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SUMMARY

Background and aims: Leptospron adenanthum bears active extrafloral nectaries
(EFNs) on its inflorescences, which attract nectar-feeding ants. This study aimed
to characterize the interaction between EFNs of L. adenanthum and ant partners
across different spatial and temporal contexts, and to investigate its effect on the
plant reproductive success, testing the following hypothesis: 1) the association
between L. adenanthum EFNs and ants is not species-specific; 2) the association
between L. adenanthum EFNs and ants varies temporally; 3) the association
between L. adenanthum EFNs and ants varies geographically; 4) the reproductive
success of L. adenanthum increases with the presence of ants that patrol the EFNs.

M&M: The study was carried out over two flowering seasons in two environments:
Concordia (Entre Rios Province) and Autonomous City of Buenos Aires. We recorded
the taxonomic identity and activity of the ants patrolling the EFNs. Additionally, ant
exclusion experiments were performed, comparing fruit and seed set, as well as
seed infestation, between inflorescences with and without ants.

Results: Ant species composition varied between sites, but not across seasons
within the same site. Ant exclusion did not significantly influence fruit nor seed set,
but seed infestation.

Conclusions: The results suggest a weak and facultative mutualism under the
evaluated conditions.

KEY woRDs

Circumfloral nectaries, exclusion experiments, Formicidae, plant-ant interactions,
trophobionts.

RESUMEN

Introduccion y objetivos: Leptospron adenanthum tiene nectarios extraflorales
(NEFs) activos en sus inflorescencias que atraen hormigas nectarivoras. Para
caracterizar la interaccion entre los NEFs de L. adenanthum y sus hormigas
visitantes en diferentes contextos espaciales y temporales, e indagar su efecto
sobre el éxito reproductivo de la planta, planteamos las siguientes hipétesis: 1)
la asociacion entre L. adenanthum y hormigas no es especie-especifica; 2) la
asociacién entre L. adenanthum y hormigas varia temporalmente; 3) la asociacion
entre L. adenanthum y hormigas varia espacialmente; 4) el éxito reproductivo de L.
adenanthum aumenta con la presencia de hormigas que patrullan los NEFs.

M&M: El estudio se desarrollé6 durante dos temporadas reproductivas en dos
sitios: Concordia (provincia de Entre Rios) y Ciudad Auténoma de Buenos Aires.
Registramos la identidad taxonédmica y actividad de las hormigas patrulladoras.
Ademas, realizamos ensayos de exclusién, comparando la produccion de frutos
y de semillas, asi como grado de infestacién de éstas, entre inflorescencias con y
sin hormigas.

Resultados: Las especies de hormigas variaron entre sitios, pero no entre temporadas
en un mismo sitio. La exclusiéon de hormigas no influy6 significativamente la
produccion de frutos y semillas, si la infestacion de éstas.

Conclusiones: Los resultados sugieren un mutualismo débil y facultativo en las
condiciones evaluadas.

PALABRAS CLAVE

Experimentos de exclusion, Formicidae, interacciones planta-hormigas, nectarios
circumflorales, trofobiontes
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INTRODUCCION

Las interacciones mutualistas entre plantas
y hormigas, conocidas como mirmecofilia,
comprenden una amplia gama de relaciones
ecologicas, donde las plantas mirmecofilas
presentan estructuras que proporcionan refugio o
alimento a hormigas, a cambio de proteccion, en su
mayoria contra fitofagos (Bentley, 1977a; Delabie
et al., 2003; del Val & Dirzo, 2004; Beattie, 2010;
Heil, 2010; Oliveira & Koptur, 2017).

Unas de las estructuras mas comunes mediante
la cual puede establecerse este mutualismo son
los nectarios extraflorales (NEFs), estructuras
secretoras ubicadas fuera de la flor que atraen
hormigas patrulladoras (Bentley, 1977a; Keller,
1977, 1989; Holldobler & Wilson, 1990; Delabie
et al., 2003; del Val & Dirzo, 2004; Marazzi
et al., 2013; Novais et al., 2025). Este recurso
generalmente no es utilizado de forma constante ni
especialista por estos himenopteros (Delabie et al.,
2003; del Val & Dirzo, 2004; Rico-Gray & Oliveira,
2007), sino que existe un gradiente de dependencia,
desde mutualismos obligados, en los que la
presencia de ambos organismos es indispensable
para la subsistencia de cada uno, hasta interacciones
facultativas, en las que la formicidas pueden usar el
recurso en forma ocasional, sin generar un beneficio
claro para la planta (Freitas et al., 2000; del Val &
Dirzo, 2004; Alma et al., 2015). En estos ultimos
casos, una especie de planta puede interactuar
con varias especies de hormigas (del Val & Dirzo,
2004).

La labilidad y efectividad de esta proteccion
depende de muchos factores, tales como
la agresividad y dominancia de las hormigas
involucradas (Flores-Flores et al., 2018), del
tamafio de las formicidas (Rico-Gray & Oliveira,
2007), de la abundancia de éstas (Katayama &
Suzuki, 2010), de la identidad de los herbivoros
involucrados (Mody & Linsenmair, 2004; Rico-
Gray & Oliveira, 2007) y de la densidad relativa
de éstos (Inouye & Taylor, 1979) asi como de la
calidad de los recursos disponibles en el ambiente
(Passos & Leal, 2019). Debido a que numerosos
factores influyen en el resultado de la interaccion,
ésta puede presentar variaciones espaciales (Alma
et al.,2015) y temporales (Calixto ef al., 2021). Las
primeras pueden deberse a variaciones altitudinales,
latitudinales o geograficas, mientras que las
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segundas pueden ocurrir dentro o entre afios (Rico-
Gray & Oliveira, 2007); estas tltimas no han sido
tomadas en cuenta en la mayoria de los estudios
(Rico-Gray & Oliveira, 2007). Adicionalmente,
disturbios ambientales como la fragmentacion
del habitat (Pereyra, 2015) pueden afectar la
composicion de especies de hormigas visitantes.
En relacion con el espacio, se ha demostrado
que plantas introducidas en un sitio pueden ser
colonizadas por especies de hormigas locales
(Howe & Westley, 1988; Marazzi et al., 2014).
Esta capacidad puede ser aprovechada en contextos
agricolas, usando las plantas con NEFs como
cultivos de cobertura para aumentar la abundancia
de hormigas que controlan plagas (Bentley, 1983;
Woolwine & Reagan, 2001).

La asociacion planta-hormiga fue ampliamente
estudiada en plantas con nectarios extraflorales en
partes vegetativas (Bentley, 1977a, Koptur, 1992,
Heil & McKey, 2003, Rico-Gray & Oliveira,
2007), conformando muchas veces una defensa
contra herbivoros. En cambio, la funcion de
los NEFs ubicados en inflorescencias, nectarios
circumflorales segun Rico-Gray (1993, citado
en Rico-Gray & Oliveira, 2007), ha sido menos
explorada (Bentley, 1977b; Keller, 1980; Vesprini e?
al.,2003). Richards (1986) postul6 que las hormigas
visitantes de estos NEFs pueden disuadir a visitantes
florales no polinizadores (como ladrones de néctar
perforadores del perianto o insectos pequefios),
sin interferir con los polinizadores legitimos. Esto
fue comprobado para Vigna luteola (Jacq.) Benth.
(Phaseolinae, Fabaceae), donde algunos visitantes
florales no polinizadores, emplean mas tiempo en
las flores que los polinizadores (Aguirre-Jaimes e?
al., 2018), probablemente intentando conseguir un
recurso floral al que su desacople con las flores no
les permite acceder. No obstante, en estos casos, la
presencia de las hormigas beneficia a las plantas
s6lo cuando la proteccion no es desequilibrada por
efectos negativos sobre otros artropodos benéficos
(Rico Gray & Oliveira, 2007). También se ha
constatado que pueden proteger contra algunos
fitofagos, pero no contra todos (Rico-Gray, 1989;
Oliveira, 1997), cuando la actividad de las hormigas
se circunscribe a NEFs solo activos en botones
florales (Belan ef al., 2020) o durante el dia en flores
de polinizacién nocturna (Dejean ef al., 2011). No
obstante, el beneficio depende del efecto neto de la
proteccion contra fitofagos y la no disrupcion de la
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polinizacion, el cual es particular de los organismos
intervinientes en la interaccion (Calixto et al.,
2024). Empero, muchos trabajos no distinguen
el efecto de las hormigas sobre visitantes florales
polinizadores y no polinizadores (Viera da Silva et
al., 2025).

Leptospron adenanthum (G. Mey.) A. Delgado
(Phaseolinae, Fabaceae), es una trepadora robusta,
perenne, de origen neotropical y naturalizada en el
resto del tropico (Palacios & Hoc, 2001; Zuloaga
& Belgrano, 2025). Sus flores, cuya longevidad es
de un dia (Di Stilio ef al., 1991), se disponen en
racimos que poseen ejes con nueve o mas nudos, en
cada uno de los cuales se originan ejes secundarios
acortados que portan dos flores y cinco a siete NEFs
que maduran sucesivamente; al menos uno de estos
NEFs esta activo en cada eje secundario, desde el
inicio de los botones florales hasta la maduracion
de los frutos (Ojeda et al., 2013). Esta fenologia
permite hipotetizar que la presencia y la actividad
de los NEFs constituyen una defensa biologica en la
cual las hormigas protegen a las flores y los frutos
en desarrollo frente al ataque de florivoros, otros
visitantes florales no polinizadores, fitéfagos y/o
predadores pre-dispersores de semillas.

Esta especie riparia habita bafiados y bordes de
cursos de agua. En la Argentina se distribuye en las
Selvas marginales (de la Provincia Biogeografica
Paranaense) y del Distrito Chaqueifio Oriental (de la
Provincia Biogeografica Chaquefia) y en las Selvas
de transicion (de la Provincia Biogeografica de
las Yungas), desde 0 hasta 700 m s.n.m. (Palacios
& Hoc, 2001). Se encuentra en las provincias de
Jujuy, Salta, Tucuman, Misiones, Formosa, Chaco,
Corrientes, Entre Rios, Buenos Aires (Zuloaga &
Belgrano, 2025).

Es considerada una especie forrajera en areas
subtropicales y tropicales (Fernandez et al.,
1988; Schinini et al., 2004; Izaguirre, 2005),
particularmente en tierras inundables, donde las
propiedades de nitrificacion son mas valiosas.
Ademas, tiene valor ornamental (Etcheverry, 2005;
Etcheverry et al., 2008; Hoc & Ojeda, 2013). Sus
hojas son utilizadas en infusiones o decocciones
en la medicina popular en el conurbano bonaerense
y platense (Hurrell ez al., 2001). Su tallo es usado
en la pesca y el acarreo por el pueblo Chorote del
Chaco Semiarido (Scarpa, 2007). A pesar de sus
numerosas utilidades, ain no se cultiva con fines
comerciales en Argentina. Comprender la funcion

ecologica de sus NEFs permitiria entender las
posibles ventajas que estas estructuras pueden
otorgar en la formacion de frutos y semillas de
esta especie; esto aportaria conocimiento para su
implementacion como recurso multifuncional en
agricultura sustentable.

El éxito reproductivo de L. adenanthum
es usualmente afectado por coledpteros
(Chrysomelidae, Bruchinae) que se alimentan de
sus semillas (Koptur & Lawton, 1988; Ruhren,
2003; Johnson & Romero, 2004; De la Cruz et al.,
2013; Zhang et al., 2022). Hasta ahora no se ha
puesto a prueba si las hormigas libadoras de los
NEFs defenderian a las plantas contra el dafio de
estos predadores pre-dispersores de semillas.

El objetivo de este estudio fue comparar la
composicion de los Formicidae visitantes a los
nectarios extraflorales de las inflorescencias de L.
adenanthum, y su funcion, en diferentes sitios y
temporadas reproductivas, a fin de comprobar si
existe especificidad, asi como variacién espacial y
temporal en la interaccion, y la posible influencia de
las hormigas en el éxito reproductivo (produccion
de frutos y semillas) de la planta. Las hipotesis que
se pusieron a prueba fueron: la asociacion entre L.
adenanthum y hormigas no es especie-especifica
(1); varia temporalmente (2) y espacialmente (3); y
la produccion de frutos y semillas de L. adenanthum
aumenta con la presencia de hormigas que patrullan
los nectarios extraflorales (4).

MATERIALES Y METODOS

Sitios de estudio

El estudio se realiz6 en dos poblaciones naturales
de Argentina, y una de ellas incluyé un cultivo
experimental. Poblaciones naturales: durante 2008,
se realizaron observaciones preliminares en una
poblacion establecida naturalmente en el Campo
Experimental (C.E.) de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales (FCEyN) de la Universidad
de Buenos Aires (UBA), ubicado en la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires (CABA), 34° 32’ 3
1,4" S, 58° 26" 32,9" O (Fig. 1A, C). Durante 2010
y 2011, desde febrero hasta abril, se realizaron
observaciones y experimentos de exclusion de
hormigas a los NEFs en ejemplares de Leptospron
adenanthum creciendo en el Parque Municipal
San Carlos, Concordia, Entre Rios, 31° 22° 14”
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S, 57° 59’ 48” O, (Fig. 1B), que se disponian en
dos parches de aproximadamente 5 y 8 metros,
respectivamente (Fig. 1D-E), separados por un
grupo de arboles y arbustos.

Cultivo experimental: en febrero de 2010, se
establecido un cultivo en el Campo Experimental
de la FCEyN (UBA), a partir de germoplasma
procedente de Argentina: Chaco: Dpto. S.
Fernando, Barranqueras, T. Meyer 755 (SI); Dpto.
Bermejo, Las Palmas, E. Pueyrredon 17918 (SI).
Corrientes: Dpto. Capital, EBCO, 20/02/2009,
P. Hoc 396, 397 (BAFC); Dpto. San Cosme, R.
Parana y Ayo, San Juan, A. Schinini y C. Quarin
11545 (SI). Delta, Aguila Negra, A. Burkart
7654 (SI). Para ello, en noviembre de 2009, se
escarificaron mecanicamente 30 semillas mediante
una incision en el tegumento opuesta al hilo y se
dispusieron en cajas de Petri de 15 cm de diametro,
sobre una base de algodon y papel Whatman
humedecidos con agua destilada. Una vez que
germinaron, las 30 plantulas emergidas fueron
trasplantadas a macetas previamente preparadas
con una mezcla de tierra mejorada y perlita 3:1.
Inicialmente se mantuvieron en macetas de 250
cm’® en el laboratorio hasta la emergencia del cuarto
nomofilo. Alcanzado este estadio, se transfirieron
a macetas de 2,5 litros que permanecieron en
invernaculo hasta el inicio del crecimiento de las
ramas laterales del eje principal; en este estadio,
se transplantaron a macetas de 10 litros en las que
se aclimataron durante tres semanas. Cumplida
esta etapa, fueron trasplantadas a una parcela
alambrada de 10 x 14 m, dispuestas en tres hileras
de diez plantas cada una, con una separacion de
un metro entre plantas y entre hileras (Fig. 1F).
Cada planta se colocd en un pozo de 50 cm de
profundidad y se tutord con tres cafias atadas
entre si. Se regaron tres veces por semana. El
control de malezas se realizdo mediante cobertura
del resto del suelo con laminas de polietileno
negro, complementando con desmalezado manual
dos a tres veces por mes segin las condiciones
meteorologicas y fenologicas. Todas las plantas
florecieron y fructificaron. Las floraciones y
fructificaciones ocurrieron desde abril a mayo
de 2010, diciembre de 2010 a mayo de 2011 y
diciembre de 2011 a mayo de 2012 (temporadas
que seran referidas como 2010, 2011 y 2012 en el
resto del texto). La supervivencia de los ejemplares
fue monitoreada hasta diciembre de 2012.

476

Caracteristicas del néctar

En la poblacion de Concordia, se aislaron 5
inflorescencias con bolsas de organza en ambos
parches de plantas y se dejo acumular el néctar
por 24 hs. En cada inflorescencia aislada se contd
la cantidad de nudos portando NEFs activos.
Al dia siguiente, se extrajo el néctar con un
microcapilar graduado, registrando el volumen;
este valor se dividié por la cantidad de nudos,
para estimar el volumen por nudo. Para medir
la concentracion de azucares totales, debido
al escaso volumen que producen los NEFs, se
diluy6 en un volumen conocido de agua destilada
(siguiendo a Kearns & Inouye, 1993) y se midio
su concentracion con un refractometro de mano
analdégico para volimenes pequeiios (Eclipse,
Bellingham & Stanley®), haciendo luego el
calculo correspondiente.

Observaciones de los insectos visitantes de los
NEFs, visitantes florales y fitofagos

Tanto en las poblaciones naturales (2008 en
CABA y 2010-2011 en Concordia) como en el
cultivo (2010-2012 en CABA), se registro la
presencia, identidad taxonomica y actividad
de hormigas que recorrian los NEFs, asi como
de otros posibles visitantes de los NEFs, de
los visitantes florales, de los fitofagos, y de las
interacciones entre las hormigas entre si y con
estos grupos de insectos. En las poblaciones
naturales se observo en todos los parches (en 30
inflorescencias) y en el cultivo en las 30 plantas
cultivadas (en 1 inflorescencia por planta).
Los registros se hicieron mediante observacion
directa, ad Ilibitum (Altmann, 1984), desde
las 8 am hasta las 5 pm, durante 15 min. cada
hora, 7 dias cada afio (sumando 21 dias) en
poblaciones naturales y 1 vez/semana durante
las 3 temporadas de floracion y fructificacion
(sumando 9 dias en 2010, 30 dias en 2011 y 30
dias en 2012) en el cultivo, totalizando 90 dias de
observacion. Para la identificacion taxonomica de
las hormigas, se colectaron especimenes de cada
especie y se determinaron mediante las claves y
descripciones de Kusnezov (1978), Holldobler &
Wilson (1990) y Fernandez (2003), con posterior
confirmacion por el especialista F. J. Sola.

La funcion de los visitantes florales se estudio
durante los mismos afios en ambos sitios (Hoc &
Ojeda, 2013).
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Fig. 1. Sitios de estudio de Leptospron adenanthum durante 2008-2012. A, C y F: Campo Experimental
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Ciudad Auténoma de
Buenos Aires; B, D y E: Parque Municipal San Carlos, Concordia, Entre Rios. A: Vista satelital del Campo
Experimental en CABA. B: Vista satelital de un sector del Parque Municipal San Carlos, Concordia, la flecha
indica la zona de estudio. C: Ejemplares de la poblacion natural creciendo sobre un cerco observada en
2008. D-E: Ejemplares creciendo naturalmente, en los cuales se realizaron observaciones y experimentos
de exclusion de hormigas en 2010 y 2011. Las plantas se disponian en dos parches; D: parche de ca. 5 m
de extension; y E: parche de ca. 8 m de extension. F: Cultivo experimental con tutorado individual, riego
regular y control manual de malezas. Escalas=C: 2 m; D: 5m; E: 8 m; F: 2,15 m.
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Experimentos de exclusion de hormigas
patrulladoras de los NEFs

Para determinar la proteccion por las hormigas
sobre la producciéon de frutos y semillas
se realizaron los siguientes ensayos en ambos
sitios: se marcaron y enumeraron inflorescencias
elegidas al azar, anotando la cantidad de frutos
preexistentes, flores abiertas y botones florales. Se
llevaron a cabo dos tratamientos: control, donde
se marcaron inflorescencias con tiras plasticas,
permitiendo el recorrido normal de los formicidos
(Fig. 2A) y exclusion, donde se excluyeron las
hormigas de las inflorescencias. Para esto primero
se sacudieron las ramas o se sacaron las hormigas
con pincel, se deshicieron los puentes (otras
ramas y hojas en contacto con la inflorescencia,
por las cuales las hormigas podrian acceder a la
inflorescencia en cuestion), se enroll6 una pequeia
tira de papel de aluminio alrededor del pedinculo,
la cual se unt6 con una resina repelente de hormigas
(Tanglefoot®) (Fig. 2B). En cada temporada,
el experimento se realizd desde el inicio de la
floracion hasta el fin de la fructificacion. Cuando
los frutos maduraron, antes de su dehiscencia
(aproximadamente un mes después de la antesis),
se colectaron de las inflorescencias marcadas de
ambos tratamientos y se guardaron en bolsas de
papel madera. Se contabilizé la cantidad total de
frutos y semillas producidas por inflorescencia

y por fruto, respectivamente; adicionalmente,
en las semillas obtenidas del cultivo, se registro
la cantidad de semillas infestadas y de semillas
sanas. Se calcularon los porcentajes respectivos
para cada tratamiento para cada una de estas tres
variables. La cantidad de inflorescencias tratadas
fue: en Concordia, control = 14, exclusion = 15 (en
2 parches de 5 y 8m, respectivamente, sin que fuera
posible identificar cuantas plantas componian cada
uno, se trataron inflorescencias a lo largo de toda la
extension de los parches) y en el cultivo, control =
202, exclusion = 198 (en 30 plantas).

Andalisis estadistico

Los datos correspondientes al porcentaje de
frutos producidos fueron transformados con la
funcién logaritmica antes de realizar un ANOVA,
ya que la distribucion no cumplia con los supuestos
de este test; las demas variables fueron analizadas
sin la aplicacion de esta transformacion. Se aplico
ANOVA de tipo III seguido de test de Duncan (o =
0,05). Los datos se analizaron mediante el software
de Di Rienzo et al. (2008).

Los resultados obtenidos durante las distintas
temporadas de muestreo de la poblacion de
Concordia asi como las comparaciones entre sitios
fueron analizados utilizando la prueba de Kruskal
Wallis, debido a que no podia aplicarse un test
paramétrico.

Fig. 2. Experimento de exclusion de hormigas visitantes de los nectarios extraflorales (NEFs) de Leptospron
adenanthum. A: Tratamiento Control, donde las inflorescencias marcadas con tiras plasticas permanecieron
accesibles a las hormigas, permitiendo su recorrido normal. B: Tratamiento Exclusién, en el cual se impidio
el acceso de las hormigas a las inflorescencias mediante la remocién manual de los individuos presentes,
la eliminacién de puentes de acceso y la colocacién de una barrera fisico-quimica en el pedunculo: una tira
de papel de aluminio untada con resina repelente (Tanglefoot®). Escalas= A: 94 mm; B: 63,2 mm.
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Terminologia empleada

A pesar que Rico-Gray & Oliveira (2007)
propusieron el uso de nectarios circumflorales para
aludir a las glandulas productoras de néctar externas
a las flores, pero cercanas a ellas, y restringir el uso
de nectarios extraflorales a aquellos presentes en las
estructuras vegetativas, esta ultima denominacion
es mas ampliamente usada, por lo que se decidio el
uso conservativo de los vocablos.

REsuLTADOS

Caracteristicas del néctar

En los nectarios de 18 nudos de 5 inflorescencias
medidos, el volumen promedio, desvio estandar y
rango producido por los nectarios activos en cada
nudo fue 0,18 + 0,16 pl (0,05-0,5), mientras que la
concentracion promedio, desvio estandar y rango
de azlicares totales fue 3 + 5 % (0,02-12,5).

Identidad, ocurrencia y actividad de las hormigas
visitantes de los NEFs y de los fitofagos

Los insectos que patrullaron y libaron los nectarios
extraflorales fueron hormigas (Hymenoptera,
Formicidae), no se observaron otros insectos libando
los NEFs. Se registraron tres especies de 3 subfamilias:
Camponotus mus Roger, 1863 (Formicinae) “hormiga
carpintera”, Linepithema humile (Mayr, 1868)
(Dolichoderinae) “hormiga argentina”, Solenopsis sp.
Westwood, 1840 (Myrmicinae) “hormiga colorada”.
La aparicion en los diferentes sitios y temporadas de
observacion se detalla en la Tabla 1.

Las hormigas recorrian durante todo el dia las
inflorescencias, libando los NEFs, en todos los
estadios fenoldgicos reproductivos: botones florales,
flores, frutos (Fig. 3A-D). De las dos especies
de hormigas que patrullaron en CABA, C. mus
fue dominante, desplazando a L. humile de las

inflorescencias a las que éstas arribaban. En cambio,
en Concordia, no se observaron desplazamientos
entre C. mus y Solenopsis sp., pero tampoco se las
observo libar simultdneamente en ninguna de las
dos temporadas. Las hormigas no interfirieron con
los visitantes florales (Fig. 3D). Tampoco se observo
interaccion con la mayoria de los fitofagos, lo cual
se vio reflejado en el estado general de las plantas,
que presentaban signos de herbivoria. La identidad,
ocurrencia y actividad de los fitofagos se detalla
en la Tabla 2. La unica interaccion de las hormigas
con los fitofagos fue la libacion de la excrecion
de las cochinillas (Hemiptera, Sternorrhyncha,
Coccoidea) que se hallaban sobre los tallos y los ejes
de las inflorescencias en el cultivo por L. humile. Los
bruquinos emergieron de las semillas de los frutos
secos (tanto de los que permanecian en las plantas
como de los colectados).

Experimentos de exclusion de hormigas patrulladoras
de los NEFs

En la poblacion natural: En Concordia (Fig.
4, Tabla 3), dentro de cada afio, no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos de exclusion de hormigas y control, tanto
en el porcentaje de frutos producidos (Fig. 4A, Tabla
3) como en el porcentaje de semillas producidas (Fig.
4B, Tabla 3); asimismo, al comparar la respuesta de
ambas variables entre afios, éstas tampoco difirieron
significativamente (H= 2,96, p=0,3974; H=4,18, p
= 0,2223, respectivamente).

En el cultivo experimental

Al evaluar las variables reproductivas de L.
adenanthum en el cultivo experimental durante
las temporadas 2010, 2011 y 2012 (Fig. 5,
Tablas Suplementarias 1-3), dentro de cada afio,
no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos (exclusion vs. control) para el porcentaje

Tabla 1. Identidad y ocurrencia de las especies de hormigas visitantes de los nectarios extraflorales

(NEFs) de Leptospron adenanthum durante las temporadas de estudio en cada sitio.

Concordia
Especie de hormigas 2010 2011
Camponotus mus X X
Linepithema humile - -
Solenopsis sp. X X

CABA
2008 2010 2011 2012
X — — —
X X X X
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Fig. 3. Hormigas libando los nectarios extraflorales (NEFs) de Leptospron adenanthum. A-C: Camponotus
mus, en poblacién natural en Concordia. D: L. humile, en cultivo en CABA. A: Individuo libando los NEFs
entre los botones florales. B: Individuos libando los NEFs entre las flores. C: Individuos patrullando los ejes
de una inflorescencia y libando los NEFs (ejemplar de la izquierda) entre los frutos. D: Individuos libando
los NEFs entre los frutos mientras un ejemplar de Apis mellifera visita una flor (arriba izquierda). Escalas=
A:53mm; B: 10 mm; C: 5,3 mm; D: 4,7 mm.
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Tabla 2. Identidad y actividad de insectos fitéfagos sobre Leptospron adenanthum durante las
temporadas de estudio en cada sitio.

Orthoptera (langostas) Comian las hojas jovenes X X - - - -

Hemiptera, Sternorrhyncha,

Coccoidea (cochinillas) Succionaban los tallos - - X X X X

Coleoptera (Chrysomelidae, Oviponian en los frutos; las
Bruchinae) crias comian las semillas

Comian las flores y las
hojas jovenes

Coleoptera (afin. Staphilinidae)

Fig. 4. Exito reproductivo de inflorescencias de Leptospron adenanthum con hormigas recorriendo los
nectarios extraflorales (control) y sin hormigas recorriendo los nectarios extraflorales (exclusion) en una
poblacién natural (Concordia) durante dos temporadas de floracion (2010 y 2011). A: Porcentaje de frutos.
B: Porcentaje de semillas. Las barras representan medias + desvio estandar.

Tabla 3. Analisis estadistico del éxito reproductivo de inflorescencias de Leptospron adenanthum
con hormigas recorriendo los nectarios extraflorales (control) y sin hormigas recorriendo los nectarios
extraflorales (exclusién) en una poblacién natural (Concordia) durante dos temporadas de floracion

(2010 y 2011). Abreviaturas = N: cantidad de inflorescencias marcadas y cantidad de frutos procesados.

% Frutos Producidos Control 2010 10 15,03 7,68 16,9 296 0,397
% Semillas Producidas Control 2010 8 59,3 35,76 56,11 4,18 0,222
% Frutos Producidos Control 201 4 13,94 7,72 11,81
% Semillas Producidas Control 2011 3 78,57 25,75 85,71
Concordia % Frutos Producidos Exclusion 2010 9 17,81 11,04 16,67
% Semillas Producidas Exclusion 2010 7 59,01 41,79 80
% Frutos Producidos Exclusion 201 6 10,17 7,59 7,29
% Semillas Producidas Exclusion 201 4 97,12 5,77 100
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de frutos (Fig. SA, Tabla Suplementaria 1, F'=0,22; p
=0,6379), ni para el porcentaje de semillas producidas
(Fig. 5B, Tabla Suplementaria 2, F'=3,77; p= 0,0529)
pero si para el porcentaje de semillas infestadas (Fig.
5C, Tabla Suplementaria 3, F = 0,06; p = 0,0082).
Al comparar entre afios, se detectaron diferencias
significativas, para las tres variables: el porcentaje de
frutos decrecio desde 2010 hasta 2012 (Fig. 5A, Tabla
Suplementaria 1, F'=24,36; p <0,0001), el porcentaje
de semillas producidas fue mas bajo en 2011 que

Fig. 5. Exito reproductivo de inflorescencias de
Leptospron adenanthum con hormigas recorriendo
los nectarios extraflorales (control) y sin hormigas
recorriendo los nectarios extraflorales (exclusion),
en un cultivo experimental en CABA. durante
tres afios (2010-2012). A: Porcentaje de frutos
producidos. B: porcentaje de semillas producidas.
C: porcentaje de semillas infestadas. Las barras
indican la media + error estandar.
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en los otros afos (Fig. 5B, Tabla Suplementaria 2,
F =17,14; p < 0,0001) y el porcentaje de semillas
infestadas fue mayor en 2010 respecto de los otros
afios (Fig. 5C, Tabla Suplementaria 3, F = 6,17; p =
0,024). No se detectaron interacciones significativas
entre afio y tratamiento para ninguna de las tres
variables: porcentaje de frutos (F=2,21; p=0,1113),
porcentaje de semillas producidas (F = 0,64; p =
0,525) ni porcentaje de semillas infestadas (F = 0,87,
p=0,4189).

Comparaciones entre sitios: Al comparar la
produccion de frutos y de semillas entre los dos
sitios durante ambas temporadas (Fig. 6, Tablas
Suplementarias 4-7), en 2010, no se observaron
diferencias significativas entre sitios ni entre
tratamientos (control vs. exclusién) para ninguna
de las dos variables: porcentaje de frutos (Fig.
6A, Tabla Suplementaria 4, H = 3,7; p = 0,2957) y
porcentaje de semillas producidas (Fig. 6B, Tabla
Suplementaria 5, H = 4,34; p = 0,1978); en cambio,
en 2011, si bien la produccion de frutos no difirio
significativamente entre tratamientos entre ninguno
de los sitios (Fig. 6C, Tabla Suplementaria 6, H
= 3,59; p = 0,3094), si se detectaron diferencias
significativas en el porcentaje de semillas
producidas entre tratamientos y sitios (Fig. 6D,
Tabla Suplementaria 7, H = 8,45; p = 0,0370),
siendo mayor con exclusion en Concordia, con
una media y mediana de 97,12 % y 100 %,
respectivamente (Fig. 6D).

DiscusioN

Caracteristicas del néctar

La concentracion del néctar extrafloral varia
mucho entre diferentes taxones, desde 76-88
% en tres especies de Dyckia (Bromeliaceae)
(Galetto & Bernardello, 1992), ca. 30 % en Vicia
angustifolia L. (Fabaceae) (Koptur, 1979), entre
5y 9 % en 7 especies de 4 familias, incluyendo
una Fabaceae (Lange ef al., 2017) yde 2 a4 % en
3 especies de Chamaecrista (Fabaceae) (da Silva
et al., 2023). Estas diferencias pueden deberse
no solo a cuestiones filogenéticas, sino también
a la localizacion del nectario (Navarro-Ulloa et
al., 2024), respuesta a la herbivoria (Gale et al.,
2021; da Silva et al., 2023) o sitios con distinta
irradiacion donde crecen las plantas. El néctar
extrafloral, al estar mas expuesto que en la mayoria
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Fig. 6. Comparacion del éxito reproductivo de inflorescencias de Leptospron adenanthum con hormigas
recorriendo los nectarios extraflorales (control) y sin hormigas recorriendo los nectarios extraflorales
(exclusion) entre los dos sitios de estudio (CABA y Concordia) durante 2010 (A-B) y 2011 (C-D). A, C:
Porcentaje de frutos. B, D: porcentaje de semillas. Las barras representan la media + desvio estandar.

de los casos del néctar floral, es mas plausible de
sufrir mayores variaciones debidas a varios factores
ambientales (Bentley, 1977a). Varias especies de
hormigas, entre ellas C. mus, prefieren soluciones
azucaradas entre 40 y 50 % (Nicolson, 2007). El
néctar de L. adenanthum no seria preferido por
esta especie de hormiga, lo que podria explicar su
ausencia durante los tres afios en el cultivo (quizas
por usar otros recursos mas atractivos) y la falta
de efecto protector contra los visitantes florales
no polinizadores y los florivoros (ver subseccion
“Efecto exclusion de hormigas de los NEFs™).

Identidad, ocurrencia y actividad de las hormigas
visitantes de los NEFs

De las tres especies de hormigas que visitaron
los NEFs, L. humile fue registrada visitando NEFs
en estipulas de otras Faboideae: Vicia spp. (Koptur,
1979), mientras que C. mus 'y especies de Solenopsis
fueron registradas visitando NEFs de otras
Fabaceae (Aranda-Rickert et al., 2014). Por lo que
la asociacion entre estas hormigas y L. adenanthum
no parece ser especialista. Rico-Gray & Oliveira
(2007) destacaron la falta de especializacion en las

asociaciones entre hormigas y plantas mediante
NEFs, las cuales tienden a ser generalistas, en
contraste con relaciones mas especializadas, ej.,
aquellas que involucran domacios (Rosumek et al.,
2009).

Camponotus mus estuvo presente en ambos sitios
de muestreo, en tres de los cuatro afios de estudio.
En cambio, Linepithema humile y Solenopsis
sp. estuvieron presentes en CABA y Concordia,
respectivamente, durante todos los afios de estudio.
L. humile procede de la cuenca del Parana, zona a
la que pertenece el sitio donde se realiz6 el cultivo,
aunque actualmente se la considera una especie
invasora, ocupando en la Argentina gran parte de
este pais (Pirk et al., 2020). No obstante, s6lo visitd
los NEFs en C.A.B.A. Por lo antes expuesto, C. mus
mostrdé mas constancia, tanto entre sitios como entre
afios, mientras que los otros dos taxones mostraron
constancia temporal pero solo en un sitio; por lo que
la composicion del ensamble vario espacialmente.

En cada sitio y temporada, cuando acudid mas
de una especie de hormiga a los NEFs, usaron ese
recurso dos especies. Co-ocurrencia de dos o mas
especies de hormigas usando los mismos NEFs
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es usual, incluso sin agresiones entre ellas (Fotso
et al., 2015). La visita de las hormigas a los NEFs
en inflorescencias en todos los estados fenologicos
reproductivos (botones florales, flores y frutos)
coincide con la actividad de los NEFs (Ojeda et al.,
2013) y aseguraria una posible proteccion durante
toda esa ventana temporal de desarrollo.

En el comportamiento de los formicidos con
respecto a la presencia de otros artropodos, no se
observo que las hormigas ahuyentaran o repelieran
a los visitantes florales, fueran polinizadores o no.
L. adenanthum, al menos en Concordia y CABA, es
visitada por varios apodiformes, de los cuales solo
especies de Mesoplia, Xylocopa, Bombus 'y Centris
polinizan, mientras una especie de Trigona y Apis
mellifera no activan el mecanismo de transferencia
de polen (Di Stilio et al., 1991; Hoc & Ojeda, 2013).

Efecto de la exclusion de hormigas libadoras de los
NEFs

En la poblacion natural de Concordia, la falta
de efecto de la exclusion de hormigas sobre la
produccion de frutos y de semillas durante ambas
temporadas reproductivas sugiere una baja eficacia
defensiva cuando estas especies de hormigas
patrullan los NEFs de L. adenanthum o una
interaccion con escaso beneficio para las plantas.

En el cultivo en CABA, la falta de influencia
de las hormigas sobre la produccion de frutos
y de semillas podria explicarse por la presencia
de cochinillas, que atraen a los formicidos y
desvian su atencion hacia otra fuente de liquido
azucarado (el que ellas excretan), como ocurre
con otros homodpteros (Buckley, 1983; Delabie &
Fernandez, 2003; Rico-Gray & Oliveira, 2007). Por
el contrario, la tendencia a un significativamente
mayor porcentaje de semillas infestadas al excluir
las hormigas (en dos de las tres temporadas
evaluadas), sugiere que las formicidas tendrian un
efecto disuasorio a la oviposicion por bruquinos.
Por otro lado, en este sitio, las variaciones
acontecidas entre afios, tanto en la produccion
de frutos y de semillas como en el porcentaje de
semillas infestadas, podrian estar relacionadas
con fluctuaciones en la abundancia de fitéfagos
o de factores abidticos como la temperatura y
precipitacion, como sugirieron Koptur (1985, 1992)
y Kersch & Fonseca (2005). Otros factores, como
el estado fisiologico de las plantas, su historia de
herbivoria o la distancia de los NEFs a los nidos de
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hormigas (Bentley, 1977a; Mckey, 1989; Koptur,
1992) también pueden influir esta interaccion.

Al comparar los dos sitios, si bien en 2010 la
respuesta de las plantas a la exclusion de hormigas
fue similar en ambos contextos, en 2011, el mayor
porcentaje de semillas producidas con exclusion en
Concordia sugiere que las hormigas presentes en
ese sitio habrian tenido un efecto neutro o incluso
negativo sobre el éxito reproductivo; esto puede
deberse a escasa agresividad frente a fitofagos, baja
densidad o interferencia con polinizadores. Si bien
en este estudio no se observd interaccion directa
entre las hormigas y los insectos que polinizan,
podrian haber influido en su frecuencia de visitas.
En los casos de NEFs cercanos a flores, la presencia
de las hormigas beneficia a las plantas s6lo cuando
la proteccion no conlleva efectos negativos sobre
otros artropodos benéficos (Mody & Linsenmair
2004; Rico-Gray & Oliveira, 2007). Asimismo, la
abundancia relativa de formicidos y/o herbivoros
puede modificar el costo-beneficio de la interaccion
(Rudgers & Strauss, 2004), alterando su eficacia
como mecanismo de defensa.

En lineas generales, la presencia o ausencia
de las hormigas registradas no influy6 en el éxito
reproductivo respecto a la produccion de frutos y
semillas. Con lo cual se puede afirmar que estos
formicidos no ejercieron un rol protector en L.
adenanthum en los sitios y temporadas de estudio.
En cambio, se evidencid proteccion contra la
infestacion por bruquinos en la mayoria de las
temporadas, ya que ésta fue mayor con las hormigas
excluidas, a diferencia de las observaciones de
Ruhren (2003) y Lenoir & Pihlgren (2006) en
otras Fabaceae. De la Cruz Pérez et al. (2013)
también observaron infestacion por bruquinos en L.
adenanthum, ademas de en otras faseolinas (Vigna
caracalla 'y Vigna luteola), pero no la cuantificaron.
Los altos niveles de especificidad de esta familia de
escarabajos en relacion a las fabaceas (Kergoat et
al., 2004; 2005) estarian desafiando constantemente
la proteccion débil que las hormigas puedan brindar.

La interaccion entre L. adenanthum y las
hormigas visitantes de sus NEFs vario entre sitios
solo en la identidad de algunos formicidos; la
principal variacion fue temporal, pero soélo para
uno de los sitios. Esto sugiere que esta asociacion
seria difusa, mas bien fortuita, como caracterizan
Rico-Gray & Oliveira (2007) a la interaccion entre
hormigas y las plantas con NEFs. La aparente falta



F. S. Ojeda & M. T. Amela Garcia- Nectarios extraflorales de Leptospron adenanthum

de efecto positivo consistente de las hormigas sobre
la produccion de frutos y semillas en L. adenanthum
no invalida la existencia del mutualismo, sino
que pone de manifiesto su labilidad. Este tipo de
asociacion puede fluctuar entre beneficiosa, neutra
o incluso perjudicial, dependiendo de multiples
y sutiles factores ecoldgicos (del Val & Dirzo,
2004; Flores-Flores et al., 2018). Por lo tanto, para
comprender las condiciones que determinan su
eficacia se requiere integrar, ademas de informacion
sobre identidad y comportamiento de los formicidos,
también cuantificacion de las densidades relativas
de éstos y de los fitofagos, entre otros factores.
Estudios posteriores deberian incorporar estas
mediciones. No obstante, este estudio sugiere que
los NEFs de L. adenanthum podrian no garantizar
una defensa reproductiva efectiva en todos los
contextos, y que su rol debe analizarse sumando mas
variables ecologicas, considerando la complejidad
de las interacciones tritroficas.

CONCLUSIONES

Las hormigas registradas patrullando los NEFs
no fueron especificas de L. adenanthum. En general,
la composicion de especies de hormigas visitantes
varid espacialmente pero no temporalmente dentro
de cada sitio. Las hormigas que patrullaron los
NEFs no constituyeron, en los sitios y temporadas
de estudio, una defensa bioldgica consistente contra
los visitantes florales no polinizadores ni florivoros,
ya que en la mayor parte de los casos su presencia
no incidié en un aumento de la produccion de frutos
ni de semillas, pero si contra los predadores pre-
dispersores de semillas, ya que la infestacion fue
mayor en ausencia de hormigas. Las variaciones
espaciales y en algunos casos temporales en esta
interaccion sugieren que la asociacion entre L.
adenanthum y las especies de hormigas registradas
conforman un mutualismo débil.
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