil.
brasiliensis presentes nas areas experimentais apresentam &s & ou maiores

concentracdes de acgucares do que as plantas gegastareas controle.
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Hipdtese do Escleromotfismo Oligotréfico e Aluminotdzico

‘ Atnbutos feliares ‘

| Defesas diretas | T | Cualidade foliar ‘| Defesas indiretas

I Hipétese daexisténcia de sindrome de I
defesas

Fendlicos totais e
taninos

Hipdtese de trade-off entre

defesas diretas e indiretas

Hipdtese do Equilibrio Hipdtese daproducio de EF &
entre dependente de recursos
CarbonoMutriente adicionais

Figura 1. Diagrama das hipéteses testadas em plantdageounea brasiliensipresentes em uma area
de experimento com adicdo de nutrientes durante aowes seguidos a um intervalo de dois anos sem
fertilizacéo.

2. Materiais e Métodos
Area de estudo, espécie estudada e coleta de damloampo

Esta pesquisa foi conduzida na Reserva Ecol6gidB@& (15°56°S; 47°53"N),
regido do Centro Oeste do Brasil. O clima regi@nalw pela classificagdo de Kdppen
com uma estacdo seca de maio a setembro e umacestagvosa de outubro a abril
(Ab'Saber 1983). O tipo predominante da vegetacda@e&rado que se caracteriza por
um estrato herbaceo com gramineas e um estratosierdescontinuo com arvores e
arbustos esparsos (Eiten 1972). O solo é do timmsdalo, sendo profundo e bem
drenados com alto conteudo de Oxidos de Fe e AlttétMet al. 2002) e baixa
concentracdo de nutrientes disponiveis para asaglatcomo P, Mg, K e Ca (Haridasan
2000).

Maprounea brasiliensi® um arbusto pequeno, perene e endémico do cerrado
(Hans-Joach 1999), com dois a cinco NEFs nas loiasefolhas (Senna 1984). Algumas
folhnas também apresentam NEFs no apice. Os NERs tinbase quanto do apice
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foliar ja foram caracterizados anatomicamente eaestruralmente (Capitulo 1). O
principal herbivoro dé/. brasiliensisé uma lagarta gregariBeuterollyta chrysoderas
(Dyar 1917) (Pyralidae), localmente monofaga (Dimiz al. 1999). As lagartas
constroem abrigos tubulares com fezes e materigétak em varios ramos de um
individuo e, ainda que nao muito freqlentes, caudams consideraveis na planta, pois
0S grupos normalmente sdo compostos por mais dagaftas. Seu principal fungo
patogénico é Coleosporium maprouneagP. Henn.) n. comb. (Uredinales),
frequentemente observado nas folhas onde causslagérmelhadas (Viegas 1945).

Os dados do presente trabalho foram coletados efd® 20n uma area
experimental onde foi feita adicdo de nutrientesadie nove anos, de 1999 a 2006
(Jacobson 2009). O desenho experimental foi dodipopletamente casualizado, com
quatro tratamentos, sendo trés com adicdo de nigsi€N, P e Ca) e um controle. Cada
tratamento tinha quatro replicacdes em parcel@28enf, separadas pelo menos 10 m
de distancia. O grupo controle foi formado por pEs com nenhuma aplicagédo de
adubos. Nas parcelas com adicdo de N foi aplic@foky.ha por ano de sulfato de
amonio (NH4)SOy; nas parcelas com adicdo de P foi aplicado 108akgor ano de
superfosfato simples (superfosfato simples 20% {HG;RO,), + .2HO CaSQ) e nas
parcelas com adicdo de Ca foi aplicado 4 t.ha porde Ca como calcério dolomitico e
gesso (60% de calcéario dolomitico ((CaO + MgO) %4fe gesso (CaSQH,0)). Os
nutrientes eram aplicados sobre a serrapilheira deaes por ano, exceto a adi¢cdo de
Ca que foi feita apenas uma vez por ano (para det@hes, ver Jacobson 2009).

Em outubro de 2009, ramos &k brasiliensisforam ensacados com plastico
durante 96 horas para excluir a visita de formigas NEFs e para obter néctar
suficiente para a coleta. O néctar foi coletadocamo plantas por tratamento, sendo
quatro NEFs por planta. O néctar foi coletado cona eringa de 0,5 ml, diluido em
500 pl de agua destilada e armazenado em eppendorbdaémtnitrogénio liquido. No
laboratério, as amostras foram mantidas 8G8@\pos a coleta do néctar, 20 folhas de
15 plantas distribuidas aleatoriamente em cadantexito foram coletadas. Dessas
folhas, dez foram congeladas em nitrogénio liguidediatamente ap0s a coleta e
foram mantidas a -8Q a fim de se evitar a perda de taninos, depoésrfdiofilizadas e
conservadas novamente a °80 As outras folhas foram mantidas refrigeradas par
evitar degradacao e perda de agua e a medidardngad foliares foi feita logo apos a

coleta.
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Andlises dos atributos de qualidade e defesa dhdol

Os atributos foliares mensurados foram: numero neamdo (diametro) dos
NEFs, largura e area foliar, peso fresco e secdetdo de agua, SLA, macronutrientes
(N, P, Ca, K, S, C e Mg), micronutrientes (Mn, BCe), C:N, N:P e metabdlitos
secundarios (fendlicos totais, taninos condensadudrolisaveis). As caracteristicas do
néctar analisadas foram: concentracdo de glicngeses, rafinose, sacarose e agucares
totais.

O nuamero e o diametro dos NEFs, largura e arearfglieso fresco e seco,
conteudo de agua e SLA foram determinados emdhéad de cada individuo, sendo no
total 15 individuos por tratamento. O numero de S8IE- seu didmetro foram
mensurados com o auxilio de um microscopio com astala acoplada na ocular. A
area da folha foi determinada por regressédo cuguida que variou de 3.2 - 5.5 cm
correspondia ao X. A equacdo (area foliar = (8 &%fuira foliar)-16.76) cujo R=
0.806, foi determinada em 30 folhas de 30 plantasemtes em vegetacao de cerrado
nao modificada, sendo que a area foliar foi obpid desenho da folha em um papel
quadriculado. Para a mensuracdo do peso fresamelsa disco foliar de mesma area
(raio = 0.3 cm) foi pesado em balanca de preci®d@®01g) antes e depois de seco em
estufa a 60C por 72 horas. A porcentagem do contelido de aguanédida pela
formula ((peso fresco - peso seco/ peso fresco)*IDELA (area foliar/ peso seco da
folha, Cornelissen et al. 2003), foi determinadafelhas que foram totalmente secas
em estufa a 6 por 72 horas e posteriormente pesadas em balanuacisao.

A fim de se determinar macro e micronutrientes peso seco, 10 folhas por
individuo, sendo no total 15 individuos, foram seem estufa a 6G por 72 horas e
transformadas em po. K, P, S, Ca, Mg, Mn e Cu foextnaidos por digestao nitro-
perclérica, N por digestdo com acido sulfarico pd8 inceneracéao. A quantificacdo de
K, Ca, Mg, Mn e Cu foi feita por espectrometriaatsorcéo atdomica, a de P, B e S foi
realizada por espectrometria 6ptica e a quantdicade N foi feita por distilador de
Kjeldahl. A razdo C:N foi calculada como um indioadde qualidade nutricional
(Bryant et al. 1983; Lenza & Klink 2006) e a razBidP foi calculada como um
indicador de qual nutriente era mais limitante @Ntiet al. 2010).

A fracdo do peso total de fendlicos totais foi daeirada em 10 folhas por
individuo, sendo no total 15 individuos, por Fdlienis (Waterman & Mole 1994), a de
taninos condensados pelo teste do acido butands{i®o et al. 1988; Waterman &

Mole 1994) e a de taninos hidrolisaveis pelo ensain iodeto de potassio (Schultz &
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Baldwin 1982). O padrédo foi obtido pela purificagdo extrato aquoso com varias
lavagens em etanol a 95% seguida por lavagens kigéscaquosa de acetona a 70%
em um Sephadex LH-20 com um funil de Bulchner. Ataxe foi removida por
evaporacao rotativa e o extrato aquoso foi liddia para a obtencdo dos taninos. A
absorcdo em cada ensaio foi determinada por crgnadi@ (Molecular Devis —
VERSA max). A concentracdo de taninos e fendlicatsig foi calculada com o
Software Softmax Pro, utilizando a curva obtida a@padrao.

A composicdo de carboidratos no néctar extrafldml determinada pelo
cromatografo de ions (Dionex) integrado ao mod€l83000 de HPAEC-IPAD com
coluna para deteccédo de carboidratos (CarboPacTUDP2A X 250 mm). Foi usado
como eluente solucdo aquosa de 200 mM de NaOHoAceatracdes dos carboidratos
(glicose, frutose, sacarose e rafinose) e de a¢atadrforam calculadas com o Software
de Chromeleon através de uma curva padrdo nasngeggoncentracdes: 0.625, 1,25,
2.5,5.0 e 10.M.

Analises estatisticas

Os dados obtidos foram agrupados em atributos dkdgde foliar e atributos de
defesa. Os atributos de qualidade foliar foram:édiende area foliar, SLA, peso seco e
porcentagem do conteudo de agua em trés folhasimubviduo; a média de
porcentagem por massa seca (mg/g) para P, N, KMGaS e Cu e ppm (mg/Kg) por
massa seca de Mn, Cu, B e C:N, N:P de 10 folhasghdaviduo. Os atributos de defesa
foram: a média do numero NEF por folha (NEF) e aiméo diametro total de NEF
por folha {'DIAM) de trés folhas por individuo; a média da cemttacao |{M) de
glicose, frutose, sacarose, rafinose e aclucardotakectar e a média da porcentagem de
glicose, frutose, sacarose, rafinose em relacdacéoar total mensurados em quatro
NEFs por individuo quando possivel e a fracdo peko total de compostos fendlicos
totais, taninos condensados e taninos hidrolisaweemsurada em 10 folhas por
individuo. Para todos os dados foi calculado o idgsadrao.

A normalidade de dados e a homogeneidade da verifmam testadas por
Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamerde=(0.05). Quando necessario e se
possivel, os dados foram transformados, usandajte@drada e arco-seno. Analise de
variancia multivariada (MANOVA) foi utilizada paguantificar as diferencas entre os

tratamentos de adicdo de nutrientes com teste kieyTaiposteriori. Usamos testes néo
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paramétricos (teste de Kruskal-Wallis, com valompdde compara¢des multiplas) nos
dados que nao conseguimos transformar ou naqueles mAO obtivemos
homogeneidade de variancia. Alguns pares de atsbdé defesa, como a média do
namero NEFs por folha (NEF), a média do comprimeatal de NEF por folha
(>DIAM) e concentragdo de fendlicos totais, taninosndensados e taninos
hidrolisaveis foram analisados pelo teste de cagéel de Spearman, utilizando-se
apenas o grupo controle. Os valores da concentrdeaglicose, frutose, sacarose,
rafinose e acgucar total ndo foram usados na arddiserrelacdo, uma vez o numero de
individuos analisados por tratamento foi diferesideniimero de individuos analisados
para os outros atributos. Além de fazer ANOVA tipa@om os dados de concentracfes
(uM) de cada acucar (glicose, frutose, sacarosenosdi e acgucar total) em cada
tratamento, as porcentagens de glicose e sacanoselacdo ao agucar total foram
analisadas pelo teste de MANOVA tipo Il e as potagens de sacarose e rafinose em
relacdo ao acucar total foram testadas pelo testKrdskall-Wallis. O nivel de
significancia foi de 5%. O software utilizado reaglises estatisticas foi o Statistica
7.0.

3. Resultados

Foram observadas nas folhas Maprounea brasiliensicoletadas no grupo
controle a razdo média de C:N de 43.075 * 5.42ftecolo de agua de 16 + 6.400, SLA
de 90.620 = 20.860 e metabdlitos secundarios camalitos totais (0.278 + 0.022) e
taninos condensados (2.766 + 0.920 m@/djidrolisaveis (0.002 £ 0.919 mg/g). Tais
atributos foliares caracterizaram a sindrome dexdbgualidade nutricional” contra
herbivoro e sdo comparaveis aos valores de oudpgEgies de cerrado (Tabela 1). Além

disso, suas folhas possuiam NEFs que séo defaliestas das plantas.
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Tabela 1. Atributos de qualidade foliar de espécies do cereom a sindrome de defesa de "baixa qualidade

nutricional" - (xx DP)

Espécies Familia C:N Cont’eudo SLA Taninos
de 4gua condensados
o ] 43.070 £ 90.620 +
Maprounea brasiliensis Euphorbiaceae 16 +6.4 2.766 + 0.920
5.42 20.860
Pera glabrata(Schott) Poepp. .
. Euphorbiacea 31+2 20+0 74 +9 1
ex Baill.*
Byrsonima verbascifolia(L.) o
Malpighiaceae 407 25+7 747 1
DC.*
Ouratea spectabiligMart. ex
Ochnaceae 3217 22 5 63+£12 1

Engl.) Engl.*

*- dados retirados da literatura (Silva & Batalha 2011).

Nao foi constataddrade-off entre defesas indiretas (atributos dos NEFs) e

defesas diretas (metabdlitos secundarios) nasaglaat grupo controle (Tabela 2).

Tabela 2.indice de correlacdo de Spearman entre atribugodefiesa direta e indireta eiaprounea
brasiliensis(n = 60,0 = 0.05) em area de cerrado do Distrito Federal.

Defesa indireta

Defesa direta
Média do nimero de NEFs / folhkédia do comprimento total de NEFs / folha

Fendlicos totais 0.42 0.26
Taninos condensados 0.39 0.40
Taninos hidrolisaveis 0.28 0.08

NuUmeros em negrito sdo diferencas estatisticansggméicativas (p < 0.05).

Apesar da nao adicdo de nutrientes durante dos afgumas caracteristicas de
qualidade foliar deM. brasiliensisforam alteradas devido aos residuos da fertilizacao
regular a médio prazo. A maior area foliar (Fig@)afoi observada em plantas das
parcelas com adicdo de P do que em plantas nootmntComparando todos os
tratamentos com controle, plantas que cresceramparoelas com adicdo de P
apresentaram folhas com mais nutrientes do quéaatap dos outros tratamentos. Por
outro lado, as plantas das parcelas com N apreaantanesma concentracdo de
nutrientes do que as plantas controle, exceto $affeigura 6). A concentracdo de K
(Figura 3) e de Ca (Figura 4) foi maior em indiadwque cresceram em parcelas com
adicao de P do que nas parcelas controles. A ctbacén de Mg (Figura 5) foi maior
nas plantas das parcelas do Ca do que nas padelads e P, enquanto a menor
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concentracdo de S (Figura 6) foi encontrada nasefss do controle. A razdo N:P
(Figura 7) foi menor nas plantas das parcelas dediida pelas plantas das parcelas de
Ca, do que em todos os outros tratamentos. A nemmentracdo de Mn (Figura 8) foi
encontrada em parcelas de Ca. A concentracdo d€&iQura 9) foi maior em plantas
das parcelas do Ca do que em plantas das pareeldas Al menor concentracdo de B
(Figura 10) foi encontrada nas parcelas de P. Néaovéh nenhuma diferenca
significativa no peso seco, contetudo de agua, $bAcentracdo de N, P e C e na razéo

C:N entre as plantas de todos os tratamentos.
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Figuras 5-7: Atributos de qualidade de folhas de
Maprounea brasiliensisem quatro tratamentos com
residuos de adicdo de nutrientes. Letras diferentes
dndicam diferencas estatisticamente significativas,
sendo p < 0.05. Barras representam o desvio pasirao.
Mg em porcentagem (mg/g) por matéria seca de folhas
6. S em porcentagem (mg/g) por matéria seca de folhas
7.Razao N:P.

Figuras 2-4: Atributos de qualidade de folhas de
Maprounea brasiliensism quatro tratamentos com
residuos de adicdo de nutrientes. Letras diferente
indicam diferengas estatisticamente significativas,
sendo p < 0.05. Barras representam o desvio
padrdo2. Area foliar.3. K em porcentagem (mg/g)
por matéria seca de folhak.Ca em porcentagem
(mg/g) por matéria seca de folhas.
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Figuras 8-10: Atributos de qualidade de folhas de
Maprounea brasiliensisem quatro tratamentos com
residuos de adicdo de nutrientes. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas,
sendo p < 0.05. Barras representam o desvio paglréo.
Mn em ppm (mg/Kg) por matéria seca de foltasCu

em ppm (mg/Kg) por matéria seca de folHE&.B em
ppm (mg/Kg) por matéria seca de folhas.
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Algumas diferencas nos atributos de defesa tamloéamf observadas devido
aos residuos oriundos dos tratamentos de adicdmtdentes. Por exemplo, a maior
concentracdo de taninos condensados (Figura 1lkrfoontrada em parcelas N,
engquanto a menor concentracdo foi encontrada emtaplalas parcelas controle e com
adicdo de Ca. Entretanto, ndo existiu diferencaifgigtiva no nimero de NEFs por
folha (NEF), na média do diametro total do NEFs fotlha _DIAM), bem como na
concentracdo de compostos fendlicos totais e tariidrolisaveis entre as plantas de
todos os tratamentos. Também né&o foi encontradaredifa significativa na
concentracdo de glicose, frutose, sacarose, rafiaasgucar total do néctar extrafloral
entre os tratamentos (Tabela 3) e na porcentagaghicdse, frutose, sacarose e rafinose

em relacdo ao acucar total (Tabela 4).

Fracéo pelo peso total de taninos condensados

D T T T
Controle N P Ca

Figura 11: Atributo de defesa das folhas Meprounea brasiliensis
em quatro tratamentos com residuos de adicdo deemtas:
concentracdo de taninos condensados. Letras disrendicam
diferencas estatisticamente significativas, sende p.05. Barras
representam o desvio padrdo.
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Tabela 3.Concentracdes de acUca(gs: DP) do néctar extrafloral dd. brasiliensisem quatro tratamentos de adicao de
nutrientes e em parcela controle, em area de eedadistrito Federal.

Atributos Tratamentos

de defesa | Controle N P Ca F* H* p
Glicose 6.133 + 3.067 7.682 +5.729 3.930+6.147 .8790+1.002 1.010 >0.05
Frutose 5.998 + 2.838 8.044 +5.930 4.38 +5.071 043+ 0.949 1.010 >0,05
Sacarose  4.912 + 3.229 4.906 + 3.562 3.425 +2.494 1.064 + 0.996 1.010 >0.05
Rafinose  0.548 + 1.096 0.000 0.038 +0.086 0.090¥4 2.976>0.05
ﬁﬁ:\lcar 17.591 + 8.476 11.756 + 13.291 11.756 + 1B.29 11.756 + 13.291 1.010 >0,05

As concentragfes de glicose, frutose, sacarosepsafe aclcar total do néctar extrafloral estaquiimN = 18,a = 0.05,
MANOVA seguido pelo teste de Tuckey * ou KruskalfWgaseguido pelo teste de Mann-Whitney **

Tabela 4.Porcentagem de acglcarest DP) do néctar extrafloral dd. brasiliensisem quatro tratamentos de
adicdo de nutrientes e em parcela controle, emdirearrado do Distrito Federal.

Tratamentos
Atributos de defesaControle N P Ca F* H** p
% Glicose 0.346 +0.043 0.326 £0.094 0.218 +0.149.213 +0.142 0.891 >0.05
% Frutose 0.341 +0.033 0.383+0.040 0.406 +0.208.418 +0.101 0.891 >0,05
% Sacarose 0.264 £ 0.045 0.290+0.108 0.406 90.260.418 + 0.191 0.895 >0.05
% Rafinose 0.049 + 0.098 0.000 0.013 +0.03 0.0830¥8 3.313 >0.05

N = 18,a = 0.05, MANOVA seguido pelo teste de Tuckey * otugkal-Wallis seguido pelo teste de Mann—
Whitney **

4. Discusséao

Em Maprounea brasiliensiencontramos atributos que demonstraram que ela
possui a sindrome de "baixa qualidade nutricionadtque suas folhas tém baixo
conteudo de agua e N, baixa SLA, bem como altatglzale de compostos fendlicos
(Marquis et al. 2002). Portanto, nossa hipoteseueM. brasiliensis por ser uma
espécie tipica de cerrado, tem como sindrome dsaef "baixa qualidade nutricional”
foi corroborada. Tal afirmacdo é confirmada quaocdmparamos os dados foliares de
M. brasiliensiscom um estudo de defesa anti-herbivoria em umaucmade de
cerrado (Silva & Batalha 2011). De acordo com bdHao de Silva & Batalha (2011),
M. brasiliensispode ser agrupada ao grupo 4 (estratégia de aat@mlade nutricional),
junto comPera glabrata(Schott) Poepp. ex Baill. cuja familia é também lkarpiaceae
e com Ouratea spectabilis(Mart. ex Engl.) Engl. (Ochnaceae) Byrsonima
verbascifolia(L.) DC. (Malpighiaceae) que compdem a mesma ordéaipighiales

(Tabela 1). No entantoM. brasiliensis esta agrupada com outras espécies néao
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relacionadas filogeneticamente. Portanto, essénitits foliares ndo sao determinados
pela filogenia (Silva & Batalha 2011). Provavelmenbs danos foliares devido a
herbivoria e a patdogenos (Marquis et al. 2001;aSdvBatalha 2011) e a presenca de
solos acidos e pobres em nutrientes (GoncgalvesvAbti al. 2006) sdo os dois filtros
ambientais que influenciam os atributos foliares/dérasiliensis

A presséao de herbivoria e de patégenos pode s@nportante fator seletivo em
atributos foliares deM. brasiliensis Quando presentes, as lagartas gregarias de
Deuterollytachrysoderascausam danos severos na planta, uma vez consoragas m
folhas, e pelo menos outras 10 espécies de lagpolfagas ja foram registradas
utilizando folhas déV. brasiliensis(Diniz et al. 1999). Na area de estudos o atague d
um fungo patogénico € comum nas folhasvidébrasiliensis O ataque de patdgenos €
comum em folhas de plantas de cerrado e compomtgidos sdo defesas tanto contra
herbivoros quanto patdégenos (Marquis et al. 20843im, tanto a herbivoria quanto o
atague de patégenos, aliados a um solo pobre, pekencer pressdo seletiva na
composicao e nas concentracdes de compostos fenakssa planta.

Ademais, os atributos de qualidade e de defesdafizas deM. brasiliensis
podem influenciar de varias maneirasfitmess dos insetos herbivoros. Os taninos
condensados diminuem a qualidade nutricional daafel os taninos hidrolisaveis séo
toxicos para herbivoros (Makkar et al. 2007). Og8lEa0 visitados por predadores,
especialmente formigas, e por parasitdides quenpadduzir o ataque de herbivoros,
diminuindo suas freqtiéncias ou tempo de perman@&asiplantas (Gentry 2003; Rico-
Gray & Oliveira 2007; Schoereder et al. 2010). Aléas compostos fendlicos e NEFs,
folhas deM. brasiliensistem alta razdo C:N, o que € um indicador de bquaidade
nutricional, e defesas estruturais como baixa Sledeeado peso seco. De uma maneira
geral, essas séo caracteristicas comuns em plantassas de cerrado (Marquis et al.
2001; Silva & Batalha 2011).

A hipétese da existéncia de unade-off entre defesa indireta e defesa direta,
representadas respectivamente pelos atributosaedatns aos NEFs e pelos compostos
fendlicos, foi refutada. Tal hipdtese prediz questexuma compensacao entre o0s tipos
de defesa devido a limitacdo de recursos (Binghafkggawal 2010). Como afirmado
por Koricheva et al. (2004), as plantas podem possumerosos tipos de defesa, sem
apresentar consideravdrade-off. Do ponto de vista da planta, é vantajoso apresenta
tanto taninos quanto NEFs, pois essas podem seratégghs defensivas

complementares. Defesas quimicas de base carbéamareqientemente eficazes
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contra herbivoros generalistas (Wittstock & Gergben2002) e fungos patogénicos
(Marquis et al. 2001). O mesmo ocorre com NEFs gliados a volateis das plantas
(Heil 2011), podem aumentar rapidamente o recrutéonée inimigos naturais. Resta
saber como estas defesas atuam no principal hesbévpatogeno dil. brasiliensis e
qudao tolerante a planta é aos danos causadoses @ganismos.

Em M. brasiliensis alguns atributos de qualidade foliar e de defefeeram
alteracdo depois de nove anos de fertilizacdo deguypor dois anos sem adicdo de
nutrientes, sendo que diferentes tipos de nutseaticionados ao solo resultaram em
diferentes consequéncias nos atributos foliardsieBaltado ratificou nossa hipétese de
que residuos de adubacbes regulares alteram astecimticas foliares deM.
brasiliensis Como todos os adubos utilizados tinham sulfatoseias formulas (ver
Métodos), plantas que cresceram nas parcelas cdireRCa apresentaram mais S nas
folhas do que plantas das parcelas do controlatddlancontradas em parcelas de Ca
tinham a maior concentragdo de Mg devido ao calcddlomitico e plantas que
estavam nas parcelas com adicdo de P apresentaa@smCan do que as plantas nas
parcelas com N, por causa do superfosfato simpemodificacdes desses atributos de
qualidade foliar ocorreram por causa de modificac@ias caracteristicas do solo
(Jacobson et al. 2011). Conforme relatado por &meo{2009) e Jacobsen al. (2011),
nas parcelas com adicéo de N, o solo tornou-seaun#lse e com maior concentracao de
Al. A disponibilidade de Ca foi aumentada em sales parcelas com Ca e P e a
concentracdo P aumentou no solo das parcelas agaoate P. O pH e a concentracdo
Mg aumentaram assim como a concentragao de K emihuiu em solos com adicao
de Ca. Como nosso estudo foi feito depois de dws do estudo de Jacobson (2009),
podemos inferir que a disponibilidade de P n&ovestaais elevada durante nossas
coletas, porque o fosfato antes disponivel no jgottevia estar ligado aos oxidos de Fe
e Al (Motta et al. 2002). Tal inferéncia pode sestificada pelas constantes e intensas
aplicacdes de P nos solos de cerrado agricolastgMotal. 2002) com o intuito de
manter sua alta disponibilidade para plantas. Hase explica porque né&o foi
encontrada diferenca na concentracdo de P nassfelhithe as parcelas com adicéo
prévia de P e outras parcelas do experimento. t&ntoe nds encontramos a menor
proporcdo de N:P nas plantas das parcelas comagiiticde P. Como ndo houve
nenhuma mudanca na concentracdo N entre os tratsnandiferenca na relacdo N:P
se deve a maior absorcédo de P nas parcelas cope$yrala inexisténcia de variacao

em numeros absolutos de P entre os tratamentos.
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De acordo com Jacobson (2009), a consequUéncia mgmwrtante do
experimento de fertilizacdo regular a médio pragioaf acidificacdo dos solos e o
aumento da concentracdo de Al nas parcelas coméltealizacdo da acidez dos solos
nas parcelas com adicdo de Ca, diminuindo a quaigidle Al, e o0 aumento da
concentracdo de Ca nas parcelas com adicao dePCAssim, podemos inferir que os
solos das parcelas com N, com adicdo de sulfataardénio, tornaram-se mais
distréficos do que os solos dos outros tratamenios vez que eles ficaram mais
acidos (Goodland & Ferri 1979; Jacobson et al. P0OAIHip6tese do Escleromorfismo
Oligotroéfico” sugere que a presenca de algunsdtgescleromorficos nas plantas do
cerrado é devido a baixa disponibilidade de nuiglo solo relacionado a acidez do
mesmo (Goodland & Ferri 1979). Esta hipotese foifiomada em nosso estudo, uma
vez que a maior concentracdo de taninos conden$aidexscontrada nas parcelas com
adicao de N, enquanto que a menor concentracameasda parcelas com Ca e controle.
Tal resultado também corrobora a “Hipétese de Huyiol entre Carbono: Nutriente”
(Bryant et al. 1983) e o “Modelo de Competicdo de Proteina” (Pmof@ompetition
Model - Jones & Hartley 1999), pois as plantas radamento com adicdo de N
apresentaram mais taninos condensados comparada asomlantas dos outros
tratamento, uma vez que as plantas das parcelageid menor disponibilidade de
nutrientes devido a acidificacdo dos solos (Jagohletoal. 2011). A biossintese da
maioria dos compostos fendlicos ocorre principat@grela via do acido chiquimico
gue converte precursores de carboidratos derivddametabolismo primério para os
aminoécidos aromaticos. Taninos condensados e lisdreis sdo derivados
especificamente da rota da fenilalanina e do agdlaco, respectivamente (Taiz &
Zeiger 2006). Sabe-se que, em condi¢cdes de baparbilidade de nutrientes, a taxa
de incorporacéo da fenilalanina para a sintesem@i€os aumenta. Como resultado, a
concentracdo de taninos condensados e de fendtitis também se eleva (Jones &
Hartley 1999). Por outro lado, o mecanismo de séntde taninos hidrolisaveis ainda
nao esta completamente esclarecido (Ossipov 20@8). Portanto, a determinacéao dos
fatores ambientais que podem influenciar a produtgidaninos hidrolisaveis € ainda
obscura.

Atributos relacionados aos NEFs, tais como niumdasm&nho médio por folha e
concentracdo e porcentagem de acucares, ndo sofatteracdes devido aos residuos
oriundos dos tratamentos de adicdo de nutrientesNBFs deM. brasiliensisndo

produziram volumes diferenciados de néctar quardplantas foram submetidas a
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diferentes tratamentos de adicdo de nutrientess pomo o néctar coletado foi
liofilizado e depois foi colocado 0 mesmo volumegpeada amostra de néctar para a
andlise no cromatografo de ions, significa queualigoncentracdo de acgucares jgvh
detectada nas amostras do NEF foi devido a iguahtglade de volume coletado nesse
tipo de NEF. Além disso, ndo houve diferenca nantidade relativa (porcentagem) dos
tipos de carboidratos produzidos nos diferentesrtrantos, significando que n&o ha
diferenca qualitativa no néctar extrafloral entsératamentos. Este resultado indica que
a producao de NEFs e de néctar ndo esta diretamaateonada com a disponibilidade
de nutrientes. Mondor et al. (2006) mostraram queagr formacdo de NEFs como
defesa induzida, ernvicia fabg esta relacionada a intensidade de dano foliar e a
disponibilidade de nutrientes. Portanto, para dfieaut o custo direto da producédo de
novos NEFs enM. brasiliensis serdo necessarios estudos experimentais de tweabiv
artificial com exclusdo de formigas, seguidos délise do volume do néctar, de
atributos relacionados aos NEFs efdoessda planta em diferentes tratamentos de
fertilizacéo.

O presente estudo mostrou que os residuos daziegéib regular de médio
prazo em uma area de cerrado alteraram atributdefdeas e de qualidade foliar &m
brasiliensis mesmo apds um intervalo de dois anos sem apticautrientes na area.
Isso significa que mesmo apds um intervalo semaadile nutrientes, as plantas ainda
foram responsivas as mudancas que ocorreram nus devido a adubacéo, indicando
queM. brasiliensisnao é resiliente aos residuos de fertilizacdoef@sos de adubacéo
residual em areas naturais de cerrado estdo apgenascando a serem conhecidos.
AlteracOes de atributos de defesas e de qualiadide ¢onstituem forgcalottom-upque
podem afetar toda a cadeia tréfica. Tendo em \astapida ocupacdo dos cerrados
brasileiros por sistemas agricolas de larga escaha,intensa aplicacédo de fertilizantes,

esse € um tema que precisa ser rapidamente meimpreendido.

52



Capitulo Il — Plasticidade fenotipica de defesas rdi-
herbivoria de plantas deStryphnodendron adstringen@Mart.)
Coville (Fabaceae, Mimosoideaesubmetidas a diferentes

condicdes ambientais
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RESUMO - Algumas plantas apresentam nectarios extraflofdisSF§) que atuam
como defesas indiretas e induzidas contra hertdvdtesas mesmas plantas também
podem ter tolerancia que € a capacidade de passgitimento compensatorio apds um
evento de herbivoria. O cerrado possui uma vegetapde esta submetida a
sazonalidade climética, herbivoria e presenca do.fdais fatores podem ser decisivos
guanto a expresséo dos atributos de defesa damplaomo quantidade de NEFs e
producao do néctar extrafloral, assim como tolegamk fim de se estudar a influéncia
desses fatores na expressdo dos atributos de (deflesdas deStryphnodendron
adstringens(Mart.) Coville (Fabaceae, Mimosoideae), espécigvaado cerrado que
apresenta NEFs nas suas folhas, foram submetidasimadas periddicas, condi¢cdes
de seca e chuva e taxas distintas de herbivoriamAtlisso, seus NEFs foram
caracterizados morfoloégica e anatomicamente, assimo a quimica do néctar foi
elucidada.Stryphnodendron adstringerepresentou um NEF na base e no apice da
raquis e pequenos NEFs nos raquiolos. Os NEFs rsfiobprantes, com epiderme,
parénquima secretor e tecido vascular. A supertici®dEF ndo apresentou estomatos
nem tricomas. A quantidade de NEFs no raquiolo atoneda base para o apice e o
néctar produzido na base da raquis teve maior vwkimenos sacarose do que o néctar
produzido no apice da raquis e nos raquiolos. &astibmetidas ao fogo periddico
apresentaram mais NEFs do que plantas controlestanto, apos um periodo sem
gueimada, essas plantas que antes apresentavanNEfassvoltaram a ter a mesma
guantidade de nectéarios que as plantas controf@in®ero de NEFs ndo se modificou
guando comparadas folhas produzidas na seca esfphloaluzidas na chuva, mas as
folhas produzidas na seca foram menos largas dasgjdelhas produzidas na chuva.
Plantas que sofreram apenas um evento de desfifilanfio produziram mais NEFs
nem folhas mais largas do que plantas controle&mas folhas foram mais largas apos
a desfolha total e na estacéo chuvosa quando cadgaom folhas da mesma planta
produzidas antes da aplicacao do tratamento deldagbtal e na estacdo seca. Plantas
submetidas a diferentes niveis de herbivoria nas s@mos apresentaram variacdo na
producdo de néctar. Maior quantidade de néctaprimluzida em ramos que sofreram
100% de herbivoria do que em ramos que sofrerann0%0% de herbivoria. Tais
resultados mostraram q&e adstrigeng uma espécie plastica no que diz respeito a seus

atributos de defesa.
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1. Introducéo

As defesas anti-herbivoria sdo essenciais para rdgama sobrevivéncia das
plantas ao ataque de herbivoros, uma vez que amplado fontes de alimento para
mais de um milhdo de espécies de insetos (Howengle}a2008). As defesas anti-
herbivoria podem ser defesas constitutivas ou ikdsz(Stamp 2003), defesas diretas
ou indiretas (Price et al. 1980) e tolerancia (&saet al. 2002). As defesas induzidas
sdo ativadas apoOs a herbivoria e conferem algum dearesisténcia a subsequentes
atagues (Harvell 1990). As defesas indiretas s#tmusds que aumentam o desempenho
de inimigos naturais dos herbivoros (patégenossitaides e predadores), reduzindo o
impacto dos herbivoros nas plantas hospedeirase(tial. 1980). Por outro lado, a
tolerancia é a resposta da planta induzida apoéssumo que reduz os efeitos negativos
do dano causado pelo herbivoro (NUfiez-Farfan €08I7), podendo ser a capacidade
da planta de crescer novamente ap0s um evento rbévdre, apresentando um
crescimento compensatoério que pode ser em tamanfalttas novas produzidas (Cap.
1) ou diametro do tronco (Mundim et al. 2011).

Nectarios extraflorais (NEFs) sdo estruturas queresam néctar, estando
presentes em Orgaos aéreos das plantas (Fahn 19a%ios estudos tém demonstrado
que plantas com NEFs s&o frequentemente protegidagormigas que atacam o0s
herbivoros em troca de néctar (mutualismo defehgi@osta et al. 1992; Cuautle &
Rico-Gray 2003; De La Fuente & Marquis 1999; Kataga& Suzuki 2003). Por isso,
0os NEFs séo considerados defesas indiretas quenasgvezes, sao induzidas (Ness
2003). O investimento das plantas nesta defesandepgo balanco custo-beneficio
ditado pela pressdo de herbivoria e pela dispatdtoie de recursos. Assim, espera-se
uma variacao temporal e espacial no investimensoptintas nesta defesa (Mondor et
al. 2006; Oliver et al. 2007). Por exemplo, algureapécies de plantas aumentam a
producdo de néctar extrafloral apds eventos deveeid, atraindo mais formigas aos
ramos danificados (Ness 2003; Rios et al. 200&)u@nto outras produzem mais NEFs
nas folhas novas produzidas depois dos danos ncesgiMondor & Addicott 2003).

O cerrado possui uma flora lenhosa com mais de &&/@spécies portadoras de
NEFs (Oliveira & Leitdo-Filho 1987). As plantas derrado estdo submetidas a
sazonalidade climatica, com distincdo de uma estegéa para uma chuvosa (Coutinho
2002), herbivoria (Costa et al. 2008) e presencigo (Miranda et al. 2004; Simon et
al. 2009). Tais fatores, que sdo determinantepddsies floristicos e fitossocioldgicos

do cerrado, podem ser também decisivos quantorassgn dos atributos de defesa das
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plantas como quantidade de NEFs e producdo dornédafloral, uma vez que as
plantas desenvolvem defesas proporcionalmente tagaale herbivoria (Bryant et al.
1983). Isso ocorre porque a sazonalidade pluviecaéinfluencia a densidade de
insetos, sendo o efeito da herbivoria maior na @plas chuvas (Marquis et al. 2001).
Além disso, o fogo pode ter efeito semelhante amolrom uma desfolha das plantas
ou a uma herbivoria intensa (César 1980), resut@nd aumento de defesa induzida ou
no crescimento compensatorio.

Como os atributos de defesas sdo adaptativos anvanin diferentes condicbes
ambientais, a nossa hip6tese € que a producédo Heell de néctar extrafloral varia
devido a sazonalidade climética, intensidade daspie de herbivoria e presenca de
fogo. Logo, nés esperamos encontrar (1) maior m&awe NEFs na apoca chuvosa,
apos um evento de herbivoria e em areas com tustdea fogo muito recente; (2) maior
producdo de néctar em folhas que sofreram herbieotificial do que em folhas sadias;
e (3) crescimento compensatério nas plantas queraof herbivoria, como producéo
de folhas maiores ap6s um evento de desfolha tBtamla testar essas hipoteses,
experimentos controlados foram conduzidos em umea ade cerrado com
Stryphnodendron adstringeriMart.) Coville (Fabaceae, Mimosoideae), uma egpéci
tipica do cerrado (Felfili et al. 1999), nas esta;®eca e chuvosa, em plantas
submetidas a desfolha e plantas controle e em @@as diferentes historicos de
gueimadas.

Portanto, o nosso objetivo principal foi verificeg a quantidade de NEF, a
producéo de néctar e se o numero de NEFs € matbfiean diferentes épocas do ano e
em diferentes regimes de fogo, e se a planta ageeseescimento compensatorio apdés
um evento de desfolha total. Além disso, tambératfaimos determinar a distribuicdo
dos NEFs, descrever os aspectos anatdmicos dosasiesefucidar a quimica do néctar
extrafloral. Tais dados nos auxiliaram a respordeseguintes questdes: (1) NEFs em
S. adstringenséo defesas indiretas; isto €, eles atraem foenjga podem afugentar
os herbivoros? Se sim, (2) NEFs 8madstringenséo defesas induzidas; isto é, ha um
aumento no numero de NEFs ou na producédo do néxtiafloral apos um evento de
desfolha ou na época de maior possibilidade deivuei®? (3) Existe crescimento
compensatorio ers. adstringenspds um evento de herbivoria artificial? Além djss
tendo como premissa que plantas submetidas a gieisorem os mesmos efeitos de
uma herbivoria intensa, uma vez que todas as foll@s apds a passagem do fogo, nés

também investigamos a seguinte questdo: (4) Plamaareas com historico de fogo
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freqlente apresentam mais NEFs do que plantas ems gontrole e plantas em area

com historico de fogo ndo recente?

2. Material e Métodos
Espécies e local de estudo

Stryphnodendron adstringerspresenta de 4 a 5 metros de altura e folhas
compostas bipinadas, com 6 a 8 foliolos por pinarghzi 2000). E uma espécie
brevidecidua, sendo que sua brotacdo ocorre dupami&s de setembro e no inicio do
més de outubro, finalizando a recomposicdo da capaicio das chuvas (Lenza &
Klink 2006). Nectarios extraflorais de dois tipogosencontrados nas folhas 8e
adstringengOliveira & Leitdo-Filho 1987). Na base da raqoixserva-se NEF elevado,
oval ou arredondado e com uma superficie lisa (sdahet al. 2008) e ao longo da
raquis e dos raquiolos sédo observados NEFs peq(@hesira & Leitdo-Filho 1987).

A pesquisa foi conduzida na Reserva EcolégicaBiE (RECOR) (1%56' 41"
S e 4753' 07" W)e na Fazenda Agua Limpa da Universidade de Brg§ifd) (15°
56' 45" S 47° 56' 08" W), no Distrito Federal. Aofisionomia dominante das duas
areas € o cerradgensu strictpdiferenciado pelo estrato herbaceo com gramiaeas
estrato lenhoso descontinuo (Eiten 1994; Ratte6)L 9B clima € Aw pela classificacédo
de Kdppen com uma distinta estacdo seca de masetmbro e a estacdo chuvosa de
outubro ao inicio de maio. Os solos sao profuntles) drenados, acidos, latossolos
distréficos com alto conteddo de Al (Franco 2002an€o et al. 2005) e com baixa
concentracdo de nutrientes (Haridasan 2000). Dewidsazonalidade, as camadas
superficiais dos solos tornam-se secas durantetagdes de estiagem enquanto as
camadas mais profundas mantém maior quantidadegue @& longo do ano (Franco
2002).

Caracterizacao dos NEFs e do néctar extrafloral

Para se determinar o numero de NEFs por folhagdse,mo apice da raquis e ao
longo do raquiolo) assim como sua localizacao nfiotantados os NEFs em uma folha
por individuo deS. adstringenssendo no total 57 plantas. Os comprimentos daigaq
dos raquiolos foram também mensurados. Os raqufotasn divididos em regides
(base, meio e apice) para se mensurar em qualidadal do raquiolo teria mais
nectarios. Tais dados foram analisados pelo testeraskal-Wallis ¢=0,05), uma vez

que sua normalidade nao foi comprovada.
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Para a caracterizagcdo estrutural do NEF da bastlda, da raquis e do
raquiolo, folhas completamente expandidas foramdés em FAA 70 (5% de &cido
aceético, 5% de formaldeido, 90% de alcool 70), aemadas em alcool 70 (Johansen
1940), processadas e infiltradas em historesinachfiavit Methyl Methacrylate
Embedding Kit). Cortes transversais e longitudirtissum foram corados com Azul
de Toluidina (O’Brien et al. 1996). Além disso, gar caracterizacdo da superficie dos
NEFs, amostras foram fixadas em 2,5% de gluraldefddampéao fosfato a 0,05M (pH
de 7,2) por 24 horas, desidratadas em série acat@0-100%), secas em ponto critico
de CQ, cobertas com ouro (Bozzola & Russel 1992) e obses em JeBl 840A
(5.0kV).

A fim de se caracterizar a quimica do néctar sadoepelo NEF da base da folha
das mesmas plantas utilizadas para as analisésraoas e de varredura, um ramo com
folhas novas por planta, sendo no total 10 plarftasgnsacado durante 96 horas (4
dias) para a exclusdo das formigas e acumulo darmgdficiente para coleta. O néctar
produzido por cada NEF da base da raquis foi aidet@m o auxilio de uma seringa,
armazenado em um eppendorf comk0de agua destilada e mantido em recipiente
com nitrogénio liqguido no campo. Como o volume éatar produzido pelos nectérios
do apice da raquis e do raquiolo era extremamesdegno, nés coletamos o néctar
produzido por esses nectarios em folhas novasagamfarmazenadas em geladeira por
um dia a fim de acumular néctar suficiente parataolNo proprio laboratério, o néctar
foi coletado, seguindo os mesmos procedimentosaadito total, foi coletado néctar do
NEF da raquis e do raquiolo de 10 plantas. As aamske néctar foram armazenados
em freezer ultra-frio (-88C) e depois liofilizadas.

A composicdo e a concentracdo de carboidratos maméxtrafloral foi
determinada pelo cromatografo de ions (Dionex)gnaido ao modelo ICS3000 de
HPAEC-IPAD com coluna para deteccao de carboidri@asboPacTM PA10, 2 X 250
mm). Foi usado como eluente solucdo aquosa de R0@enNaOH. As concentracdes
dos carboidratos (glicose, frutose e sacarose)adlear total foram calculadas com o
Software de Chromeleon através de uma curva pat@oseguintes concentracoes:
0.625, 1,25, 2.5, 5.0 e 1.01.

As concentracdes de carboidratos do néctarudndos NEFs da base e da
raquis e raquiolo foram analisadas. Para as asédisttistcias, dados de glicose e

frutose foram transformados pela sua raiz quadibekste t ¢ = 5%) foi realizado a fim
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de comparar concentragdo de glicose, frutose eantatal para amostras independentes
e Mann-Whitney U Test foi usado para examinar acentrtacdo de sacarose entre o
néctar do NEF da base da folha e o néctar dos M&kaquis e raquiolo de plantas de
S. adstringensA porcentagem de frutose e arcosseno de gliaoseekacédo ao agucar
total também foram analisadas para cada amostreéctar extrafloral e testadas pelo
testet para amostras independentes e a porcentagem atesadoi testada por Mann-
Whitney U Test.

Formigas que visitavam as plantas foram coletadasmazenadas em etanol

70% e, posteriormente, identificadas.

Efeitos de queimadas na producao de NEFs e atrilsufimliares — experimento 1

Em maio de 2009 (inicio da estacdo seca), na REQ@R, se verificar a
existéncia o efeito de queimadas recorrentes raupém de NEFs e em alguns atributos
foliares, foram coletadas trés folhas completamenfgndidas de 15 individuos em
area com historico de fogo, depois de nove mesestidaa queimada experimental, e
em area controle. A area com historico de fogcesofjueimadas experimentais de 1991
a 2008 no inicio do més de agosto, em meados @& aecada dois anos (Dias &
Miranda 2010; Miranda et al. 2004). Em maio de 20ddam coletadas novamente trés
folhas completamente expandidas em 15 individuc@area com histérico de fogo, que
ja se encontrava em processo de regeneracdo, ungueen Ultima queimada ocorreu
em agosto de 2008, e na &rea controle. O nUmeNEé#s foi mensurado no segundo
raquiolo a direita por folha.

Teste t @ = 5%) foi realizado a fim de comparar médias dmerd de NEFs
entre plantas em area com histoérico de fogo e gdagrin area sem histérico de fogo em
2009 e em 2011 e entre plantas controle e plama@&rea com histérico de fogo no ano
de 2009 e 2011.

Efeito da sazonalidade e da pressédo de herbivogapnoducéo de NEFs e atributos
foliares — experimento 2

Em julho de 2010 (estacdo seca), na FAL, a fim @levexificar se existia
variagao na producao de NEFs e em alguns atribol@ses devido ao efeito da
sazonalidade das chuvas ou ao efeito de grandsdpree herbivoria, foram marcados
30 individuos em processo de perda de folhas @cdimaareladas e que se desprendem

facilmente do ramo). Em 15 individuos, foi feitalesfolha total (Grupo B), cortando
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todas as folhas da copa com a tesoura e os ouiréerdm mantidos como controle,
apenas com a herbivoria natural (Grupo A). Alénsalisiessa estacdo seca, coletamos
folhas de outros 10 individuos que ja possuiancepa formada totalmente por folhas
novas (Grupo C). Foram coletadas trés folhas mivituos do grupo de plantas que
sofreram herbivoria (folhas amarelas que se dedenfacilmente do ramo) e trés
folhas dos 10 individuos do grupo de plantas gapjésentavam folhas novas no inicio
da estacdo seca. As analises do nimero de NEFs$aegdea da folha foram feitas no
quarto raquiolo a direita e o comprimento da fédtha@btido mensurando toda a raquis.

Em dezembro de 2010 (estacdo chuvosa), foram daketas folhas novas que
surgiram apos o tratamento de herbivoria nas @atdegrupo B (que sofreu herbivoria
total) e as folhas novas que surgiram nas plardagrupo controle. Foram analisadas
trés folhas por planta, sendo mensurado numerokfesNargura e comprimento da
folha como dito anteriormente.

Portanto, ao final do experimento, n6s comparamosumero de NEFs,
densidade de NEFs em um raquiolo (NEF/raquiolomend de NEFs/comprimento do
raquiolo), largura e comprimento da folha de pkartiaja producdo de folhas foi no
inicio da estacdo seca ou no inicio da estacdooshue de plantas submetidas a
herbivoria artificial total e controle (com herbnenatural).

As andlises estatisticas dos dados constaramtdeps comparar médias entre
os tratamentos A e B e A e C (test t e Mann-Whitbeyest), teste t de amostras
dependentes dos individuos que foram submetidasstblia total, antes e depois do
tratamento para comparar NEF/raquiolo, comprimentargura foliar, e Sign test de
amostras dependentes de dados sem distribuicdoah@ama comparar numero de
NEFs dos individuos que foram submetidos a desfadital, antes e depois do

tratamento.

Efeito da pressao de herbivoria mroducédo de néctar extrafloral — experimento 3

Em agosto de 2010 (estacédo seca), na RECOR, pdfigarese a producéo,
composicao e concentracdo de néctar do NEF dadaafgha variavam em diferentes
niveis de herbivoria, foram marcadas aleatoriam@aeplantas. O tratamento de
herbivoria foi cortar 10, 50 ou 100% das folhas ptamente expandidas no ramo
marcado, deixando a base do peciolo com seu NEFEaRm no grupo A, nenhuma
folha do ramo foi cortada; no grupo B, 10% das dslldo ramo foram cortadas; no

grupo C, 50% das folhas do ramo foram cortadas gyupo D, 100% das folhas foram
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cortadas. ApoOs a aplicacdo dos tratamentos, ossramaocados foram ensacados com
sacos plasticos e a coleta de néctar foi feita damm forma descrita acima. Foi
coletado néctar apds 96 horas da aplicacdo doneata de no maximo quatro NEFs
por planta quando era possivel coletar o néctaetseto, sendo no total seis plantas por
tratamento.

As analises estatisticas dos dados constaram de f[Esa examinar a
comparacao de meédias entre os tratamentos 0, H160% de herbivoria por meio de:
MANOVA tipo IIl seguido de Tukey para concentragioglicose e frutose e Kruskal-
Wallis para concentracdo de sacarose e acUcar tdtglorcentagem de glicose e
sacarose em relacdo ao acucar total foi tambénsadalpelo teste de MANOVA tipo
Il e a porcentagem de frutose em relacdo ao aciotalr foi testada pelo teste de
Kruskall-Wallis. O nivel de significancia foi de 5%

Para todos os dados, a normalidade foi testada tpste de Kolmogorov-
Smirnov e a homogeneidade das variancias foi comgeopelo teste de Levene. Todos
0s testes estatisticos foram feitos com o soft8&astica 7.0 e o nivel de significancia
adotado foi de 5%.

3. Resultados
Caracterizacdo dos NEFs e do néctar extrafloral

Stryphnodendron adstringensossui distintos tipos de NEF, distribuido em
distintas regides das folhas (Fig. 1). Na baseadais, ha um grande nectério oval,
protuberante e com superficie secretora (Fig. 1AJeoexistem muitas formigas
patrulhando. No apice da raquis (Fig. 1B-C) e rexpuiolos sdo observados NEFs
circulares, protuberantes onde também se encorfoamigas. O NEF do apice da
raquis € maior do que os nectéarios dos raquiotbgnp aquele € menor do que o grande
nectario da base da folha. No raquiolo, o numendiles aumenta da base para o apice
(H=7.759; p < 0.05) (Fig.2).

Os NEFs enfS. adstringensapresentaram epiderme com células tubulares no
sentido longitudinal, parénquima secretor e tewiagcular (Fig. 1D-E). O parénquima
secretor tinha indicios de compostos fendlicos.(Blf) e a vascularizagdo ocorria
principalmente por floema (Fig. 1D-E), sendo tamlmfservado xilema (Fig. 1D-E). A
microscopia de varredura revelou que a superfizieettario ndo apresentava tricomas

e estbmatos (Fig 1A-C).
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O néctar da base da folha foi mais concentradpMmndo que o néctar da raquis
e do raquiolo, quando comparamos glicose, frutasgiear total. Tal diferenca nao foi
encontrada para sacarose (Tabela 1). Entretantofaiéconstatada diferenca entre
néctar extrafloral produzido na base da folha eaulyzido no apice da raquis e nos
raquiolos quando comparada a porcentagem de glcdsgose em relacdo ao acucar
total. Por outro lado, o néctar extrafloral no éplieve maior porcentagem de sacarose
do que o néctar extrafloral na base da raquisZ2.%£6; p < 0.05).

Formigas dos géner@&amponotug Cephalotesoram encontradas forrageando
os NEFs dé&. adstringens
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Figura 1: Nectérios extraflorais d&tryphnodendron adstringen&. Microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) do NEF da base da raqBisNEF do apice da raqui€. MEV do NEF do apice
da raquidD. Esquema do corte histolégico do NEF do apice daisaarea pontilhada representa o
floema e a area tracejada representa o xildn&orte histolégico do NEF do apice da raquis.
Observar vascularizagdo por floema (F) e xilema {gicios de compostos fendlicos nas células
do parénquima secretor devido a coloragdo esveads@aczul de toluidina (PS) e epiderme com

células altas no sentido longitudinal (Ep¥calas: A = 100Qm, B = 100um e C-D = 20Qum.
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Figura 2: Numero médio de NEFs em cada regido dos raquiolos
de Stryphnodendron adstringend etras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas, sendd0p05. Barras
equivalem ao desvio padréo.

Tabela 1.Concentra¢cdes de aclUcaf@st DP) em NEFs da base da folha e
NEFs do apice da folha (apice da raquis e do rémjudte Stryphnodendron

adstringens

Atributos de defesaNEFs da base e do apice da folha

Acucares Base Apice T Z p
Glicose 0.283+0.123 0.08+0.055 -5.710 <0.001
Frutose 0.375+0.185 0.098 +0.147 -4.792 <0.001
Sacarose 1.027 £0.334 0.879+£0.601 0.22705
AcUcar total 1.423+0.558 1.057+0.680 -2.163 <0.05

As concentracdes de glicose, frutose, sacarose Ueamgotal do néctar
extrafloral estdo empuM. NUmeros em negrito sdo estatisticamente
significativos (N das plantas = 18,= 0.05, Teste t ou Teste de Mann—Whitney

v).

Efeitos de queimadas na producao de NEFs e atrilsufioliares— experimento 1

O experimento testando o efeito do fogo no numeroN&Fs entre plantas
submetidas a eventos constantes de queimada i¢osti fogo 2009) foi de 2,2 e na
area controle foi de 1,2 (t = -4,395; p< 0,01) (BYy Portanto, nossa hipétese de que
plantas presentes em area com historico de fogidrde possuiriam mais NEFs nos
raquiolos do que plantas na area controle foi borara. Entretanto, apos trés anos
sem queimada experimental (histérico de fogo 2044 )plantas presentes nessa area
apresentaram estatisticamente a mesma quantidab&le (média de NEFs = 1,75)
gue as plantas presentes em area controle (médi&kls = 1.82) (t= 0,3159; p>0,05)
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(Fig. 3). Quando comparamos o numero de NEFs a@eadgd distribuidas na area com
histérico de fogo de 2009 e 2011, encontramos ufeeedca significativa (t= -2,1268;
p<0,005), sendo que as plantas na area com hstdedogo em 2009 apresentaram

mais NEFs do que as plantas na area com histéeidogd em 2011 (Fig. 3).
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Figura 3: NOimero médio de NEFs nas folhas de individuos de
Stryphnodendron adstringerssibmetidos a uma area sem historico de fogo
(controle 2009 e controle 2011), a uma area queanhéghualmente de 1991

a 2008 (historico de fogo 2009) e a uma area qudarb@anualmente de 1991

a 2008 e sem fogo de 2009 a 2011 (histérico de 20dd). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativeendo p < 0.05. Barras
representam o desvio padréo.

Efeito da sazonalidade e da pressédo de herbivogapnoducédo de NEFs e atributos
foliares — experimento 2

O resultado do experimento que comparou o numerdlieFs, densidade de
NEFs por raquiolo, largura e comprimento foliar ftdsas produzidas na época seca e
das folhas produzidas na época chuvosa refutoiapasnte nossa hipotese. Nao houve
diferenca na quantidade de NEFs (t = -0.917; p3¥9). e na densidade de NEFs por
raquiolo (t = 0.362; p = 0.723) entre os individgoe produziram folhas em estagfes
distintas do ano. Entretanto, as folhas produzidasstacdo seca foram menos largas do

que as folhas produzidas na estacdo chuvosa (Rig: 48.52; p < 0.01). O mesmo nao
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ocorreu quando o comprimento foliar foi comparaddree os individuos dos dois
tratamentos (t = -1.323; p = 0.207).

®
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Estagdo chuvosa Estagdo seca

Figura 4: Largura média da folhas de individuos de
Stryphnodendron  adstringensproduzidas na
estacdo chuvosa e na estacéo seca. Letras diferente
indicam diferencas estatisticamente significativas,
sendo p < 0.05. Barras representam o desvio
padréo.

A hipoétese de que plantas submetidas a desfolabapresentariam mais NEFs
e folhas maiores do que plantas controle ndo fofirnada. Nao houve diferenca no
namero de NEFs (Z = -1.214; p = 0.225), na densidéel NEFs por raquiolo (t = -
1.495; p = 0.160), largura da folha (t = 0.912; 1©.880) e comprimento foliar (t =
0.157; p = 0.878) entre individuos que sofreranfailes total e individuos que nao
sofreram desfolha total. Também n&o houve difersigficativa no nimero de NEFs
(Z = 0.408; p = 0.683), na densidade de NEFs pguicdo (t = 1.358; p = 0.223) e
comprimento foliar (t = -0.978; p = 0.366) no mesimdividuo nas folhas produzidas
antes e depois do tratamento de desfolha totaénfaas folhas produzidas depois da
desfolha total foram mais largas do que as folhaslyzidas antes da aplicacédo do
tratamento (Fig. 5; t = -4.268; p < 0,01) quandalisado o0 mesmo individuo.
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Figura 5: Largura média foliar dos individuos de
Stryphnodendron  adstringensantes de serem
submetidos a desfolha total e apds a desfolha. total
Letras diferentes indicam diferencas estatisticdenen
significativas, sendo p < 0.05. Barras representam
desvio padréo.

Efeito da presséo de herbivoria moducao de néctar extrafloral — experimento 3

O resultado do experimento que comparou a conggiatrdo néctar extrafloral
em UM e em porcentagem produzido pelas plantas subasetiddiferentes niveis de
herbivoria comprovou a hipotese de que a produginédtar € maior em folhas que
sofreram herbivoria artificial do que em folhasiaade que quanto maior o nivel de
herbivoria artificial no ramo maior é a producaon#etar. A concentracao emM de
glicose (Fig. 6) e frutose (Fig. 7) produzida faynsficativamente maior nas plantas
com ramo que sofreu 100% de herbivoria do que lzadgs com ramo que sofreu 10%
e 25% de herbivoria. A concentracdo de acucar fotahenor nas plantas com ramo
gue sofreu 10% de herbivoria do que nas plantas @no que sofreu 100% de
herbivoria (Fig. 8) e a concentracdo de sacarosepudmndo diferiu entre os
tratamentos. N&o foi verificada diferenca na pa@gem de glicose (F = 1.842; p >
0.05), frutose (H = 1.647; p > 0.05) e sacarose (E842; p > 0.05) em relagdo ao
acucar total, comparando-se o néctar extrafloral diderentes tratamentos, o que

comprovou a nao variacdo na producao da massalddipa de carboidrato.
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Figuras 6-8: Concentracdes médiagiM) de aclcaresio néctar extrafloral destryphnodendron
adstringensem quatro tratamentos de herbivoria artificlalConcentracédo de glicosgé. Concentracdo
de frutose.8. Concentracdo de acUcar total. Letras diferentdgcam diferencas estatisticamente
significativas, sendo p < 0.05. Barras represemai®svio padréo.

4. Discusséao

Nectérios extraflorais erStryphnodendron adstringersio nectarios elevados.
Esse tipo de nectario € comumente encontrado eensd familias de plantas, sendo
inclusive observados em diversos géneros de legsain (Elias 1983). Os NEFs
encontrados na base da raquis de folhaS.dmdstringenga foram morfologicamente
caracterizados por Oliveira & Leitdo Filho (1987Machado et al. (2008). Entretanto,
os NEFs circulares e pequenos, distribuidos aoolalyg raquiolos, ainda nédo tinham
sido descritos na literatura, bem como a descg@bdmica e caracterizacdo do néctar
dos NEFs dé&. adstringens

Os NEFs séao frequentemente visitados por fornag@&spodem ser observadas
tanto nos nectarios maiores, como o0 da base d#sramanto nos nectarios menores,

como os dos raquiolos. As formigas provavelmen&roexn funcdo anti-herbivoria,
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afugentando ou dissuadindo os potenciais herbivdeoplanta portadora de NEFs,
como ratificados por alguns estudos experimentadizados em sistemas plantas —
NEF — formigas, no cerrado (Costa et al. 1992; Clato et al. 1996 ; Oliveira 1997,
Schororeder et al. 2010). O néctar extrafloral @mpensa oferecida as formigas.
Porém, a eficiéncia desse mutualismo defensivopérakente de quais sao as espécies
de formigas visitantes dos NEFs (Heil et al. 200%)identidade dessas espécies é
determinada pelos componentes do néctar extraf{Bater & Baker 1982), como a
sacarose, que € extremamente atraente para d#erespécies de formigas, incluindo
formigas generalistas e ndo mutualisticas (Heil.e2005). Tal fato foi confirmado para
S. adstringensuma vez que seu néctar extrafloral apresentooggi frutose e sacarose,
e seus NEFs foram frequentemente visitados por igasn generalistas, como
Cephalotes(Andrade & Baroni-Urbani 1999) €amponotus(Hdlldobler & Wilson
1990).

No raquiolo, o niumero de NEFs aumenta da basegpapace, o que pode ser
interpretado como caracteristica adaptativa datglarma vez que as formigas que se
alimentam do néctar produzido pelos NEFs distribsiigios raquiolos precisam trafegar
por toda a folha, protegendo-a. A maior distribaigle NEFs na porgao distal das
folhas, ja foi também observada para outras espéoim folnas compostas, como em
Cedrela fissilis(Paiva et al. 2007) e eldymenaea stigonocarp@Paiva & Machado
2006). O patrulhamento das formigas por toda aafadbmbém €& determinado pela
diferenca da qualidade e da quantidade do alimprdduzido pelo NEF da base da
raquis comparado com o produzido pelos NEFs doeédghéc raquis e do raquiolo. O
NEF da base da raquis produziu maior volume deanélt que os NEFs do apice da
raquis e do raquiolo, pois como o néctar coletadbdfilizado e depois foi colocado o
mesmo volume para cada amostra de néctar paraliseana cromatografo de ions,
significa que a maior concentracédo de glicose ®m$riemuM detectada nas amostras
do NEF da base da raquis foi devido a maior quadédie volume coletado nesse tipo
de NEF. Tal resultado foi também corroborado quatawioparamos a porcentagem de
glicose e de frutose entre o néctar do NEF da ti@saquis e o néctar dos outros NEFs,
uma vez que nao houve diferenca em porcentagemt{dade relativa) para glicose e
frutose. Por outro lado, o NEF da base da raqudyaiu néctar com menos sacarose
do que os NEFs do apice da raquis e dos raquimbiss 0 néctar extrafloral coletado na

base da raquis teve menor porcentagem (quantidddiva) de sacarose do que o
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néctar extrafloral na base da raquis. Isso signifjae apesar de ter produzido maior
volume de néctar, o NEF da base da raquis prochéitar com menos sacarose.

Os NEFs enfS. adstringensdo estruturas complexas apresentando epiderme
diferenciada, parénquima secretor com compostoslifes e tecidos vasculares,
especialmente floema. A presenca de compostosideadio parénquima secretor pode
inibir o ataque de herbivoros e patdégenos (Kop@®2) ao NEF. Tal fato deve
aumentar a vida util dos NEFs 8e adstrigensque permanecem funcionais tanto nas
folhas novas quanto nas folhas completamente eig@@ que estejam iniciando o
processo de senescéncia. A vascularizagao dos piEEf®ema e xilema contribui para
a formacédo do néctar extrafloral cuja principaltéode acucar deve provir da seiva do
floema (Fahn 2000; Rocha & Machado 2009). A preseatas tecidos vasculares nos
NEFs € importante para a manutencéo de altas tiexascrecdo (Rudgers 2004), sendo
gue a quantidade de tecido vascular que irrigatautesa secretora é diretamente
proporcional ao seu tamanho (Carlquist 1969). Bdisnacdes foram comprovadas
nesse estudo, uma vez que o NEF da base da rama®eée produz maior quantidade
de néctar do que os NEFs da raquis e dos raquiolos.

Nossos experimentos comprovaram que os NEFS. @elstringensao defesas
induzidas, pois eles sdo produzidos em maior qieaei nas folhas novas apds eventos
repetitivos de desfolha total (fogo) e produzemamaolume de néctar apds herbivoria
artificial em folhas completamente expandidas.

No experimento em que foi verificado o efeito dgd na producgéo de NEFs, foi
observada uma maior producdo em &rea com histddacimgo do que em plantas na
area controle. Segundo Raw & Hay (1985), a simpsada das folhas apds a queima
pode ser interpretada pela vegetacdo como alteoqm@p de herbivoria. O resultado
sugere que as plantas presentes na area do trabap@nestarem submetidas ao efeito
de desfolha frequiente, passaram a produzir ma@ntglade de NEFs no raquiolo do
gue as plantas presentes na area controle. Al&u, dis plantas, apds o fogo, possuem
uma rapida e vigorosa rebrota com folhas tenrastepdem a sofrer alta pressao de
herbivoria (Lopes & Vasconcelos 2011; Vieira et &096). Portanto, a propria
herbivoria apos o fogo, aliada a perda total dédsafocausada pela queimada, sdo os
fatores que induzem a maior producdo de NEFs rastgsl deS. adstringensDe
acordo com Knoechelmann & Morais (2008), em 2008,neses apds a Ultima
queimada, a frequéncia de formigas foi maior emntpkadeS. adstringensia mesma

area experimental do que na area controle. O aontenhimero de NEFs nas plantas

70



de S. adstringensem area freqlientemente queimada € justificados poimaior
guantidade de NEFs e de visitas de formigas pod#ar eeduzindo a herbivoria na
segunda producao completa de folhas, uma vez guienaira producao de folhas esta
sendo perdida a cada dois anos pelo fogo. Logegansla producdo completa de folhas
precisa ser protegida do ataque de herbivorosetanto, o aumento da producdo de
NEFs sO ocorreu quando a desfolha total causadafpgb foi repetida a intervalos
regulares de tempo ao longo dos anos, uma vezapds, trés anos sem o0 estimulo
similar a uma herbivoria intensa, as plantas ptesena area com histérico de fogo
apresentaram estatisticamente a mesma quantiddtieFteque as plantas presentes em
area controle. Além disso, as plantas na area cwmtorico de fogo em 2009
apresentaram mais NEFs do que as plantas na amedistorico de fogo em 2011.
Portanto, a alta producdo de NEFs 8madstringen® apenas sustentada quando as
plantas sdo mantidas sob pressdo de desfolharemalar, causada pela gqueimada
experimental, sendo que o fim dessa pressao dei@mvolta da producdo normal de
NEFs pelas plantas. Tal fato também foi comproyaelo experimento 3, uma vez que
plantas submetidas a uma Unica desfolha total iffeerd artificial com uso de tesoura)
nao aumentaram o numero de NEFs nas novas folbdszidas.

O experimento 2 demonstrou que a sazonalidadeophéérica que influencia a
densidade de insetos (Marquis et al. 2001; Pinhatiad. 2002) néo foi suficiente para
aumentar a quantidade de NEFs presentes nas fpibdszidas na época chuvosa
comparada com a quantidade de NEFs nas folhas zdaduna época seca. Tal
resultado foi inesperado, pois como o efeito ddikeria € maior na época das chuvas
(Marquis et al. 2001), esperava-se que o numerdNBEEs fosse maior em folhas
submetidas a maior pressao de herbivoria. Entetariblerancia foi o tipo de resposta
observada nessas plantas no periodo com maio@prdssherbivoria, ja que as folhas
produzidas na estacdo chuvosa foram mais largagqudoas folhas produzidas na
estacdo seca. Sabe-se que a abundéancia de instbgotos pode influenciar a
tolerancia de véarias plantas (Guillet & Bergstrof0@&). A producédo de folhas mais
largas na época de crescimento (estacao chuvoshgna esta relacionada com a maior
disponibilidade de recursos para as plantas, padesidr mais fortemente relacionada a
sazonalidade e uso de recursos do que a herbivangm, o efeito sinérgico dos dois
fatores, maior pressdo de herbivoria e maior digglatade de agua na estacdo
chuvosa, pode ser o responsavel pela producdo ldasfdargas na estacdo de

crescimento. Tal fato também é corroborado quarelocanstatou que as folhas
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produzidas depois da desfolha total (estacéo clayvimsam mais largas do que as
folhas produzidas antes da aplicagédo do tratan{estacdo seca) no mesmo individuo,
enfatizando-se o efeito sinérgico dos dois fatoeeproducéo de folhas mais largas.

Por outro lado, ndo houve diferenca na largura eamprimento foliar de folhas
produzidas na mesma época do ano quando foram cadagaplantas controle com
plantas que sofreram um evento de desfolha toxplefenento 3). Possivelmente, as
plantas deS. adstringenprecisam ser submetidas a repetidos eventos dathdesotal
para que ocorra o0 crescimento compensatorio que &po de tolerancia. Por exemplo,
algumas espécies de cerrado apenas apresentaram dasénvolvimento de brotos
apos repetidos tratamentos de desfolha total dudiois anos (Mundim et al. 2011). Tal
efeito foi considerado uma caracteristica de tolgea Portanto, pode-se concluir dbie
adstringensdeve apresentar crescimento compensatorio ap@tidep eventos de
desfolhas e ndo quando apenas um evento de deatahtece.

Enquanto que a producédo de NEFs adicionais acantgmenas apos repetidos
eventos de desfolhas, a producédo de maior quaetdiacéctar foi uma resposta rapida
ao dano artificial sofrido por algumas folhas. NEffssentes em folhas que sofreram
danos manuais produziram maior volume de néctaquio NEFs em folhas sadias,
sendo que essa resposta induzida foi dependentdvdbde herbivoria artificial no
ramo. A alteracdo na producdo de néctar apos loeidivu danos manuais ja foi
comprovada para algumas espécies (Koptur 1992; 2% Rios et al. 2008), porém
essa € a primeira vez que se relata tal fato paeaspécie do cerrad®s NEFs da
base da raquis de folhas danificadas em ramos €@f% e herbivoria produziram
maior volume de néctar do que os NEFs em ramosaterdg 10% de herbivoria, pois a
maior concentragao de glicose e frutose jgvhdetectada nas amostras dos NEFs do
tratamento com 100% foi devido a maior quantidaslgadume coletada, uma vez que o
néctar coletado foi liofilizado e depois foi coldocao mesmo volume em cada amostra
de néctar para se fazer a analise no cromatdgeafond. A andlise da porcentagem de
glicose e frutose também confirmou esse resultadis ndo houve diferenca em
porcentagem (quantidade relativa) para glicosép$rie sacarose. Por outro lado, como
a producéao de sacarose nao diferiu entre os tratas)asso significa que o incremento
em volume do néctar secretado nas folhas dos rgo@sofreram 100% de herbivoria
nao foi acompanhado pelo incremento na quantidadsadarose produzida (massa),
apesar de nao termos encontrado diferenca sigivhcam porcentagem (quantidade

relativa). Esse aumento da producdo de néctarflextdaem ramos com 100% de
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herbivoria é adaptativamente vantajoso para a algmiis o aumento localizado de
recompensas atrai ou mantém as formigas nas amavuamneraveis, beneficiando toda
a planta (Ness 2003).

Stryphnodendron adstringempresentou diferentes estratégias de defesa, como
defesa indireta e induzida por meio da variacdprdaucdo de NEFs ou de néctar
extrafloral e tolerancia por meio da alteracdo dalpcdo de folhas mais largas. Tais
estratégias de defesa sdo bastante plasticas, depdndentes de diferentes condicbes
ambientais. Por exemplo, a presenca de fogo frégielavou o niumero de NEFs e
diferentes taxas de herbivoria artificial em ramm@scados aumentaram a quantidade de
néctar produzido. Além disso, a variagdo na didple@de de recursos entre a época
chuvosa e seca e a maior pressdo de herbivoriantdura época das chuvas
influenciaram na producdo de folhas mais largasardar o periodo de maior
vulnerabilidade as plantas. Tais modificacfes maisuaos de defesa devido a diferentes
condicbes ambientais podem afetar as interacOeBgetas entre plantas d8.
adstringense seus forrageadores de néctar extrafloral e,eqoestemente, entre as

plantas e seus herbivoros.
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Capitulo IV - Atributos de defesa e de qualidade i@r de plantulas e
plantas adultas de Stryphnodendron adstringens(Mart.) Coville
(Fabaceaesubmetidas aos residuos de fertilizacdo prévia enma area
de cerrado
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RESUMO - O investimento das plantas em defesa anti-herlaivioode depender de
diferentes fatores, tais como idade da planta podibilidade de nutrientes no solo.
Espera-se encontrar menos defesa em plantas joseggidas por um aumento nos
atributos de defesa em plantas adultas. Além desgmgera-se encontrar mais compostos
fendlicos totais, taninos condensados e taninaslisdveis em plantas que cresgam em
areas com solos distréficos do que em plantas gescam em areas com solos
eutréficos e um maior numero de nectarios extraofNEFs) em plantas que estejam
em areas mais férteis. Nesse estudo, nos avaliameésito da idade e de residuos de
fertilizacdo nos atributos de defesa e de qualidém@ar de Stryphnodendron
adstringengMart.) Coville (Fabaceae) em uma area experinheletaerrado submetida
anteriormente a adicdo de nutrientes por nove afwiutos de defesa (fendlicos
totais, taninos condensados e hidrolisaveis, nurderNEFs/folha, densidade de NEFs
por raquiolo e qualidade do néctar) e de qualidiadi®lha (largura foliar, comprimento
foliar, peso seco, conteudo de agua, macronutsenteronutrientes, C:N e N:P) foram
mensurados em folhas coletadas de plantas e deilpRmgue estavam em areas com
residuos de fertilizacdo de médio prazo de N, R e €n area controle de vegetacado de
cerrado no Distrito Federal. A coleta foi realizalitds anos ap0és a Ultima aplicacdo de
nutrientes. Nossos resultados demonstraram quhas fdas plantas adultas sdo menos
atraentes para os herbivoros, tendo mais defesdaogué menos qualidade de alimento
do que as folhas das plantulas. Por outro ladatydls em geral apresentaram mais
NEFs e maior concentracdo de glicose em seu ndotgue plantas adultas, o que foi
nesse estudo uma medida indireta de volume. Esaia@o indica que plantas adultas
utilizam mais defesas quantitativas (compostoslierg) enquanto plantulas utilizam
mais defesa indireta (NEFs). Compostos fendlictad® taninos hidrolisaveis tiveram
correlacdo negativa com concentracdo de nutridalieses em plantas adultas, o peso
seco apresentou correlagdo positiva com taninodetmados e o numero de NEF teve
correlagdo negativa com a maioria dos nutrientessptantas adultas e plantulas. Os
residuos de fertilizacdes regulares alteraram a&erdracdo de nutrientes foliares em
plantas adultas e plantulas 8eadstringensmas ndo mudaram seus atributos de defesa
quando esses atuaram sozinhos. Nosso estudo mqgseca fase ontogénica da planta
influencia a qualidade da folha para os herbivoassim como os residuos de
fertilizacao.

1. Introducéo
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O desenvolvimento das plantas ou ontogenia podeategorizado em quatro
fases: plantula, juvenil, adulto e senescente @Ba& Koricheva 2010; Hanley et al.
2004). O estadio de plantula compreende individnes possuem as primeiras folhas
fotossintéticas verdadeiras e o estadio adulto ceemale individuos que ja passaram
por um evento reprodutivo (Boege & Marquis 20059)n10 a pressao de herbivoria e as
necessidades de alocacdo de recursos alteram go b vida da planta, fases
ontogénicas distintas podem apresentar diferenessamsmos de defesa (Barton &
Koricheva 2010; Boege & Marquis 2005). Na fase thntpla espera-se uma forte
presséo seletiva para produgédo de atributos desadéBarton 2008) uma vez que 0s
herbivoros sé@o responsaveis por mais de 38% daalidade de plantulas em éareas
naturais (Moles & Westoby 2004).

Entretanto, a vantagem adaptativa da producédo satele defesa pode ser
limitada portrade-oft entre defesa e crescimento (Herms & Mattson 199@h a
perspectiva da plantula, o investimento em defesdrémamente custoso, uma vez que
seus 6rgaos de aquisicao de recursos nao estadetamente desenvolvidos, pois suas
raizes sdo pouco profundas e suas folhas ndo sderosas (Herms & Mattson 1992;
Kelly & Hanley 2005). Portanto, a producdo de raieefolhas (crescimento) pode ser
considerada a prioridade para plantulas, sendoitaest alocagédo de recursos para
producao de atributos de defesa (Boege & Marquib2BlIger et al. 2009). Por isso,
espera-se encontrar menos defesa em plantas jesemsdas por um aumento nos
atributos de defesa em plantas adultas, que esti® valneraveis aos herbivoros
durante um longo tempo, como prediz a “Hipotesdegailibrio entre Crescimento e
Diferenciacao” (Herms & Mattson 1992).

Além da influéncia da ontogenia, a producdo desdefambém é determinada
pela disponibilidade de nutrientes para as plardasHipotese do Equilibrio entre
Carbono: Nutriente” prediz que plantas em areas solws distroficos investem mais
em defesa de base carbdnica, como compostos fesdaninos condensados e taninos
hidrolisaveis, do que plantas em areas com soldsigé(Bryant et al. 1983). O
mecanismo bioquimico da producéo de fendlicos émxjp pela “Hipotese do Modelo
de Competicdo por Proteina” que prediz que a taxmabrporacdo da fenilalanina na
sintese de fendlicos aumenta quando a demandanpesesde proteinas de crescimento
diminui sob condi¢des de baixa disponibilidade deientes (Haukioja et al. 1998).

As plantas com nectarios extraflorais (NEFs) sa&qgifentemente visitadas por

predadores e parasitdides, especialmente formigesatacam os herbivoros em troca
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de néctar (Costa et al. 1992; Rico-Gray & Olivagig®7). O investimento das plantas na
defesa indireta via NEFs depende do balango custeffrio ditado pela pressdo de
herbivoria e pela disponibilidade de recursos papéanta (Mondor et al. 2006; Oliver
et al. 2007), podendo ser maior a producdo de NEfs areas com maior
disponibilidade de nutrientes (Hipotese da Produigbdlectarios Extraflorais -Mondor
et al. 2006).

O cerrado é um bioma com vegetacdo do tipo savanitamamente diversa
(Coutinho 2002). Ele € caracterizado por solosasca&lpobres em nutrientes (Haridasan
2000), com alta concentracdo de Al (Franco et@052 profundos e bem drenados. O
clima apresenta intensa sazonalidade pluviométdoay uma estacdo seca e outra
chuvosa (Furley 1999). Devido a essas restricOdsiemmais, as plantas adultas do
cerrado possuem diversas caracteristicas adagtatais como raizes profundas (Bucci
et al. 2008) e folhas escleromoérficas (Goodland 1971;dBow & Ferri 1979) com
muitos tecidos mecanicos (Sarmiento & Monasterigs)9baixo niveis de nitrogénio e
agua e muitos taninos (Marquis et al. 2002). Asesaprofundas permitem as plantas
manterem o seu status hidrico favoravel durantstac& seca (Hoffmann & Franco
2003; Hoffmann et al. 2004) e o escleromorfismoepedr uma adaptacdo aos solos
oligotroficos com muito aluminio (Goodland 1971; ddtand & Ferri 1979) ou a
herbivoria (Coley 1983a, 1983b).

Extensas areas de cerrado estdo sendo modificada dd expansdo agricola
(Cavalcanti & Joly 2002; Klink & Moreira 2002), azendo o emprego de calagem e
adubacao quimica de seus solos. Essas modificagdekantes da fertilizacdo direta
para a agricultura ou dos residuos de fertilizag@wia em areas degradadas de cerrado
em processo de recuperacao natural modificam astesisticas peculiares do solo do
cerrado (Alcarde 2007). Tais mudancas edaficaséamiiodem resultar em mudancas
das caracteristicas inerentes as plantas nativese ddoma (Jacobson et al. 2011).
Portanto, as plantas do cerrado que crescem ers fregiamente fertilizadas sao
otimos modelos para se estudar a “Hipétese do ibBgoilentre Carbono: Nutriente” /
“Hipotese do Modelo de Competicdo por Proteina” EHgpotese da Producdo de
Nectarios Extraflorais” e simultaneamente estudainffuéncia dos residuos da
fertilizacdo prévia em atributos foliares de plantativas.

Nesse trabalho, nds investigamos a influéncia dagenia na producdo de
defesa e nos atributos de qualidade foliar e awakaos efeitos de residuos de

fertilizacdo nos atributos das folhas de plantukas de plantas adultas de
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Stryphnodendron adstringer(dart.) Coville (Fabaceae) que cresciam em uma are
experimental anteriormente submetida a fertilizagéocerrado brasileiro. A hipétese
geral testada no presente estudo é a de que plmtadiferentes fases ontogénicas
apresentam diferentes atributos foliares e respondie maneira distinta a
disponibilidade de nutrientes, apresentando vasiggantitativa nos atributos de defesa
e na concentragéo de nutrientes das folhas.

Os objetivos desse trabalho foram responder asndeguuestdes: (1) Plantulas
e plantas adultas d8. adstringensapresentam caracteristicas foliares diferenciadas
devido a fase ontogénica em que se encontrammf41sR) qual é a fase de vida da
planta que ela € mais susceptivel a herbivoria? E@¥te alguma relacdo entre
qualidade e atributos de defesa foliar em plantalgdantas adultas? Se sim, (2.1) os
compostos fendlicos nas folhas estdo correlaciaadgativamente com os nutrientes
foliares e positivamente com peso seco? (2.2) NEBo correlacionados
positivamente com os nutrientes foliares? (3) Apds periodo sem adicdo de
nutrientes, os residuos de uma fertilizacdo préwa area de cerrado alteraram as
caracteristicas de qualidade e defesa em folh& ddstringensindependente da fase
ontogénica da planta? Em caso afirmativo, (3.1lues de adi¢do regular de nutrientes
em area de cerrado diminuem a quantidade de coogpfmtdlicos totais e taninos e
aumentam o numero e a densidade de NEF em follasatkstringerd

Ao responder as questdes acima seria possivel testeguintes hipoteses: (1)
as plantulas tém mais qualidade como alimento Iparaivoros do que plantas adultas,
porque as primeiras investem mais em crescimentgudoem defesa, corroborando a
“Hipotese de Equilibrio entre Crescimento e Diferagdo” (Herms & Mattson 1992);
(2.1) Existe uma correlacdo negativa entre nuggifitliares e compostos fendlicos,
uma vez que plantas com menos nutrientes produzigims proteinas, de acordo com
a “Hipétese do Modelo de Competicdo por Proteinddukioja et al. 1998). Além
disso, existe correlagdo positiva entre compos@®licos e peso seco, pois 0S
compostos fenolicos com grandes cadeias carbomicasnentam o peso seco da folha.
(2.2) Existe correlagdo positiva entre sintese B&Ne seus atributos com nutrientes
foliares, uma vez que uma maior producdo de NElepéndente de recursos adicionais
(Mondor et al. 2006). (3) Os residuos de fertil@agiiminuem a alocacdo de recursos
para a defesa quimica pelas plantulas e plantakasdapoiando a “Hipotese do
Equilibrio entre Carbono: Nutriente” (Bryant et #B83), aumentam a quantidade de

NEFs produzidos de acordo com a “Hipétese da Pémlde Nectarios Extraflorais”
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(Mondor et al. 2006) e alteram a qualidade da fallkaplanta, uma vez que as

caracteristicas do solo sédo modificadas aposibziagéo.

2. Material e Métodos
Espécie da planta

Stryphnodendron adstringewgorre no Brasil, sendo comumente encontrada no
cerrado (Felfili et al. 1999). E uma arvore brecidea com folhas compostas que perde
todas as folhas durante a estacédo seca e prodag fallias de setembro a outubro, no
inicio da estacdo chuvosa (Lenza & Klink 2006). NIsFs estdo distribuidos um na
base e um no apice da raquis e pequenos NEFs quislcs (Oliveira & Leitdo-Filho
1987). Os NEFs tanto na raquis quanto nos raquifdogoram caracterizados
anatomicamente (Capitulo 3). Taninos também eptésentes nas folhas d&
adstringengSilva & Batalha 2011).

Os principais herbivoros d&. adstringenssdo duas espécies de micro-
lepidopteros:Ophiolechia contrastéSatler, 1996 (Gelechiidae, Depressariinae) e uma
espécie de Epipaschiinae (Pyralidae), ndo ideatiic Ambas tém dieta restrita a essa
planta em areas de cerrado do Distrito Federalogrera em baixa frequéncia (I.R.
Diniz & H.C. Morais, dados néo publicados).

Area de Estudo

Esta pesquisa foi conduzida na Reserva EcolégidB@& (15°56°S; 47°53"N),
regido do Centro Oeste do Brasil. O clima regi@Alw de acordo com a classificacédo
de Képpen (Ab'Saber 1983) com uma estacdo secaaearsetembro e uma estacéo
chuvosa de outubro a abril. O tipo predominantevelgetacdo € o cerrado que se
caracteriza por um estrato herbaceo com gramineas estrato lenhoso descontinuo
com arvores e arbustos esparsos (Eiten 1972). @ é&allo tipo latossolo, sendo
profundo e bem drenado, com alto contetado de éxddoBe e Al (Jacobson 2009) e
baixa concentracdo de nutrientes disponiveis psrplantas, como P, Mg, K e Ca
(Haridasan 2000).

Os dados do presente trabalho foram coletados efd® 20n uma area
experimental onde foi feita adicdo de nutrientesadie nove anos, de 1999 a 2006
(Jacobson 2009; Jacobson et al. 2011). O deseniperimental foi do tipo
completamente casualizado, com quatro tratamerdesdo trés com adicdo de

nutrientes (N, P e Ca) e um controle. Cada tratéortamha quatro réplicas em parcelas
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de 225 M, separadas pelo menos 10 m de distancia. O gagoote foi formado por
parcelas com nenhuma aplicacado de adubos. Nadgsacoen adicéo de N foi aplicado
100. kg.ha.y-1 de sulfato de aménio (WBO,; nas parcelas com adicdo de P foi
aplicado 100 kg ha y-1 de superfosfato simples gidapfato simples 20% - Ca
(HoPOy)2 + .2H,0 CaSQ) e nas parcelas com adicao de Ca foi aplicaduwedytl de Ca
como calcario dolomitico e gesso (60% de calcélorditico ((CaO + MgO) + 40% de
gesso (CaSgRH,0)). Os nutrientes eram aplicados sobre a serallluas vezes por
ano, exceto a adicdo de Ca que foi feita apenasvemgpara obter mais detalhes olhar
Jacobsoret al. 2010). No trabalho, foram estudadas vinte plastatan seis folhas cada
uma e cinco plantas adultas 8e adstringenem cada tratamento do experimento,
exceto no tratamento com adicdo de P onde encovdrapenas trés plantas adultas.
Em outubro de 2009, ramos de plantulas e plantakaaddeS. adstringens
foram ensacados com plastico durante 96 horasepatair a visita de formigas aos
NEFs e para obter néctar suficiente para a co@taéctar foi coletado em cinco
plantulas e plantas adultas por tratamento, semndtraj NEFs por planta, exceto no
tratamento com adicdo de P onde coletamos néctapemas trés plantas adultas. O
néctar foi coletado com uma seringa de 0,5 ml,iadlliem 500ul de agua destilada e
armazenado em eppendorf dentro de nitrogénio kgquib laboratorio, as amostras
foram mantidas a -8Q e posteriormente foram liofilizadas para futumadlises. Apos
a coleta do néctar, foram coletadas seis folhaspiamente expandidas de cada
plantula e planta adulta distribuidas nos tratamebias seis folhas coletadas, trés
foram congeladas em nitrogénio liquido no campe@ois foram mantidas em -&D
para a ndo deterioracdo dos compostos fendlicosutkas trés folhas foram colocadas
dentro de um isopor com gelo durante o trabalhcadepo e mantidas refrigeradas para
evitar degradacéo e perda de agua e as medidagritngos foliares foram feitas logo

apos a coleta.

Andlises dos atributos de qualidade e defesa dhdol

Os atributos foliares mensurados foram: numero BESN(NEF), niamero de
NEF pelo comprimento do raquiolo (NEF/raquiolo) quex densidade de NEF no
raquiolo, largura e comprimento foliar, peso frespeso seco, porcentagem do
conteudo de agua, macronutrientes (N, P, Ca, K 8 Mg), micronutrientes (Mn, B,
Fe, Zn e Cu), C:N, N:P e metabdlitos secundaresi(fcos totais, taninos condensados

e hidrolisaveis). As caracteristicas do néctarisadhs foram: concentracdo de glicose,

80



frutose, sacarose e agucares totaiqudire porcentagem de glicose, frutose e sacarose
em relacdo ao acucar total.

O namero de NEFs e a largura da folha foram mediosegundo raquiolo a
esquerda da folha. O comprimento da folha foi aid@eda raquis. Para a mensuracao
do peso fresco e seco em cada folha, um disca fidianesma area (raio = 0.3 cm) foi
pesado em balanca de precisdo (0.001g) antes &sdipseco em estufa a°G0por 72
horas. A porcentagem do contetdo de agua foi meuidaférmula ((peso fresco - peso
seco/ peso fresco)*100). Tais dados (numero de Nigrsidade de NEF no raquiolo,
largura e comprimento da folha, peso fresco, peso & porcentagem do conteudo de
agua) foram obtidos em trés folhas por individu@macéalculo da média.

A fim de se determinar macro e micronutrientes/opssco, foliolos de trés
folhas por individuo utilizadas nas analises adionam secos em estufa a°60por 72
horas e transformadas em po. K, P, S, Ca, Mg, Nbu doram extraidos por digestéao
nitro-perclorica, N por digestdo com acido sulfarie B por incineracdo. A
quantificacao de K, Ca, Mg, Mn, e Cu foi feita pspectrometria de absor¢céo atdmica,
a de P, B e S foi realizada por espectrometriz@amia quantificacdo de N foi feita por
destilador de Kjeldahl. A razdo C:N foi calculadamm um indicador de qualidade
nutricional (Bryant et al. 1983; Silva & BatalhalA() e a razado N:P foi calculada como
um indicador de qual nutriente era mais limitaNtight et al. 2010).

A fragcdo pelo peso total de fendlicos totais fdiedminada em trés folhas por
individuo pelo teste de Folin-Denis (Waterman & Bol994), a de taninos
condensados pelo teste do acido butanol (Rossitdr ¥988; Waterman & Mole 1994)
e a de taninos hidrolisaveis pelo ensaio com iodetgpotassio (Bate-Smith 1977,
Schultz & Baldwin 1982). O padrao foi obtido pelariicacdo do extrato aquoso com
varias lavagens em etanol a 95% seguida por lagag@nsolucdo aquosa de acetona a
70% em um Sephadex LH-20 com um funil de Buchneacétona foi removida por
evaporacao rotativa e o extrato aquoso foi liddia para a obtengcéo dos taninos. A
absorcdo em cada ensaio foi determinada por crgnadi@ (Molecular Devis —
VERSA max). A concentracdo de taninos e fendliamsig foi calculada com o
Software Softmax Pro, utilizando a curva obtida a@padrao.

A composicdo de carboidratos no néctar extrafldml determinada pelo
cromatdgrafo de ions (Dionex) integrado ao mod€l83000 de HPAEC-IPAD com
coluna para deteccédo de carboidratos (CarboPacTUDP2 X 250 mm). Foi usado

como eluente solucdo aquosa de 200 mM de NaOHoAceatracdes dos carboidratos
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(glicose, frutose e sacarose) e de acuUcar totahfaralculadas com o Software de
Chromeleon através de uma curva padrao nas seggimteentracdes: 0.625, 1.25, 2.5,
5.0 e 10.QuM.

Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram agrupados em atributos dkdgde foliar e atributos
de defesa. Os atributos de qualidade foliar foramedia em trés folhas por individuo:
do comprimento e da largura foliar, peso seco ¢éecnio de agua, a percentagem por
massa seca para P, N, K, Ca, Mg, S e Cu, ppm (Mmg&mgmassa seca de Mn, Cu, B,
Fe e Zn e as razbes C:N e N:P. Os atributos desadébeam: a média do numero de
NEFs (NEF) e a média da densidade de NEFs poralaq(NEF/raquiolo) em trés
folhas por individuo, a média da concentracdopdinde glicose, frutose, sacarose e
acucar total do néctar coletado em quatro nectfaosindividuo, a porcentagem de
glicose, frutose e sacarose em relacdo ao acutdreta fracdo pelo peso total de
compostos fendlicos totais, taninos condensad@iads hidrolisadveis mesurada em
trés folhas por individuo.

A fim de se determinar o efeito da idade nas veigarespostas, a normalidade
dos dados foi verificada pelo teste de KolmogoroutrBov e a homogeneidade de
variancia pelo teste de Levene € 0,05). Teste t ou Mann-Whitney U Test foram
usados, comparando plantulas com plantas adultagruigm controle. Para saber o
efeito aditivo da idade junto com o efeito da fedicdo, todas as variaveis respostas de
plantulas e plantas adultas em todos os tratamdatasn comparadas por Teste t
quando os dados apresentavam distribuicdo normaim®geneidade das variancias ou
Mann-Whitney U Test quando néo foram alcancadaduas premissas para se fazer
testes parameétricos.

A correlacdo dos dados foi analisada pelo testeodelacdo de Spearman para
todos os pares de atributos, exceto para concéntrde glicose, frutose, sacarose e
acucar total, uma vez que o numero de individuadisatos por tratamento foi
diferente do numero de individuos analisados parautros atributos. Além disso, as
caracteristicas de qualidade e defesa foliar (exdatios de quimica do néctar) foram
também avaliadas pela Analise de Componentes paisciPCA), usando correlacdo e
dois fatores. Tais testes foram feitos para plastel plantas adultas separadamente de

todos os tratamentos.
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Foram analisados os dados das plantulas e daspladultas separadamente
para a quantificacdo das diferencas entre os testtm® de fertilizacdo em cada fase de
vida da planta d&. adstringensPara determinar o efeito dos tratamentos de adiea
nutrientes nas plantulas e plantas adultas, a fiolada de dados e a homogeneidade da
variancia foram testadas por Kolmogorov-Smirnov evdne, respectivamentel &
0,05). Quando necessario e se possivel, os dadas ftansformados, usando raiz
guadrada e log. Analise de variancia multivariada (MANOVA) foi iligada para
quantificar as diferencas entre os tratamentosdigi@a de nutrientes com teste de
Tukey. Usamos testes ndo paramétricos (teste dsk&rWvallis com valor de p de
comparacdes multiplas) nos dados que ndo consegunaresformar ou naqueles que

nao obtivemos homogeneidade de variancia.

3. Resultados

Nossos resultados demonstraram que caracterigiicdsefesa (Tabelas 1 - 3) e
de qualidade (Tabela 4) da folha alteraram de pl@mntpara plantas adultas na area
controle. As folhas das plantas adultas tiveramsnfandlicos totais e taninos
condensados (Tabela 1). Além disso, os NEFs dadaglaadultas produziram néctar
com menor concentracdo de glicose do que os NE§-pldatulas (Tabela 2), apesar da
porcentagem de cada tipo de carboidrato ter sideesma (Tabela 3). As folhas das
plantas adultas também foram mais compridas e miangas, com maior peso Seco,
menor concentracdo de nutrientes e maior razao :Ne (Tabela 4). Entretanto, a
concentracdo de acguUcares totais, frutose e sacantreeo néctar extrafloral produzido
nas adultas e nas plantulas 8e adstringensndo diferiram. Quando comparamos
plantas adultas e plantulas de todos os tratamemicaindo controle e tratamentos
com residuos de nutrientes, encontramos 0os messokados obtidos na comparacéo
entre plantas adultas e plantulas do controle (dab®-8), exceto para numero de
NEFs, pois as folhas das plantas adultas tiveramosm®&EFs do que as folhas das
plantulas (Tabela 5).
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Tabela 1. Atributos de defesa (x + DP) em plantas adultgsdédatulas de
Stryphnodendron adstringersn area de cerrado do Distrito Federal (grupo
controle; sem adi¢cdo de nutrientes).

Fase ontogénica

Atributos de defesa

Planta adulta Plantula t z p
NEF 2.068 + 0.7232.35 + 1.445 -0.217 >0.05
NEF/ raquiolo 0.273£0.0920.21 +0.104 1.233 >0.05
Fendlicos totais 0.403 + 0.034.155 + 0.160 3.125 <0.01
Taninos condensados3.565 + 0.3142.397 + 0.693 3.057 <0.01
Taninos hidrolisadveis 0.001 + 0.000.001+ 0.000 1.326 >0.05

NEF — média do numero de NEFs, NEF/raquiolo — médiaiimero de NEFs
pelo comprimento do raquiolo. NiUmeros em negrito e&tatisticamente
significativos (n das plantas adultas = 5, n dastplas = 20g = 0.05, Teste t
ou Teste de Mann-Whitney U).

Tabela 2.Concentracdes de acucafgst DP) em NEFs de plantas adultas e de plantulas
de Stryphnodendron adstringens area controle (sem adicéo de nutrientes).

Atributos de defesaFase ontogénica

Aclcares Adultos Plantulas t Z P

Glicose 0.272 £0.2872.117 + 2.546 2.197 <0.05
Frutose 0.965 + 1.694.172 + 2.354 1.556 >0.05
Sacarose 1.633 £2.363.713 £ 1.8431.028 >0.05
AcUcar total 2.870 + 4.2455.247 + 6.247 1.660 >0.05

As concentracdes de glicose, frutose, sacarosgi@iatotal do néctar extrafloral estdo
empM. Numeros em negrito sao estatisticamente sigtifios (n das plantas adultas =
5, n das plantulas = 4,= 0.05, Teste t ou Teste de Mann—Whitney U).

Tabela 3.Porcentagem de aguUcargst DP) em relagdo ao acgucar total de
NEFs de plantas adultas e de plantulasSttgphnodendron adstringensa
area controle (sem adicdo de nutrientes).

Atributos de defesa Fase ontogénica

AclUcares Adultos Plantulas t p

Glicose 0.328 + 0.2030.391 + 0.142 0.527 >0.05
Frutose 0.325 + 0.1570.401 + 0.065 0.897 >0.05
Sacarose 0.347 £0.200.208 + 0.135-1.186 >0.05

Numeros em negrito sdo estatisticamente significat{n das plantas adultas
=5, ndas plantulas = &,= 0.05, Teste t ou Teste de Mann—Whitney U).
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Tabela 4. Atributos de qualidade foliar (x *

DP) em plantadultas e plantulas de

Stryphnodendron adstringersn area de cerrado do Distrito Federal (gruporotmtsem

adicdo de nutrientes).

Fase ontogénica

Atributos de qualidade foliaf

Planta adulta Plantula t Y4 p
Comprimento 25.748 +6.731  17.865 +4.967 2.582 <0.01
Largura 15.378 +4.484 21.726 +5.908 -2.310 <0.05
Peso seco 1,4 +0.122 0.835 +0.198 3.332 <0.01
Contetdo de agua 39.318 £ 7.334 54.081 +£8.271 -2.859 <0.01
N 0.122 +0.042  1.168 +1.042 -3.057 <0.05
P 0.004 £0.001  0.065 £ 0.115 -3.397 <0.01
K 0.018 £ 0.009  0.383 +£0.642 -3.329 <0.01
Ca 0.005+0.004 0.007 £0.112 -3.193 <0.01
Mg 0.006 +0.003  0.085*0.123 -3.397 <0.01
S 0.006 +0.003  0.102 +0.189 -3.397 <0.01
cC 2.758 £1.032 12.279+9.721 -3.397 <0.01
C:N 22.69+1.032 14.497 +£8.071 2.859 <0.01
N:P 32.436 £4.551 37.046 +8.037 -1.219 >0.05
Fe 0.001 +0.0005 28.698 + 44.306 -3.397 <0.01
Zn 0.0004 + 0.00027.470 = 13.276 -3.397 <0.01
Mn 0.0009 + 0.000425.557 + 42.332 -3.397 <0.01
Cu 0.00005 + 0.0002.387 + 3.493 -3.397 <0.01
B 0.0007 + 0,00028.427 + 7.912 -3.397 <0.01
Numeros em negrito sdo estatisticamente signiicat{in das plantas adultas = 5, n das

plantulas = 20¢ = 0.05, Teste t ou Teste de Mann—-Whitney U). Uthéda comprimento e

largura (cm), peso seco (mg), contetudo de aguartt&gronutrientes (mg/g), C em % por

matéria seca e micronutrientes (mg/Kg).

Tabela 5. Atributos de defesa (x +

DP) em plantas adultapl@ntulas de
Stryphnodendron adstringersm area de cerrado do Distrito Federal (todos os

tratamentos, efeito aditivo da idade e dos residacadigdo de nutrientes).

Fase ontogénica

Atributos de defesa

Planta adulta Plantula t U p
NEF 1.871 +0.687 2.912 + 1.468 -2.932 <0.01
NEF/ raquiolo 0.243+£0.073 0.254 +0.126 651.00 >0.05
Fendlicos totais 0.384+0.039 0.184+0.131 34.50 <0.01
Taninos condensados3.172 + 0.559  2.089 + 0.723 190.00 <0.01

Taninos hidrolisaveis

0.0008 + 0,0000.0009 * 0,0001

614.50 >0.05

NEF — média do nimero de NEFs, NEF/raquiolo — mddiaiimero de NEFs pelo
comprimento do raquiolo. Nimeros em negrito saatisitamente significativos (n

das plantas adultas = 18, n das plantulas
Whitney U).

0800.05, Teste t ou Teste de Mann—
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Tabela 6.ConcentracGes de acucafgst DP) em NEFs de plantas adultas e de
plantulas deStryphnodendron adstringemsn area de cerrado do Distrito Federal

(todos os tratamentos, efeito aditivo da idade e dEsiduos da adicdo de
nutrientes).

Atributos de defesa  Fase ontogénica

Acucares Adultos Plantulas Z p

Glicose 0.719+1.63 1.729+1.872.197 <0.05
Frutose 0.963+155 1.823+1.761.864 >0.05
Sacarose 1.336 £2.072.107 £ 2.412 1.146 >0.05
AcUcar total 3.019 + 4.2765.659 + 5.275 1.592 >0.05

As concentracbes de glicose, frutose, sacarosgjaaiatotal do néctar extrafloral
estdo emuM. NUmeros em negrito sdo estatisticamente sigifios (n das

plantas adultas = 20, n das plantulas =d.%, 0.05, Teste t ou Teste de Mann—
Whitney U).

Tabela 7.Porcentagem de acUcafgst DP) em relacéo ao acUcar total de NEFs degdan
adultas e de plantulas d&ryphnodendron adstringeresn area de cerrado do Distrito
Federal (todos os tratamentos, efeito aditivo dadéde dos residuos da adicdo de

nutrientes).

Atributos de defesa Fase ontogénica

AclUcares Adultos Plantulas t Z p

Glicose 0.258 +0.1830.322 + 0.112 -1.353 >0.05
Frutose 0.443 +0.1740.380 + 0.124 1.221 >0.05
Sacarose 0.326 + 0.230.299 + 0.190 0.192 >0.05

NUmeros em negrito sdo estatisticamente signi¥icat{n das plantas adultas = 20, n das

plantulas = 150 = 0.05, Teste t ou Teste de Mann—Whitney U).
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Tabela 8. Atributos de qualidade foliar (x + DP) em plantadultas e plantulas de
Stryphnodendron adstringeesn area de cerrado do Distrito Federal (todosatarhentos,
efeito aditivo da idade e dos residuos da adicduttentes).

Fase ontogénica

Atributos de qualidade foliar

Planta adulta Plantula t U p
Comprimento 26.487 +5.646 19.771 +6.3094.153 <0.01
Largura 17.208 +5.552 23.047 + 5.207-4.247 <0.01
Peso seco 0.012 £0.002 0.009 +0.002  5.337 <0.01
Contetdo de agua 45.291 +8.774 51.480 + 12.629 -2.425 <0.01
N 0.122+0.061 0.878 +0.811 -6.175 <0.05
P 0.004 +0.001  0.034 +0.063 -6.496 <0.01
K 0.016 +0.009  0.202 +0.356 -6.505 <0.01
Ca 0.014 £+0.018 0.091 +0.13 -4.973 <0.01
Mg 0.007 £+0.005 0.055+0.076 -5.945 <0.01
S 0.010 +0.006  0.080 + 0.137 -5.936 <0.01
C 2.950 +1.128  12.735 + 7.507 -63.84 <0.01
C:N 33.645 + 43.67519.040 + 2.677 -5.843 <0.01
N:P 33.423 +11.07235.889 + 7.651 -0.854 >0.05
Fe 0.0014 +0.001 15.429 + 25.623 -6.606 <0.01
Zn 0.0004 + 0.00023.898 + 7.347 -6.606 <0.01
Mn 0.0007 + 0.000612.549 + 23.842 -6.606 <0.01
Cu 0.00004 + 0.0001.155 + 1.999 -6.606 <0.01
B 0.0008 + 0.00045.823 + 5.786 -6.606 <0.01

NUmeros em negrito sdo estatisticamente signi¥icat{n das plantas adultas = 18, n das
plantulas = 80¢ = 0.05, Teste t ou Teste de Mann—-Whitney U). Uthéda comprimento e
largura (cm), peso seco (mg), contetudo de aguartt&gronutrientes (mg/g), C em % por
matéria seca e micronutrientes (mg/Kg).

Alguns atributos de defesa em plantas adultas emi@sm correlacdo negativa
com concentracdo de nutrientes (Anexo ). Por ex@mp numero de NEF foi
negativamente correlacionado com a concentracdy de Mg, C e Zn por massa seca
de folha, bem como a densidade de NEF no raquioloegativamente correlacionada
com concentracdo de Ca foliar. Houve correlacd@thegentre compostos fendlicos
totais e concentracdo de S e taninos hidrolis@&/disk, Mg, C e Zn. Houve correlacéo
positiva entre a concentracdo de Mn e a densidaddEdF no raquiolo, entre a razéo de
C:N e compostos fendlicos totais e entre densidleleNEF no raquiolo e taninos
condensados.

A projecdo dos atributos foliares das plantas aduttm dois fatores da PCA
(Fig. 1) mostrou que atributos dos NEFs, compdstiedlicos e peso seco formaram um
grupo que tinha correlacédo negativa com algunsemiés foliares (Mg, P, Zn, K, Fe, C
e N) em relacdo ao fator 1. O grupo composto pobuabs de defesa e peso seco
também apresentou correlacdo negativa com contigldgua e concentracdo de Ca em
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relacdo aos dois fatores que explicaram 58.12%adancia de todas as variaveis. O
fator 1 explicou 39.65% e o fator 2 explicou 18.4d&ovariancia.

Projection of the variables on the factor-plane ( 1 x 2)
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Figura 1. Ordenacéo das variaveis-resposta nas plantatmadldS. adstringengpela Analise de
Componentes Principais (PCA). Foram identificadois grupos negativamente correlacionados em
relacdo ao fator 1: (I) Concentracdo de S, Zn,ReuB, N, C e K nas folhas (circulo pontilhado em
verde) e (II) namero de NEF, fendlicos totais (Hapinos hidrolisaveis (TH), taninos condensados
(TC) e peso seco (circulo continuo em vermelhojaoidentificados dois grupos negativamente
correlacionados em relagao aos fatores 1 e 2: Giudrculo continuo em vermelho) e grupo |l
formado por contetido de agua e concentracao deikcal¢ pontilhado em azul).

O numero de NEF nas plantulas apresentou correlaggativa com alguns
nutrientes foliares, como N, P, K, S, C, Zn, Fe,, @ e B (Anexo Il). Este tipo de
correlacdo nao foi encontrada entre concentracduutieentes e compostos fendlicos.
Foram encontradas correlacdes positivas entre mideeNEF e comprimento e largura
da folha e numero de NEF e razdo de C:N. Taninoslatsados e hidrolisaveis
mostraram correlacdes diferenciadas em relacdo emm geco, sendo correlacédo
negativa entre o peso seco e taninos hidrolis@&ewsrelacéo positiva entre peso seco e
taninos condensados. Taninos condensados apresentarrelacdo negativa com o
comprimento da folha.

A Analise de Componentes Principais (PCA) (Fig.capfirmou o resultado

obtido com o indice de correlacdo de Spearman. STodautrientes, especialmente N,

88



P, K, C, Fe, Cu, B e Zn, tiveram correlagdo negattom o numero de NEF,
comprimento e largura foliar em relacéo ao fatoD4.dois fatores explicaram 55.05%
da variancia de todas as variaveis, sendo queoo faexplicou 43.58% e o fator 2,
11.47%.

Projection of the variables on the factor-plane ( 1 x 2)
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Figura 2. Ordenacdo das variaveis-resposta nas plantula$. dadstringenspela Anélise de
Componentes Principais (PCA). Foram identificadois grupos negativamente correlacionados ao
fator 1: (I) concentracdo de Zn, Cu, Fe, B, N, K pas folhas (circulo pontilhado em verde), (I1)
namero de NEF, largura e comprimento da folha @tdrcontinuo em vermelho).

Apos a fertilizacao regular de médio prazo em urea de cerrado e dois anos
sem aplicagcdo de nutrientes, plantas adultas @upd8ndeS. adstringensevelaram
diferencas nas caracteristicas de qualidade fofias ndo nos atributos de defesas. As
plantas adultas e as plantulas ndo mostraram dgasena concentracdo de compostos
fendlicos, atributos dos NEFs, concentracdo deamedcdo néctar e porcentagem de
cada de glicose, frutose e sacarose em relacamiaaraotal entre os tratamentos.

Comparando as plantas adultas submetidas aos ¢rmti@sn de adicdo de
nutrientes com o grupo controle, foi constatado gsidolhas deS. adstringensas
parcelas com P tiveram maior largura (Fig. 3) eaneazéo de N:P (Fig. 4), plantas nas

parcelas com Ca apresentaram menor peso sec®)Higaior concentracao de Ca (Fig.
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6) e menor concentragcdo de Mn (Fig. 7) e plantaspaacelas com N tiveram maior
razdo de N:P (Fig. 4). Plantas nas parcelas comekam mais S (Fig. 8) e B (Fig. 9)
por massa seca do que plantas nas parcelas cogoR¢centracdo de Mn foi maior nas
parcelas com adicdo de N do que nas com adicaoed€dP(Fig. 7), a concentracéo de
Ca foi maior nas plantas das parcelas com Ca doequgarcelas com N (Fig. 6),
concentracdo de Mg foi maior nas parcelas com Ggudmas parcelas com P (Fig. 10)
e a razdo N:P foi menor nas parcelas P do que éos tos outros tratamentos, sendo

também maior em parcelas N do que em parcelasrdmt®(Fig. 4).
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Figuras 3-5: Atributos de qualidade de plantas err; _qu?tro tLat?mené(_)fs COT reslg_uos ded_?dlgao de
adultas de Stryphnodendron adstringensm nutrientes. Letras diierentes indicam  diterencas

quatro tratamentos com residuos de adicdo de estatisticamente significativas. Barras representam
nutrientes. Letras diferentes indicam diferencas © desvio padréo, sendo p < 0.05. Ca em
estatisticamente significativas. Barras Porcentagem (mg/g) por matéria seca de folias.
representam o desvio padrio, sendo p < ®05. Mn €m ppm (mg/Kg) por matéria seca de foligas.

Largura da folha4. Razdo N:P5. Peso seco o €M porcentagem (mg/g) por matéria seca de
(mg). folhas.
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Figuras 9-10: Atributos de qualidade de folhas de plantas asld&Stryphnodendron adstringeresn
guatro tratamentos com residuos de adigdo de nigsieBarras representam o desvio padrdo. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamenteifgigtivas, sendo p < 0.0%. B em ppm (mg/Kg) por
matéria seca de folha0. Mg em porcentagem (mg/g) por matéria seca de folhas

Comparando as plantulas submetidas aos tratamdet@glicio de nutrientes
com o grupo controle, ndo foi encontrada diferesgie plantulas que cresceram no
controle e nas parcelas com adicdo de N. No entaitéintulas nas parcelas controle
apresentaram maior concentracdo de Fe (Fig. 11) €éi@. 12) do que plantulas nas
parcelas P e individuos nas parcelas com Ca tivenenos Mn (Fig. 13) e mais Ca
(Fig. 14) do que individuos do controle. Além diss@omprimento foliar foi maior nas
plantulas com adicdo de Ca do que nas plantasadleslas com adicdo de N (Fig. 15),
0 peso seco foi menor nas parcelas com Ca do quearaelas com P (Fig. 16) e a
concentracdo de Ca foi maior nas parcelas com Gaedmas com N, sendo também
maior nas parcelas com P do que parcelas com N 1&)gA concentracdo de Mg foi
menor em parcelas com adi¢édo de P e maior em parcei adicéo de Ca (Fig. 17), a
menor concentracdo de Mn foi em parcelas de Carsbgpor parcelas de P (Fig. 13) e

a razao N:P foi maior em parcelas com N e menaregagcelas com P (Fig. 18).
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Figuras 11-13: Atributos de qualidade de
plantulas deStryphnodendron adstringensm

guatro tratamentos com residuos de adicdo de
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estatisticamente significativas, seno p < 0.05.
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Figuras 14-16: Atributos de qualidade de
folhas de plantulas deStryphnodendron
adstringens em quatro tratamentos com
residuos de adicdo de nutrientes. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas, sendo p < 0.05. Barras
representam o desvio padrad@4. Ca em
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15. Comprimento da folhdl6. Peso seco (mg).
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Figuras 17-18: Atributos de qualidade de folhas de
plantulas destryphnodendron adstringeesn quatro
tratamentos com residuos de adicdo de nutrientes.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticaenen
significativas, sendo p < 0.05. Barras represergam
desvio padrdol7. Mg em porcentagem (mg/g) por
matéria seca de folhak3. Razao N:P.

4. Discusséao

Nossos resultados demonstraram que as folhas a@atapladultas apresentam
menor qualidade para os herbivoros, tendo maisaefeimica e menor concentracéo
de macro e micro nutrientes do que as folhas dagyas deS. adstringengjuando
comparamos plantas adultas com plantulas do tratanmeontrole ou de todos os
tratamentos. Esses resultados corroboram outroedasstiue mostraram que as plantas
nos primeiros estadios ontogénicos tém mais quddidiimentar do que as plantas nos
estadios ontogénicos mais avancados (Barton & Kevia 2010; Boege & Dirzo
2004; Boege & Marquis 2005; Del-Val & Dirzo 200®8xovavelmente, a alocacéo de
recursos para o crescimento de raizes e folhasngesio desenvolvimento de defesa
direta em plantulas, corroborando a “Hipétese deiltbgio entre Crescimento e

Diferenciacao” (Herms & Mattson 1992).

93



No entanto, em relacdo a defesa indireta, descobrigue as plantulas do
grupo controle ou de todos os tratamentos produzitactar extrafloral com maior
concentracdo de glicose do que plantas adultasgcsggere que os NEFs sdo mais
atrativos em plantulas. Na verdade, a maior comagdd glicose no néctar das
plantulas significa que seus NEFs produziram maurme de néctar do que os NEFs
da planta adulta, pois como o néctar coletadoidfilitado e depois foi colocado o
mesmo volume para cada amostra de néctar pardiseamé cromatografo de ions, o
que expressa que a maior concentracao de glicogéVedetectada nas amostras do
NEF das plantulas foi devido a maior quantidadevaleme coletado nesse tipo de
NEF. Tal resultado foi também corroborado quandmparamos a porcentagem de
glicose entre plantulas e plantas adultas, uma quez ndo houve diferenca em
porcentagem (quantidade relativa) para glicosenfaie quando comparamos todos
os tratamentos, observando o efeito aditivo dagdados residuos de fertilizacéo, as
plantulas tiveram mais NEF do que as plantas alultamo as plantulas sdo menores
do que as plantas adultas, o aumento do numeroEdies Idor folha significa maior
area potencial patrulhada por formigas. Assim,sesssultados sugerem que os NEFs
podem ser um atributo de defesa chave para plandeld. adstringensuma vez que
muitos estudos demonstram que as formigas que tediolas pela recompensa do
néctar dos NEFs sdo muito eficazes para dissuaditedbivoros (De La Fuente &
Marquis 1999; Del-Claro et al. 1996 ; Oliveira &HKas 2004), cumprindo varias
funcdes que sdo também fornecidas pela defesaag(hieil et al. 2001). Além disso,
0 mutualismo defensivo é considerado uma altermatie defesa anti-herbivoria
relativamente barata quando comparado as defegascgs, devido ao alto custo de
sintese e armazenamento de compostos secundaebs ¢Ral. 1973). Portanto, a
defesa indireta via NEFs ndo representa um possiaé-off com o crescimento,
como ocorre com as defesas quimicas e o crescimento

As caracteristicas foliares das plantas adultabdamdemonstraram que elas
sdo mais escleromoérficas, com menos macro e migtieentes, maior peso seco e
mais compostos fendlicos do que as plantulas. Salmpie o escleromorfismo pode
ser considerado uma adaptacao contra herbivorileyC®83a, 1983b) das plantas
adultas tiveram menor qualidade nutricional parehebivoros se considerarmos a
razado C:N. Como o elemento limitante para o dedeimwento dos insetos herbivoros
€ 0 N (Huberty & Denno 2006), quanto menor a qdade de N em relacdo a

quantidade de C, menos nutritiva a planta é panahsebivoro (Elser et al. 2000;
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Huberty & Denno 2006). Portanto, além das plaathdtas serem mais defendidas
quimicamente e estruturalmente, elas também sdmsnantritivas, com menor
concentracdo de nutrientes foliares e maior razBlo C

Nossos resultados mostraram que compostos fendlictzss e taninos
hidrolisaveis tiveram correlagdo negativa com cotregdo de nutrientes foliares em
plantas adultas, pois a fenilalalina fica mais adligpel para a producdo de fendlicos
em condi¢cdes de baixa producdo de proteinas, quaddmpressao de crescimento
(Tuomi et al. 1991). Isso ocorreu em plantas adulgis seu investimento em
crescimento € sempre menor do que em plantulam 4igso, o peso seco apresentou
correlagéao positiva com taninos condensados nasagladultas e plantulas. Cor&o
adstringenscresce em solos pobres em nutrientes e a plensesotesenvolvimento é
mais limitado pela escassez de nutrientes do que gabono produzido pela
fotossintese (Bryant et al. 1983). Assim, seusaidratos produzidos em excesso sao
desviados para formar defesas com grandes cadaibéneas, tais como taninos
(Bryant et al. 1983) e tecidos mecanicos (Goodlh@dl) que incrementam o peso
seco. Portanto, nossos resultados corroboraranialpaenite nossa hipotese de que
existe correlacdo negativa entre nutrientes fai@areompostos fendlicos, uma vez que
a comprovamos em plantas adultas e a refutamosptiaraulas. Além disso, nossos
resultados ratificam a hipétese de haver correlgpddiva entre compostos fendlicos
e peso seco da folha tanto em plantas adultasa@eanplantulas.

Nas plantas adultas e plantulas, o nimero de NEFc@relacdo negativa com
nutrientes, exceto a correlacdo entre numero de dN&fhcentracdo de Mn em plantas
adultas. Tal resultado negou a hipétese de quedugiio de nectarios seja dependente
de recursos nutricionais. Provavelmente, a formagiblEF ndo é tdo custosa para a
planta, pois as células formadoras do nectario @@ucipalmente um local de
armazenamento do pré-néctar oriundo do xilema eféo (Capitulo 3). Entretanto,
para quantificar o verdadeiro custo da producalNes emS. adstringendiferentes
estudos experimentais de inducdo de producédo des NE&valiacdo dditnessda
planta deverdo ser realizados.

Os residuos de fertilizagBes regulares alterarasonaentracdo de nutrientes
foliares em plantas adultas e plantulasSleadstringensmas ndo mudaram seus
atributos de defesa. Portanto, nossos resultadogaram parcialmente a nossa
hipotese que previa que os residuos de fertilizac@eteriores modificariam a

qualidade da folha da planta, diminuiriam a quauel de compostos fendlicos e
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taninos e aumentaria a quantidade de NEFs. Prowangt, os residuos de fertilizacao
ndo foram suficientes para causar alteracdo nobwoletmo secundéario da planta,
assim como para aumentar a producao de NEFs aai€iddutra explicacdo pode ser
a de queS. adstringeng muito resiliente a fertilizacdo. Assim, apossdanos sem
aplicacdo de nutrientes, as plantas Sleadstringensdas parcelas com adicdo de
nutrientes voltaram para o mesmo estado de edaililbs plantas do grupo controle.

As caracteristicas de qualidade foliar mostrarare glantas adultas nas
parcelas com P tiveram menor razdo de N:P do quegd controle, e plantas adultas
nas parcelas com N tiveram maior razdo de N:PsHsfiarencas ocorreram, porque as
plantas nas parcelas P e N absorveram mais fosfaribrogénio, respectivamente,
durante a aplicacéo dos fertilizantes. O menor peso encontrado na plantas adultas
presentes nas parcelas com Ca quando comparaplast@s adultas do controle pode
ser uma conseqiéncia do aumento do pH do soloaeavaplicacdo de Ca (Jacobson
2009). Sabe-se que o escleromorfismo, caracterilmmdbém pelo aumento do peso
seco das folhas, € uma caracteristica de planEagrgscem em solos acidos e ricos
em Al (Goodland 1971; Goodland & Ferri 1979). Com@H do solo das parcelas
com Ca aumentou (Jacobson 2009), as caracteriggderomorficas nas plantas
presentes nessas parcelas diminuiram. Constatgueseoutros nutrientes foliares
mudaram suas concentracdes nas folhas devido &oadkcfertilizantes. Por exemplo,
plantas submetidas aos residuos da adicdo de mdrtivemaior concentracdo S do que
plantas das parcelas controle, porque o fertilezatitizado apresentava sulfato em sua
formula e plantas submetidas aos residuos da adedda tiveram mais Mg do que
plantas das parcelas com P por causa do calcdomimo. O efeito da adicdo dos
fertilizantes na concentracdo de outros nutriefaiares ja havia sido constatado por
Jacobson em (2009) outras espécies de plantas.

As plantulas responderam de forma diferenciadaresisluos de fertilizacao
quando comparadas as plantas adultas. O tratarnentcadicdo de N ndo mostrou
efeito quando comparado com o controle. Isso ped@dorrido, pois o sulfato de
amonio aplicado até 2006 pode ter sido lixiviadeadte os dois anos sem aplicacao
de nutrientes. Além disso, conforme relatado peoldson (2009) e Jacobsen al.
(2011), o solo das parcelas com adicdo de N toseowais acido e com mais
concentracdo de Al apds a fertilizacdo. Assim, date de vista das plantulas, as
condicbes do solo nas parcelas com residuos derN semelhantes as encontradas

nas parcelas controle, ndo existindo efeito dartrahto. Por outro lado, as plantulas
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nas parcelas controle apresentaram mais microntgsiedo que as plantulas nas
parcelas com Ca. Como o calcario dolomitico é twoale acidez (Alcarde 2007), o

tratamento de Ca reduziu a acidez do solo (JacoB€®®) o que diminuiu a

disponibilidade de micronutrientes (Mn) para asplias (Sousa et al. 2007).

Nosso estudo mostrou que a fase ontogénica daapldhiencia a qualidade
da folha para os herbivoros, alterando atributos ddéesa direta e indireta,
concentracdo de nutrientes, tamanho da folha e g@sm Também mostramos que
existe um efeito aditivo da idade da planta conmidtes de nutrientes, uma vez
plantulas apresentaram mais NEFs e maiores e cor wmalume produzido de
néctar, detectado indiretamente pela maior coragiutr de glicose, do que plantas
adultas quando comparamos todos os tratamentosidecsndo-se defesa direta e
qualidade nutricional, nosso trabalho demonstreum@ntulas sdo mais susceptiveis a
herbivoria do que plantas adultas. Entretanto,l@stydas investiram mais em defesa
indireta do que as plantas adultas, o que comprawaportancia chave da interacao
formiga-plantula para sua defesa contra herbivoAdém disso, os residuos da
fertilizacdo em meédio prazo, apds dois anos segéadie nutrientes, influenciaram
alguns atributos foliares, tais como a concentralgioutrientes, tamanho e peso seco
de plantas adultas e plantulas. Entretanto, elesrm@dificaram a concentracéo de
compostos quimicos de base carbdnica e dos atsiboNEFs.

Dessa forma, residuos da fertilizacdo de areasedado alteram alguns
atributos foliares que podem resultar em mudanaasmeracgfes planta — herbivoro,
independentemente da idade da planta. Portantajassgue visem compreender e
quantificar as mudancas nos atributos de defesa qudlidade de plantas adultas e
plantulas de espécies nativas do cerrado devid@@ @e residuos de fertilizacdo sao
essenciais, uma vez que esse bioma vem sofrendpsntprocesso de expansao

agricola.
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ANEXOS

ANEXO I. indice de correlacdo de Spearman entre atributogualidade foliar e caracteristicas de
defesa em plantas adultas $feyphnodendron adstringeris = 18,a = 0.05), em area de cerrado do
Distrito Federal (todos os tratamentos, efeitoiealitla idade e dos residuos da adicao de nutrjentes

Atributos de defesa

Atributos de Fendlicos Taninos Taninos

qualidade foliar NEF NEF/raquiolo totais condensados hidrolisaveis
Comprimento 0.363 -0.107 -0.027 0.255 0.351
Largura 0.407 -0.281 -0.290 0.216 0.168
Peso seco 0.521 0.479 0.465 0.716 0.214
Conteldo de agua -0.377 -0.276 -0.269 -0.431 -0.343
N -0.413 0.023 -0.311 -0.271 -0.474
P -0.484 -0.219 -0.358 -0.439 -0.380
K -0.604 -0.218 -0.167 -0.257 -0.581
Ca -0.433 -0.541 -0.337 -0.325 -0.265
Mg -0.581 -0.171 -0.220 -0.226 -0.614
S 0.045 0.123 -0.562 -0.395 -0.063
C -0.509 -0.052 -0.254 -0.329 -0.562
C/N -0.023 0.228 0.469 0.007 0.036
N/P 0.114 0.420 -0.009 0.170 -0.042
Zn -0.543 -0.094 -0.157 -0.587 -0.530
Fe -0.259 0.213 -0.216 -0.110 -0.420
Mn 0.342 0.515 -0.010 0.203 0.117
Cu -0.157 0.138 0.072 -0.195 -0.298
B -0.246 -0.021 -0.170 -0.193 -0.294

A concentracdo de macronutrientes é em porcentagemmatéria seca de folhas (mg/g) e a
concentracao de micronutrientes é em ppm por naadéda de folhas. NEF — nimero de NEF por folha
e NEF /raquiolo — densidade de NEF no raquiolo. &0m em negrito sdo estatisticamente
significativos. Unidades: comprimento e largura cmpeso seco (mg), conteldo de agua (%),
macronutrientes (mg/g), C em % por matéria sec&mnutrientes (mg/Kg).
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ANEXO II. indice de correlagdo de Spearman entre atributogudlidade foliar e caracteristicas de
defesa em plantulas @&tryphnodendron adstringeiis = 80,0 = 0.05) em area de cerrado do Distrito
Federal (todos os tratamentos, efeito aditivo ddéde dos residuos da adigdo de nutrientes).

Atributos de defesa

Atributos de Fendlicos Taninos Taninos
qualidade foliar NEF NEF/raquiolo totais condensados hidrolisaveis
Comprimento  0.349 0.095 0.067 -0.244 0.125
Largura 0.463 0.09 -0.027 -0.19 0.059
Peso seco -0.048 -0.082 -0.1 0.239 -0.25
Contetdo de
agua 0.11 0.078 0.057 -0.169 0.131
N -0.335 -0.146 0.013 0.001 0.121
P -0.295 -0.086 0.049 0.024 0.07
K -0.261 -0.045 0.047 0.049 0.029
Ca -0.068 0.042 0.154 -0.153 0.025
Mg -0.148 0.022 0.13 0.012 -0.002
S -0.282 -0.081 -0.051 -0.045 0.047
Zn -0.247 -0.043 -0.001 0.087 -0.024
Fe -0.33 -0.085 0.035 -0.009 0.077
Mn -0.321 -0.131 -0.166 0.126 -0.017
Cu -0.246 -0.06 -0.04 0.046 -0.014
B -0.288 -0.05 0.02 0.124 0.047
C -0.378 -0.125 -0.015 0.078 0.016
N/P -0.049 0.03 -0.151 -0.069 -0.011
CIN 0.354 0.132 0.014 -0.008 -0.08

A concentracdo de macronutrientes é em porcentagemmatéria seca de folhas (mg/g) e a
concentragao de micronutrientes € em ppm por raatsca de folhas. NEF — nimero de NEF por folha
e NEF /raquiolo — densidade de NEF no raquiolo. &6m em negrito sdo estatisticamente
significativos. Unidades: comprimento e largura cmpeso seco (mg), conteldo de agua (%),
macronutrientes (mg/g), C em % por matéria sec&mnutrientes (mg/Kg).
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CONCLUSAO GERAL

Nesse trabalho foram estudados atributos de defesduas espécies nativas do
cerrado, submetidas a diferentes condicdes amiiema condicbes ambientais
avaliadas foram: sazonalidade climatica, taxagelifgais de herbivoria, presenca de
fogo frequente e residuos de adubacdo a médio .préas condi¢cdes sao
corrigueiramente observadas em area de cerrado, wvemaque esse bioma é
caracterizado por uma drastica estacionalidadellasas, com um inverno seco e um
verdo chuvoso, taxas diferenciadas de herbivoriaddea grande diversidade de
insetos e presenca do fogo natural. Aléem diss@eosdos brasileiros vém sofrendo
rapida ocupacdo por sistemas agricolas e de pacddriarga escala, com intensa
aplicacdo de fertilizantes e uso do fogo para oepanas culturas e do pasto.
Portanto, abordamos como hipétese central do tralzple os fatores acima poderiam
ser decisivos quanto a expressao dos atributogfdealdas plantas como quantidade
de NEFs, producdo do néctar extrafloral, compostesundarios, caracteristicas
estruturais e de qualidade das folhas, assim colaGnhcia.

Nossos resultados demonstraram que atributos desalefe Maprounea
brasiliensisndo variaram pela presenca de queimadas frequeetegpor diferentes
niveis de herbivoria em um ramo marcado. Entrefad@monstramos que a
sazonalidade climatica influenciou fortemente npresséo dos atributos de defesa,
como a producao de maior quantidade e de NEFs esaias folhas produzidas no
periodo seco do que nas folhas produzidas no mediedvoso. Ademais, mostramos
que residuos de fertilizacdo de meédio prazo doaderralteraram caracteristicas
foliares deM. brasiliensis como concentracao de nutrientes e de taninososados.
Além dos fatores extrinsecos, como 0s ambientaigatores intrinsecos, como idade
da folha e consequentemente dos NEFs, influencidoatamente a producéo do
néctar devido a mudancas anatdmicas e estrutsemidp que mudancas na producdo
do néctar modificaram o patrulhamento de formigesMEFs.

Por outro lado, plantas detryphnodendron adstrigensomportaram-se de
maneira distinta quando submetidas a condi¢cdeseatalis similares as que foram
submetidas plantas dd. brasiliensis Por exemplo, individuos d8. adstringens,
quando submetidos ao fogo periodico, produziramsmidEFs. Além disso,
apresentaram variacdo na producédo de néctar setertis niveis de herbivoria nos

seus ramos. Entretanto, quando sofreram apenasventoede desfolha total, néo
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produziram mais NEFs, apesar de terem apresentadtirnento compensatorio.

Assim como emM. brasiliensis os residuos de fertilizacbes regulares alteramam
concentracdo de nutrientes foliares em plantaS.d&dstringensmas ndo mudaram

seus atributos de defesa. Diferentement®lderasiliensis a quantidade de NEFs nao
se modificou quando comparadas folhas produzidasena e folhas produzidas na
chuva. Além dos fatores ambientais, nosso estudsirmoque a fase ontogénica da
planta também influenciou a expressao dos atribidgodefesa da folha. As folhas das
plantas adultas apresentaram mais defesa quimitenes qualidade de alimento do
gue as folhas das plantulas. Por outro lado, astyié® tinham mais NEFs e

produziam maior concentracdo de glicose (uma menlideieta de volume nesse

trabalho) em seu néctar do que plantas adultas.

Portanto, concluimos, por meio de experimentosrol@muos no campo, que
diversos fatores ambientais, assim como os intos@s plantas, modificaram de
maneiras distintas alguns atributos foliaresMiebrasiliensise S. adstringensTais
alteracOes de atributos de defesas e de qualiddide ¢onstituem forcabottom-up
que podem comprometer toda a cadeia trofica. Asdiamte das grandes mudancas
ambientais causadas pela acdo antrépica, que wadifos padrdes climaticos, a
diversidade biologica, as paisagens naturais eigbesl edaficas, essa € uma questao

que precisa ser rapidamente abordada e entendida.
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