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Resumo

Guapira opposita(Vell.) Reitz (Nyctaginaceae), super-hospedeira gidhas de
Cecidomyiidae (Schizomyiina), é utilizada como modpara verificar o grau de
manipulacdo das potencialidades vegetais por dieseherbivoros galhadores. O
estudo morfologico, anatbmico e histoquimico detmuanorfotipos induzidos por
Bruggmannia elongata Bruggammnia robusta Pisphondylia brasiliensise um
Cecidomyiidae nao identificadovisa testar se galhas induzidas por espécies
filogeneticamente relacionadas apresentam maiorermrde caracteres em comum
relacionados ao abrigo, defesa e nutricdo do imdutds galhas induzidas pd.
robustg B. elongatae do Cecidomyiidae néo identificado apresentaram ass @mltos
niveis de similaridade demonstrandoe galhadores congenéricos compartilhham um
maior niumero de caracteres quando se estabelecemmanmesma planta hospedeira.
A galha dePisphondylia brasiliensiamostra o fendétipo mais distante dos demais
morfotipos por apresentar um maior nimero de caregtexclusivos. Esta galha, Unica
induzida em gemas d&. opposita apresenta similaridades com galhas de gemas
descritas na literatura, demonstrando encurtanmgsentrendés com ampla manipulacéo
do sitio meristematico, levando a grande produgiprdjecdes foliares. As projecdes
sdo originadas a partir de dois padrdes de atieslatkristematicas: o primeiro repete o
modelo apical, no qual ha formacéo de pares dagatipostas cruzadas e o segundo a
partir do meristema localizado na base das progefddares que da origem a uma nova
projecdo com seu préprio meristema axilar. As difeas nos padrées organogénicos
do caule e das projecdes foliares expressam aidapgacdeste indutor em modificar o
curso da atividade do meristema apical a seu f@®modo a verificar se a estrutura e
capacidade fotossintética das projecOes foliaresipailares as da folha padrao, foram
realizadas analises da anatomia foliar, condutaesi@mmatica estimada, teor de
pigmentos e fluorescéncia da clorofil@a folha ndo galhada e nas projecdes foliares da
galha. As projecbes, apesar da area reduzida, dtra@m grande similaridade
anatdémica com a folha ndo galhada, sendo hipostmaeatom mesofilo dorsiventral.

A condutancia estomatica estimada nao diferiu Bgg@tivamente, enquanto que foi
verificada reducdo no teor de pigmentos e nos eslale rendimentos quanticos
potencial e efetivo. Conclui-se que, a grande dewl® de projecées pode conferir
aumentos compensatorios a fotossintese na galli® spre estas podem auxiliar na

manutencao do sister®Pasphondylia brasiliensis Guapira opposita.



Abstract

Guapira opposita (Vell.) Reitz (Nyctaginaceae), a super-host of i@@myiidae
(Schizomyiina) galls, is used as a model for evalgathe degree of different galling
herbivores potential for plants manipulation. Marjadgical, anatomical and
histochemical studies of four morphotypes induced Bsuggmannia elongata, B.
robusta, Pisphondylia brasiliensand an unidentified Cecidomyiidae aims to test if
phylogenetically related species induced galls \wigher number of similarities related
to shelter, protection and nutrition to the gallkexa The galls induced yruggmannia
robusta, B. elongatand the unidentified Cecidomyiidae presented igadst level of
similarities demonstrating that congeneric gall erakshare the highest number of
characters when set in the same host plant. Th@fgRisphondylia brasiliensishows
the most distinct phenotype when compared to therdhree morphotypes because of
its larger number of unique characters. This gadluced only in buds d&. oppositais
similar to the bud galls described in literaturathwshortening of internodes and
extensive manipulation of the meristematic siteicilend up with a high production of
leaf projections. These projections are generateoh ftwo patterns of meristematic
activity: the first one repeats apical pattern niadewhich crossed-opposite pairs of
leaves are generated, and the second from a nmeristated at the base of each leaf
projection, which gives rise to a new projectionthwits own axillary meristem.
Differences in stem organogenic patterns and legégtions production reflect the gall
maker’s ability to changing the course of apicafistem activity in its favor. In order
to verify whether the structure and photosynthetipacity of the leaf projections are
similar to the non galled leaf pattern, leaf anatpestimated stomatal conductance,
pigment content and fluorescence of chlorophyllevanalyzed in both materials. The
projections, despite their small area, are anandalhgisimilar to the non galled leaves.
The estimated stomatal conductance did not difiggnifscantly, whereas chlorophylls
content and the potential and effective quantundgigvere reduced. We can conclude
that the high density of projections may providec@npensatory increase in gall
photosynthesis, and so they can assist the mamtenaf Pisphondylia brasiliensis -

Guapira oppositasystem.
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Introducéo geral

Espécies super-hospedeiras de herbivoros galhadores

Insetos galhadores comp&em um grupo de herbivodidiéicos especializados,
cuja maioria possui alto grau de especificidadata e 6rgado hospedeiros (Wetsal.
1988). Sédo capazes de manipular os tecidos vegekisorma coordenada, dando
origem a estruturas altamente especificas que @EMiaracterizar tanto o indutor
guanto o hospedeiro no qual se alojam (Redfern &e®s1992; Raman 2007). A
formacdo das galhas resulta da atividade do indyierprovoca uma série de reacdes
nos tecidos vegetais, comumente ligadas a hip@&p&dipertrofia celulares (Mani
1964).

Induzida por um organismo e produzida por outra@galas sdo a expressao de
uma complexa relagcdo na qual a planta modifica dogénese de seus tecidos para a
acomodacao do inseto (Schaedeal.2005), fornecendo para 0 mesmo abrigo, nutricdo
e protecdo (Redfern e Askew 1992; Raman 2007). udont nessa relacao,
aparentemente é o galhador que controla as maghisatissulares, e deste modo o
morfotipo da galha representa o fenétipo extendidandutor (Stone & Schénrogge
2003). Como insetos altamente especializados, lbad@es demonstram ser sensiveis
as variacoes na fisiologia, no perfil quimico, msehvolvimento e na fenologia de sua
planta-hospedeira (Raman 2007).

Enquanto alguns taxa de galhadores tendem a sei@dza@ em diferentes
familias vegetais (Price 2005), algumas plantasnsadis atacadas que outras (Roskam
1992). Levantamentos de galhas em diversas redd&asil apontam maior riqueza
de galhadores associados a familias como Astera@@geoniaceae, Leguminosae,
Fabaceae, Melastomataceae, Myrtaceae e Sapind@eagalves-Alvim & Fernandes
2001; Julidecet al. 2002; Maia & Fernandes 2004; Ma#aal.2008). Na maioria destes
estudos, a maior riqueza de galhadores esta retatacao maior nimero de espécies da
familia hospedeira na composicao floristica loGdr{calves-Alvim & Fernandes 2001;
Julido et al. 2002). Entretanto, a presenca de super-hospedespazes de abrigar
sozinhas diversos morfotipos de galhas, altereel@gdes entre riqueza de plantas e
galhadores (Veldtman & MacGeoch 2003; Espirito-&a& Fernandes 2007;



Mendonca 2007), sendo que os niveis taxonémicos baxos de hospedeiros, como
género e espécie, se tornam relevantes nos levantasrde galhas (Mendon2@07).

Em diversas partes do mundo, espécies vegetaisr-sappedeiras sao
documentadas na literatura, tais co@oercus turbinella(Fernandes & Price 1988);
Baccharis dracunculifolia (Asteraceae)(Fernandeset al. 1996), Chrysothamnus
nauseosusspp consimilis e C. nauseosuspp hololeucus (Fernandeset al. 2001),
Eugenia multiflora(Maia 2001),Terminalia sericeaVeldtman & MacGeoch 2003);
Copaifera langsdorffi(Drummond 2005)Myrciaria cuspidata(Mendonca 2007) e
Lantana camargMoura 2007).

Além da importancia supracitada em estudos ecalégia andlise das super-
hospedeiras pode gerar informacdes sobre as palidades das plantas frente a
capacidade de manipulacao dos tecidos vegetaiggo dos indutores (Moura 2007).
Morfotipos que ocorrem em uma Unica espécie, coa® super-hospedeiras, podem
fornecer dados estruturais comparativos em um mesoaelo vegetal, possibilitando a
identificacdo de limites impostos pelas plantasdesenvolvimento das galhas bem
como a verificacdo da capacidade de resposta dgstaie frente a acdo destes
herbivoros (Moura 2007; Moused al.2008).

Guapira opposita - super-hospedeira de galhas

Guapira oppositgVell.) Reitz (Nyctaginaceae) € distribuida em tad@rritorio
brasileiro (Souza & Lorenzi 2008). Esta espécieaéiva do Brasil, possui habito
arbustivo a arbéreo, com folhas simples, opostagadas, geralmente glabras e ramos
jovens verdes a vinaceos com pilosidade esparsam& espécie mondica, com
inflorescéncias terminais dispostas em cimeiraseds. Suas infrutescéncias sao
normalmente glabras, de cor lilas a vinacea, cotncarpos globosos a oblongos,
geralmente elipsodides que enegrecem quando magkindan 1996).

Uma das caracteristicas marcantes nessa espéung @asticidade fenotipica
(Furlan 1996) que foi objeto de estudos anatommms plantas crescendo sob sol
(restinga) e em sombra (mata atlantica) (Fernghal. 2003; Fermino 2004)Estes
autores demonstraram diferencas significativaeegrduas popula¢cdes encontradas na
area e espessura foliar, densidade estoméaticajéguigmentos, presenca de estdmatos

e numero de camadas de parénquima palicadico.



Levantamentos de riqueza de galhadores indi@noppositacomo super-
hospedeira de galhas (Maia 2001; Mendonca 2007a ktaal. 2008), apesar destas
estruturas ndo serem abundantes em Nyctaginaceaga Neterminada populagéo, a
presenca d&. oppositafrequentemente coloca esta familia em niveis aleogqueza
de galhadores (Mendoncga 2007; Maial. 2008). Associados a ela encontram-se cerca
de nove morfotipos de galhas induzidos, em sua rimaipor espécies de Diptera:
Cecidomyiidae (Schizomyiina) (Gagné 2004; Maia 208k ia et al. 2008). Destes
morfotipos, cinco séo induzidos por espécieBdeggmannia(Maia & Couri 1993;
Maia 2004; Maiaet al. 2008), um porPisphondylia(Couri & Maia 1992), dois por
Proasphondylia (Maia 1993) e um por uma espécie ainda ndo idesd& de
Cecidomyiidae (Mai&t al.2008).

Populacdes dé&uapira opposita(Vell.) Reitz (Nyctaginaceae) com até seis
morfotipos de galhas sado encontradas em Minas &Gemad Rio Grande do Sul. Destas,
quatro morfotipos se destacam pelas caracteristica®ldgicas, alta frequéncia, sitios
de oviposicao e presenca de indumentos variados.

Galhas induzidas por Cecidomyiidae - desenvolviment aspectos gerais e impactos

nas plantas hospedeiras

Apesar da capacidade de induzir galhas ter evoluidependentemente em
diversos grupos de insetos (Felt 2001), a famikagidbmyiidae (Diptera) € o grupo
mais representativo de indutores de galhas em donmndo, seguido por Cynipidae
(Hymenoptera) e pelas ordens Hemiptera e ThysarmoffEspirito-Santo & Fernandes
2007). Os cecidomiideos estdo associados a vanasids vegetais colonizando nichos
diversos como gemas, folhas, caules, flores, freatesmentes (Price 2005). Suas galhas
apresentam grande variedade morfolégica, caraatirizpor um alto nivel de
especializacdo de seus tecidos, estruturas e rseuasde abertura (Dreger-Jauffret &
Shorthouse 1992).

Do ponto de vista anatdbmico, as galhas de Ceciddagyipassam por quatro
estagios ontogénicos basicos: inducdo, crescimerndesenvolvimento, maturacdo e
deiscéncia. A inducao é caracterizada por uma sé@ceafe sistemas de reconhecimento
inseto-planta, inseto-6rgdo ou inseto-tecido. Notdgis de crescimento e
desenvolvimento pode ser verificado o0 aumento dmassa decorrente da hiperplasia

(divisdo celular) e/ou hipertrofia (aumento celukam volta do sitio de alimentacédo da



larva. Nesse estagio, a neoformacao de tricomas pouirer. O estagio da maturacao é
caracterizado pelo fechamento completo dos teadogalha em volta da larva, com
neoformacédo de feixes vasculares e formacéo deotecitritivo rico em carboidratos.
Ha a formacéo de esclerénquima proximo ao tecidowar, formando uma bainha que
separa a galha em duas regides. A regido interdaeéamente influenciada pelo
cecidozoa enquanto a regido externa esta sob imflicéncia da planta hospedeira. A
porcdo externa da galha esta sempre envolvida coseuoestagio final que é a
deiscéncia (Rohfritsch 1992). Nesse estagio osldedniciam um processo de morte
celular que leva a estrutura a assumir externamemi coloracdo amarronzada ou
mesmo preta, tipicas de tecidos vegetais em de Qa0

No local de formacdo das galhas as alteracbes smectws morfoldgicos e
anatdémicos da planta hospedeira podem ser acongmspar mudancas nos padrdes
de desenvolvimento, metabolismo e da fisiologiaptinta. O desenvolvimento das
galhas estd associado a padrdes Unicos de difagdncios quais normalmente nao
estdo presentes no curso normal da morfogéneseydo atacado (Raman 2007). Além
das grandes mudancas percebidas nos sistemasdémanto, fundamental e vascular,
as galhas podem alterar a organogénese vegetandeva superproducdo ou
neoformacdo de érgdos (Mani 1964). Essas muda@gafreqiientemente observadas
em galhas induzidas em gemas (Watisl. 1988; Dreger-Jauffret & Shorthouse 1992;
Krauset al.2003; Raman 2007).

As alteracbes estruturais causadas pelos indutssies acompanhadas por
mudancas quimicas, tendo os galhadores papel iamperho controle da producgéo e
armazenagem de compostos primarios e secundariestenidos de suas galhas
(Bronner 1992; Hartley 1998; Nyman & Julkunen-6iig000). Os compostos primarios
estdo relacionados a nutricdo e os secundariosypedtar relacionados a protecdo do
galhador. Usualmente, as substancias de resergasps@as para cada taxon indutor,
onde tecidos nutritivos das galhas de cinipideassyeem um gradiente de amido e
lipidios que diminui em direcdo a camara larval & galhas de cecidomiideos
apresentam apenas amido (Bronner 1992). Em gafithgzidas por diversos taxa,
substancias fendlicas sdo freqientemente encostmadaregido externa ao tecido
nutritivo (Nyman & Julkunen-Tiitto 2000; Moukt al.2008 ).

Esta concentragdo e localizagédo diferenciada dabdkios estdo relacionadas
ao estabelecimento das galhas como drenos em espsdeiros e como tal podem

causar alteracdes no metabolismo vegetal constdtse em um excelente modelo para



estudos de estresse biologico em plantas (Raetarel. 2006). Durante seu
desenvolvimento, as galhas atuam como drenos, pemdo a translocacdo, em sua
direcéo e consequentemente em direcdo ao ind@ontientes que seriam destinados
ao desenvolvimento dos tecidos normais da planzC(®het al. 1985; Ramaret al
2006). A poténcia do dreno que as galhas exercemplamtas esta relacionada ao
“fitnes$ do indutor (Larson & Whitham 1997), sendo quesactha da planta ou do
orgéo hospedeiro influencia na forca deste drencCidaet al. 1985; Bursteiret al.
1996; Larson & Whitham 1997).

As mudancas nos aspectos fisiolégicos das plardasefa acdo de herbivoros
galhadores sdo variaveis e pouco estudadas (L4!$@8). Enquanto alguns estudos
indicam que as galhas podem levar a aumentos caadeios nas taxas fotossintéticas
dos orgéaos vizinhos (Fat al. 1996), outros demonstram que essas taxas saodaduzi
(Larson 1998; Aldea&t al. 2006). Decréscimos e aumentos nas taxas de condutancia
estomatica foram documentados na literatura (Lak®@®8; Florentineet al. 2005;
Lemos-Filhoet al. 2007). Mudancas negativas (Yaagal. 2003; Castro 2007) ou a
constancia no teor de pigmentos em galhas (Lan@d&) 2fuando comparadas a tecidos
nao galhados reforcam a dificuldade de se estabelama tendéncia nos aspectos
fisiologicos de galhas e no impacto gerado em d$mspedeiros. As informacdes
supracitadas demonstram a importancia de estudasirde estrutural-fisiolégico na
formacdo das galhas para auxiliar na compreenssimdoanismos de manipulacao dos
insetos indutores e dos impactos gerados em sa@plhospedeiras.

Face ao exposto, o presente trabalho tem comawaget

1) Comparar quatro morfotipos distintos induzidos spécies de
Cecidomyiidae (Schizomyiina) presentes na supepdubsra
Guapira opposita(Vell) Reitz (Nyctaginaceaea fim de encontrar
similaridades e diferencas anatomicas, e verifisar indutores
filogeneticamente préximos induzem galhas com reaiariveis de
similaridade.

2) Caracterizar as galhas induzidas em gemas Bisphondylia
brasiliensisCouri & Maia (Diptera: Cecidomyiidae) investigandse

processos organogénicos envolvidos em sua formagao.



3) Analisar as relacfes estruturais e fotossintétieasprojecoes foliares
produzidas nas galhas &e brasiliensisCouri & Maia verificando a

funcdo que estas exercem no sistema.
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Similaridades entre quatro morfotipos de galhas
induzidas por Diptera: Cecidomyiidae (Schizomyiina)

em Guapira opposita (Vell.) Reitz (Nyctaginaceae)



Similaridades entre quatro morfotipos de galhas indzidas por Diptera:

Cecidomyiidae (Schizomyiina) enGuapira opposita (Vell.) Reitz (Nyctaginaceae)

Resumo
Guapira opposita(Vell.) Reitz (Nyctaginaceae), super-hospedeira gidhas de
Cecidomyiidae (Schizomyiina), é utilizada como modgara verificar a manipulacao
das potencialidades vegetais por diferentes hedsvogalhadores. O estudo
morfologico, anatdmico e histoquimico de quatro fotgyzos de galhas induzidas por
Bruggmannia elongata Bruggammnia robusta Pisphondylia brasiliensise um
Cecidomyiidae nao identificadovisa testar se galhas induzidas por espécies
filogeneticamente relacionadas compartilham maionero de caracteres relacionados
a obtencdo de abrigo, defesa e nutricdo. As galleaBruggmanniaspp. e a do
Cecidomyiidae néo identificado apresentam simitat@lde 45%, compartilhando, em
especial, o sitio de oviposicdo, o nimero de c&nlaraais e a reserva de amid.
elongataapresenta como peculiaridades a forma discéideplamento no limbo e o
incremento das divisbes procambialk. brasiliensisapresentou maior numero de
caracteres exclusivos o que justifica sua baixalaiglade (120%) com os demais
morfotipos. A andlise de similaridade seguida doAPd@=monstrou que espécies
congenéricas compartilham maior numero de caractpnando se estabelecem numa

mesma planta hospedeira.

Palavras-chave: anatomia Cecidomyiidae; galhas; histoquimica; Guapirg

similaridade



Similarities among four gall morphotypes induced byDiptera: Cecidomyiidae

(Schizomyiina) in Guapira opposita (Vell.) Reitz (Nyctaginaceae)

Abstract

Guapira oppositaVell.) Reitz (Nyctaginaceae), a superhost fotigglCecidomyiidae
(Schizomyiina), is used as a model to verify theeptal of plant feature manipulation
by different galling herbivores. The morphologicahatomical and histochemical study
of four gall morphotypes induced Bruggmanniaelongata Bruggammniarobusta
Pisphondyliabrasiliensis and an unidentified Cecidomyiidae aims to tes¢tivar galls
induced by phylogenetically related species shdretey, protection and nutrition
related traits. The galls oBruggmannia spp. and those of the unidentified
Cecidomyiidae show 45% of similarity sharing, intmaular, the site of oviposition, the
number of larval chambers, and the reserve of Istddc elongata peculiarities are
discoid in shape, isolation in leaf lamina, and iacrease in divisions of the
procambium. Pisphondylia brasiliensis presents the largest number of exclusive
characters which justifies its low similarityl 0%) with the other three morphotypes.
The analysis ofsimilarity followed by PCA showed that congenesfecies share the

highest number of features when established ingleshost plant.

Key words: anatomy Cecidomyiidaepalls; histochemistryGuapira similarity



Introducao

Insetos galhadores sédo endofitéfagos especialistaxiados a uma Unica planta
hospedeira (Shorthous al. 2005). Distinguem-se dos outros herbivoros pornsere
capazes de manipular os tecidos vegetais, de famwmoadenada, dando origem a
estruturas altamente especificas que permitem tadiscriminacdo do indutor quanto
do hospedeiro no qual se alojam (Redfern & Aske@2i®Raman 2007). A formacéao
das galhas é complexa, uma vez que sua estruturza dia interacdo entre dois
organismos provenientes de reinos distintos (exmaAlia e Plantae) (Schaefet al.
2005). Independente da complexidade, seu valortaiilap € usualmente relacionado
ao abrigo, defesa e nutricdo do galhador (FRricd. 1987; Stone & Schonrogge 2003).

Para tais funcdes, nas galhas podem existir cantidasclerénquima ao redor
da camara larval, usualmente relacionadas a pwwgdalhador e suporte mecéanico
da galha. Nas camadas de tecido que revestem as;@maa&ncontra a fonte de alimento
dos galhadores, o tecido nutritivo. Este possuaataristicas diferenciadas similares as
encontradas no endosperma, com alto valor nutatieendo a forma de armazenagem
dos recursos possivelmente relacionada aos taxatoned (Bronner 1992). A
translocacao de nutrientes se da por uma redesaxtentecidos vasculares, capazes de
realizar a conducdo de nutrientes e 4gua para @snpdades da camara larval
(Rohfritsch 1992).

Os Cecidomyiidae (Diptera) possuem aproximadam&she espécies indutoras
de galhas (Price 2005) exibindo diversos padrbeasdeciacdo com seus hospedeiros
(Yukawa & Rohfritsch 2005). Espécies congenéricadem colonizar uma ou varias
familias vegetais (Yukawat al. 2005) ou ainda um unico género de plantas (Gagné
2004), gerando padrdes de radiacdo complexos (&iuseet al. 2005). De fato, os
insetos galhadores ilustram bem o processo decém@daptativa, no qual os membros
de uma linhagem filogeneticamente relacionada gemrem uma série de nichos. Os
Cecidomyiidae séo capazes de ovipositar em gerolissf caules, flores, frutos e
sementes (Price 2005), induzindo galhas com gram@bilidade morfolégica
(Rohfritsch 1992). As formas finais da estrutur@ $éadicionalmente atribuidas a
espécie indutora, reforcando o conceito de fendégptendido do inseto (Dawkins
1982).

Apesar da associacao entre galhador e planta heispegr bastante especifica,

algumas espécies vegetais apresentam maior sumsleégdie para a formacao de galhas



comportando um grande numero de indutores em sgae (Fernandest al. 1996;
Fernande®t al. 2000; Veldtman & MacGeoch 2003; Drummond 2005). tBeessas
super-hospedeiras se destdéaapira opposita(Vell.) Reitz (Nyctaginaceae) com
registros de diversos morfotipos de galhas (MenaoBQ07; Maiaet al. 2008)
induzidos por Diptera: Cecidomyiidae: Asphondyliig®chizomyiina) dos géneros,
BruggmanniaPisphondyliae Proasphondylig Gagné 2004).

Conforme exposto por Moura (2007), a analise dpsersiospedeiras de insetos
galhadores permite testar a capacidade de manfmuligs tecidos vegetais por parte
dos indutores e a imposicéo de limites estrutyreia planta hospedeira. Nos sistemas
G. opposita — Cecidomyiidae (Schizomyiina), as caracteristicasrfoibgicas e
anatomicas podem fornecer informacdes sobre osdgmdie desenvolvimento de
galhas em uma mesma espécie hospedeira por ifidegeseticamente relacionados. A
presenca de indutores de taxa relacionados, caredits sitios de alimentacdo em um
anico hospedeiro indica um processo de diversificagesses insetos (Coek al.
2002), podendo a caracterizacdo dos diversos npomfotde galhas d&. opposita
indicar peculiaridades ligadas aos padrbes comperitais de Schizomyiina.

O objetivo deste estudo é buscar similaridadegegeticas em galhas induzidas
por Bruggmannia elongatiaia, Bruggmannia robustMaia, Pisphondylia brasiliensis
Couri & Maia e uma espécie nao identificada de &gt Cecidomyiidae
(Schizomyiina) em uma Unica planta hospedeBaapira opposita(Vell.) Reitz
(Nyctaginaceae). Os graus de similaridade entremadotipos séo tracados a fim de
testar se as similaridades morfolégicas entre #sagacorrespondem a proximidade
filogenética dos indutores. Paralelamente sao fiits1as vantagens adaptativas da

galha madura para os indutores.

Material e Métodos

Area de estudo

Quatro morfotipos de galhas foram coletados des ghogpulacdes distintas de
Guapira oppositgVell.) Reitz, localizadas ncampusdo Vale da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (30°03'13"S, 51°09'44’W), iw Alegre, RS, entre novembro
de 2006 e novembro de 2008 e na Serra da Calc@tlab(25”S, 43°59'01"W) regido



de Brumadinho-MG, entre outubro de 2007 e novendler@008. As galhas induzidas
pelo Cecidomyiidae nao identificado e pBruggmannia robustadoram coletadas
exclusivamente noampusdo Vale da UFRGS, Porto Alegre — RS, enquantoadisag
induzidas poB. elongatae porPisphondylia brasiliensiforam coletadas em ambas as
areas.

As duas é&reas de coleta possuem caracteristioagticlhs e vegetacionais
distintas, sendo a primeira composta por florestaceonal semidecidua e a segunda,

por campos rupestres sobre canga.

Coleta dos indutores

As galhas foram dissecadas para a retirada deaslae pupas sob
estereomicroscopio Olympus SHZ. Para a capturansitds adultos, galhas maduras
foram acondicionadas em potes plasticos fechadaos texwido de malha fina. As
armadilhas foram checadas diariamente até a echizfionsetos. Os insetos adultos
juntamente com as larvas e pupas foram fixadostanole70% e enviados juntamente

com fotografias das galhas a especialista pararow@yfao da identificacao.

Analises estruturais

Medidas das maiores dimensfes (altura e largura)ndarfotipos de galhas
maduras (n = 30 por morfotipo) foram realizadas @milio de paquimetro digital
(Digimess). A altura e a largura foram medidas ertido longitudinal e transversal ao
orgao hospedeiro.

Folhas sadias e galhas maduras foram fixadas emyg#fgxmaldeido, etanol
50%, acido acético, 1:1:18, v/v) por 24 - 48 harastocadas em etanol 70% (Johansen
1940). Laminas semipermanentes foram preparadaseogdes transversais realizadas
a mao livre com auxilio de lamina de barbear enodapde isopor. As seccdes foram
clarificadas em hipoclorito de sodio 50%, lavadas&gua destilada e coradas com a
mistura de azul de astra e safranina 9:1 (v/v) éBdh 1972, modificado para 0,5%) e
montadas com gelatina glicerinada de Kaiser (Kr&usArduin 1997). Para a
preparacdo de laminas permanentes, o material dsidihtado em série butilica
(Johansen 1940) e incluido em Parapldgtraus & Arduin 1997) em estufa a 60°C.

Cortes transversais (10-14m) das folhas ndo galhadas e galhas foram ob#ados



micrétomo rotatério (Leica2035 BIOCUT). Os cortes histoldgicos foram afixacs
laminas com adesivo de Bissing (Bissing 1974). Ap4tirada do Paraplastom
acetato de butila a 45°C, em banho-maria, as aasoftram desidratadas em série
etilica e coradas com a mistura de azul de assafranina 9:1 (v/v) (Bukatsch 1972,
modificado para 0,5%) e montadas em verniz vit@lor Acrilex® (Paiva 2006).

Testes histoquimicos para a deteccdo de substadaianetabolismo primario
(acucares redutores, lipidios e amido) e secundsuiostancias fenodlicas e alcaldides)
foram realizados em seccdes transversais de follimgalhadas e galhas maduras de
ambas as populacgdes. O reagente de Fehling (Saksfdbutilizado para a detecgéo de
acucares redutores em material fresco. A preseagaulostancias lipidicas foi testada
em material fresco ou fixado em formalina neutrenpanada (formaldeido, agua,
NaH,PO,.H.O, NaHPO,, 1:9:0,04:0,065, v/v) (Lillie 1948) com vermelhod® Sudao
(C.I. 26050) em etanol 70°GL (Brundettal. 1991). Cortes obtidos de material fresco
ou fixado em FAAy (formaldeido, etanol 50%, é&cido acético, 1:1:18;) ibram
submetidos ao reagente de Lugol (Johansen 1948)deteccdo de amido. O teste para
substancias fendlicas foi feito pela fixacdo do amnat em sulfato ferroso 2% em
formalina 10% (Johansen 1940). Para deteccédo d®iles, cortes de material fresco
foram submetidos ao reagente de Draggendorf (Y&d&tahberg 1976) e Dittmar
(Furr & Mahlberg 1981) As laminas foram montadas com gelatina glicerindda
Kaiser (Kraus & Arduin 1997). Testes-controle foraealizados para cada uma das
substancias testadas. O amido foi extraido pelastiig através da amilase salivar
(Culling 1974), lipidios com cloroférmio:metanol 12:(v/v) (Moore et al. 1991),
derivados fendlicos com reagente de Stockwell (@sdra 1940) e alcaldides com acido
tartarico 5% em etanol 95% (Johansen 1940).

Desenhos esquematicos foram realizados com awdédlicAmara clara (CH3-
TRA45) acoplada ao microscopio (Olympus CH-30). Fitcografias foram obtidas em

microscopio foténico (Olympus BH2).

Analises de similaridade e PCA

As analises de similaridade e PCA entre as galdiszidas porBruggmania
robusta, Bruggmanniaelongata, Pisphondylia brasiliensi® pela espécie né&o
identificada de Cecidomyiida®ram realizadas utilizando-sesoftware NTSYS-PC

versao 2.1 Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis Syst@Rohlf 2000).



Resultados

Folha ndo galhada.A folha de Guapira oppositaVell.) Reitz é hipostomatica com
mesofilo dorsiventral (fig. 1). A epiderme € unrsaga com cuticula conspicua (fig. 1,
2 e 5). A pilosidade é variavel, sendo que na @gdd do RS as folhas séo glabras (fig.
3) e na populacdo de MG, tricomas esparsos samteados na epiderme da face
abaxial da folha (fig. 4). Os estbmatos sao fretpreante paraciticos (fig. 3 e 4) ou
anomociticos e mais raramente actinociticos (fig.A3 epiderme, em vista frontal,
possui células com formato irregular tanto na fadaxial quanto na abaxial, paredes
retilineas a levemente onduladas e delgadas (8g4)3 O mesofilo € composto por 1-2
camadas de parénquima palicadico (fig. 1 e 5) @ @ainadas de parénquima lacunoso
(fig.1). A nervura principal apresenta sistema ubsccomposto por 4-12 feixes

colaterais organizados em forma de anel (fig. 6).

Galhas. Quatro morfotipos de galhas induzidas por difeentespécies de
Cecidomyiidae foram encontrados @noppositacausando alteragdes nos trés sistemas

de tecidos do 6rgéo hospedeiro (fig. 7-14).

Galha esférica.Induzida por uma espécie nao identificada de Cetjildae em folhas
(fig. 7); pétalas e ramos jovens (fig. 15), pedafiig. 16) e nas projecdes foliares da
galha dePisphondylia brasiliensisE uma galha fechada, glabra e séssil (fig. 8)ads

ou agrupada, preferencialmente na face inferiotirdbo, de formato arredondado e
coloracéo verde com tamanho médio de 4,97 X 5,0 @sistema de revestimento é
formado por epiderme unisseriada. O coOrtex apraski® camadas de esclerénquima
subepidérmico (fig. 17 e 18) apresentando pont@aeguidas de 11-25 camadas de
parénquima amilifero com células hipertrofiadasombgéneas (fig. 17), 1-5 camadas
de esclerénquima e 2-4 camadas de tecido nutrpnapriamente dito (fig. 19)
envolvendo a camara larval Unica. Feixes neoformaclaterais (fig. 20) estédo
distribuidos ao redor da camara que ocupa posiséinat (fig. 8 e 17). A galha possui
graos de amido em abundancia no cértex (fig. 21pequenas quantidades de

substancias fendlicas na epiderme e no escleréadion 22).

Galha rosa Induzida por Bruggmannia robustaMaia & Couri (Diptera,

Cecidomyiidae) em folhas. E uma galha fechada,ilsésgilosa, com formato



arredondado (fig. 9 e 10), isolada ou agrupadasresdo preferencialmente na face
inferior do limbo com tamanho médio de 2,26 x 2y28. O sistema de revestimento é
formado por epiderme unisseriada com longos tricon@uricelulares rosa-
avermelhados (fig. 23 e 24), que conferem tal egdo a galha (fig. 9). O cortex &
composto por 8-12 camadas de parénquima (fig. @8k células, com formato similar
as células do parénquima lacunoso sao hipertrafiadaredor da camara larval (fig.
26). Com o amadurecimento das galhas, essas camaiamternas do cértex tendem
a lignificar-se (fig. 27 e 28), até o limite da cia larval, que € Unica, de localizacdo
central, e apresenta células com paredes pergima&rnas colonizadas por fungos (fig.
29). Feixes vasculares neoformados (fig. 30) sergram dispersos em meio as células
corticais. Sinais de cicatrizagdo com acumulo dalfeos indicam possivel sitio de
oviposicéo (fig. 31). Testes histoquimicos revetaequenas quantidades de amido no

cortex (fig. 32) e lipidios nos fungos presentesdraara larval (fig. 33).

Galha achatada. Induzida por Bruggmannia elongataMaia & Couri (Diptera,
Cecidomyiidae) nas folhas (fig. 11) e nas projedokares da galha de. brasiliensis

E uma galha isolada, inconspicua, fechada, s€ssskui formato simples e achatado,
coloracéo verde clara formando um halo no limbg.Xfi) com tamanho médio de 4,74
X 4,34 mm. O sistema de revestimento é formadoepaterme unisseriada, com raros
tricomas tectores na face abaxial (fig. 12, 34pa@Enquima palicadico € unisseriado
seguido de 2-3 camadas de esclereides (fig. 3% énB&rnamente a estas se encontra o
parénquima vascular formado por células seriadas, &m corte transversal, sdo
retangulares e sem espacos intercelulares desetoslffig. 34, 37 e 38), originadas
por intensas divisées no procambio. Estas camaelgmiEnquima vascular afastam o
xilema do floema e formam o cortex da galha (fig). 3o final da fase de maturacéo,
0s tecidos mais internos do cértex passam por gsoade lignificacdo (fig. 38 e 39). A
camara larval é alongada, ocupa posi¢éo centpl il e 39) e apresenta grande parte
das paredes periclinais internas colonizadas pogds (fig. 39 e 40). Sinais de
cicatrizacdo com acumulo de fendlicos sugerem al lde oviposicéo (fig. 40 e 42).
Ocasionalmente, no cortex externo sdo encontradms gle amido (fig. 41). AcUcares
soltveis (fig. 42) e substancias lipidicas (fig) 48ram detectados nos fungos que

coabitam a camara larval com o inseto indutor.



Galha gemifera. Induzida porPisphondylia brasiliensisCouri & Maia (Diptera —
Cecidomyiidae) em gemas apicais e/ou axilares {f&). Galha fechada e séssil (fig.
14), isolada ou agrupada, em decorréncia de ogipesinas gemas neoformadas, com
tamanho médio de 8,99 x 7,92 mm, formato eliptiends revestida por projecdes
foliares de tamanho diminuto (fig. 13), verdes alederrugineas (devido a presenca de
tricomas com esta coloracéo). O sistema de revestoré um mosaico composto pela
epiderme unisseriada das projecdes, tricomas e pelperficie de regides
meristematicas (fig. 44 e 45). O cortex € formadw pumerosas camadas de
parénquima homogéneo (fig. 44) com grande quardidsal cristais (fig. 47) e 1-5
camadas de esclerénquima que envolvem o tecidivaropriamente dito (fig. 46).
Possui de 1- 14 camara (s) larval (ais) em posteidral (fig. 14). Feixes vasculares
neoformados se encontram distribuidos no cortexedor da(s) camara(s) (fig. 44).
Estas galhas podem apresentar crescimento seayndaracterizado pelo meristema
lateral (fig. 48). Acgucares redutores foram dewmsano tecido nutritivo propriamente
dito (fig. 49), substancias fendlicas (fig. 50)leadbidicas foram detectadas no coértex

externo.

Andlise de similaridade.A andlise das caracteristicas morfolégicas e amat® dos
guatro morfotipos estudados &mnoppositaevelou cerca de 45% de similaridade entre
as galhas foliares (fig. 51). Dentre estas, a maiokimidade fenotipica{50%) foi
encontrada entre as galhas Be robustae as da espécie nao identificada de
Cecidomyiidae (fig. 51). As galhas induzidas emrmag porP. brasiliensispossuem
baixa similaridadel({ 20%) com os morfotipos induzidos nas folhas @it). A andlise
de PCA demonstra a proximidade fenotipica entregalhas deBruggmannia
explicando 68% da variabilidade existente entrasesta galha de. brasiliensis(fig.
52).



Tabela 1 - Caracteristicas da morfologia externaterna de quatro morfotipos de
galhas de Diptera: Cecidomyiidae (Schizomyiina) ®oapira opposita(Vell.) Reitz
Nyctaginaceae.

Cecidomyiidae Bruggmannia Bruggmannia Pisphondylia
robusta elongata brasiliensis

I- Localizagéo

1- Folhas X X X

2-Gemas X
3-Peciolo X

4 — Corola X

IlI- Maior dimenséao

5 — Menor que 3 mm X

6-De3 a7 mm X X

7- Maior que 7 mm X
- Forma

8- Discoide X

9- Elipsoide X
10-Esférica X X

IV-Coloracao

11- Rosa X

12-Verde X X X
V-Agrupamento

13- Agrupada X X X
14-1solada X

VI- Nimero de lojas

15-Exclusivamente X X X

monotalama

16-Politdlama X
VII- Pilosidade

17-Exclusivamente glabra X - -
18-Exclusivamente pilosa X - -
VIll-Indumentos:

projecdes foliares

19- Ausente X X X

20-Presente X
IX - Esclerificacdo

subepidérmica

21- Ausente X X X
22- Presente X

X- Lignificacdo das

camadas mais internas do

cortex

23- Ausente X X
24- Presente X X

XI-Crescimento secundario

25- Ausente X X X

26- Presente X
Xll-Ativacéo do procambio

27- Ausente X X X
28- Presente X

Xlll-  Neoformagdo de

feixes vasculares

29- Ausente X

30- Presente X X X



Cecidomyiidae Bruggmannia
robusta

Bruggmannia
elongata

Pisphondylia
brasiliensis

XIV-Acucares redutores

31- Ausente X X
32- Presente

XV-Parénquima de reserva

(amido)

33- Ausente

34- Presente X X
XVI- Lipideos

35- Ausente X X
36- Presente

XVII-Fendlicos

37- Ausente X
38- Presente X
XVIlI-Alcaléides

39- Ausente X X
40- Presente

XIX-Fungos na cémara

larval

41- Ausente X

42- Presente X
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Figuras 1-6. Folha ndo galhada deGuapira opposita (Vell.) Reitz. 1-2, 5-6.
SeccOes transversais. 3-4. Vista Frontal. Aspecto geral. Mesofilo dorsiventral.
2. Parénquima lacunoso. Estdmatos na face abaxiaB.(Epiderme da face abaxial.
Espécime do Morro de Santana - RIS Epiderme daface abaxial. Presenca de
tricomas. Espécime da Serra da Calcada, M®etalhe do parénquima palicadico.
6. Nervura mediana evidenciando feixes colateraipadi®s em anel. ACT =
estbmato actinocitico; ET = estdmato; PC = estérpatacitico; T = tricoma.

4



Figuras 7-14. Morfotipos de galhas induzidas por QGedomyiidae
(Schizomyiina) em Guapira opposita (Vell.) Reitz. 7, 9, 11 e 13. Aspectos
macroscopicos. 8, 10, 12 e 14. Desenhos esquematieaidenciando aspectos
anatdbmicos. Seccdes transversais ao 6rgdo hospedeii7-8. Galhas foliares
induzidas por uma espécie nao identificada de ©Getyddae (Schizomyiina)9 e
10. Galhas foliares induzidas p&ruggmannia robustaMaia & Couri. 11 e 12.
Galhas foliares induzidas pBruggmannia elongatMaia & Couri.13 e 14Galhas
gemiferas induzidas pdPisphondylia brasiliensisCouri & Maia. CL = Camara
larval; EAD = epiderme da face adaxial; EAB = epime da face abaxial; E =
esclerénquima; FV = feixe vascular; PF = projecdiaf, PR = periderme.
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CL —

EAB




opposita (Vell.) Reitz. 15-16. Sitios de inducao alternatiw 17-21. Aspectos anatbmicos em
secgdo transversal. 22. Teste histoquimico. 16alhas em flores (seta) e folha joven. 1
Galhas em peciolo e ramo jovenT. Drganizagao geral dos tecidd®. Epiderme unisseriada.
Esclerénquima subepidérmico. Grande numero de podés. Parénquima amiliferd.
Esclerénquima. Feixes vascular (seta). Tecidotiwatri20. Detalhe do feixe vascular colateral.
21. Gréos de amido no parénquima amilifero sob luzrigalda. 22. Reacdo positiva para
substancias fendlicas na epiderme e no escleréagslimepidérmico. CL = camara larval; E
esclerénquima; EP = epiderme; FV = feixe vascld= Parénquima amilifero; TN= tecido
nutritivo.



Figuras 23-28. Galhas foliares induzidas poBruggmannia robusta Maia & Couri em Guapira
opposita (Vell.) Reitz. Secc¢bes transversais em relacdo aag#éo hospedeiro. 23.Aspecto
anatdbmico geralR4. Epiderme unisseriada com tricomas pluricelulaf&s Cértex da galha. Células
predominantemente parenquimatica®s. Tecido nutritivo. Células hipertrofiadas (seta)7s.
Lignificacdo das camadas mais internas do cértemg®s na camara larval8. Detalhe das camadas
celulares que revestem a camara larval. CL = rAiaaval; EAB = Face abaxial da epiderme; F =
fungos.



Figuras 29-33. Galhas foliares induzidas poBruggmannia robusta Maia & Couri em
Guapira opposita (Vell.) Reitz. Seccbes transversais em relacdo a@#@o hospedeiro. 29.
Detalhe das células que revestem a camara larvafjos. Células lignificada80. Feixe
vascular no cortex da galhal. Cicatriz do provavel local de oviposicdo com aclomdg
fendlicos (seta)32. Graos de amido (seta) sob luz polarizada no cé8exLipidios no
fungo. CL = camara larval; F = fungo; FV = feixesgalar.
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Guapira opposita (Vell.) Reitz. Sec¢des transversais. 3Aspecto geral da galha madura.
Tricomas tectores na face abaxigh. Detalhe de indutor em galha de projecao folbdy.
Epiderme unisseriada. Parénquima palicaddico irmalter Tecido esclerenquimatico
neoformado37. Feixe vascular alterado. Divisbes das células pnbads. Afastamento de
xilema e floema.38. Lignificacdo das células alinhadas com o xilema floema. E =
esclerénquima; F= fungos; FL = floema; | = indutB = parénquima vascular, TT=
tricoma tector; XL = xilema.



Figuras 39-43. Galhas foliares induzidas poBruggmannia elongata Maia & Couri em
Guapira opposita (Vell.) Reitz. Secgdes transversais. 39.ignificacdo do cértex interno.
Fungos na céamara larvad0. Possivel sinal de oviposicdo com acumulo de feoslicas
células do limbo (seta). Fungos na camara laalGraos de amido (seta) no cértex interno
vistos sob luz polarizadd2. Reagdo positiva para aglcares redutores no furngsiel sinal
de oviposicdo (setay3. Reacgdo positiva para lipidios no fungo. CL = canlarsal; F =
fungo; L = lignificacéo.



Figuras 44-50. Galhas gemiferas induzidas pdrisphondylia brasliensis Couri

& Maia em Guapira opposita (Vell) Reitz. 44. Aspecto geral. Feixes vasculares
neoformados (seta) no cortex externo. Esclerénqudgex interno45. Superficie

da galha com revestimento formado pela epidermeugscoes foliares, da galha e
pelos tricomas glandulares pluricelulared6. Camadas de esclerénquima
contornando o tecido nutritivad7. Cristais no cértex external8. Crescimento
lateral (setajo cortex externod9. Acucares sollUveis detectados no tecido nutritivo.
50. Substancias fendlicas no cortex externo da galka=Ccértex externo; Cl =
Cortex interno; E = esclerénquima; | = indutor; ¥Necido nutritivo.
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Discussao

A ocorréncia de galhas em Nyctaginaceae é incomuamdp comparada a
outras familias botanicas como Fabaceae, Asteraddgeaceae, Malpighiaceae
(Goncalves-Alvim & Fernandes 2001) e Melastomatad®gaiaet al. 2008). Contudo,

a subtribo Schizomyiina (Diptera: Cecidomyiidaeyfui ampla associacdo as espécies
de Nyctaginaceae (Gagné 1994; 2004), em espedisla® pertencentes a subtribo
Pisoniae dentro da qual Gppositase encontra com aproximadamente nove morfotipos
de galhas induzidas em diversos 6rgdos vegetagn@G2004; Maia 2004; Maiet al.
2008). Os registros de galhas nesta esp#geironstram que a inducdo em folhas é
majoritaria (Couri & Maia 1992; Maia 1993; Maia &@ri 1993; Maia 2004; Maiat

al. 2008), o que segue o padrdao encontrado em levantarde riqueza de galhas nos
quais a folha € o sitio preferencial para a ovigzsitanto em regides temperadas (Mani
1964) quanto em regides neotropicais (Maia & Fetrar?2004; Maiat al. 2008). Das
trés galhas foliares estudadas, duas séo indugatasspécies do géneBsuggmannia

o qual também apresenta preferéncia pela inducggEse egao (Gagne 1994).

De todos os morfotipos registrados @nopposita(Maia 1993; Maia & Couri
1993; Maia 2004; Mai&t al. 2008), Pisphondylia brasiliensig® o Unico a ocupar um
nicho exclusivo, as gemas. Esta condi¢do poderevitampeticdo interespecifica entre
esta galha e as demais, 0 que € vantajoso parmeéster, ao contrario dos indutores de
galhas coexistentes no mesmo 0rgado, onde a comdpetieva a danos no
desenvolvimento (Hartley 1998). Além disso, as ges@o consideradas fortes drenos
naturais, o que garantiria uma maior vantagem ciatral aP. brasiliensis Nesse
sentido, as galhas foliares d& elongata B. robustae do Cecidomyiidae nao
identificado repartem os recursos quando ocorremls&neamente numa mesma folha.
A possibilidade de sitios de oviposicdo alternativealizada pela espécie ndo descrita
de Cecidomyiidaéndica uma diversificacdo, que pode levar a colagép exclusiva de
outros 6rgaos no hospedeiro, conforme apontaddcCpok et al. (2002). Deste modo,
este galhador tende a um comportamento de escamenpeticio com o0s demais
galhadores.

O sistema de revestimento, em todas as galhasnstita@do por epiderme
simples, porém com diversos niveis de alteracbegalha induzida poB. robusta
apresenta uma pilosidade distinta da epiderme lti@ fiodo galhada bem como dos

outros morfotipos. Essa galha possui tricomas coimalo de betalainas, comuns nas



Nyctaginaceae (Judét al. 2002; Gandia-Herrer@t al. 2005). As betalainas séo
pigmentos nitrogenados restritos a ordem Caryoplegll e a alguns géneros de
basidiomycetos (Stintzing & Carle 2004), dividida® duas classes de acordo com a
cor amarela (betaxantinas) ou violeta (betaciahimxsbida (Gandia-Herreret al.
2005). Apesar da sua natureza atoxica para os hlan@tintzing & Carle 2004),
podem ter acdo deletéria contra herbivoria (Jetlcal. 2002). A similaridade de
coloracao, de distribuicdo de tecidos e de absor®3h35-540nm) sugere que a acao
das betacianinas pode ser analoga as atribuidasapaantocianinas como a protecao
contra raios UV (Lee & Collins 2001; Stintizing &€e 2004), sendo que a presenca
desses pigmentos pode estar relacionada a resastépatdogenos, defesa viral e ainda
acao antioxidante nos tecidos vegetais (Stinti&irigarle 2004).

A grande densidade de tricomas em galhas pode eordarir defesa mecanica
(Stone & Schonrogge 2003) e propiciar um microclilmdequado para o
desenvolvimento do galhador (Fernandes 1994; ISE888). Essas mesmas fungbes
podem estar associadas aos tricomas encontradgslhas ddé°. brasiliensisna Serra
da Calcada-MG. O contetudo vacuolar destes tricoreagiu positivamente para a
presenca de proantocianidinas. Fleury 2009, capitulo 2), as quais podem auxilar n
sinalizacdo e na prevencao de ataques contra bevbiv

O sistema fundamental em trés dos morfotipos edasd@ formado pela
hiperplasia e/ou hipertrofia do parénquima com terenciacdo de camadas de
esclerénquima. A hiperplasia juntamente com a tigfex produz grandes células
parenquimaticas poliédricas, conforme descrito Bohfritsch (1992). Nas galhas
foliares, h4 uma tendéncia a homogeneizacédo dogpairéa lacunoso, mais evidente na
galha esférica, sendo um carater ja observado #msgdeMachaeriumspp. (Isaias
1998), Caryocar brasiliensis (Castro 2007)Copaifera langsdorffi(Oliveira 2007) e
Lantana camargMouraet al. 2008). No caso das galhas induzidas Boelongata o
parénquima palicadico e o lacunoso permanecentanaginte inalterados.

A diferenciacdo do esclerénquima nas galhas estisdadcomum a muitos
morfotipos induzidos por Cecidomyiidae (Kragisal. 1996; Isaias 1998; Krauet al.
2003; Drummnond 2005; Castro 2007); Lepidopteract¥ie 2004) e Psyllidae
(Oliveira et al. 2006; Landa 2008) na regido neotropical. Este ¢iglalar localiza-se
entre o cortex e o tecido nutritivo propriamentéodipermitindo a transfusdo de
nutrientes e agua para o indutor, através das msaempontoacdes (Rohfritsch 1992).

Além do transporte de substancias a curta distanogsclerénquima confere protecéo



extra a inimigos naturais (Fernandes 1994; Ronduisiljeblad 2001) e resisténcia
mecanica a galha devido a lignificacédo intensapdasdes celulares (Esau 2000; Cutler
et al. 2008). Nesse sentido, a camada de esclerénquimiaradiencontrada abaixo da
epiderme da galha do Cecidomyiidae néo identificaldmota maior resisténcia
mecanica e potencial do indutor contra o ataquare@adores e/ou parasitoides.

O padrao para o sistema vascular das galhas dddbegidae € a neoformacgéo
de feixes no coértex da galha, ao redor da camaval lRohfritsch 1992), o que foi
validado em trés dos modelos avaliados. Essa esigtata € importante tanto para as
galhas quanto para o indutor, pois a vascularizagfimite o transporte dos recursos
destinados ao desenvolvimento das galhas e o apoftgoassimilados em diregcdo ao
galhador, garantindo a nutricdo do mesmo (Larsdt&tham 1991; Inbaet al. 1995).
Dentre os modelos estudados, a galh& derasiliensisapresenta maior complexidade
na vascularizacdo, pois o préprio morfotipo desbmvgrande quantidade de projecdes
foliares superficiais, cujos feixes se conectamixes neoformados no cértex da galha.
Além disso, essa galha quando alcanca maiores démenapresenta crescimento
secundario pela atividade do meristema lateralagli@ona maior quantidade de tecidos
vasculares a estrutura. O meristema lateral € teaistico das Nyctaginaceae (Carlquist
2004), e sua atividade na galha demonstra quesesdasenvolve a semelhanca de um
orgéo constituinte do eixo vegetativo.

Diferentemente dos outros morfotipos, aquele irdiuzbor B. elongatando
possui neoformacédo vascular, sendo que os feixggnais da folha hospedeira,
proximos a camara larval, garantem o suprimentewas a este morfotipo. Além
disso, 0 aumento da atividade procambial resulbeend novos tecidos condutores, mas
em divisdes do parénquima vascular constituindortex da galha.

O tecido nutritivo nas galhas estudadas é formada@amadas parenquimaticas
adjacentes a camara larval, contudo cada modedseqta caracteristicas distintas. Nas
galhas induzidas pela espécie nao identificada deidGmyiidae e nas dé.
brasiliensis as células do tecido nutritivo sdo menores doagpueelas do parénquima
externo ao tecido esclerenquiméatico. Nas galhasBdggmannia fungos foram
observados na camara larval, sendo que as célugabngjtam essa camara lignificam-
se na maturidade. Processos de infeccdo por fusggsidos de lignificacdo sé&o
relatados por Fink (1999). Tendo em vista que riflgacao das células pode dificultar
a alimentacéo dos Cecidomyiidae e a ndo detecchatdentes nas células adjacentes a

camara larval, através dos testes histoquimicptausivel supor que as hifas sejam o



sitio de alimentacdo dos indutores. Tal suposic@oreoborada pela reagcao positiva
para acucares redutores e lipidios nas hifas pesseas galhas d& elongatae para
lipidios naquelas induzidas pBr robusta configurando possiveis galhas de ambrosia
Além disso, tanto na tribo Asphondyliini quanto suiEbtribo Schizomyiina, as quais
pertence o géner@ruggmannia ha indutores de galhas de ambrosia (Yukawa &
Rohfritsch 2005). Segundo Rohfritsch (2008), asamide ambrosia sdo mais simples,
com poucas alteragbes nos sistemas de tecidoseeplaa do parénquima sem a
formacdo de um tecido nutritivo tipico, pois o nimédos fungos mimetiza um
pseudoparénquima similar ao tecido nutritivo. Nisgsemas analisados por Rohfritsch
(2008), os fungos demonstraram acédo essencial chegdon da galha, pois o indutor
sozinho ndo consegue estimular as células veg@@ia.a comprovagédo da natureza e
funcdo dos fungos nas galhas Briggmanniaspp. em Guapira opposita estudos
ontogénicos das mesmas associados a analises dgwéd dos indutores e
identificagdo dos fungos séo necessarios.

Além das reagfes positivas no micélio nas camanasmis das galhas de
Bruggmanniaspp., as analises histoquimicas revelaram a prasgs substancias de
reserva no cortex da galha do Cecidomyiidae naatifd®do e, ocasionalmente, nas
galhas deBruggmanniaspp., onde gréos de amido foram detectados. NaagydEP.
brasiliensis, lipidios foram encontrados na epiderme das pregddliares eaclcares
redutores no tecido nutritivo propriamente ditoug dgndica que os fotoassimilados sé&o
diretamente direcionados para o sitio de alimentagircando a hipétese da Nutricdo
(Price et al. 1987), sem contudo ocorrer acumulo de amido entasido de reserva
externo. Neste caso, 0 alto metabolismo na galbengvido pelo indutor gera um
grande dreno.

Em relacdo aos compostos secundarios, as galhasdad potP. brasiliensise
pelo Cecidomyiidae nao identificado apresentarabstémcias fenolicas nas camadas
celulares periféricas. A localizagdo destas sub&é&ré comum a outras galhas (Motta
et al. 2005) e segundo Nyman & Julkunem-Tiito (2000), ésnexpressiva nos tecidos
externos a camara larval justamente por ser esiteolb sitio de alimentacdo do
indutor, sendo mais facil a larva adaptar-se atsccom menor grau de toxidez. Além
de seu importante papel na defesa contra predadmdendlicos podem participar no
crescimento vegetal (Hartley 1999). A presenca eedlicos somente em dois
morfotipos estudados e sua localizacdo restritare@gdes externas corrobora a

proposicdo de Nyman & Julkunem-Tiito (2000), de aseindutores manipulam a



composicdo quimica das galhas. Substancias alwasidioram exclusivamente
detectadas nas galhas Blebrasiliensise também s&o reconhecidas pela sua toxidez e
acao contra herbivoros (Wittstock & Gershenzon 2002 & Zeiger 2004) o que torna
esta galha potencialmente mais protegida do poetwigta quimico em relacdo aos
outros modelos do ponto de vista quimico.

De forma geral, Rohfritsch (1992) destaca quegabas de Cecidomyiidae
apresentam diferenciacdo de tricomas, espessa aadegarénquima com ceélulas
hipertrofiadas e faixa de esclerénquima envolvemdecido nutritivo. Bronner (1992)
acrescenta que carboidratos sdo as substancigsetga tipicas das galhas induzidas
por essa familia. Todavi&. oppositademonstra variabilidade de reacdes frente a acéo
dos quatro Cecidomyiidae (Asphondyliini: Schizomgi, conforme observado pela
baixa similaridade (20 a 50%) entre os morfotifes fato, o nivel de similaridade entre
os trés morfotipos induzidos em folhas e aquelazitth em gemas € em torno de 20%,
enquanto que os morfotipos induzidos em folhas4&86 similares. As galhas d&
robustae as do Cecidomyiidae ndo identificado demonstiariasidade fenotipica um
pouco maior, com valor proximo a 50%.

As maiores similaridades entre as galhaBdeobustae a do Cecidomyiidae
nao identificado [(60%) devem-se ao compartihamento do O6rgao hospedei
agrupamento, forma esférica, camara larval Uniagénmuima de reserva amilifera e a
neoformacéo de feixes vascularBauggmannia elongatdifere destas duas pela forma
discoide, isolamento e ativacdo do procambio. KaaeP. brasiliensisé a Unica a
apresentarinducdo em gemas, forma elipséide, varias camaasi$, projecdes
foliares, crescimento secundario, acucares redytdngdios e alcaloides, além de
alcancar maiores dimensfes em relacdo as demedstarésticas estas que explicam a
maior distancia entre este morfotipo e as galhzrés.

Nos sistemasuapira oppositeCecidomyiidae analisados, a maior similaridade
fenotipica (50%) foi evidenciada entre as galhakizidas porBruggmanniaspp. e
aquelas do Cecidomyiidae n&o identificado, o qegusdo Maia (com. pess.) pode
pertencer ao géner®roasphondyliaou a Bruggmannia Como até o momento
galhadores descritos associados as folha& eappositasdo exclusivamente do género
Bruggmannia,(Maia 1993; Maia & Couri 1993; Gagné 1994; Maia £0Maiaet al.
2008), as maiores similaridades podem ser maienf@nte relacionadas ao taxa do
indutor. Deste modo, o estudo em questao corrabbipotese de que galhas induzidas

por especies filogeneticamente proximas compantilh@ior nUmero de caracteres.
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Processos ontogénicos nas galhas induzidas por
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Processos ontogénicos nas galhas induzidas [pagphondylia brasiliensis Couri &

Maia 1992 (Cecidomyiiidae) enGuapira opposita (Vell.) Reitz (Nyctaginaceae)

Resumo

Guapira opposita(Nyctaginaceae) € uma superhospedeira de herbivgathadores
dentre os quais se destaBsphondylia brasiliensiCouri & Maia 1992 (Diptera,
Cecidomyiidae), pelo sitio de indug&o Unico, as agne pela ampla distribuicdo no
territorio brasileiro. Este trabalho visa testdripdtese de que galhas em gemas podem
causar o encurtamento dos entrendés e a maximizdgadiferenciacdo de gemas
axilares. Os aspectos de desenvolvimento das gs#ftaabordados para responder (1)
onde se localizam os sitios de oviposicdo? (2) Quarigem das projecdes que
revestem as galhas? (3) Quais os processos ontogé@mvolvidos que levam a forma
final destas estrturas? Dois padrfes de atividaglestamatica foram observados nessa
galha, um deles repete o modelo apical, com formagfpares de folhas anexas as
gemas e no outro, o meristema localizado na basemgecdes foliares da origem a
uma nova projecdo com seu préprio meristema axjleg repete 0 processo até a
maturacdo da galha. Nesta fase, as galhas podesseatar crescimento secundario
expresso na atividade do meristema lateral tipas Myctaginaceae. A excecdo deste
crescimento, a organizacdo anatdomica da galh@.dbrasiliensisse enquadra no
proposto para galhas de Cecidomyiidae. Conjuntamest caracteristicas dessa galha
indicam o encurtamento dos entrends e a ampliaggootencialidade de gerar novas
folhnas de modo que além de se estabelecer come @enhutricdo, abrigo e protecéo
para o indutor, com a producao de projecOes faljagste morfotipo pode auxiliar na

manutenc¢ao do sisten@ opposita-P. brasiliensis

Palavras — chave:encurtamento de entrends, galha gemiferaapBa opposita

Pisphondylia brasiliensjgrimordios foliares



Ontogenical processes in galls induced WBisphondylia brasiliensis Couri & Maia

1992 (Cecidomyiiidae) inGuapira opposita (Vell.) Reitz (Nyctaginaceae)

Abstract

Guapira opposita(Nyctaginaceae) is a superhost of galling herl@saamong which
Pisphondylia brasiliensiCouri & Maia 1992 (Diptera, Cecidomyiidae) stanoist
because of its unique site of induction, the stemisband its wide distribution all over
Brazil. This study aims to test the hypothesis that gall may cause the shortening of
the internodes together with the maximization a# thfferentiation of axillary buds.
Aspects of gall development are addressed to an@yeavhere the sites of oviposition
are located; (2) what the origin of the leaf prtmts is; (3) what the processes
involved in the formation of galls are and, (4) whabstances related to the protection
and nutrition ofP. brasiliensiscan be found in gall tissues. Two patterns ofvégti
were observed in gall meristem, the first repeatirggapical model, and forming leaves
in pairs, and the latter with new buds located Iogdhe base of leaf projections and
giving rise to a new projection with its proper Ity meristem. This second pattern is
repeated until gall maturation, when a secondaoyvtr typical of the lateral meristem,
common in Nyctaginaceae, is activated in gall sifegpart from this meristematic
activity, the anatomical organization of the gaifsP. brasiliensisseems to fit in the
Cecidomyiidae model. Reserve and signaling substanere detected. Altogether, the
characteristics that indicate the shortening ofithernodes and the potentialization to
generate new leaves, so in addition to its soufaeutition, shelter and protection for
the inducer, with the production of new leafy pobjens, this morphotype can help in

the maintenance @. opposita-P. brasiliensisystem.

Key words: Bud galls, Gapira opposita internodes shortening, leaf primordia

Pisphondylia brasiliensis



Introducao

Galhas sédo modificagBes que ocorrem nos tecidataisgem resposta a acao de
organismos endofiticos (Dreger-Jauffret & Shortleoi892). Estes organismos obtém
abrigo e nutricdo dos tecidos vegetais ao geracn@scimento anormal e coordenado,
através da hipertrofia celular e hiperplasia dcddrgfetado (Mani 1964; Redfern &
Askew 1992; Raman 2007).

Dentre os herbivoros galhadores, os insetos sacd@s por induzirem as mais
diversas formas, tamanhos, cores e projecdes sugisr{Rohfritsch 1992), sendo que
independentemente da variedade, para cada morfdémlha existe um Unico inseto
indutor, o que denota a alta especificidade desst@asturas (Redfern & Askew 1992).
Devido a essa especificidade, as galhas sao tias fenotipos extendidos do galhador
(sensuDawkins 1982), muito embora sejam constituidaggudos vegetais.

A organizacéo dos tecidos que compdem a galha obedam padrdo que pode
ser associado ao taxa indutor, com caracteres @htigos descritos para galhas
induzidas por cinipideos, cecidomiideos e tentiddims na regido temperada
(Rohfritsch 1992). Enquanto a variedade das cafattas internas da galha esta
associada a nutricdo do galhador, a diversidade ed&rsituras externas pode ser
decorrente da pressao exercida pelos inimigos aiatg6tone & Schoénrogge 2003).
Deste modo, analises anatdmicas e morfolégicasnpadecidar aspectos adaptativos
aos quais a diversidade estrutural das galhagelatdionada. Em alguns casos, o local
de inducédo, juntamente com tamanho, forma e praseecapéndices, auxilia no
estabelecimento da galha e na sobrevivéncia dad@ahSegundo a hip6tese de Price-
Roininem (Nyman 2000), a posicdo das galhas no dussp pode fornecer
informacdes importantes a respeito dos aspectdsiteras de alguns taxa indutores.
Galhas induzidas em posi¢bes mais centrais novagetal seriam mais derivadas por
terem maior aporte de nutrientes, facilitando @aéo de recursos nutricionais para o
indutor.

Guapira opposita(Vell.) Reitz (Nyctaginaceae) é uma super-hospadde
galhas (Mendonca 2007) com cerca de nove morfotgescritos, induzidos por
diferentes espécies de Diptera: Cecidomyiidae (€2§94; Maizet al. 2008). Dentre
os morfotipos, as galhas induzidas nas gemas gacdes pela distribuicdo ampla,
tamanho e pela grande quantidade de projecOesefmliavestindo sua superficie (Couri
& Maia 1992; Rodriguest al.2007; Maiaet al. 2008;).



Embora a literatura registre similaridades morfalag entre galhas induzidas
em gemas expressas na producao de apéndices safiRalman 2007), na inibicdo do
crescimento do ramo (Wees al. 1988; Krauset al. 2003) e no aspecto em roseta (Mani
1964), poucos estudos analisam as caracteristiedS8naicas e/ou de desenvolvimento
das mesmas (Krawt al. 1994; Krauset al 2003; Vecchi 2004) possivelmente devido a
sua complexidade. Assim, analises destes sistematiamn na compreensdo dos
mecanismos que levam o meristema vegetativo, $hig¢ntia do galhador, a desviar-se
do padréo de diferenciacdo gerando estruturas ungis qventualmente ocorre a total
supresséao do desenvolvimento foliar (Raman 2007).

Frente ao fenétipo apresentado pelas galhas da mpelmzidas poPisphondylia
brasiliensisCouri & Maia 1992(Diptera, Cecidomyiidae) na super-hosped&tempira
opposita(Nyctaginaceae), este trabalho utiliza analisetdamaas para testar a hipétese
de que as mesmas sao produtos de um encurtameatdarde0s com maximizacado da
diferenciacdo de gemas axilares. Além disso, agpeetacionados ao desenvolvimento
das galhas sdo abordados de modo a responder @stegguestdes: (1) onde se
localizam os sitios de oviposicao? (2) Qual a onigdas projecdes que revestem as

galhas? E, (3) quais 0s processos ontogénicosneipels pela forma final destas?

Material e Métodos

Coletas

Folhas ndo galhadas, gemas, ramos e galhBsspghondylia brasiliensi€ouri
& Maia foram coletados em duas populacdes distie@3uapira oppositgVell.) Reitz
(Nyctaginaceae), localizadas no Morro de Santaaapas do Vale da Universidade
Federal do Rio Grande do SHlorto Alegre, RS, de novembro de 2006 a novembro de
2008, e na Serra da Calgada (20°05'35"S, 43°59%M0}’ regido de Brumadinho, MG,
de outubro de 2007 a novembro de 2008. Os espétasiesnunha foram incluidos nos
acervos dos herbarios ICN 138.855 e BHCB 124.2&speactivamente.



Coleta do inseto indutor

Para a confirmacdo da identificagcdo do indutorhamlforam dissecadas sob
estereomicroscopio (Olympus SHZ) para retirada aends imaturas. Dez ramos
portando galhas maduras de ambas as areas amdstas acondicionados em
armadilhas constituidas de pequenos potes plast@munsagua posicionados dentro de
potes maiores fechados com tecido de malha fina)(vAs armadilhas foram checadas
diariamente. Apos a emergéncia dos adultos, aag#étinam dissecadas para a retirada
da exuavia pupal. Amostras de galhas fixadas emsg@érmaldeido, etanol 50%, acido
acético, 1:1:18, v/v) e estocadas em etanol 70%uente com larvas, pupas, exuvias e
adultos fixados em etanol 70% foram enviadas acedjsta para identificacddO
material testemunho foi incorporado a colecéo detdba do Museu Nacional, UFRJ,

Rio de Janeiro.

Andlises biométricas e morfologicas

Observacbes no campo sobre o desenvolvimentoaetedsticas externas da
galha foram realizadas quinzenalmente, na populdg&®erra da Calcada, entre abril e
novembro de 2008.

Foram coletadas 45 galhas maduras, verdes e d8rgi&lquais ja apresentavam
pelo menos um canal de fuga do indutor. Medidasltlaa e largura dessas galhas
foram realizadas com auxilio de paquimetro didifagjimess), seguidas da dissecacéo
das mesmas para contagem do numero de camaras laoka estereomicroscopio
(Olympus — SZH). Os dados resultantes foram subloeth analise de correlacéo
através de GraphPad Pridnpara Windows, versdo 5.0. (GraphPad software, San
Diego, CA, USA). A contagem do numero de larvasgéonara e o registro da presenca
de parasitdides foram realizados.

Analises estruturais

Apices caulinares, gemas axilares, caules em onestd secundario, folhas nao
galhadas e galhas em trés fases de desenvolvinjenem, madura e senescente)
foram fixadas em FA4 (formaldeido, etanol 50%, acido acético, 1:1:18) por 24-

48 horas e posteriormente lavadas e estocadas amal 610% (Johansen 1940). Os



estagios das galhas foram estabelecidos pelas dsoessdes, numero e tamanho
proporcional das projecbes foliares (galhas jovpassuiam menores dimensdes e
projecbes em menor quantidade) e, principalmerite gpesenca de esclerénquima nas
galhas maduras.

Para a preparacdo de laminas semipermanentes, foralizadas seccoes
transversais e longitudinais a méo livre com aoxde lamina de barbear em suporte de
isopor. As seccdes foram clarificadas em hipododié so6dio 50%, lavadas em agua
destilada e coradas com mistura de azul de astafranina 9:1 (v/v) (Bukatsch 1972,
modificado para 0,5%) e montadas em gelatina ghada de Kaiser (Kraus & Arduin
1997). Para a producdo de laminas permanentes teriahdoi desidratado em série
butilica (Johansen 1940) e incluido em Paraplast estufa a 60°C. Cortes transversais
e longitudinais do material (10-34n) foram obtidos em micrétomo rotatério (Léica
2035 BIOCUT). Os cortes histologicos foram afixadss laminas com adesivo de
Bissing (Bissing, 1974). Apds a retirada do Pastpleom acetato de butila a 45°C, os
cortes foram desidratados em série etilica, coradas azul de astra e safranina 9:1
(v/v) (Bukatsch 1972, modificado para 0,5%) e mdagaem verniz vitral incolor
Acrilex® (Paiva 2006).

Para as analises em microscopio eletrénico de dumae(MEV), amostras de
galhas jovens foram fixadas em Karnovsky 4% em &mjpsfato 0,1M (pH 7,2)
(Karnovsky 1965, modificado), pés-fixadas em tenloxde 6smio 1% por duas horas,
desidratadas em série etilica (Johansen 1940)s set aparelho de ponto critico (Bal-
Tec). O material foi fixado a um porta-amostras canxilio de cola branca e
metalizado com 30 nm de ouro em metalizador (SpudteBal-Tec). As analises e
captura de imagens foram feitas em microscopiobelieto de varredura (Quanta 200-
FEG-FEI-2006).

Resultados

Anatomia dos tecidos nao galhados

Em seccdes longitudinais das gemas apicais e esjlabserva-se o meristema
apical propriamente dito e os primordios foliardéig. (1) com filotaxia oposta. O
meristema apical € dividido em tunica, com trés ades de células (CC, e G) e
corpo, formado por um pequeno grupo de células &gixo da €(fig. 1). As células



da tunica apresentam divisdes predominantemenieliais e as do corpo divisbes
anti- e periclinais. No meristema apical, se dgiem a zona central, as zonas
periféricas e a zona de crescimento (fig. 2), seqa® as duas primeiras possuem
células pequenas homogéneas, com citoplasma demsde® evidente. J& na zona de
crescimento, as células estdo em diferenciacdo almmgamento e vacuolizacdo
crescentes a medida que se afastam da zona ofigtrél). Nos primérdios foliares,
distinguem-se a protoderme, o meristema fundamergglrocambio (fig. 3).

As gemas com mais de dois pares de primordios eqieen alongamento dos
entrends. Nas axilas dos primordios em estagios mmancados, novas gemas sao
formadas (fig. 3). Em seccéo transversal e longialdda regido do nd, percebem-se
conexfes vasculares entre o caule e a gema por aeefeixes medulares que se
desviam do eixo do caule em dire¢cdo ao procambgeds axilar (fig. 4).

Em seccédo transversal do caule na regido dos éstrproximos ao apice,
observa-se o inicio de crescimento secundario @jg.com epiderme unisseriada
remanescente da estrutura primaria, periderme emaf@o, com 1-10 camadas de
felema e felogénio (fig. 6). O felogénio se instah camada de colénquima adjacente a
epiderme (fig. 5 e 6). O cortex € formado por 1@zathadas de células parenquimaticas
(fig. 5) e uma camada de células esclerificadas T, a endoderme lignificada, que faz
limite com o meristema lateral, originado do pelicie suas derivadas. O meristema
lateral, por sua vez, possui atividade diferencigdaluzindo cambio vascular que da
origem a feixes colaterais, e fiboras em meio assquefeixes ficam inclusos (fig. 7 - 9).
Na medula parenquimatica, feixes vasculares remantss do caule (fig. 5 e 7) em
estrutura priméria e idioblastos com monocristaiscoatram-se distribuidos

aleatoriamente.

Inseto indutor

Os insetos obtidos das galhas de gem@.d®positaforam identificados como
Pisphondylia brasiliensi€ouri & Maia, 1992(Diptera, Cecidomyiidae, Asphondyliidi,
Schizomyiina). A partir dos espécimes proveniedgsduas populagdes, foram obtidos
3 pupas €9 adultos, sendo 6 fémeas e 3 machos. A fémgaupaaforam descritas pela

primeira vez (Maiat al. subm. - anexo 1).



Caracteristicas gerais da galha

As galhas induzidas nas gemas apicais e axi(figesl0-11) possuem formato
eliptico e sdo ornamentadas por inimeras proje¢okares (fig. 10-12). Essas
projecbes na populacdo de MG possuem coloracaagfesa (fig. 12), decorrente da
presenca de tricomas. Os primordios foliares s@dyaidos em maior intensidade nas
galhas (fig. 12) em relacdo as gemas nao galhéidasJ).

Na grande maioria das galhas, apenas uma larva&gmara foi encontrada,
sendo que o desenvolvimento de larva a adult®.dbrasiliensisocorre totalmente
dentro da galha. As projecfes foliares senescemedmr do local de saida do inseto
(fig. 14), enquanto que nas demais porcoes da gaharojecbes mantém-se verdes.
Posteriormente, toda a estrutura senesce (figddgsionalmente, endoparasitoides nao
identificados foram detectados nas larvag’dérasiliensisfoi detectada em galhas da
populacdo do RS. Himendpteros adultos foram eradosrem ambas as populagdes.

Apesar das galhas serem inicialmente monotélamaslucdo pode ocorrer em
gemas neoformadas na propria superficie da gali@jrando com a coalescéncia de
galhas induzidas em momentos distintos. Nesse chstinguem-se camaras larvais
com o inseto em fase de pupa e outras com larveensnhos variados. As dimensdes
das galhas variam bastante, sendo que ha umaag@wepositiva entre 0 numero de
camaras larvaisc{. Fleury 2009capitulo 1) e a altura da galhd € 0,61) (fig. 16), e o
nimero de camarasf(Fleury 2009%apitulo 1) e a largura®(s 0,70) da galha (fig. 17).
A correlacdo entre 0 aumento da altuesisusa largura da galha também é alta<(r
0,77) (fig.18)

Desenvolvimento das galhas

Na figura 19, distinguem-se a gema reprodutiva gegnas axilares nao galhada
e a galhada, do mesmo par de folhas opostas. Na galinada verifica-se uma maior
producao de projecoes foliares (fig. 19) quandopamada a gema nao galhada oposta.
Nas galhas, mesmo bem jovens essas projecOeg$otlasenvolvem-se sem provocar o
alongamento de entrends (fig. 20). A producdo dgepdes na galha obedece a dois
padrées de atividade do meristema: o primeiro daimquele das folhas ndo galhadas
onde os primérdios se diferenciam nos flancos diesteena apical (fig. 21); o segundo

ocorre por meio de divisbes anticlinais e periégin@a base de uma projecao foliar.



Estas divisdes originam uma pequena protuberarmia @élulas caracteristicamente
meristeméticas que se diferenciam diretamente em nowa projecao foliar (fig. 22-
25). Na base dessa projecdo recem formada, um giapoélulas meristeméaticas
permanece indiferenciado repetindo todo o procdfigo 25). A emergéncia das
projecbes foi observada somente nas bases daggesjdoliares um pouco mais
desenvolvidas, onde se localizam células remantscelo meristema apical (fig. 26-
29). Em decorréncia desses dois padrOes de atevidad meristema, as projecdes
foliares formadas na galha nao apresentam filotap@sta cruzada, que se mantém nas
projecdes oriundas das gemas apicais e axilareprdjscoes foliares se estabelecem
lado a lado, formando um denso agregado de folbascomitantemente, ha formacéo
do cortex da galha, resultado da hiperplasia doéngmima em processo de
diferenciacdo na gema (fig. 19).

Na fase jovem, as galhas apresentam sistema dstimento complexo, cortex
bem desenvolvido e uma camara larval central ({i@). A epiderme da galha é
unisseriada, podendo ser definida como um mosaitoposto pela epiderme das
projecbes e pela superficie das gemas que sdo dasmao longo da galha, com
tricomas glandulares numerosos e aleatoriamenpestss (fig. 20 e 30). As projecoes
foliares em desenvolvimento apresentam protodemmeestema fundamental, contendo
rafides, e procambio conectado diretamente aode@dcular do cértex da galha (fig.
31-33). O cortex da galha € formado por célulaenmrimaticas homogéneas e
isodiamétricas. Feixes colaterais em inicio de reéifeiacdo encontram-se
aleatoriamente dispersos (fig. 31), alguns dossgsaiinterconectam com os feixes
medulares do caule (fig. 33).

As galhas maduras séo frequientemente coalespidssyindo de 1-14 camaras
larvais. Apresentam organizacao similar a fasenoesceto pela maior quantidade e
desenvolvimento das projecfes foliares, menor diede de tricomas, cOrtex mais
desenvolvido e formacdo de uma faixa de tecideeesmutjuimatico (fig. 34) com 2-8
camadas dividindo o cOrtex externo mais espessmiex interno, mais delgado. Esse
tecido pode formar um anel envolvendo a camarallany formar faixas interrompidas.
O cortex interno tem células parenquimaticas deedsfies menores e inclui nas
camadas mais internas o tecido nutritivo proprigmelito revestindo a camara larval.
Estas células possuem uma quantidade de cristaisalviente menor quando
comparada a regido mais externa do cortex da gabmura (fig. 35). Apesar das

projecbes que compdem o revestimento da galhacsmtearem em diversos estagios



de desenvolvimento, a grande maioria esta compéestearexpandida, com estdmatos e
mesofilo diferenciadocf. Fleury 2009, cap. 3).

Nas galhas maduras com dimensdes maiores, foiliziada em meio ao cortex,
a diferenciacado de meristema lateral (fig. 36) lsimao encontrado no caule jovem (fig.
5). Na galha, esse meristema parece se origintaixBes procambiais provenientes das
projecdes foliare® produz cambio vascular (fig. 37) e tecido paréndtico para o
interior (fig. 36). A vascularizacdo nessas galapsesenta maior complexidade, uma
vez que é constituida pelos feixes do cortex ddnaga pelos feixes colaterais
provenientes do crescimento secundario.

A galha senescente mantém o padrdo da galha madueto pelo
desenvolvimento de periderme de cicatrizagdo extamesclerénquima. O felogénio
forma células em direcdo a camara larval, destacasdtecidos internos da galha.
Nessa fase, graos de amido podem ser encontrada®tes externo e a camara larval

encontra-se revestida pelo felema.
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Figuras 1-4 . Aspectos da gema n

longitudinais. 4. Seccao transversal do caule. 1.Meristema apical e primordios foliares
adjacentes. Camadas da tinica (C1, C2 e €3¥oneamento do meristemd. Gema apical
evidenciando o alongamento de entrends. Gema afitaformacdo (setall. Vascularizacdo da
gema axilar no caule (seta). Feixes medulares. @rtex GA = gema apical PF = primérdios

foliares Pt = protoderme ZC = zona central ZCR mazde crescimento ZP = Zona periférica




Figuras 5-9. Caracterizaciio do caule nio galhado de Guaping eppesite Vell (Reitz) em
micio de crescimento secundario. Secgiies transversais. 5. Aspecto geral Observar a
instalacio do felogénio na camada subepidérmica, cortex parenguimatico, feixes medulares
remanescente s do caule primario e feixes colaterals provenientes do crescimento secundario
{(zeta). 6. Detalhe da periderme. Observar a epidertme remanescente do caule em cre scimento
primario, células suberificadas e felogfrio. 7. Detalhe de feixes vasculares colaterais
secundarios incluses as fibras produzidas pele menstema lateral 8. Detalhe do meristema
lateral (*). Cdmbio vascular (seta). 9. Detalhe do feize wvascular secundario evidenciando
organizac o do zmilema e fleema Meristema lateral (*). E = epiderme F = floema Fe =
felogénie FIM = feixes medulares P = penderme X = zilema.






Figuras 10-12; 14-15. Galhas gemiferas induzidas por Pisphendrlic Brasiliensis
Couri & Maila em Guapirg opposiia. Figura 13, Aspecto morfologico da gema nio
galhada. 10. Aspecte geral 11, Eamo portando galhas gemiferas induzidas em gema
apical & em gema axmlar 12, Galbas jewvens. Observar a gquantidade de projecdes
foliares comparadas a gema que se desenvolveram aproximadaments na mesma época
do inicie de desenvolvimento da galha (fgura 13 13, Aspecto geral da gema nio
galhada 14. Local de saida do indutor (seta branca). 15. Galha senescente.
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Figura 16-18. Relaciies o entre numero de cimaras larvais e tamanho da galha.
16. Altura e nimero de cimaras. 17. Largura e nimero de cimaras. 18, Altura =
Latgurae nimero de cimaras (p < 0,0001).



Figuras 1¢-25. Desenvolvimento das projecdes foliare 19. Gema reprodutiva (ao
centro). Trés meristemas florais (pontilhado). Rfega entre o numero de
primérdios e o tamanho entre a gema ndo galhadgathada20. Projectes foliares
(*) na superficie da galha sem evidéncia de aloegdéon de entrends em
microscopia eletrbnica de varredurdl. Gema neoformada na galha. Atividade
padrdo do meristema. Par de primordios folia@sInicio das divisdes anticlinais
da tunica e em diferentes planos no cor@8. Alongamento do eixo pelo
crescimento anticlinal da protoderme e maior nanwodivisbes no corpd4.
DivisGes anti- e periclinais (seta) a tunic2s. Projecdo jovem com regido
meristematica em sua base (seta}= cortex, CL= camara larval, Ga= gema
galhada, Ge= gema nao galhada, MF= meristema,fleFa projecdes foliares, R=
rafides.






Figuras 26-29. Fotomicrografias em microscopio eletronico de varredura. 26. Formag 8o
de dois noves primérdios nas bases das projecfes foliares mais desenvolvidas. 27, Detalhe de
um dos primdrdios com base envolvida por tricomas. 28, Gema desenvolvida na base de uma
projecido foliar 29, Detalhe da gema MNeotar superficie pilosa da galha
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em (ruaping opposifa. 30. Detalhe de projecio envelwida por tricomas glandulares. 31,
Feixes wasculares neoformados no cdrtex da galha 32, Primdrdio foliar Elementos
traqueals diferenciades. 33, Feixe vascular ligando projecio foliar ao cértex da galha



Figuras 34-37. Galhas induzidas por Pisphondvlic hresiliensis Maia & Couri em

Grapirg appasite Vell (Reitz). 34.
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Discussao

Muitos fatores afetam o estabelecimento das gab&sjo que a escolha do
hospedeiro e dos sitios de oviposicdo corretos ugiatr e revela alto grau de
especializacdo dos galhadores (Weis et al. 198Bfritsch 1992; Raman et al. 2005).
A galha dePisphondylia brasiliensi€ouri & Maia, 1992 (Diptera: Cecidomyiidae) é
induzida em gemas apicais ou axilares, as quaistiaoem bons sitios de inducéo
(Dreger-Jauffret & Shorthouse 1992; Felt 2001; €£2005), pois nestas se encontram
tecidos meristeméticos responsaveis pelo crescimiaieterminado e formacdo do
corpo primario da planta (Fahn 1990). Além dissessas regides, as células séo
pluripotentes (Lev-Yadun 2003), com alto potenniidtico que sob a acdo do indutor
podem desenvolver-se prontamente contribuindo @doamacao do fenotipo da galha
(Dreger—Jauffret & Shorthouse 1992). De fato, apnaxamente 40% das galhas de
gema sao induzidas por Diptera: Cecidomyiidae (M&@4) e apesar de ndo ser uma
regra, este taxa parece apresentar preferénciaifpms meristematicos na escolha da
inducéo (Rohfritsch 1992).

As caracteristicas morfoldgicas da galh@dérasiliensisem Guapira opposita
(Vell.) Reitz apresentam muitas similaridades canda outras galhas induzidas em
gemas (Kraugt al. 2003; Julidcet al. 2005) nas quais o alongamento do caule cessa e
ocorre multiplicacdo de folhas modificadas (Weis al. 1988; Dreger—Jauffret &
Shorthouse 1992). A similaridade fenotipica apriesknem galhas de gemas demonstra
gue o 6rgao hospedeiro pode determinar em algumn @rarranjo estrutural exibido
pelas galhas que nele se desenvolvem conformevallsepor Cornell (1983). Desta
forma, mesmo sendo a galha um fendtipo extendidgatlvador, este atua dentro de
limites impostos pela planta ou pelo 6rgdo hosped®Veiset al. 1988). No sistem6&.
opposita-P. brasiliensjsa inducdo leva a alteracdo do padrdao de desemesito
caulinar, com expressivo encurtamento de entreBbd¢retanto, a capacidade de
producdo de gemas e primordios foliares do sitiocndacdo é potencializada, sendo,
neste sistema em particular, realizada por dais tife atividade do meristema.

Durante a atividade padrdo, os primordios surges flamcos do meristema
propriamente dito, mais precisamente das zonafépeas (Barton 1998; Bowman &
Eshed 2000), tal qual observado na galhaPdérasiliensis Contudo, a atividade
diferenciada do meristema presente nas bases dggdes foliares também ocorre.

Nesta, divisdes anti- e periclinais promovem a fgéo direta de um novo primordio



em cuja axila forma-se uma nova gema e assim suassmte durante todo o
desenvolvimento das galhas. Assim, ndo ha a forondedum par de folhas, fato que
resulta na perda da filotaxia e no grande agloneeds projecdes, caracteristico do
morfotipo.

A formacdo anémala de primérdios foliares é um e@do raro embora casos
de origem incomum de folhas em decorréncia de damodpice e em culturas de
tecidos tenham sido descritos (Fink 1999). Na gasimdada, as gemas dormentes
localizadas na base das folhas parecem ser fornmafasélulas remanescentes do
meristema apical propriamente dito, que quandonestidas retomam o crescimento
determinado e ndo o padrdo de crescimento indetadmidescrito por Fahn (1990).
Durante a ontogénese normal, alguns meristemasrpsdeapresentar determinados, se
diferenciando diretamente em tecidos maduros, damo 0S meristemas basais dos
espinhos, os meristemas intercalares das graméneasneristemas florais (Kerstetter
& Hake 1997; Fink 1999). Neste estudo, o meristelesenvolve-se em uma Unica
projecéo foliar, na base da qual pode surgir unticquojecado e assim sucessivamente.

Apesar da atividade do meristema ser bastante v@tisa (Byrne 2005), um
grande numero de mutantes demonstra que a filptaxi@mificacdo vegetativa, a
producdo de folhas e a manutencdo da atividade elostema apical podem ser
modificadas. A totipoténcia e a plasticidade ddslag dos vegetais demonstram que a
planta, sob a sinalizacdo adequada, pode apresgmtaessos incomuns de
desenvolvimento (Kerstetter & Hake 1997). Sendansstos galhadores capazes de
alterar a morfogénese de tecidos e 6rgaos de foom@aenada (Mani 1964; Rohfritsch
1992), sugere-se que a formacdo dos primordiosgdteas deP. brasiliensisseja
resultado da manipulacéo diferenciada de sitiossteeraticos potenciais.

A intensa formacéao de folhas e a alteracédo dodpadi atividade do meristema
apical constituem as principais mudancgas geradas Ppobrasiliensis na planta
hospedeira, pois via estimulo da gema axilar oubguala dominancia apical a
arquitetura do ramo caulinar € alterada. A capdeidie alterar a arquitetura vegetal
pela quebra da dominancia apical ja foi descrita parbivoros galhadores levando a
respostas positivas ou negativas no hospedeire¢ha& Whitham 1991; Silvat al.
1996).

A maximizagdo da atividade meristematica somadaraadda energética da
galha, explicaria em parte a supressao do alongandencaule. Como as galhas séo

consideradas fortes drenos (Larson & Whitham 19®dar et al. 1995) e dada a sua



localizac&o, os recursos para a formacéao de priogfdliares e para o alongamento
dos entrends seriam interceptados e redirecionpelasgalha. Segundo Nyma al.
(2000), galhas encontradas nas partes mais cedagianta hospedeira teriam maior
controle dos fotoassimilados. Logo, a acad’dérasiliensisnas gemas dé. opposita
potencializaria um forte dreno, facilitando o apahergético utilizado para a formacéao
da galha com suas projecfes foliares e 0 acUmuleskrvas para a nutricdo do(s)
indutor(es). A ocorrécia de oviposicbes sucessivess gemas neoformadas
possivelmente aumenta a forca deste dreno redn@uilm recursos para a formacao dos
tecidos da galha.

Corroborando com essa premissa, no sist@napposita-P. brasiliensisp
maior de nimero de camaras larvais demonstroulag@i® positiva com o tamanho
final das galhas. Dados semelhantes foram encastrath galhas apicais em roseta de
Solidago altissima.inn. (Asteraceae) induzidas pBhopalomyia solidaginigDiptera:
Cecidomyiidae) (Raman & Abrahamson, 1995). Muitdbera esses mesmos autores
afirmem que a partir de 12 camaras larvais, a ctigfueintraespecifica possa atuar
levando a uma correlacdo negativa, o numero dere8nmd sistema em estudo nao
chegou ao limite critico capaz de gerar este tgpoainpeticao.

Pisphondylia brasiliensi€onsegue induzir alteracbes nos sistemas de tecidos
tanto mais significativas e numerosas quanto nmaioimero de indutores presentes na
mesma gema. Nas 3 fases de desenvolvimento da, galkiagtema de revestimento
apresentou epiderme unisseriada com maior densidadé&ricomas glandulares e
filiformes nas galhas jovens quando comparado &uraa. A densidade de tricomas
em 6rgaos ndo galhados pode estar relacionada angagide fases juvenis a adultas,
ou ainda as condicfes ambientais (Fahn 1990) déedadeontra herbivoria (Fernandes
1994; Martin & Glover 2007). Apesar d& oppositapossuir folhas e caules maduros
glabros, a esparsa pubescéncia em seus Orgdosogoards ndo € incomum (Furlan
1996). Deste modo, o carater expresso na galhagstderelacionado & manutencao da
juvenilidade nos sitio de desenvolvimento dest#isagee as caracteristicas inerentes a
espécie hospedeira, sendo a funcdo de defesa s&ss jfvens um ganho secundario
para o galhador.

O sistema fundamental da galha jovem é caracteripad processos crescentes
de hipertrofia das células e hiperplasia do pan@mau processos comuns no
desenvolvimento de galhas (Mani 1964, Isaias 1988chi 2004; Oliveiraet al.2006),

gue promovem um intumescimento expressivo ha gemas. oppositaa medida que



a galha deP. brasiliensisamadurece, as camadas corticais mais internagrsgcam
formando uma capa esclerenquimatica. A presencda deapa, comum nas
proximidades da camara larval (Isaias 1998; Ca2b®@7; Oliveira 2007), é muitas
vezes relacionada a sustentacdo mecanica e a difegalhador contra inimigos
naturais (Kraus 1997). Os processos de lignificagddem ser desencadeados por
estresses bidticos (ataque de patdgenos) e alsidtestresse hidrico) (Vana al.
1980; Leeet al. 2007). Nesse sentido, a acao de formas ativas idéro@ como 0s
encontrados nos metabdlitos ditos de estresseli@gbodt al. 1996) influenciam a
lignificac&o local. A inducéo desses metabolitos@ecentra em locais de cicatrizacao
do tecido vegetal (Gottliebt al. 1996), sendo possivel encontra-los nas proximidades
do tecido nutritivo onde h& estresse constanteggdla alimentar dos indutores.

Grande quantidade de monocristais similares aquidesedula do caule foi
observada no cortex da galha, reforcando que eaistatas detectadas nas galhas estao
comumente presentes na planta hospedeira. Osicgdia comuns em Nyctaginaceae
(Solereder 1908; Juddt al. 2002) e emG. opposita(Furlan 1996), sendo que as
diferentes formas de cristais de oxalato de ciodem atuar na defesa contra
herbivoria (Fernandes 1994) e balan¢o na concétrde calcio (Franceschi & Nakata
2005). Uma grande quantidade de réafides foi enadatmo mesofilo das projecfes
foliares e nas regies meristeméaticas. A preseeagafiles nos tecidos meristematicos
parece estar ligada a auséncia de vactiolos paeaesiveis altos de €aindesejaveis
na regido apoplastica das células meristematiaga, presenca pode interferir nos
processos de expansao celular. Os cristais atu@s¢c@mo um recurso para sequestrar
o célcio dessas regides, permitindo que as cé&elagesenvolvam normalmente (Nakata
2003; Franceschi & Nakata 2005). Contudo, a auaéieicristais no tecido nutritivo
indica uma limitacdo possivelmente imposta peladede de alimentacdo do indutor,
conforme descrito por Bronner (1992).

As conex0des vasculares da galha com o caule sdlarsisraquelas estabelecidas
com as gemas e provém de neoformacdes vasculaneslas das projecdes foliares,
nas quais hormoénios como a auxina tém participati&a, como reportado por Aloni
(2001). Segundo este autor, primérdios foliares @esenvolvimento sao fontes
primérias de auxina, que, com o transporte potampvem a diferenciacao de tecidos
vasculares desde a margem das folhas até os apideslares, estabelecendo a
conexdo entre o0s oOrgdos. Processo similar estadantexendo durante o

desenvolvimento da galha & brasiliensisem G. opposita De fato, altos niveis de



vascularizacdo séo requisitos parciais para o @stEimento fonte-dreno entre os
orgaos vegetais (Ho 1988) e a extensdo dessas@amaxixilia o estabelecimento da
galha como um dreno competitivo (Larson & Witham®1Q reforcando a idéia de que
a localizacdo e as caracteristicas distintas dhagdke P. brasiliensis promovem
vantagens adaptativas ao sistema.

Dentre as caracteristicas observadas na galRalg@siliensis a grande maioria
se enquadra no padrédo proposto por Rohfritsch ({188& galhas de Cecidomyiidae,
contudo uma caracteristica distinta, a presencereicimento secundario a partir do
meristema lateral, se faz notar em galhas madwasscidas com maiores dimensdes.
Esse meristema, responsavel pelo crescimento aadmoataule, é representativo de
Nyctaginaceae (Carlquist 2004) e sua manutencacgalas é importante para seu
crescimento e desenvolvimento, indicando que osdpadde crescimento da estrutura
estdo sob controle do caule. Sendo a gema o lecalddicdo, o crescimento da galha
para o hospedeiro é similar ao do caule, corrololaranhipétese de que a galha seria
um ramo encurtado.

Os processos ontogénicos responsaveis pelo tandangpaha dé°. brasiliensis
em G. oppositadependem primariamente do nimero de oviposicOdzadas pelas
fémeas nas gemas apicais ou axilares do eixo \‘egetau ainda, nas gemas
neoformadas na galha. Estas gemas apresentamadioi®ep de atividade meristematica
que diferenciam o grande numero de projecOes ésligiue caracterizam o fenoétipo
deste sistema. Em galhas com maior numero de céaraeristema lateral é ativado
incrementando os tecidos de preenchimento, regevaacular.

O presente estudo confirma a hipétese de que a galimifera d&. opposita
decorre de um encurtamento de entren0s e maxinizdgaiferenciacdo de gemas.
Além disso, sua forma final € influenciada tantdapeatividades dos meristemas
primérios quanto do lateral.

A escolha das gemas como sitio de oviposicdo podéerir vantagens ao
indutor, pois ha formacdo de inumeras projecOesaréd através da atividade
diferenciada de meristema presente nas gemasslpigkires e nas bases das projecdes
foliares. Estas Uultimas sdo oOrgdos potencialmentossintetizantes. Estudos
fisiologicos complementares comparando as projefgieses e as folhas ndo galhadas
podem elucidar sua importancia na manutencdo dengd®. brasiliensis(Diptera:
Cecidomyiidae} G. oppositgVell.) Reitz (Nyctaginaceae).
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Relacdes estruturais e fotossintéticas no sistema
Pisphondylia brasiliensis, Couri & Maia 1992
(Cecidomyiidae) -Guapira opposita (Vell.) Reitz

(Nyctaginaceae)



Relacbes estruturais e fotossintéticas no sisterResphondylia brasiliensis, Couri &

Maia 1992 (Cecidomyiidae) Guapira opposita (Vell.) Reitz (Nyctaginaceae)

Resumo

Galhas induzidas em gemas séo reconhecidas p@eapeem indumentos de aspectos
variados, referidos muitas vezes como folhas rudiares ou mal-formadas. Galhas
gemiferas induzidas porPisphondylia brasiliensis Couri & Maia 1992
(Diptera:Cecidomyiidae) enGuapira opposita(Vell.) Reitz apresentam projecdes
foliares originadas a partir de gemas neoforma8asdo assim, espera-se que estas
projecdes possuam organizacado anatdmica e comportarfisiolégico similar aquela
das folhas padrédo da espécie, sendo, portanto rgdossintetizantes funcionais
capazes de auxiliar na manutencéo do sistema. [de mtestar esta hipotese, analises
da anatomia foliar, condutancia estomatica estimteda de pigmentos e fluorescéncia
da clorofilaa na folha ndo galhada e nas projecdes da galhanfoealizadas. As
projecdes foliares da galha sao hipostomaticassueon mesofilo dorsiventral tal quais
as folhas ndo galhadas. Apesar dos valores de &t estomatica ndo terem variado
entre as amostras, as proje¢cdes apresentaram teenate clorofilas e menores taxas
de fotossintese, avaliadas em termos dos rendisi@ntanticos potencial e efetivo.
Contudo, a grande densidade de projecOes podericomfenentos compensatorios a

fotossintese na galha.

Palavras-chave: Galhas, Cecidomyiidae, projecddiards, condutancia estomética

estimada, pigmentos, fluorescéncia da clorafila



Structural and photosynthetic relationships inPisphondylia brasiliensis, Couri &
Maia 1992 (Cecidomyiiidae) -Guapira opposita (Vell.) Reitz (Nyctaginaceae) gall
system

Abstract

Bud galls are recognized for presenting variousuinental features, such as
rudimentary or misformed leaves. The leaf projeti@f the bud galls induced by
Pisphondyliabrasiliensis Couri & Maia 1992 (Diptera: Cecidomyiidae) fAuapira
opposita(Vell.) Reitz are differentiated from new formedds. Therefore, it is expected
that their anatomical organization and physiololgoehavior are similar to those of non
galled leaves, and so are capable of photosynthgsand assisting on the maintenance
of the system. To test this hypothesis, leaf angfastimated stomatal conductance,
pigment content and chlorophyll fluorescence in rgalled leaves and gall leaf
projections were evaluated. Non galled leaves apmstomatic with dorsiventral
mesophyll, and so are the leaf gall projectionssyite the similarity on stomatal
conductance with non galled leaves, the projectimage lower levels of chlorophylls
and photosynthesis, measured in terms of income edfsdtive quantum potential.
However, the high density of leaf gall projectionay provide a compensatory increase

in gall photosynthesis.

Key words: Galls, Cecidomyiidae, leaf projections, estimateahstal conductance,
pigments, chlorophyk fluorescence.



Introducao

Herbivoros galhadores manipulam a morfogénese atindos atacados (Isaias
1998; Oliveira 2007; Mourat al. 2008) de modo que as caracteristicas morfoldgicas,
anatémicas e histoquimicas geradas na galha gardims abrigo, alimento e protecéo
contra inimigos naturais (Mani 1964; Bronner 199fjne & Schonrérogge 2003). Este
processo altera o funcionamento do 6rgdo hospedefleenciando, mesmo que
localmente, a arquitetura, a reproducdo (Sdval. 1996) e aspectos da fisiologia do
vegetal (Larson 1998; Aldest al.2006; Ramaret al.2006).

Nas folhas, a formacédo das galhas além de ocasiwdificacdes estruturais no
tecido clorofiliano, altera também parametros feit®ticos como a quantidade
pigmentos (Yanget al. 2003; Castro 2007; Yangt al. 2007), aumento ou decréscimo
da condutancia estomatica (Florentateal. 2005; Lemos-Filhcet al. 2007; Nabityet
al. 2008) e até mesmo mudancas significativas no paleiotossintético, avaliados em
termos de danos ao fotossistema Il (Aléeal. 2006). Em galhas caulinares, registros
de aumentos compensatorios nas taxas de fotossti@edolhas sadias adjacentes, com
redirecionamento do uso dos fotoassimilados pralhszpara manutencdo da galha,
demonstram que esta age como um verdadeiro dray@{&l. 1996).

As relagbes fonte-dreno sdo processos criticosesenyolvimento das galhas
(MacCreaet al. 1985; Larson & Whitham 1997) e sédo regidas porrdone fatores, tais
como a distancia e o nivel de conexdes vasculaisteetes entre a fonte e o dreno, e a
fase de desenvolvimento do dreno, conferida pedaasiridade metabdlica (Ho 1988;
Taiz & Zeiger 2004). Meristemas laterais, gemasdesenvolvimento, folhas jovens e
raizes sdo considerados drenos competitivos (H®)19Balhas localizadas nestes
orgaos (Wei%t al. 1988) ou que estéo situadas em locais privilegiadasterceptacao
do fluxo de nutrientes sdo mais eficientes na negdio do sistema (Nyman 2000).
Logo, podem alterar o padrao de translocacdo @onido estabelecendo-se como drenos
adicionais e altamente competitivos (Mani 1964; Gtaa et al. 1985; Larson &
Whitham 1991; Inbaet al. 1995).

Os herbivoros galhadores podem se alimentar diegtgnta seiva ou promover
a translocacéo de nutrientes para os tecidos imagigue circundam a camara onde se
desenvolvem (Bronner 1992), sendo que o rediremiento dos fotoassimilados esta
relacionado tanto a nutricdo do galhador quantdesenvolvimento da prépria galha

(Hartley 1998; Oliveiraet al. 2006). Dessa forma, o estabelecimento da galha com



dreno competitivo e a garantia do seu suprimentéott@assimilados sédo primordiais
para o desenvolvimento da espécie indutora, sende possiveis aumentos
compensatorios nas taxas fotossintéticas do érgspeldeiro ou dos 6rgaos préximos a
galha podem conferir vantagens adaptativas acoiigsdthador (Hartley 1998).

Galhas induzidas em gemas frequentemente apreserdaniaridade
morfoldgica, na qual o desenvolvimento do caulegkisido e a galha é revestida por
projecbes que variam desde folhas rudimentares i(/264) a emergéncias diversas
(Vecchi 2004). Poucos estudos avaliaram as carsiites dessas projecdes ou
emergéncias (Kraust al. 2003; Vecchi 2004), sendo que nao foram encontrados
literatura dados sobre a possibilidade destes érgg@m fotossintetizantes.

Galhas induzidas pdPisphondylia brasiliensigCecidomyiidae) em gemas de
Guapira opposita(Nyctaginaceae) se caracterizam por grande numerpraojecdes
foliares superficiais. A inducdo desta galha caalteracbes na arquitetura vegetal,
gerando um encurtamento de entrerds~eury 2009, capitulo 2).

O presente estudo pretende testar se essas @®Ed folhas verdadeiras, com
aparato anatdomico funcional e capacidade fotosgiat8imilar ou superior aquela das
folnas ndo galhadas da espécie vegetal hospedeadindo do pressuposto que
herbivoros galhadores drenam recursos de fontesnmaé ao sitio de inducdo, poderia

a galha dé°. brasiliensisser fonte e dreno de seus proprios recursos?

Materiais e Métodos

Area de estudo

Galhas gemiferas induzidas feisphondyliabrasiliensisCouri & Maia, 1992
(Cecidomyiidae) enGuapira oppositgVell.) Reitz (Nyctaginaceae) foram coletadas na
Serra da Calgada (“020°04'714” W e 043°59'611"18)nicipio de Brumadinho, Minas
Gerais, Brasil. O local € constituido por diver8pes vegetacionais, dentre 0os quais se
destacam matas de galeria, capdes de mata, cangestres sobre quartzito e campos
rupestres sobre canga (Viana & Lombardi 2007). aNea de coleta, predominam as
cangas que representam depoésitos hematiticos isigisrfpertencentes ao Quadrilatero
Ferrifero (Jacobiet al. 2007). Guapira oppositaocorre com frequéncia na area e

encontra-se distribuida nas margens dos capOestdeem area de canga (fig. 1). Um



espécime testemunho do material coletado foi idoluno acervo do herbario do
Departamento de Botanica, ICB — UFMG (BHCB — 124)20

Analises estruturais

Para o célculo do numero de projec¢Oes foliaresgptha, seis galhas maduras
foram selecionadas e as proje¢fes contadas mamialrara as medidas da area foliar
foram escolhidos aleatoriamente seis individuos, gimis cinco folhasdo galhadas
totalmente expandidas e cinco projecfes das gilha® coletadas (n de folhas = 30).
As areas foliares foram obtidas a partir de folassaneadas e analisadas através do
programa EasyQuantify — Quantikov Image Analyzed21900% (Pinto 1996)

Para a producdo de cortes histologicos, folhas galhadas totalmente
expandidas (Bao 5 nd) e projecGes da galha foram selecionadas almatemte de
cinco individuos (n de folhas 30). O material foi fixado em FA# (formaldeido,
etanol 50%, &acido acético, 1:1:18, v/v) por 24 hé&s (Johansen 1940) e estocado em
etanol 70%. Laminas semipermanentes foram prepamma seccdes transversais do
material & mao livre com auxilio de lamina de barkem suporte de isopor. As seccdes
foram clarificadas em hipoclorito de sédio 50%,aldas em &gua destilada e coradas
com a mistura de azul de astra e safranina 9:) (Bivkatsch 1972, modificado para
0,5%). Para a preparacdo de laminas permanenteatavial foi desidratado em série
butilica (Johansen 1940) e incluido em Pardplékraus & Arduin 1997). Cortes
transversais das folhas e projecfes das galhab4(iifr) foram obtidos em micrétomo
rotatério (Leic& 2035 BIOCUT). Os cortes histoldgicos foram afixads laminas com
adesivo de Bissing (Bissing 1974). Ap6s a retirdol@araplasStom acetato de butila a
45°C, em banho maria, as amostras foram desidsatadasérie etilica e coradas com a
mistura de azul de astra e safranina 9:1 (v/v) éBdh 1972, modificado para 0,5%).

Fragmentos de 0,25 énda porcdo mediana de 3 folhas ndo galhadas e 3
projecdes das galhas de 5 individuos foram acarthicios separadamente em placas de
Petri com hipoclorito de sddio 50% por 24-48 hqgras 0 destacamento da epiderme.
O material foi lavado em &gua destilada, corado safranina 1% e diferenciado em
etanol 50% (Johansen 1940).

Laminas semipermanentes com o0s cortes histologietss a mao livre e

fragmentos epidérmicos foram montadas com gelaficarinada de Kaiser (Kraus &



Arduin 1997) e as laminas permanentes com verrtialvincolor Acrilex® (Paiva
2006).

A espessura da epiderme na face abaxial e adaxidblda e dos tecidos do
mesofilo de folhas ndo galhadas e projecbes da dailobtida através de imagens das
secdes transversais capturadas com camera diitalc(CAM 350°) acoplada ao
microscépio (Olympus BH-S) com auxilio do softwavietic Image PluS. Foram
utilizadas a média de trés repeticoes em trés doitdw galhadas e em projecdes de
cinco individuos (n=15).

A densidade de estdmatos’por mnf foi calculada através de imagens obtidas
em camara clara (CH3-TR45) acoplada ao microscépitico (Olympus CH-30).
Foram contados, o numero de células epidérmicasi@®ero de estbmatos em areas
com 0,04 mrh(n = 45 campos).

Desenhos da profundidade, da largura e do comprintEnporo estomatico (n =
45 estbmatos) foram realizados através de imagktidas em camara clara (CH3-
TRA45) acoplada ao microscépio optico (Olympus CHeBpartir de [aminas com cortes
transversais e fragmentos epidérmicos, respectivEemAs imagens foram escaneadas
e as medidas realizadas através do software EastifguaQuantikov Image Analyzer
1992-2007F (Pinto 1996). A area (% do poro foi obtida através da férmula da elipse,
sendo

A=mrir
sendon =3,14; f=raio da largura do poroz¥raio do comprimento do poro. A area
ocupada pelos poros estoméaticos em 1°rden area foliarnay) foi expressa em
porcentagem e calculada multiplicando-se os valorédios do poro estomatico A

pela densidade estomatica)n
Condutancia estomatica

A condutancia estomatica foi estimada®(gh partir de parametros anatémicos
aplicando a seguinte formula:
g'=Dn & %+ rY)?
onde D = 2,4 . IBm? s* é o coeficiente de difusdo da a4gua a 20°C, n énwero de
estdmatos por unidade de ared,, a™ e 5* séo, respectivamente, a area, o raio e a

profundidade do poro estomatico (Nobel 1999).



Dosagem de clorofilas

Foram preparadas 30 amostras de folhas ndo galbadteshdo cinco discos de
lcnf com peso conhecido, coletados aleatoriamente déndididuos. Devido ao
tamanho diminuto das proje¢fes da galha, as 30tema®m cinco proje¢des cada, de
peso conhecido, foram coletadas aleatoriament® dmlbas. A extracdo das clorofilas
foi realizada em acetona 80% seguida da maceragamaterial, centrifugacdo e

quantificacdo segundo as equacdes propostas guehtbaler & Wallburn (1983).

Fluorescéncia da clorofilaa

A fluorescéncia da clorofila foi avaliada nas folhas ndo galhadas e projecdes
das galhas de cinco individuos de. opposita utilizando-se um medidor de
fluorescéncia modulada (MINI-PAM, Waltz). As medisddas folhas sadias foram
pareadas com as medicdes das projecOes de galkasteotes em um mesmo
individuo, possibilitando dessa forma a aquisic@oaspostas sistémicas comparativas
(Aldea et al. 2006). Os valores de rendimento quantico poterunafotossistema I
(PS1l) (Fv/Fm) foram obtidos ng@redawne ao longo do dia (duas em duas horas, apos
aclimatacao ao escuro por 30 min.), oR@le& a fluorescéncia maxima variavetm € a
fluorescéncia maxima da clorofila na amostra adiptao escuro sob um pulso
saturante de luz. Avaliagcdes da perfomance didgiaeddimento quéntico efetivo do
PSII foram realizadas durante o curso de um diaiotenvalos de duas em duas horas.
O rendimento quantico efetivo do PSARF'm) foi determinado conforme Gengy al.

(1989) através da férmula:
AFIF'm = (F'm — F)/F’'m
ondeF é a fluorescéncia da clorofila na amostra adaptadaz eF'm a maxima

fluorescéncia da amostra a luz, com o pulso sawrarodas as medicbes foram

realizadas em 20 de abril de 2008, no final decéstahuvosa.



Analises estatisticas

Andlises estatisticas foram realizadas com auwdlio programa JMP (SAS
Insitute, US, 1989-2002). Foram feitos testes denabidade e homogeneidade. Quando
necessario, as variaveis sofreram transformacaaritogca e radicial para a
normalizag&o. Para os dados normais e homogéreas) fiplicados testes ANOVA/t-
Student, e para os demais dados foram aplicadtes teo paramétricos de Kruskal-
Wallis (Sall 2002).

Resultados e Discusséo
Folha ndo galhada x Projecgéao foliar

As folhas sdo opostas cruzadas (fig. 2) e apresentarea média de 1193 rhm
+ 358 (tab. 1), valor abaixo do descrito por Fern{@04) para individuos deuapira
opposita de restinga. Devido a expressiva plasticidade fpiwat que G. opposita
possui, variacdes no tamanho da folha sdo esperdélatan 1996), sendo as
caracteristicas ambientais da area onde os indigidse encontram um fator
determinante para este carater. As espécies dsts#ese localizam em capdes de
mata associados a afloramentos hematiticos (cagaangas possuem altos niveis de
metais pesados no solo, grande intensidade lumimagacéo ampla na temperatura ao
longo do dia e baixa umidade relativa do ar (Vi&haombardi 2007; Jacobet al.
2007; Scarano 2007), assim, caracteristicas xefma®isdo comuns nas plantas destas
areas com condi¢cdes ambientais estressantes, sendims pard@metros conhecidos o
nanismo (Jacolet al.2007).

Diferentemente das folhas dos ramos ndo galhadosprejecdes foliares
formadas na galha ndo apresentaram filotaxia regeflaFleury 2009, cap. 2). A area
média destas projecdes foi de 16406,0 mnf (tab. 1), o que demonstra uma reducao
de 98,6% quando comparada a folha padrao (figAl®racdes na area do limbo frente
a acao de herbivoros galhadores na regido nedtoficam documentadas por
Goncalvest al. (2005) e Castro (2007).



Tabela 1 - Area foliar, nimero de estématos por fde area foliar, area do poro
estomatico (&), porcentagem da folha ocupada pelo poro estomdftigas) €
condutancia estomaticasfgde folhas ndo galhadas e projecdes foliares liea gkeP.
brasiliensisMaia, 1992 (Diptera-Cecidomyiidae) & opposita(Vell.) Reitz, Serra da
Calcada-MG.

Orgéao Area foliar Net Bt NsBst Ost
(mn) (estématos (un?) (%)  (mmol m?s?)
mm?)
Folha n&o galhada 119& 1l47a 72,522 0,00% 364,0&
+29 +29,03 0,002 +141,12
Projecéo foliar
16,0b 86b 118,8d 0,01(a 338,7%
122 41,04 £0,003 +104,67

Resultados acompanhados de letras iguais ndomifdgmificativamente. (N=45; p=0,05)

Muito embora esses estudos tenham sido realizadogyahas foliares, a
inducdo de galhas em gemas comumente leva a difecéo de folhas e neoformacdes
numerosas e diminutas (Mani 1964; Vecchi 2004)educao expressiva no limbo das
projecOes foliares observada nesse estudo podesdtado da grande producado de
folhas em um curto espaco de temmd. Fleury 2009, cap. 2) e/ou da demanda
energética gerada pelos proprios primoérdios daagalm formacdo. No inicio do
desenvolvimento, o estimulo do indutor gera o amescto da galha e a producgéo
potencializada de primérdios foliares formando e¢dgs foliarescf. Fleury 2009, cap.

2) que variam de 320 a 1100 por galha. A formagisak estruturas € baseada em
divisbes e diferenciacdo celulares, processos laommeados com o0 gasto de
fotoassimilados (Ho 1988) no qual tanto as galBassteinet al. 1994; Florentinest al.
2005) quanto os primordios foliares em formacdo (988) funcionam como fortes
drenos. No caso da galha Bebrasiliensisem G. oppositaestes drenos podem ser
competitivos. Larson & Whitham (1997) demonstrapme galhas e primordios foliares
nao galhados competem por recursos limitados, aest, no sistema em estudo a
intensa atividade metabdlica da galha pode coritripara a geracdo de uma forte
demanda energética na sua fase inicial que, poveziadevera ser repartida com 0s
primordios foliares em formacdo. O compartilhamet¢orecursos nesse estagio pode
limitar a expansédo dos primordios foliares em deskimento, pois, os tecidos da
galha em formacdo protegem e alimentam o indutonadeando maiores gastos
energeéticos.



Apesar da diferenca expressiva na area, em teamatmicos, a folha e as
projecdes demonstraram altos niveis de similaridAd@lises anatdmicas permitiram
verificar que ambos os érgdos séo hipostomaticaosroesofilo dorsiventral (fig. 4 e 5),
organizacdo comum nas espécies de Nyctaginacessrg@ 1908). Ferminet al.
(2003) encontraram estrutura semelhante nas fallea&. oppositapresentes em
populacdes de mata atlantica e de restinga.

Na epiderme, as caracteristicas das células da fdb galhada e das projecdes
foliares ndo variaram sendo que, em vista frombservam-se células com formato
irregular, paredes retilineas a levemente onduladbdgadas (fig. 6 e 7). Os estdmatos
sdo encontrados somente no mesmo nivel das de@halsscepidérmicas. Os tipos mais
comuns foram paracitico e anomocitico (fig. 8),refanto, estbmatos do tipo
actinocitico (fig. 9) foram raramente observadoddanas folhas quanto nas projecoes.
Estbmatos paraciticos e anomociticos séo citadddgenatura para as Nyctaginaceae
(Solereder 1908) e pafa. opposita(Ferminoet al. 2003; Fermino 2004), contudo esse
€ 0 primeiro registro de estbmatos actinociticasaespécie.

Andlises histométricas ndo mostraram diferencasfsigtivas entre os tecidos
(tab. 2). A epiderme unisseriada apresentou cébdagpactas, com formato retangular
a quadrangular e cuticula evidente para ambosga@®r(fig. 10 e 11). A espessura da
epiderme da folha ndo galhada nas faces adaxib&dah foi de 46,56t 3,70 um e
33,79+ 4,40 um, respectivamente, e na projecao foliar 42,Z2L6 um e 36,59+ 5,38

um, respectivamente (tab.2).

Tabela 2 - Espessura do mesofilo e dos tecidoslda $adia e projecéo foliar da galha
deP. brasiliensissm G. oppositapopulacdo da Serra da Calcada - MG).

) Epiderme  Epiderme Parénquima Parénquima
Orgéo face adaxial face abaxial palicadico lacunoso Mesofilo

(um) (um) (um) (um) (um)
Folha sadia 46,56 33,79 104,63 316,29 401,04
+3,70a +4,40n +15,77 +52, 798 +45,66
Projecao 42,42 36,59 113,06 342,94 424,84
foliar +7,16a +5,38 +20,52 +51,5% +67,58

Resultados acompanhados de letras iguais ndomifggmificativamente. (N= 15; p=0,05)

Tricomas glandulares filiformes (fig.12) foram obs&los tanto na folha n&o
galhada quanto nas projecdes. Esse tipo de tridonmdescrito por Solereder (1908)

paraPisoniae Neea,espécies da mesma subtriboGigapira (Douglas & Manos 2007).



Ferminoet al. (2003) descreveram a ocorréncia de tricomas glaretufiliformes em
espécies d&. oppositade mata atlantica e tricomas glandulares capitadogspécies
de restinga. Os tricomas glandulares podem auxibadefesa contra insetos fit6fagos
(Fernandes 1994; Martin & Glover 2007), entretadi&yido a sua distribuicdo esparsa
na folha madura, é pouco provavel um papel sigtifio nesta funcao.

O mesofilo da folha ndo galhada apresenta espes&urt01,04t 45,66 um
contendo 1-2 camadas de parénquima palicadicol@ig 11; tab. 2) e 7-10 camadas de
parénquima lacunoso, constituido de células bnawds que em seccgédo transversal tém
formato irregular com extensdes de aspecto cilind(fig. 4). Ferminoet al. (2003)
encontraram estrutura semelhante nas folha&.deppositaem mata atlantica e em
restinga. Entretanto, nas folhas de restinga mamostas ao sol, o parénquima
palicAdico apresentou maior niumero de camadas. spessuras do parénquima
palicadico e lacunoso foram respectivamente, 104,68,77um e 316,2% 52,75um
(tab. 2). Nas projecoes foliares, o mesofilo aprese 424,84+ 67,55 um, sendo
representado por 1-2 camadas de parénquima palicadm 113,06 20,52 um (fig.
11; tab. 2) de espessura e 8-13 camadas de pam@nt@cunoso com 342,94 51,57
um (fig. 5; tab. 2) de espessura.

Em todo o mesofilo, tanto nas folhas ndo galhadestg nas projecbes das
galhas, foram visualizados idioblastos com cristhiersos (rafides, monocristais e
drusas) (fig. 13). As drusas foram observadas caentenno parénquima palicadico,
enquanto os monocristais e as rafides no lacuniigo1@). A presenca de cristais
diversos é comum em Nyctaginaceae (Solereder 1R0@Rtet al. 2002) e enGuapira
opposita(Furlan 1996; Fermino 2004), sendo que diversagdfes sdo atribuidas para
eles, dentre elas a defesa contra herbivoria gudagio dos niveis de concentracao de
Ca'? (Nakata 2003; Franceschi & Nakata 2005).

Na regido da nervura mediana, em corte transversabrtex apresenta 3-4
camadas de colénquima angular seguidas eventuagmerit-2 camadas de parénquima
palicadico. Internamente, 2-3 camadas de paréngeomamonocristais sdo observadas.
O sistema vascular, composto por 4 -12 feixes exat organizados em forma de anel
(fig. 14), ocupa posicao central. Abaixo dos tesigasculares, o cortex é formado por
células parenquiméaticas seguidas de 4-6 camadasl@gguima angular adjacentes a
epiderme da face abaxial da folha. Nas projecobards, o colénquima e menor

namero de camadas (1-3) voltadas para a regidosh@a®-3 camadas voltadas para a



abaxial, 1-3 feixes constituem o sistema vasctiigr 15). O menor nimero de feixes
vasculares nas proje¢cdes pode ser relacionado mesuar area. Segundo Aloni (2001),
a diferenciacdo vascular nas folhas se inicia nasgems dos primérdios foliares em
direcdo ao eixo do caule, na direcdo do transmtartauxina. Este transporte diminui a
medida que os tecidos se diferenciam. Uma vez gepansao das projecdes ocorre
precocemente, logo, a diferenciagéo dos feixeaass também é reduzida.

As projecdes sdo do ponto de vista anatdmico, $oleedadeiras e a despeito do
tamanho reduzido possuem aparato fotossintéticenpiamente similar aquele da

folha ndo galhada.

Aspectos da fotossintese

indice, densidade e condutancia estomatica

A folha ndo galhada apresentou em média 147 est@mmat” + 29 diferindo
significativamente das projecdes foliares, que seireram 86 estématos Mriab. 1).

A &rea do poro estomatico apresentou valor médié2¢s2 pnt na folha néo
galhada e tamanho 1,63 vezes maior nas projecé@iesl(t. Contudo, estas diferencas
nao foram suficientes para alterar a condutand@negica estimada, que apresentou
valores de 364,08 141,12mmol m? s para a folha ndo galhada e 338,79
+ 104,67 mmol m* s* para as projecdes foliares. Deste modo, a mai@ar @weporo
pode estar associada a um mecanismo de compemnsagdmixa densidade estomatica,
garantindo os mesmos niveis de condutancia na flha galha (tab. 1). Os dados
encontrados no sisten®a brasiliensis-G. oppositdiferem dos encontrados por Lemos-
Filho et al. (2007) que registraram diminuicdo na gm galhas deéAspidosperma
australe Muell. Arg. induzidas porPseudophacopteron sgPsylloideae) e deA.
spruceanumBenth. ex Muell. Arg. induzidas por uma espécie dentificada de
Cecidomyiidae. Dados de condutancia estomaticargdos envolvidos na interacao
com insetos herbivoros mostram-se contraditorics@n 1998 e Florentiret al.
2005). Desta forma, a resposta da condutancia ast@mparece apresentar grande
variagdo entre os diferentes sistemas planta hespeatrganismo galhador, nao
havendo até o momento uma tendéncia geral paravesi@el frente a acdo de

herbivoros galhadores.



Pigmentos fotossintetizantes

O teor médio das clorofilas e b e clorofilas totais foi significativamente menor
nas projecdes foliares da galha quando comparaftdh@as ndo galhadas (tab. 3) com
reducdo aproximada de 62% nas clorofilas totaispisgecdes foliares apresentaram
maior razao clorofila/b do que as folhas nao galhadas (tab. 3).

Tabela 3— Conteudo de pigmentos (n = 30) em folhas ndcagathe projecdes foliares
da galha d€isphondylia brasiliensiMaia, 1992 (Diptera- Cecidomyiidae) gbuapira
opposita(Vell.) Reitz, Serra da Calgada-MG.

) Clorofila a Clorofila b Clorofila total Clorofila a/b
Orgéos (ug §'MF) (ug §'MF) (Mg §'MF) (Mg §'MF)
Folha ndo 987.26a 309.8& 1297.14 3.21a
galhada +224.51 +78.25 +301.95 +0.17
Projecéo 413,45 79,3D 492,80 521

foliar +135,04 +43,93 +178,97 +3,07

Resultados seguidos pela mesma letra ndo difegnifisativamente pelo teste t -Student ( P=0,05).

Alguns estudos demonstram que as galhas provaoaandiminui¢éo no teor de
pigmentos (Yanget al. 2003; Castro 2007). Conforme exposto anteriormente,
sistemaP. brasiliensis— G. opposita 0 menor teor de pigmentos veio acompanhado
pela maior razao clorofila/b. A reducdo no teor de clorofilas e o0 aumento daaca
clorofia a/b (com valores superiores a 4,0) foram observadosnetantes deficientes
de clorofila em milho, ervilha, feijdo e beterraf@ang et al. 1993 apud Yang et al.
2007). Yanget al. (2007) sugere que a inducdo da galha pode levan dipo de
mutacéo na producao de pigmentos fotossintéticos.

A forma como os insetos galhadores alteram atglzate de pigmentos néo é
bem compreendida. O nitrogénio e o carbono desemapenpapel importante na
construcdo do aparato fotossintético, pois sdoexitws componentes da clorofila e das
moléculas de citocromos, bem como das proteindg @ deiger 2004; Luttge 1997).

Nas galhas maduras d® brasiliensis aclcares soluveis, substancias alcaloidicas e



fendlicas e intensa lignificacdo externamente aatanarval foram observadasf (
Fleury 2009, cap. 1 e 2). Yargf al. (2003) encontraram maiores quantidades de
compostos secundarios e menores teores de pigmemagalhas de Cecidomyiidae
quando comparadas a folha ndo galhada, sugerindoaggalha sintetiza menos
pigmentos em funcdo da maior producdo de compestodvidos na defesa do indutor.
A producdo de metabdlitos secundéarios, em espaci@nina, € dispendiosa para o
vegetal, pois aloca carbono e nitrogénio do meitstinol primario (Gottlieket al. 1996).
Deste modo, no sistema em estudo, € possivel quesllgdo dos pigmentos nas
projecdes seja consequéncia da realocacdo dosesaom metabolismo primario para a

producdo de compostos secundarios nitrogenad@sdiales) e compostos fenolicos.

Fluorescéncia da clorofilaa

Os pigmentos tém papel chave nos processos fatéssos (Taiz & Zeiger
2004), sendo que mudancas nos seus teores podéamn afeaptacdo de luz e a
transferéncia de elétrons (Yaagal. 2003). Corroborando essas premissas, a avaliacdo
da fluorescéncia da clorofila neste estudo indicou diferenca no comportamento do
rendimento quantico efetivo do PSIAR/F'm) entre as folhas ndo galhadas e as
projecoes foliares. As folhas ndo galhadas aprasent valores maiores quando
comparados aqueles das projecfes foliares (figya Similarmente, o rendimento
quantico potencial (Fv/F’'m) demonstrou resultadgsilamente superiores nas folhas
nao galhadas (figura 17).

Em todos os horarios, os 6rgéos avaliados obtiveraores deAF/F'm abaixo
de 0,8 indicando possivel fotoinibicéo (fig. 16)fcdoinibicdo pode ser definida como a
inativacéo do centro de reacdo do PSII, levandieacescimo da atividade fotoquimica
(Bertamini et al. 2004). A andlise da dindmica dos valores de Fv/pussibilita
caracterizar o nivel desta fotoinibicdo (Rasckeral. 2000). Valores de Fv/F'm
inferiores a 0,8 avaliados em folhas adaptadasaar@ por 30 minutos caracterizam a
fotoinibicdo aguda (Luttget al. 1998) e a constancia desses valores abaixo deo0,8 n
Fv/F'm avaliados durante predawnconfirmam uma fotoinibicdo crénica, com danos
mais severos ao PSIl (Rasclatral. 2000). Nas folhas ndo galhadas e nas projecoes
foliares, apesar dos valores de Fv/F'm (fig. 178¢ terem sido maiores do que 0s

encontrados naF/F'm, esse aumento nado foi suficiente para a magdo do PSII,



demonstrando uma fotoinibicdo crénica para ambodrg&os, com maior intensidade
na projecao foliar.

A fotossintese pode ser afetada por diversosestoentre eles, a luz e a
disponibilidade de C®e de agua (Nobel 1999; Taiz & Zeiger 2004). Como a
condutancia estomatica estimada néo diferiu erdriolaas e as projecdes, sugere-se
gue ambas tém a mesma capacidade de realizarcas fasosas e, conseqientemente,
nao possuem diferencas na captacdo de. dOdavia, uma baixa produtividade
fotossintética foi encontrada em galhas por Aleteal. (2006) e Larson (1998), os quais
sugerem a influéncia de fatores biologicos na ftisese. O presente estudo mostra o
baixo teor de clorofilas nas projec¢des foliaregakha deP. brasiliensiscomo um fator
gue influenciou o rendimento fotossintético.

Em concluséo, este estudo demonstrou que as Pegjégliares da galha de
brasiliensisem G. oppositasdo folhas verdadeiras, com menor area quandoarangs
as folhas ndo galhadas. Sua organizacdo anaténsicailar a da folha, com mesofilo
diferenciado e estdmatos somente na face abaxdahsPectos fotossintéticos, por sua
vez, apresentaram-se contraditérios, com a condatdestomatica estimada nao
diferindo entre os 6rgaos e os teores de pigmentssvalores dAF/F'm e Fv/F'm séo
menores nas projecoes.

Apesar das projecdes apresentarem atividade fotéssa reduzida, a grande
densidade destas sobre as galhas pode promovecamzensacido na fotossintese.
Bursteinet al. (1994) demonstraram através’d€, que galhas de gemas sdo poderosos
drenos, sequestrando no inicio de seu desenvoltanmeaursos de fontes préximas e,
no final, de fontes distantes, como ramos vizind®spossivel que o conjunto das
projecdes foliares destas galhas auxilie no fomesto de fotoassimilados em direcéo
aos tecidos que irdo nutrir o galhador na galhaumsadContudo, devido ao baixo
rendimento fotossintético das projecdes, a proddedamesmas pode néo ser suficiente
para a completa manutencéo do sistéhsphondylia brasiliensis- Guapira opposita

que drenara recursos de fontes vizinhas.



Figuras 1-3. Guapire opposita (Vell) Reitz. 1. Visio geral da area de coleta na Serra
da Calpada, Brumadinho, 3G Capdes de mata sobre canga. 2. Folhas ndoc galhadas

com Rlotazia oposta cruzada 3. Galhas de Fisphondyvilia brasiliensiz Couri & Maia
{Diptera — Cecidomyudae).



Figuras 4-9. Aspectos anatirmicos da folha nio galhada e projecéiio foliar da galha
induzida por Pisphendrlia brusiliensis Couni & Mala em Guapira opposita (Vell)
Reitz. 4-5. Keccies transversais. 6 - 9. Vista frontal da epiderme da face abaxial da
folha, 4. Folha nde galhada Mesofile dersiventral, epiderme unisseriada e folha
hipostomatica. Estémate (seta). 5. Projegfo foliar. 6. Face abaxial da folha nio
galhada Tricomas (setas). 7. Projegfo foliar. 8. EstSmatos ancmociticos e paraciticos
em folha nfio galhada 9. Estdmate actinocitice em folha nfo galhada.
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Figuras 10-15. Aspectos anatdmicos da folha ndo galhada e projecéio foliar da galha de
FPisphondvia brasiliensis Cowrl & DMaia em Guapirne opposita (Vell) Reitz. 10,
Parénquima paligadice da folha ndo galhada 11. Projegio foliar. 12, Presenga de tricomas
glandulares na folha ndoe galhada. 13, Presenca e distribuicic de cristais na folha nio
galhada Luz pelarizada 14, MNervura mediana na folha nfo galhada 15, Projecio foliar
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Figura 16-17. Parametros da fluorescéncia da clorofila & relacionados a
performance fotossintética ao longo do dia de folhas nio galhadas e projecdes
foliares da galha de Pisphondvlia Brasiliensis Couri & Daia (Diptera-
Cecidomyiidae) em Guapirg eppasite (Vell) Reitz. 16, Eendimento quéntico efetive
(AFF 'my. 17. Eendimento quintico potencial { Fw'F m).
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Figura 18 . Valor medio {(#desvio padrao) do rendimento quantico potencial do PSII
(predown). 18, Comparagio entre a folha nfe galhada & a projecie feliar da galha de
Figphondylia brasiiensiz Count & Maia em Guapira opposita (Well) Eeitz
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Consideracoes finais

As super-hospedeiras de herbivoros galhadores sdelos de grande interesse
para estudos comparativos acerca do desenvolvimesgetal. Nestas plantas, a
influéncia de diversos galhadores pode ser avatax@o como padrdo a morfogénese
de uma Unica espécie vegetal.

Guapira opposita cuja presenca em uma dada populacédo € apontata de
grande influéncia para a riqueza de galhadores tavatro de seus morfotipos
estudados do ponto de vista comparativo e um delesjorfotipo induzido por
Pisphondylia brasiliensis (Diptera: Cecidomyiidae), avaliado sob o0s aspectos
ontogénico, histoquimico e fisiolégico.

Deste estudo sao propostos quatro artigos ciergjfeendo trés avaliados como a
presente dissertacdo de mestrado e um ja subnfatidro 1). Os resultados obtidos em
G. oppositasomam dados as analises comparativas entre galthasidas em outras
super-hospedeiratdntana camara Copaifera langsdorff)i estudadas pelo Grupo de
Pesquisa em “Estrutura, Quimica e Fisiologia deh&alTropicais” e ampliam o
entendimento sobre os niveis de similaridade elac&e nutricional com os taxa
indutores.

Os estudos de desenvolvimento e histoquimica nhagde P. brasiliensis
corroboram a importancia do sitio de inducdo naerdehacdo da forma e
funcionamento da estrutura. Este morfotipo coristtyprimeiro modelo no qual os
aspectos da fotossintese foram abordados de meekiaat a potencialidade da galha

como fonte e dreno de seus proprios recursos.



Description of the female, pupa and gall oPisphondylia brasiliensis
Couri & Maia, 1993 (Diptera: Cecidomyiidae, Schizongiina) with new

records

V. C. MAIA!, G. FLEURY?, G.L.G. SOARES R. M. S. ISAIAS

! Departamento de Entomologia, Museu Nacional, Quitet Boa Vista, S&o Cristovao, 20940-040, Rio
de Janeiro, RJ, Brazil.
2 Laboratério de Anatomia Vegetal - Instituto de @iés Biologicas, UFMG, MG, Brasil

®Departamento de Botanica- Instituto de Biologia,RS; Porto Alegre, RS, Brasil

The gall of Pisphondylia brasiliensi®n Guapira opposita its female and
pupa are described and illustrated. The geogragistribution of this
species is extended to Minas Gerais and Rio Grdod8ul (Brazil). The
gall is located in apical and axilary buds of yowsiwots. It is round or
elliptic and covered with small leaves. For thestfiime, a female of the

genuss described.

KEYWORDS: Asphondyliini, Cecidomyiidae, Diptera,Pisphondylia
brasiliensis Schizomyiina

INTRODUCTION

Guapira oppositaVell (Reitz) (Nyctaginaceae) is an arboreous-aibesspecies

of wide distribution occurring all over Braziliartases, in diverse habitats from rain

! Corresponding author: V.C.Maia (maiavcid@acd.ufyj.b



forests to rupestrian fields with large phenotypiasticity in function of environment
variation (Furlan 1996). This species is a supérims galling insects within witch
Pisphondylia brasiliensiéMaia 2005).

PisphondyliaMohn, 1960 is known from two Neotropical specieat tform galls
on NyctaginaceaeP. salvadorensigMohn, 1960 described from El Salvador (larva,
pupa, male, and gall) (M6hn 1960) aRdbrasiliensisMaia & Couri, 1993 described
from Rio de Janeiro State, Brazil (male and galiai@ & Couri 1993). The genus can
be recognized by the following characters: malesamal circumfila longitudinally
sinuous; palpus three-segmented; tarsal claws sjngshpodia rudimentary; teeth of
gonostyli denticulate; parameres absent; aedeaghbsus; pupal antennal horns absent
and dorsal abdominal spines present; larval spatudant and anal segment elongated.
The female is unknown.

In this paper, the female, pupa ofP. brasiliensis are described and gall
morphology is revisited and illustrated. The fornecompared with females of other
Schizomyiina genera in order to complete the getaimition. The pupa is compared
with that of P. salvadorensisBesides, the geographic distributionRofbrasiliensisis

extended to Minas Gerais and Rio Grande do Sukz{Bra

MATERIAL AND METHODS

Galls of P. brasiliensiswere collected in November, 2007 in rupestriandfieh
ferruginous “canga” at Brumadinho, Minas Geraisa#flf and in February 2008 at a
estational semideciduous forest in Porto Alegre®, Grande de Sul, Brazil. To obtain
adults and pupal exuviae, part of the samples \@a$ed to the laboratory and kept in

plastic pots layered at the bottom with damp co#iod covered by a fine screening.



These pots were checked daily. To obtain pupae eréorm gall macroscopical
analysis, part of the samples was dissected unskereoscopic microscope.

Insect specimens were first preserved in 70% ethand later mounted on
microscope slides following the methodology @AGNE (1994). Galls were fixed in
formalin-acetic acid-50% ethanol (FAA) (1:1:18) ltdmsen 1940) for 48 hours, washed
in 50% ethanol and transferred to 70% ethanol. éfaitte samples were dehydrated in
n-buthyl series (Johansen 1940) and embedded apRat (Kraus and Arduin 1997).
Transverse sections (1&1) were obtained with a rotatory microtome (Bioduhg), and
stained in 0.5% astrablue-safranin (2:8) (v/v).&uhtic drawings were made using an
Olympus BH2-DA drawing attachment connected to dgnfpus light microscope
(Olympus BH2/BHS).

All insect material was deposited in the Dipterfemtion of Museu Nacional, Rio

de Janeiro (MNRJ), and plant material at BHCB Heua.

RESULTS
Female description

(Figs. 1-5)

Adult. Body length (from vertex to bilobed struetiat posterior end of tergite 8):
3.55-4.30 mm (n=5). Head: eye facets hexagonatebtfoappressed. Antenna: scape
obconic, 0.10-0.12 mm long, 0.07-0.09 mm wide-1L.8 as long as wide; pedicel
short, globose, 0.05-0.06 mm long (n=6); flagelloase 9-12 progressively and
conspicuously shortened (Fig. 1); flagellomere n&wobrt and bare. Flagellomeres 1 and
2 not connate, flagellomere 1. 0.25-0.28 mm longd 4.0-1.13 times longer than

flagellomere 2; flagellomere 2: 0.23-0.25 mm loagd 1.04-1.13 times longer tthan



flagellomere 3; flagellomere 3: 0.21-0.23 mm loagd 1.04-1.15 times longer than
flagellomere 4; flagellomere 4: 0.20-0.21 mm lomgd 1.0-1.05 times longer than
flagellomere 5; flagellomere 5: 0.19-0.21 mm lomgd 1.0-1.05 times longer than
flagellomere 6; flagellomere 6: 0.19-0.20 mm lomgqd 1.0-1.17 times longer than
flagellomere 7; flagellomere 7: 0.17-0.19 mm lomgd 1.0-1.35 times longer than
falgellomere 8; flagellomere 8: 0.14-.017 mm loagd 1.16-1.33 times longer than
flagellomere 9; flagellomere 9: 0.12-0.13 mm loagd 1.18-1.33 times longer than
flagellomete 10; flagellomere 10: 0.09-0.13 mm loagd 1.42-1.83 times longer than
flagellomere 11; flagellomere 11: 0.06-0.07 mm loagd 1.2-1.4 times longer than
flagellomere 12; and flagellomere 12: 0.06-0.05 tong (n=6). Circumfila wavy (Fig
.2). Frontoclypeus with 22-36 setae (n=2). Labromgtattenuate. Hypopharynx of the
same shape of labrum, with long anteriorly diredegeral setulae. Labella elongate-
convex, each with some lateral setae and thres péishort mesal setae. Palpus with
three setose segments: segment one globoid, M@3mm long, and 0.03-0.04 mm
wide; segment 2 ovoid, 0.05-0.06 mm long, 0.03%0tm wide, 1.25-1.71 times as
long as wide, and 1.25-1.66 times longer than segme segment 3 cylindrical,
tapering to apex, 0.11-0.12 mm long, 0.03-0.035 wmiake, 3.6-4.0 times as long as
wide, and 1.8-2.4 times longer than segment 2.

Thorax. Anepimeron setose, other pleural scleaetose. Wing length (from arculus
to apex): 3.20-3.30 mm (n=5). Tarsal claws simpleyed beyond midlength, similar
on all legs; empodia rudimentary (Fig. 3).

Abdomen (Fig. 4). tergites 1-7 rectangular, witingdete row of posterior setae, several
lateral setae, some setae at midlength, two bashbid sensilla and elsewhere with
scattered scales. Tergite 8 laterally notched, wimplete row of posterior setae.

Sternites 2-6, with setae more abundant at midtergitmplete row of posterior setae,



several lateral setae, two basal trichoid sensilld elsewhere with scattered scales.
Sternite 7 with many scattered setae at distaldBtal (bare at basal 1/5) and 1.7-2.0
times as long as sternite 6. Sternite 8 not scimwt Ovipositor protrusible, elongated,
pliable, with long ventral, sparse dorsal setaetandcercus (Fig. 5); when completely
protracted 0.75 mm long (from caudal margin of iter§ to apex).

Material examined. Porto Alegre, Rio Grande do Buhzil, 20.11.2008, Geraldo Soares

and Graziela Fleury col.: 6 females (emergence3oh.2008).

Pupa description

(Figs.6-10)

Color: brownish. Length: 3.2-4.4 mm (n=4). Headig(6): antennal horn
triangular 0.02 mm long (n=4), apicomesal marginsasrated; cephalic setae 0.07-0.09
mm long (n=4) (Fig. 7); two upper frontal hornsatrgular, 0.03mm long (n=4); two
lower frontal horns triangular, 0.01 mm long (n=#yp pairs of lower facial papillae:
one pair setose, seta 0.03 mm long (n=4), the abetose; two pairs of lateral facial
papillae: one pair setose, seta rudimentary (<Olong) (n=4), the other without
setae. Upper cephalic margin laterally thickened.

Thorax: thoracic segments with three pairs of dgpsaillae: two pairs setose and the
other asetose, and two pairs of pleural papillaesse(Fig. 8); prothoracic spiracle
rudimentary (Fig. 9).

Abdomen (Fig.10): segments 2-9 with two irregul@nsverse rows of dorsal spines,
distal spines longer than the others, 0.05 mm Itimgge pairs of dorsal papillae (two

pairs setose and the other without setae, and &ive of pleural papillae setose.



Material examined. Brumadinho, Minas Gerais, Bra%il2007, Graziela Fleury col.: 2
pupae, 3 pupal exuviae; Porto Alegre, Rio GrandeSdf Brazil, 20.11.2008, same

collectors: 1 pupa and 5 pupal exuviae.

Gall description

(Figs. 11-12)

Pisphondylia brasiliensighnduces galls on the apical and axilary bud§aépira
oppositayoung shoots. These galls are round or ellipticy aovered with densely
disposed small leaves (Fig. 11). The inductionrgltBe growing pattern of the shoots
resulting in a rosette of small leaves. They amarmoonly monothalamous, but when
oviposition sites are close enough, galls may cualegetting to 1-6 larval chambers.
Galls coalescence causes a wide variety on finhkg®. Before pupating, larva feeds
on plant tissues, widening the chamber and opethegescape channel up to gall
epidermis. The small leaves just around gall estiesce.

Gall covering system is formed by the epidermishef small leaves. The ground
system consists of a large mass of parenchyma wéhsn which a great number of
vascular bundles differentiate. Schlerenchyma nrait the larval chamber (Fig. 12).
Even thoughP. brasiliensisggalls onG. oppositas essentially monothalamous with just
one larvae per chamber, some galls from BrumadiM®, presented two larvae per

chamber.

DISCUSSION



The galls ofP. brasiliensisare very distint from those ¢t. salvadorensisThe
former can be described as a rosette of small savieile the latter is a hemispherical
or blister hairy gall developed on leaves.

The pupa oP. brasiliensisdiffers from that ofP. salvadorensidy the following
characters: 1) body length: 3.2 mmPn brasiliensis 2,6mm inP. salvadorensis2)
upper frontal horn: present . brasiliensisand absent iP. salvadorensis3) lower
frontal hornor: present iR. brasiliensisand absent if°. salvadorensis4) number of
rows of dorsal spines on segments abdominal 2-9:imvP. brasiliensisand four inP.
salvadorensis5) length of prothoracic spiracle: normalRn salvadorensig0.135 mm
long) and reduced iR. brasiliensis6) number of facial lateral papillae: two pamsP.
brasiliensisand three pairs iR. salvadorensis’) lower facial papillae: one pair setose
and other bare iR. brasiliensisand both pairs setose h Salvadorensjsand 8) length
of dorsal spines: 0.050 mm kh brasiliensisand 0.064-0.065 mm iA. salvadorensis

The female oPisphondyliacan be characterized by having: 1) flagelloméré
progressively and conspicuously shortened; 2) mfta wavy;, and 3) ovipositor
protrusible, elongated, pliable, with long ventrgharse dorsal setae and tiny cercus.
The ovipositor ofPisphondyliaresembles that oBruggmanniaTavares, 1916, and
wavy circumfila are also found in some specie8rfggmannia(Gagné 1994). But in
Pisphondylia the flagellomeres 9 to 12 are progressively amtspicuously shortened,
differing from those oBruggmanniawhich are subequal in length. Flagellomeres 9-12
progressively and conspicuously shortened are faandhany Schizomyiina, as in
AnasphondyliaTavares, 1920BurseramyiaMohn, 1960, MetasphondyliaTavares,
1918, PisoniamyiaMohn, 1960,ProasphondyliagFelt, 1915,Schizomyiieffer, 1889,

and Stephomyiaravares, 1916, and in all Asphondyliina. Flagelloesesubequal in



length are found only iBruggmannia MacroporpaRubsaamen, 1916 aiblystepha
Kieffer, 1897 among all Asphondyliini.

Galls from the two collection areas are quite Emexcept for the coalescence
and number of larval chambers, which reveals diffees in insects’ strategies for
survival. According to Resetarits (1996), ovipamsitisite choice must be under equally
strong selection with egg size, egg number andather hard components of life
histories in order to generate and optimize locatigpted or ecologically specialized
life history phenotypes, what can be perfectly esged to gall systems. Nevertheless,
when the female oviposits at the same site, itspoifig might compete for vital
resources, what is not essentially positive forcegsesuccess. For the host plant, this
oviposition behavior may result in wider galls, dv&lmore harmful because of a more

powerful sink of photossimilates to gall site.
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Figures:

Figs. 1-5 - Female d?isphondylia brasiliensisl, flagellomere 4, circumfila; 2,
flagellomeres 9-12; 3, midleg, tarsal claw and edmpm; 4. Abdominal segment 2 to
end, lateral view; 5, Ovipositor, lateral view.

Figs. 6-10 - Pupa d?isphondylia brasiliensis, head, frontal view; 7, cephalic seta,
dorsal view; 8, spiracle prothoracic; 9, thora@gments, dorsal view; 10, abdominal
segment 6, dorsal view.

Figs. 11-12 - Gall oPisphondylia brasiliensisn Guapira oppositédranch. 11, General
aspect. 12, Schematic drawing showing plant tisau@mgement in longitudinal
section. (EP) Epidermis; (PR) Periderm; (PP) Pdrgma; (SC) Schlerenchyma; (VT)

Vascular tissue; (LC) Larval chamber.
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