ANDREA LANNA ALMEIDA

NECTARIOS EM INFLORESCENCIAS DE Mabea fistuliferaMART.
(EUPHORBIACEAE): ANATOMIA E COMPOSIGAO QUIMICA DO NECTAR

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduagao
em Botanica, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2015



ANDREA LANNA ALMEIDA

NECTARIOS EM INFLORESCENCIAS DE Mabea fistulifera MART.

(FUPHORBIACEAL): ANATOMIA E COMPOSICAO QUIMICA DO NECTAR

Dissertagdo  apresentada 4 Universidade
Federal  de  Vigosa, como parte das
exigencias do Programa de P6s-Graduagio
em Botanica, para obtengdo do titulo de
Muagister Scientiae.

APROVADA: 20 de lfeverero de 2015

L

—_——— SR S = - R ———

ZArIstéa Alves Azevedo chata '\Lnld Strozi Alves Meira

. I'. . , :l. E
_ Ao N LN L' LA
Valdnéa Lamgrdmii, Dalvi

L]

5l ' . ?r kLﬁ‘w’

Mdl‘l[l.d Contin Ventrella
(Orientadora)




Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

T

Almeida, Andrea Lanna, 1986-
A447n Nectérios em inflorescéncias de Mabea fistulifera Mart.
2015 (Euphorbiaceae) : anatomia e composi¢cdo quimica do néctar /

Andrea Lanna Almeida. — Vigosa, MG, 2015.
vii, 30f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Marilia Contin Ventrella.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vicosa.
Referéncias bibliograficas: £.23-30.

1. Biologia vegetal. 2. Mabea fistulifera. 3. Nectarios -
anatomia. 4. Néctar - Composig¢ao. I. Universidade Federal de
Vicosa. Departamento de Biologia Vegetal. Programa de
P6s-graduagdo em Botanica. II. Titulo.

CDD 22. ed. 581




"O sonho é a pior das drogas, porque é a

mais natural de todas. Assim se insinua nos
habitos com a facilidade que uma das

outras ndo tem, se prova sem se querer,
como um veneno dado. Nao doi, nao

descora, ndo abate - mas a alma que dele
usa fica incuravel, porque ndo ha maneira

de se separar do seu veneno, que € ela
mesma."

Fernando Pessoa
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RESUMO

ALMEIDA, Andrea Lanna, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2015.
Nectarios em inflorescéncias dMabea fistuliferaMart. (Euphorbiaceae): anatomia
e composicdo quimica do néctar.Orientadora: Marilia Contin Ventrella.
Coorientadores: Elder Antonio Sousa e Paiva e Milene Faria Vieira.

Mabea fistulifera¢ uma espécie arborea, monoica, autoincompativel e polinizada por
mamiferos, aves e abelhas. Sdo encontrados nectarios extranupciais nas flores pistiladas
e frutos, sendo visitados por formigas, e nectarios nupciais inseridos na raque da cima
de flores estaminadas produzem o néctar consumido por polinizadores. O objetivo do
estudo consiste em caracterizar os nectdrios presentes nas inflorescéncias de M.
fistuliferae a composicdo do néctar. Nectarios em diversos estadios de desenvolvimento
foram coletados, fixados e processados para estudo em microscopia de luz e
microscopia eletronica. Amostras de néctar foram coletadas para quantificar sacarose,
glicose, frutose, proteinas e aminodcidos. Os nectarios nupciais e extranupciais
apresentam caracteristicas anatomicas semelhantes. Ambos sdo compostos por uma
epiderme secretora sem estomatos ou tricomas, parénquima secretor e parénquima de
preenchimento vascularizado por xilema e floema. O néctar produzido pelos nectarios
nupciais ¢ diluido, rico em glicose e frutose, além de conter compostos fenodlicos,
lipidios, proteinas e aminodacidos. Essas caracteristicas do néctar estdo relacionadas
tanto a atragdo dos polinizadores quanto a exclusdo de pilhadores. Os nectérios
extranupciais comecam a secretar a partir da antese das flores pistiladas, e continuam
produzindo néctar durante o desenvolvimento dos frutos. A atividade floral e pos-floral
dos nectérios extranupciais e a presenga de formigas visitando flores e frutos sdo fortes

evidéncias para a fun¢do de prote¢do contra herbivoria.



ABSTRACT

ALMEIDA, Andrea Lanna, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2015.
Nectaries in inflorescences oMabea fistulifera Mart. (Euphorbiaceae): anatomy
and chemical composition of nectarAdviser: Marilia Contin Ventrella. Co-advisers:
Elder Antonio Sousa e Paiva and Milene Faria Vieira.

Mabea fistuliferais tree species, monoecious, self-incompatible and pollinated by
mammals, birds and bees. Extranupciais nectaries are found in pistillate flowers and
fruits, commonly visited by ants, and nuptial nectaries inserted in the rachis of staminate
flowers that produce nectar consumed by pollinators. As such, the present study aimed
to characterize the nectaries present in inflorescences of M. fistulifera and the
composition of nectar. Nectaries in various stages of development were collected, fixed
and processed for study in light and electron microscopy. Nectar samples were collected
to quantify sucrose, glucose, fructose, proteins and amino acids. Nuptial and
extranuptial nectaries have similar anatomical features. Both are composed of a
secretory epidermis without stomata or trichomes, secretory parenchyma and ground
parenchyma vascularized by xylem and phloem. The nectar produced by nuptial
nectaries is diluted, rich in glucose and fructose, and contain phenolic compounds,
lipids, proteins and amino acids. These nectar features are related both to the attraction
of pollinators to the exclusion of nectar robbers. The extranuptial nectaries begin to
secrete at anthesis of pistillate flowers, and continue to produce nectar during fruit
development. The floral and post-floral activity nectaries of extranuptial andthe
presence of ants visiting flowers and fruits are strong evidence for protection against

herbivory function.
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INTRODUCAO

Derivado do grego nektar o termo néctar se referiu durante muitos séculos a
bebida favorita dos deuses gregos e romanos. A partir do inicio do século XVII passou a
definir o “liquido doce encontrado em flores” (Harper, 2014). Mais do que uma simples
solugdo agucarada, o néctar € responsavel por intermediar a relagdo das plantas com
polinizadores e defensores (Heil, 2011). Além de agua, sacarose, glicose e frutose, a
solugdo pode conter outros carboidratos, proteinas, aminoacidos, acidos organicos,
compostos fendlicos, alcaloides, lipidios e outras substancias (Baker & Baker, 1983a).
A composicdo, concentragdo e volume do néctar variam entre as espécies vegetais.
Essas diferengas se devem, principalmente, ao processo de coevolucdo da planta com
polinizadores e defensores (Brandenburg et al, 2009). A solu¢do deve conter
compostos que atuem na atracdo e atendam as diversas demandas nutricionais de cada
visitante (Pacini & Nicolson, 2007), pois, assim como os deuses, 0os animais também
tém suas preferéncias.

O néctar ¢ o principal recurso ofertado pelas plantas como recompensa para a
poliniza¢do, e ¢ um recurso energético importante para diversos animais (Nicolson,
2007). A presenca do néctar e sua relacdo direta com os polinizadores foi um dos
principais passos evolutivos que garantiram o sucesso adaptativo das angiospermas
(Brandenburg et al, 2009). O néctar também ¢ responsavel pela atragdo de artropodes,
principalmente formigas, servindo como alimento em troca de protecdo contra
herbivoria e microrganismos patogénicos (Heil & McKey, 2003; Nogueira et al, 2012).
Apesar de estar relacionado a recompensa para polinizadores e defensores, o néctar
pode atrair animais que roubam a secre¢do sem ofertar beneficios a planta (Irwin etal.,
2010). A composicao do néctar pode atuar na exclusdo desses pilhadores, reduzindo ou
até mesmo evitando o consumo da secre¢do (Gonzalez-Teuber & Heil, 2009).

Nectarios sao as estruturas responsaveis pela producao de néctar (Fahn, 1988;
Pacini et al, 2003), e apresentam variagdes quanto a disposi¢do no corpo vegetal,
morfologia, caracteristicas estruturais e ultraestruturais, duracdo do processo secretor,
entre outras (Escalante-Pérez & Heil, 2012). Podem ser classificados de acordo com a
posi¢do em que se encontram na planta, funcdo ecoldgica realizada ou caracteristicas
anatomicas (Schmid, 1988; Bernardello, 2007). A classificacdo proposta por Delpino
(1868-1875 apud Schmid, 1988) divide os nectirios em dois tipos, nupciais e

extranupciais, de acordo com a interacdo ecoldgica estabelecida entre o néctar e os
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animais que o consomem. Os nectarios nupciais estdo diretamente associados ao
processo de polinizagdo, sendo responsaveis pela sintese do néctar ofertado aos
polinizadores (Fahn, 1979a; Bernardello, 2007). Em geral estdo localizados nos
verticilos florais (De la Barrera & Nobel, 2004; Heil, 2011), mas podem ser encontrados
em Orgdos vegetativos (Schmid, 1988; Yamasaki et al, 2013). Os nectarios
extranupciais estao relacionados a atracao de patrulhadores e a defesa indireta da planta,
sem qualquer papel na polinizacdo (Fahn 1979a; Villamil et al, 2013). Podem ser
encontrados tanto em 6rgdos vegetativos quanto em o6rgaos reprodutivos (Paiva, 2011;
Paiva & Martins, 2014; Marazzi et al 2013).

Nectarios nupciais e extranupciais podem ser encontrados na mesma planta
(Pacini & Nicolson, 2007), como observado em Croton suberosuéFreitas et al, 2001),
Tabebuia serratifolia(Thomas & Dave, 1992) e diversas espécies do género Inga
(Koptur, 1994). A presenca de tipos diferentes de nectarios em uma mesma espécie
permite observar e comparar as semelhancas e diferengas quanto a anatomia,
organiza¢ao ultraestrutural e composi¢do quimica entre eles (Freitas et al, 2001).

Mabeafistulifera Mart. (Euphorbiaceae), planta arborea distribuida em areas de
Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica e Floresta Amazonica (Cordeiro et al, 2010), ¢ um
exemplo de planta que apresenta nectarios com func¢des distintas. A espécie € monoica,
autoincompativel (Vieira & Carvalho-Okano, 1996) e, assim como os demais
representantes do género Mabeg possui inflorescéncias pendentes paniculiformes, com
flores pistiladas presentes na base e flores estaminadas arranjadas em cimas distribuidas
no restante da raque (Esser, 2012). Cada inflorescéncia ¢ composta por trés a doze flores
pistiladas e aproximadamente 70 cimas de flores estaminadas (Vieira & Carvalho-
Okano, 1996). As flores pistiladas e frutos em desenvolvimento possuem nectarios
extranupciais alternos e externos as pecas do calice (Vieira & Carvalho-Okano, 1996).
Embora ndo seja possivel visualizar gotas de néctar, formigas foram observadas
visitando somente os nectarios dos frutos (Vieira & Carvalho-Okano, 1996). As cimas
de flores estaminadas apresentam nectarios nupciais na base da raque, que produzem
volumosas gotas de néctar posteriormente consumido pelos polinizadores (Vieira &
Carvalho-Okano, 1996).

A biologia floral de M. fistulifera é caracterizada por uma fase feminina, com
duragdo de dez dias, seguida de uma fase bissexual de trés dias (Vieira & Carvalho-
Okano, 1996). Em cada dia da fase bissexual um tergco das flores estaminadas (sentido

base-apice) entra em antese, caracterizada pela liberagdo de polen e exsudagdo de néctar
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(Vieira & Carvalho-Okano, 1996). Ao final da antese, toda a por¢do estaminada é
caduca (Vieira & Carvalho-Okano, 1996). Os nectarios nupciais comeg¢am a secretar ao
entardecer, e na manha do dia seguinte o néctar ainda estd presente e apto para consumo
(Vieira & Carvalho-Okano, 1996). O longo periodo de exposi¢do do néctar na
inflorescéncia, que pode durar até dezoito horas, permite a atipica atracdo de
polinizadores de habito diurno e noturno (Vieira & Carvalho-Okano, 1996).

Uma extensa variedade de polinizadores foi identificada, entre eles mamiferos
como morcegos microquirdpteros (Vieira & Carvalho-Okano, 1996), gambas (Vieira et
al., 1991), saguis (Ferrari & Strier, 1992), muriquis (Torres de Assumpgdo, 1991;
Ferrari & Strier, 1992), macacos-prego (Torres de Assumpgdo, 1991) e micos-ledo-
preto (Passos & Kim, 1999). Diversas aves passeriformes (Vieira et al 1992; Vieira &
Carvalho-Okano, 1996; Olmos & Boulhosa, 2000) e ndo-passeriformes (Vieira et al
1992; Silva, 2008) também foram observadas visitando as inflorescéncias e
promovendo a polinizagdo, bem como abelhas de lingua curta (Vieira & Carvalho-
Okano, 1996).

Apesar dos estudos detalhados sobre biologia reprodutiva e polinizagdo de M.
fistulifera, ndo ha informagdes sobre as caracteristicas anatdmicas e ultraestruturais dos
nectarios, bem como sobre a composi¢do do néctar. O objetivo do presente trabalho
consiste em comparar a composi¢do quimica do néctar, os aspectos anatdmicos e
histoquimicos dos nectarios nupciais e extranupciais de M. fistulifera e caracterizar os
aspectos ultraestruturais dos nectdrios nupciais. Pretende-se, também, responder as
seguintes perguntas: (1) quais caracteristicas anatdmicas dos nectarios estdo associadas
as diferencas quanto ao volume de néctar secretado? (2) Como as células e organelas
participam do processo de sintese do néctar nupcial? (3) Qual a relagdo entre a
composi¢ao do néctar e os visitantes observados nas inflorescéncias? (4) O periodo de
secrecdo do néctar extranupcial apresenta alguma correlagdo com a atragdo de

defensores?



MATERIAL E METODOS

Material vegetal e area de coleta
Foram coletados nectarios nupciais e extranupciais em pré-antese, antese € pos-

antese ¢ amostras de néctar de cinco individuos de Mabea fistulifera(Euphorbiaceae),
ocorrentes no Campus da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vigcosa/MG, e na
RPPN Vida Verde, Coimbra/MG. As coletas foram realizadas entre abril e junho,
periodo que corresponde a floragdo de M. fistulifera em Vigosa/MG. O pico de
florescimento (abril-maio) coincide com o inicio da estagdo seca (Torres de Assumpgao,

1991).

Microscopia de luz
Nectarios nupciais foram coletados aproximadamente 48h e 24h antes da antese

das flores estaminadas, no momento da antese e 24h apds. Nectarios extranupciais
foram coletados de flores pistiladas em pré-antese, antese, em frutos pequenos
(aproximadamente 0,5 cm), médios (aprox. 0,9 cm) e grandes (aprox. 2,0 cm). As
amostras foram fixadas em FAA (formaldeido, &cido acético glacial, etanol 50%,
1:1:18, volume:volume) por 48 horas e conservadas em etanol 70% (Johansen, 1940),
posteriormente desidratadas em série etandlica e incluidas em 2-hidroxietil-metacrilato
(Historesin, Leica, Heidelberg, Alemanha). Secg¢des transversais e longitudinais (Spum
de espessura) foram obtidas em micrétomo rotativo de avango automatico (RM2155,
Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA), coradas com azul de toluidina 0,05% pH 4,4
(O’Brien et al, 1964) e montadas com resina sintética (Permount, Fisher Scientific,
Pittsburgh, EUA).

Para os estudos histoquimicos, foram coletados nectirios nupciais e
extranupciais assim como para o estudo anatdmico. Amostras frescas ou fixadas em
FAA, seccionadas em microtomo de mesa e, também, amostras incluidas em 2-
hidroxietil-metacrilato. As secdes foram submetidas aos seguintes reagentes: Sudan IV
(Johansen, 1940) e vermelho neutro (Kirk, 1970) para lipidios; reagente NADI (David
& Carde, 1964) para oOleos essenciais e resinas; Lugol (Johansen, 1940) para amido;
acido periodico-reagente de Shiff (PAS) (O’Brien & McCully, 1981) para
polissacarideos neutros; azul de alcido (Pearse, 1980) para polissacarideos acidos e
mucopolissacarideos; vermelho de ruténio (Johansen, 1940) e corifosfina (Weis et al,
1988) para substancias pécticas; reagente de Fehling (Sass, 1951) para acgucares

redutores; xilidine Ponceau (Vidal, 1970) para proteinas; cloreto férrico (Johansen,
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1940) para compostos fenodlicos totais; vanilina cloridrica (Mace & Howell, 1974) para
taninos. O controle foi conduzido simultaneamente para cada teste, de acordo com o
método proposto pelos autores.

As imagens das andlises estrutural e histoquimica foram obtidas em camera
fotografica digital (AxioCam HRc, Zeiss, Gottinger, Alemanha) e microcomputador
com o programa de captura de imagens Axion Vision acoplados a um microscopio de
luz (AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japdo). A andlise com fluorocromos
(vermelho neutro e corifosfina) foi realizada no mesmo microscopio, utilizando o
sistema de epifluorescéncia com filtro UV (WU: 340-380nm), espelho dicroico (400nm)
e filtro de barreira (420nm).

Microscopia eletrbnica de varredura
Nectarios nupciais foram coletados 48h antes da antese, na antese e 12h apos.

Nectarios extranupciais foram coletados de flores pistiladas em pré-antese, antese e
frutos médios. As amostras foram fixadas em FAA por 48 horas e estocados em etanol
70%, posteriormente desidratadas em série etandlica crescente e levadas a secagem em
ponto critico de CO, (CPD 020, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein) (Robards, 1978). Apos
a fixagdo das amostras nos suportes com uso de esmalte contendo grafite, foi realizada a
deposicdo metalica com ouro (Sputter Coater FDU 010, Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein). A observagdo e a captura de imagens foram realizadas em microscopio
eletronico de varredura (LEO 1430 VP, Zeiss, Cambridge, Inglaterra). Os estudos em

MEYV foram realizados no Nucleo de Microscopia e Microanalise — UFV.

Microscopia eletronica de transmissao
Nectérios nupciais foram coletados aproximadamente 72, 24 e 6 horas antes da

antese e 12 horas ap6s. Seccdes longitudinais (Imm) foram fixadas em solucdo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) em tampao fosfato 0,2 M, pos-fixadas em tetroxido de
6smio 1% em tampao fosfato 0,1 M e incluidas em resina epoxi (Spurr, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, EUA)(Roland, 1978). Secdes ultrafinas (60 nm), obtidas em
ultramicrétomo (UC6, Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA), foram contrastadas
com acetato de uranila (Watson, 1958) e citrato de chumbo (Reynolds, 1963). A

observagdo e obtencdo das imagens foram realizadas em microscopio eletronico de



transmissdo Tecnai G2—Spirit (Philips/FEI Company, Eindhoven, Holanda). Os estudos
em MET foram realizados no Centro de Microscopia da UFMG.

Analise quimica do néctar
Para coleta de néctar nupcial, inflorescéncias foram ensacadas em campo as 16h

e o néctar secretado foi coletado as 23h com seringas plasticas, onde o volume foi
mensurado. Para coleta de néctar extranupcial, inflorescéncias com flores pistiladas em
antese e ramos com frutos pequenos foram coletadas e colocadas em baldes com agua
posteriormente ensacados, criando uma camara umida. Apos doze horas nessas
condi¢des, a secrecdo foi coletada com seringas plasticas. As amostras foram
acondicionadas em microtubos plasticos, congeladas em nitrogénio liquido e
posteriormente armazenadas em ultrafreezer a -86°C (Série 88700, Thermo Scientific,
Waltham, Estados Unidos). Amostras de néctar foram submetidas a extracdo etanolica
a quente, determinando-se, na fragcdo soluvel em etanol, os teores de glicose, frutose e
sacarose (Fernie et al, 2001) e aminoacidos totais (Gibon et al, 2004). A concentragdo
de proteinas soluveis foi mensurada por meio da ligacdo entre proteina e corante
(Bradford, 1976). As analises quimicas foram realizadas no Laboratério de Nutrigdo e

Metabolismo de Plantas, Departamento de Biologia Vegetal — UFV.
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RESULTADOS
Localizacao e morfologia dos nectarios

Os nectarios nupciais de M. fistuliferaestao amplamente distribuidos no eixo da
inflorescéncia (Fig. 1A-B). E possivel observar que as cimas com nectérios secretando
apresentam flores em antese (Fig. 1B-C). Cada cima possui dois nectarios opostos
inseridos na raque, situados abaixo da bractea (Fig. 1C). Os nectarios sdo reniformes e
apresentam coloracao verde intensa (Fig. 1C).

Os nectarios extranupciais foram observados em flores pistiladas (Fig. 1D-E) e
frutos em diversos estddios de desenvolvimento (Fig. 1F). S@o cinco nectarios
distribuidos no receptaculo, externos e alternos as sépalas (Fig. 1D-E). Assim como os
nectarios nupciais, apresentam coloragdo verde e sao reniformes, mas sdo visivelmente
menores (Fig. 1E). O inicio do periodo secretor ocorre a partir da antese das flores
pistiladas; no entanto, a formag¢do de gotas de secrecdo s6 pode ser observada nas
inflorescéncias colocadas em camara umida (Fig. 1D), devido a evaporacdo da agua
contida no néctar em ambiente natural. Os nectarios continuam em atividade durante o

amadurecimento dos frutos (Fig. 1F).

Estrutura dos nectarios
Os nectdrios nupciais sd3o compostos por epiderme secretora, parénquima

secretor e parénquima de preenchimento, além de véarios feixes vasculares formados por
floema e xilema (Fig. 2A). A epiderme secretora em paligada ¢ multiestratificada, com
duas ou trés camadas de células (Fig. 2B-D) revestidas por uma espessa cuticula (Fig.
2D). As células da epiderme sdo caracterizadas pela presenca de nucleo evidente,
citoplasma conspicuo, vacuolos diminutos (Fig. 2D) e paredes primarias espessas
impregnadas por pectina (Fig. 2D, Tabela 1). O parénquima secretor ¢ formado por
varias camadas de células pequenas, predominantemente globosas, com paredes
delgadas e celuldsicas, vactiolos volumosos (Fig. 2C), inumeros cloroplastos (Fig. 2E) e
pequenos graos de amido (Fig. 2F). A parede periclinal externa das células
parenquimaticas, adjacentes a epiderme, mostra-se mais espessa (Fig. 2D). O
parénquima secretor ¢ intensamente irrigado por floema (Fig. 2C). O parénquima de
preenchimento ¢ composto por células ligeiramente alongadas, com paredes celulares
delgadas, vactiolos volumosos (Fig. 2B-C), cloroplastos ¢ menor acimulo de graos de
amido (Fig. 2F). O parénquima de preenchimento apresenta feixes vasculares

compostos por xilema e floema (Fig. 2C). Ao longo dos estadios de secre¢do ¢ possivel



observar a dindmica de acumulo e consumo de amido, principalmente no parénquima
secretor (Fig. 2F-G). Nao ha presenga de graos de amido na epiderme (Fig. 2F-G,
Tabela 1). O acimulo maximo de amido foi observado em nectarios coletados 24h antes
da antese (Fig. 2F). Um dia ap6s a antese, praticamente todo o amido foi consumido no
parénquima secretor (Fig. 2G).

Cinco nectarios extranupciais se encontram distribuidos no receptaculo, alternos
as sépalas (Fig. 3A-B) e inseridos logo abaixo do ovério (Fig. 3C). Tricomas e poros
estomaticos ndo foram observados (Fig. 3A-B). Os nectdrios extranupciais apresentam
epiderme secretora composta por uma a duas camadas de células colunares (Fig. 3C, E)
e cuticula espessa (Fig. 3C, 5A). As células epidérmicas possuem citoplasma denso,
nucleo evidente e vactiolos pequenos (Fig. 3E). O parénquima secretor ¢ caracterizado
por apresentar varias camadas de células diminutas e isodiamétricas (Fig. 3C, E) que
contém cloroplastos (Fig. 3D) e, ocasionalmente, drusas (Fig. 3E). O parénquima de
preenchimento se diferencia do parénquima secretor por apresentar células maiores,
além de uma maior quantidade de drusas e presenca de laticiferos (Fig. 3C, E). Feixes
vasculares estdo distribuidos pelo parénquima de preenchimento, e apenas corddes de
floema irrigam o parénquima secretor (Fig. 3E). A formacao de espago subcuticular foi
observada nos nectarios das flores em antese, bem como nos frutos (Fig. 3C, F-I).
Mudangas anatomicas nos nectarios ocorreram somente nos frutos maiores (aprox. 2,0
cm), onde algumas regides da epiderme apresentam células colapsadas (Fig. 3H).

Os testes histoquimicos realizados com os nectarios nupciais revelaram o
acumulo de néctar no espago subcuticular a partir de 48h antes da antese (Fig. 4A-D). A
secrecdo ¢ composta por uma mistura de agucares (Fig. 4A), proteinas (Fig. 4B),
lipidios (Fig. 4C) e compostos fendlicos (Fig. 4D). Proteinas também foram observadas
no citoplasma das células da epiderme secretora e em algumas células parenquimaticas
(Fig. 4B). Mucilagens e taninos ndo foram detectados no nectario nupcial ou na
secrecao (Tabela 1). Foi constatado, ainda, que nectarios nupciais em antese € pos-
antese apresentam deposi¢do de lipidios na epiderme secretora (Fig. 4E-F). O actimulo
de lipidios ocorre na regido central da epiderme, entre as paredes celulares (Fig. 4E). A
reacdo positiva ao reagente NADI indica que se trata de uma oleoresina (Fig. 4F, Tab.
1).

Os nectarios extranupciais de flores estaminadas e frutos pequenos, médios e
grandes foram submetidos a diversos testes histoquimicos, e apresentaram poucas

diferengas entre as fases amostradas (Fig. SA-D, Tabela 1). Nao foi observado acimulo
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de lipidios nos espacos intercelulares da epiderme secretora (Fig. 5A). A parede
periclinal externa das células epidérmicas ¢ mais espessa que as demais, e altamente
impregnadas por pectina (Fig. 5B). A secrecdo acumulada no espago subcuticular
apresenta uma reagdo ténue ao reagente Xilidine Ponceau, indicando o acumulo de
proteinas em pequena quantidade (Fig. 5C). A presenca de proteinas também foi
observada no citoplasma das células da epiderme e do parénquima secretor (Fig. 5C).
Compostos fenolicos foram observados somente em nectdrios danificados ou
senescentes, depositados tanto na epiderme secretora quanto no parénquima (Fig. 5D).
Mucilagens e taninos também ndo foram detectados no nectario extranupcial ou na

secrecdo (Tabela 1).

Ultraestrutura do nectéario nupcial
A epiderme do nectario nupcial, durante a fase pré-secretora (aproximadamente

72 horas antes da antese), ¢ caracterizada pela presenca de células com paredes
espessas, pequenos vactiolos e citoplasma denso (Fig. 6A). E possivel observar a
presenga de inimeras mitocondrias, plastidios com sistema de membranas internas
pobremente desenvolvido, reticulo endoplasmatico rugoso e dictiossomos (Fig. 6B).
Nota-se a presenca de inumeras vesiculas dispersas no citoplasma, € um pequeno
acimulo de compostos no espaco periplasmatico (Fig. 6B). Seis horas antes da antese
observa-se nas células da epiderme a formacdo de um vacuolo Unico, com acimulo de
material elétron-opaco em seu interior (Fig. 6C). As células do parénquima secretor
apresentam vacuolo central com acimulo de compostos elétron-opacos (Fig. 6D). Sao
observados cloroplastos com pequenos graos de amido, mitocondrias, peroxissomos €
vesiculas (Fig. 6D).

Doze horas apds inicio da liberagdo de néctar nota-se um volumoso acimulo de
substancias no espago periplasmatico (Fig. 6E) das células da epiderme, bem como a
presenca de secrecdo eletrondensa no espaco intercelular (Fig. 6E-F). Intimeras e
diminutas vesiculas se encontram dispersas no citoplasma, muitas delas associadas a
dictiossomos. Os plastidios adquirem formato globoso, com membranas internas
desorganizadas (Fig. 6F). Em todas as fases do processo secretor nota-se a presenca de
plasmodesmos conectando as células da epiderme secretora (Fig. 6A, 6E-F).

A formagdo de um canal intercelular para passagem de secrecdo ¢ evidente nos
nectarios coletados 72h antes da antese (Fig. 6A, 7A). Poros contendo material elétron-

opaco sdo observados atravessando a parede das células da epiderme, permitindo a



conexao com o espago intercelular (Fig. 7A-B), formando canais. Doze horas apos o
inicio da liberagdo de néctar ¢ possivel observar a presenga de secrecdo eletrondensa

nos canais (Fig. 7C).

Andlise quimica do néctar
O volume de néctar nupcial coletado por inflorescéncia variou entre 1.2 mL e

2.5 mL. A concentragdo total de agucares no néctar nupcial é equivalente a 21,7% da
solucdo. Glicose (100.17 mg mL-1), frutose (82.03 mg mL-1) e sacarose (35.07 mg mL-
1) correspondem a, respectivamente, 46.10%, 37,76% e 16.14% do total de agucares
quantificados. A relagdo sacarose-hexoses ¢ de 0.19. O néctar nupcial apresenta também
0,0018 mg mL-1 de proteinas totais e 0,0645 mg mL-1 de aminoacidos livres.

O néctar extranupcial foi coletado em flores em antese e frutos pequenos. O
volume de néctar coletado por inflorescéncia variou entre 0.05 mL e 0,1 mL. A
concentra¢do total de aglicares no néctar extranupcial ¢ equivalente a 12,9% da solug¢ao.
Glicose (52.27 mg mL-1), frutose (55.30 mg mL-1) e sacarose (10.3 mg mL-1)
correspondem a, respectivamente, 46.61%, 45,01% e 8,38% do total de agucares
quantificados. A rela¢do sacarose-hexoses ¢ de 0.09. O néctar apresenta também 0,0017

mg mL-1 de proteinas totais e 0,127 mg mL-1 de aminoacidos livres.

10



Figura 1: Localizagdo ¢ morfologia do nectario nupcial e extranupcial de Mabea
fistulifera. (A) Inflorescéncia com flores pistiladas na base, acima das cimas de flores
estaminadas. Note no terco basal as flores estaminadas com graos de pdlen amarelos.
(B) Detalhe flores estaminadas na raque da inflorescéncia. As cimas em antese (*)
apresentam nectarios nupciais em estddio secretor (setas). (C) Cima de flores
estaminadas, composta por cinco flores, uma bréactea e dois nectarios nupciais inseridos
na raque. (D) Detalhe das flores pistiladas apés 12h em cdmara imida. Gotas de néctar
se formam na regido dos nectarios extranupciais (seta). (E) Flor pistilada em antese. (F)
Fruto grande com nectarios nupciais ativos e secretando néctar (seta). br, bractea; fe,
flor estaminada; fp, flor pistilada; fr, fruto; ne, nectério; ra, raque. Barra =3 cm (A), 13
mm (B), 10 mm (C), 8 mm (D), 6 mm (E, F).
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Figura 2: Caracterizagdo anatomica do nectario nupcial de Mabea fistulifera.Sec¢oes
transversais de nectarios coletados 24h antes (A-F) e 24h apds (G) a antese. (A-C)
Caracterizacdo geral do nectario. (A) Observar os feixes vasculares distribuidos em toda
a extensdo do parénquima; (B) acimulo de secrecdo no espaco subcuticular; (C) detalhe
do feixe vascular, evidenciando as terminacgdes de floema no parénquima secretor. (D)
Detalhe das células da epiderme. (E) Seccdo de amostra fresca, coloragdo verde indica
presenga de cloroplastos no parénquima secretor ¢ de preenchimento. (F-G) Secgdes
coradas com reagente de Lugol, para observacao de amido. (F) Nectario 24h antes da
antese; nota-se a presenga de pequenos graos de amido (seta), principalmente no
parénquima secretor. (G) Nectario 24h apds antese; a auséncia de amido evidencia o
consumo dos mesmos durante a sintese de néctar. ct, cuticula; es, epiderme secretora; fl,
floema; fv, feixe vascular; nu, ntcleo; pp, parénquima de preenchimento; ps,
parénquima secretor; ra, raque; se, secre¢do; va; vacuolo; xI, xilema. Barra = 300 um
(A, 150 wym @B, F, G), 70 wm (C, E), 30 um (D).
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Figura 3: Caracterizagdo anatomica do nec

frutos (F-I) de Mabea fistulifera (A) Eletromicrografia de varredura do receptaculo e parte
do ovario. Observar a alternancia entre nectarios e sépalas. (B) Corte transversal do
receptaculo de flor pistilada em pré-antese. (C) Corte longitudinal do receptaculo da flor
pistilada em antese. (D) Nectario de flor em antese sem fixagdo e seccionado a mao,
Detalhe do parénquima secretor, evidenciando a presenga de cloroplastos. (E) Detalhe de
nectario da flor pistilada em antese. Observar a formacao de espago subcuticular. (F-G)
Nectério do fruto pequeno. (H-I) Nectario do fruto grande. Notar a presenca de regides
danificadas (seta) e regides ainda em atividade secretora (I). ct, cuticula; dr, drusa; es,
epiderme secretora; fl, floema; fv, feixe vascular; la, laticifero; ne, nectario; ov, ovario; pp,
parénquima de preenchimento; ps, parénquima secretor; rc, receptaculo; sp, sépala; xi,
xilema. Barra = 500 mp (A), 400 mp (B, C, F, H), 40 mp (D), 100 mp (E, G, I).
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Figura 4: Caracterizagdo histoquimica do nectario nupcial de Mabea fistulifera
Seccdes transversais do nectario submetidas a diversos testes histoquimicos: (A-D) 48h
antes da antese, (E-F) antese. (A) reagente de Fehling; os agtcares redutores coram de
marrom. (B) xilidine Ponceau; as proteinas coram de vermelhos. (C) sudan IV; os
lipidios coram de vermelho intenso. (D) cloreto férrico, os compostos fendlicos coram
de marrom. (E) vermelho neutro; os lipidios emitem fluorescéncia secundaria amarela
esverdeada sob luz ultravioleta. (F) NADI; as oleoresinas coram de azul ct, cuticula; es,
epiderme secretora; ps, parénquima secretor; se, secre¢do. Barra = 60 um (C-F), 80 um

(E-F).
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Figura 5: Caracterizagdo histoquimica do nectario extranupcial de Mabea fistulifera
Sec¢des transversais de nectarios de flores em pré-antese (A), antese (B-C) e de fruto
grande (D). (A) Seccdo corada com vermelho neutro; os lipidios emitem fluorescéncia
secundaria amarela sob luz ultravioleta. (B) Secc¢do corada com corifosfina; as pectinas
emitem fluorescéncia secunddria alaranjada. Observar impregna¢do de compostos
pécticos na face externa da epiderme (seta). (C) Seccdo corada com xilidine Ponceau; as
proteinas coram de vermelho. (D) Seccdo de nectario senescente corada com cloreto
férrico; os compostos fenodlicos totais coram de marrom. ct, cuticula; es, epiderme

secretora; pp, parénquima de preenchimento; ps, parénquima secretor. Barra = 50 mp
(A, B), 100 mp (C), 200 mp (D).
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Figura 6: Caracterizagdo ultraestrutural do nectario nupcial de Mabea fistulifera
amostrado 72h antes (A-B), 6h antes (C-D) e 12h apos a antese (E-F). (A) Visdo geral
da epiderme secretora em estadio pré-secretor. (B) Detalhe da epiderme, onde nota-se a
presenca de citoplasma denso com muitas mitocondrias, reticulo endoplasmatico
rugoso, dictiossomos, vesiculas e plastidios. H4 um ténue acimulo de compostos no
espaco periplasmatico (seta). (C) Células da epiderme secretora 6h antes da antese.
Nesse estadio observa-se a formagdo de um unico vactiolo. (D) Células do parénquima
secretor, caracterizadas pela presenca de cloroplastos com graos de amido, mitocondrias
e peroxissomos. (E-F) Células da epiderme secretora 12h apds a antese. Nota-se o
acumulo de secrecdo granular no espago periplasmatico, ocupando quase um ter¢o da
célula. am, amido; ca, canal intercelular; cl, cloroplasto; di, dictiossomo; ei, espago
intercelular; ep, espago periplasmatico; mi, mitocondria; nu, nucleo; pc, parede celular;
pe, peroxissomo; pl, plastidio; pm, plasmodesmo; re, reticulo endoplasmatico rugoso;
va; vacuolo. Barra=5 pm (A, D), 2 um (B, C, E, F).
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Figura 7: Formagdo do canal intercelular na epiderme do nectario nupcial de Mabea
fistulifera. Imagens de MET de amostras coletadas 72h antes (A-B) ¢ 12h apds (C) a
antese. (A-B) Nota-se a presenca de vesiculas eletron-opacas atravessando a parede
celular e liberando seu conteudo no espaco intercelular. (C) Secrecdo eletrondensa pode
ser observada no canal e nos espaco intercelulares préximos. ca, canal intercelular; di,
dictiossomo; ei, espaco intercelular; mi, mitocondria; pc, parede celular; pl, plastidio; re,
reticulo endoplasmatico rugoso; va; vactiolo. Barra = 2,0 um (A), 1,0 um (B), 2,5 pm

(©).
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Tabela 1:Caracterizagao histoquimica dos nectarios nupciais e extranupciais de M. fistulifera

Caracterizacdo histoquimica

Nectario nupcial

Nectario extranupcial

Classe quimica Teste Secrecao| Epiderme | Parénquima| Secrecdo | Epiderme | Parénquima
subcuticular | secretora subcuticular | secretora
Lipidios totais Sudan IV ++ ++ - - - -
Vermelho - ++ - - - R
neutro
Oleo-resina NADI - ++ - nr nr nr
Amido Lugol - - ++ - - -
Polissacarideos PAS - ++ ++ - ++ ++
neutros
Polissacarideos Azul de - - - - - R
acidos e alcido
mucopolissacarideos
Pectinas Vermelho - ++ + - ++ +
de ruténio
Corifosfina - ++ + - ++ +
Acucares redutores | Reagente ++ - - nr nr nr
de Fehling
Proteinas Xilidine ++ ++ + + ++ ++
Ponceau
Compostos Cloreto ++ - - - ++@ +—+D
fenodlicos férrico
Taninos Vanilina - - - - - R
cloridrica

(++) presenca, positivo intenso, (+) presenca em menor concentragdo, positivo com coloragio fraca, (-) auséncia. " resultado positivo apenas em

nectarios senescentes de frutos médios ou grandes. nr, teste nao realizado
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DISCUSSAO

Os nectarios nupciais ¢ extranupciais de M. fistuliferaapresentam caracteristicas
anatomicas semelhantes aos nectirios de diversas espécies (Fahn, 1979a), sendo
formados por epiderme secretora sem estdomatos ou tricomas, parénquima secretor e
parénquima de preenchimento vascularizado. Esta estrutura também foi observada em
outra espécies de Euphorbiaceae, como Ricinus comuni¢Baker et al, 1978), Euphorbia
tithymaloides(Dave & Patel, 1975), Croton suberosugFreitas et al, 2001) e Sapium
biglandulosum(Coutinho et al, 2010).

Ambos os nectarios sdo vascularizados, com feixes vasculares distribuidos por
todo o parénquima de preenchimento. Essas caracteristicas sdo comuns a nectarios que
secretam solu¢des com baixas concentracdes (Nepi, 2007). A intensa vascularizacdo
indica que a principal fonte de acticar do néctar de M. fistulifera ¢ a seiva do floema,
como observados em nectarios de Passiflora(Durkee, 1982) e Hymenaea stigonocarpa
(Paiva & Machado, 2006). Os cloroplastos presentes no parénquima também podem
contribuir com a sintese de sacarose (Pacini et al., 2003). Nao foram observados graos
de amido nos nectarios extranupciais de M. fistulifera ao passo que pequenos graos de
amido estdo presentes nos cloroplastos do parénquima dos nectdrios nupciais. A
diferenca quanto ao volume de néctar secretado pelos nectarios nupciais e extranupciais
possivelmente estd associada a ocorréncia de amido no parénquima (Nepi, 2007). A
quebra do amido acumulado nos nectarios nupciais contribui para o acréscimo de
acucares no néctar, mas sua principal fungdo possivelmente ¢ formar um pool de
hexoses que direciona o aporte de seiva do floema para o nectario, como ocorre nos
nectarios de Nicotiana tabacum(Ren et al, 2007). O acréscimo de hexoses no
citoplasma aumenta o potencial osmético da célula, provocando um fluxo de dgua no
sentido xilema-parénquima nectarifero (Nicolson, 1998; Ren et al, 2007). A grande
quantidade de néctar nupcial também pode estar relacionada ao tamanho do nectario,
como observado em espécies de [pomoeaGaletto & Bernardello, 2004).

Os nectarios nupciais apresentam algumas caracteristicas anatomicas e
histoquimicas distintas dos nectarios extranupciais, principalmente em fun¢do das
diferencas quanto o volume de néctar secretado e a duracdo do periodo secretor. O
acumulo de lipidios observado entre as paredes anticlinais da epiderme dos nectarios
nupciais for¢a a passagem da solugdo através da via simplastica e impede que néctar

secretado retorne para o parénquima. O bloqueio ao transporte apoplastico ocorre de
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maneira similar na camada endordemoéide observada em Swietenia macrophyll@Paiva,
2011). Devido a grande quantidade de néctar liberada em um curto espago de tempo,
canais intercelulares distribuidos ao longo da epiderme auxiliam a passagem do
exsudado para o espago subcuticular. A formagdo de canais intercelulares também foi
observada na epiderme dos coléteres de Bathysa cuspidatgCoelho et al, 2013),
Mandevilla illustris e M. velutina (Appezzato-da-Gloria & Estelita, 2000). Ja os
nectarios extranupciais apresentam células da epiderme com parede periclinal externa
espessa, que atuam como uma camada de protecdo mecanica. O acimulo de compostos
fenolicos em nectarios extranupciais danificados ou senescentes provavelmente esta
relacionado a protecdo contra entrada de micro-organismos patogénicos.

Os aspectos ultraestruturais dos nectarios nupciais de M. fistulifera evidenciam
uma divisdo de papéis ao longo da atividade secretora. As células parenquimaticas
apresentam principalmente cloroplastos e mitocondrias; essas organelas estdo
relacionadas ao aporte e sintese do pré-nectar (Fahn, 1979b). J4 as células da epiderme
sdo caracterizadas pela abundancia de mitocondrias, dictiossomos, plastidios e reticulo
endoplasmatico rugoso. Essas organelas estdo envolvidas na sintese de proteinas,
aminoacidos, lipidios e compostos fendlicos (Durkee, 1983; Evert, 2006). A cuticula
que reveste o nectario, ao contrario de S. biglandulosuniCoutinho et al, 2010) ¢ C.
suberosugFreitas et al, 2001), ndo apresentam canais para a passagem de néctar. E
provavel que a pressao exercida pelo acimulo de secreciao no espaco subcuticular leve a
ruptura da cuticula.

O néctar liberado pelos nectarios nupciais de M. fistuliferaé volumoso, diluido e
rico em hexoses. Essas caracteristicas corroboram o padrdo de néctar geralmente
consumido por morcegos frugivoros (Baker et al, 1998; Zortéa, 2007; Kromer et al
2008; Rex et al, 2010), mamiferos ndo voadores (Baker & Baker, 1983b), aves
passeriformes (Nicolson, 2002; Johnson & Nicolson, 2007) e abelhas de lingua curta
(Baker & Baker, 1990). A quantidade de proteinas e aminoacidos encontrados no néctar
de M. fistulifera é baixa, menos de 0,03% dos solutos diluidos na solu¢do. Estes
compostos geralmente estdo associados a atragdo de polinizadores (Nepi et al 2012). O
baixo teor de aminoacidos livres e proteinas no néctar pode estar relacionado ao acesso
a outras fontes proteicas (Baker, 1977), visto que as espécies de morcego e aves
apontadas como polinizadores efetivos de M. fistulifera apresentam habito alimentar
generalista, consumindo frutas, pequenos insetos, graos de podlen e, ocasionalmente,

néctar (Johnson & Nicolson, 2007; Zortéa, 2007). Os lipidios identificados no néctar de
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M. fistulifera possivelmente aumentam o potencial energético da solugdo, visto que os
lipidios sao formas de carbono altamente reduzidas (Nicolson & Thornburg, 2007).

Caracteristicas quantitativas e qualitativas do néctar nupcial de M. fistulifera
podem auxiliar a repelir pilhadores, como beija-flores e morcegos nectarivoros (Vieira
& Carvalho-Okano, 1996) e formigas. As plantas podem apresentar mecanismo de
defesa para evitar ou resistir as visitas dos ladroes de néctar (Irwin et al, 2004,
Gonzalez-Teuber & Heil, 2009; Irwin et al 2010). A secregdo diluida e com relagdo
sacarose/hexoses abaixo de 0,5 pode desestimular a pilhagem, visto que beija-flores e
abelhas de lingua longa tém preferéncia por néctar concentrado e rico em sacarose
(Baker & Baker, 1983b; Irwin et al 2004; Johnson & Nicolson, 2007). A presenc¢a de
compostos fenolicos no néctar nupcial também estd relacionada a defesa. Compostos
fenolicos podem tornar a solugdo pouco palatdvel aos visitantes indesejados (Baker,
1977), principalmente para aves de habito alimentar nectarivoro (Johnson et al, 2006).

O néctar extranupcial de M. fistuliferaé menos concentrado, o volume secretado
¢ reduzido e, assim como o néctar nupcial, ¢ rico em hexoses. A presenca de néctar
composto majoritariamente por glicose e frutose também foi relatada nos nectérios
extranupciais de S. biglandulosuniCoutinho et al, 2010) e C. sarcopetalungFreitas et
al., 2001). O néctar extranupcial possui maior concentragdo de aminoacidos livres do
que o néctar nupcial. Em condi¢des experimentais, formigas apresentaram preferéncia
por solucdes de sacarose acrescidas com aminodcidos em comparagdo a solugdo de
sacarose pura (Bliithgen & Fiedler, 2004). A quantidade e diversidade de aminodcidos
sdo mais determinantes na atragdo das formigas do que a concentragdo do néctar ou a
proporg¢ao de glicose, sacarose e frutose (Bliithgen et al 2004).

Os nectarios extranupciais de M. fistuliferacomecam a secretar a partir da antese
floral, e continuam produzindo néctar apods a polinizacdo. A atividade secretora pos-
antese em nectarios ¢ definida como secrecao ou ag¢ao pos-floral (Schmid, 1988; Nepi,
2007). Nectarios com atividade pos-floral foram observados em poucas familias e estao
relacionados a protecdo dos frutos contra herbivoria através da atracdo de defensores e
inimigos naturais (Keeler, 1981; Morellato & Oliveira, 1994; Bernardello, 2007). A
presenga de formigas patrulhando botdes florais, flores e frutos em desenvolvimento
pode reduzir a atividade de insetos fitdfagos e aumentar o fitnessreprodutivo da planta
(Bentley, 1977). A atividade floral e pds-floral dos nectdrios extranupciais de M.

fistulifera, associada a observacdo de formigas visitando os nectarios, sdo fortes
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evidéncias da fun¢do de protecdo das flores e os frutos. No entanto, s3o necessarios

dados experimentais que comprovem essa func¢ao.

CONCLUSAO
Nao foram observadas diferencas anatOmicas entre 0s nectdrios nupciais e

extranupciais de M. fistulifera A diferenga no volume de néctar secretado se da
principalmente devido ao tamanho dos nectérios e a presenca de amido no parénquima
secretor do nectario nupcial. A atividade secretora dos nectdrios nupciais ¢ dividida
entre parénquima e epiderme, sendo o parénquima responsavel pelo aporte de agucares
e a epiderme pela sintese de metabdlitos primarios e secundarios presentes no néctar. A
composi¢dao quimica do néctar nupcial e extranupcial sdo distintas, evidenciando uma
forte correlacdo entre os componentes da secrecdo e os visitantes observados nas
inflorescéncias. O néctar produzido pelos nectarios nupciais ¢ diluido e rico em glicose
e frutose, caracteristicas relacionadas a atracdo dos polinizadores descritos para M.
fistulifera A presenga de compostos fendlicos no néctar nupcial e baixa concentra¢do
de sacarose auxiliam na defesa do néctar contra a acdo de pilhadores. O néctar
extranupcial ¢ menos concentrado e apresenta maior quantidade de aminoacidos,
composto relacionado a atragdo de formigas. A atividade floral e pos-floral dos
nectdrios extranupciais, associada a presenca de formigas visitando flores e frutos,

possivelmente esta ligada a defesa desses 6rgaos contra herbivoria.
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