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RESUMO 

Insetos mastigadores induzem galhas marcadas por intensa reorganização tecidual e pela 

formação de tecidos nutritivos fundamentais para a sustentação do desenvolvimento do 

hospedeiro. O presente trabalho avaliou essa premissa por meio da análise comparativa da 

anatomia, histometria e citometria de folhas não galhadas e de galhas induzidas por Leptocybe 

invasa Fisher & La Salle (Hymenoptera: Eulophidae) em plantas do híbrido Eucalyptus 

camaldulensis × Eucalyptus tereticornis (Myrtaceae). Foram estabelecidos quatro objetivos 

principais: (1) descrever os padrões anatômicos da nervura central em diferentes estágios 

ontogenéticos da galha; (2) quantificar alterações morfométricas em células do colênquima e 

do xilema; (3) avaliar a distribuição de ligninas, suberina e auxinas nos tecidos foliares por 

meio de testes histoquímicos; e (4) caracterizar a distribuição de epítopos da parede celular 

por imunolocalização de glicoproteínas, pectinas e hemiceluloses. Os resultados revelaram 

que a indução das galhas promoveu alterações marcantes nos sistemas dérmico, fundamental e 

vascular. O colênquima sofreu intensa reorganização, tornando-se homogêneo e expandido, 

enquanto o sistema vascular foi deslocado da região mediana para uma posição periférica, 

adjacente à epiderme na face adaxial. A análise histométrica e citométrica demonstrou que o 

desenvolvimento das galhas envolveu processos de hiperplasia e hipertrofia, com 

predominância de hiperplasia das células colenquimáticas e equilíbrio entre esses processos 

nos demais tecidos. A remodelagem anatômica observada evidencia a reprogramação dos 

destinos celulares e dos padrões de desenvolvimento foliar, corroborando a premissa de que 

galhas induzidas por insetos mastigadores produzem notáveis alterações estruturais. Esses 

resultados ampliam a compreensão sobre a dinâmica de reprogramação celular e a 

especialização funcional dos tecidos induzidas por L. invasa durante a formação das galhas, 

evidenciando mecanismos estruturais e morfogenéticos que sustentam a criação de 

compartimentos especializados em suporte, condução e nutrição. 

Palavras-chave: anatomia de galhas, desenvolvimento foliar, destinos celulares, histometria, 

interação inseto-planta. 

 

 



 

ABSTRACT 

Gall-inducing chewing insects promote intense tissue reorganization and the formation of 

specialized nutritive tissues, which are fundamental to supporting the development of the host 

plant. This study evaluated this premise through a comparative analysis of the anatomy, 

histometry, and cytometry of non-galled leaves and galls induced by Leptocybe invasa Fisher 

& La Salle (Hymenoptera: Eulophidae) on hybrid plants of Eucalyptus camaldulensis × 

Eucalyptus tereticornis (Myrtaceae). Four main objectives were established: (1) to describe 

the anatomical patterns of the midrib at different ontogenetic stages of the gall; (2) to quantify 

morphometric changes in collenchyma and xylem cells; (3) to evaluate the distribution of 

lignins, suberin, and auxins in leaf tissues using histochemical tests; and (4) to characterize 

the distribution of cell wall epitopes through immunolocalization of glycoproteins, pectins, 

and hemicelluloses. The results revealed that gall induction promoted marked alterations in 

the dermal, ground, and vascular systems. The collenchyma underwent intense reorganization, 

becoming homogeneous and expanded, while the vascular system was displaced from the 

central region to a peripheral position adjacent to the adaxial epidermis. Histometric and 

cytometric analyses demonstrated that gall development involved processes of hyperplasia 

and hypertrophy, with a predominance of hyperplasia in collenchyma cells and a balance 

between these processes in other tissues. The observed anatomical remodeling highlights the 

reprogramming of cell fate and leaf developmental patterns, supporting the premise that galls 

induced by chewing insects lead to significant structural changes. These results expand the 

understanding of the dynamics of cellular reprogramming and functional tissue specialization 

induced by L. invasa during gall formation, evidencing structural and morphogenetic 

mechanisms that sustain the creation of specialized compartments for support, conduction, 

and nutrition. 

Keywords: cell fate, foliar development, gall anatomy, histometry, insect–plant interaction. 
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1.​ INTRODUÇÃO 

A formação de galhas é um fenômeno resultante da interação espécie-específica entre 

insetos e suas plantas hospedeiras, caracterizada pela indução de estruturas que oferecem 

abrigo e recursos alimentares para o organismo indutor (Raman, 2011; Stone & Schönrogge, 

2003). Insetos galhadores tendem a desencadear padrões morfoanatômicos semelhantes nas 

plantas hospedeiras, refletindo a conservação dos mecanismos bioquímicos e fisiológicos 

associados ao hábito alimentar (Rohfritsch, 1992).  

Por outro lado, variações nos modos de alimentação estão diretamente associadas às 

diferenças na morfologia interna das galhas, especialmente nos compartimentos teciduais 

responsáveis pela nutrição e proteção do indutor (Crespi & Worobey, 1998; Stone & 

Schönrogge, 2003; Bragança et al., 2017). As galhas resultam de desequilíbrios hormonais e 

metabólicos induzidos por fatores bioativos presentes na saliva ou outros exsudatos dos 

insetos, frequentemente associados à oviposição e à alimentação (Rohfritsch, 1992; Hori, 

1992). A resposta da planta envolve intensa atividade meristemática, hiperplasia e hipertrofia 

celular (Mani, 1964; Oliveira et al., 2006), além de uma profunda reorganização dos tecidos, 

cuja arquitetura é redirecionada para atender às necessidades do organismo indutor. Esse 

processo demanda não apenas alterações estruturais, mas também bioquímicas (Lev-Yadun, 

2003; Raman, 2011), especialmente na composição e na remodelagem da parede celular, que 

é fundamental na manutenção da integridade, flexibilidade e funcionalidade dos tecidos 

galhados (Carneiro et al., 2015; Teixeira et al., 2018; Viol et al., 2025). 

No contexto das interações entre Leptocybe invasa Fisher & La Salle (Hymenoptera: 

Eulophidae) e espécies de Eucalyptus (Myrtaceae), o impacto ecológico e econômico é 

significativo. Essa espécie, conhecida como "vespa-da-galha", induz galhas globóides 

coalescentes nas nervuras, pecíolos e ramos jovens, comprometendo a capacidade 

fotossintética, o crescimento e o desenvolvimento das plantas hospedeiras (Mendel et al., 

2004; Rocha et al., 2013). Desde sua introdução no Brasil em 2007 (Wilcken et al., 2008), L. 

invasa tem se consolidado como uma praga de grande relevância para os plantios de 

Eucalyptus, cuja área cultivada no país ultrapassa 7,6 milhões de hectares, representando 

76,3% das florestas plantadas (Boletim SNIF, 2020). 
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O gênero Eucalyptus L’Hér. (Myrtaceae) possui alta importância econômica mundial, 

com uso extensivo nas indústrias de papel, celulose, biomassa e madeira (Cubbage et al., 

2010). Entre as espécies mais cultivadas, destacam-se Eucalyptus camaldulensis e E. 

tereticornis, frequentemente utilizadas na formação de híbridos que associam resistência 

biótica e adaptação edafoclimática (Harwood, 2011).  

As galhas induzidas por L. invasa apresentam organização histológica típica, com dois 

compartimentos bem definidos: um córtex interno, constituído por tecido nutritivo típico, 

formado por células parenquimáticas em divisão ativa, ricas em proteínas e lipídeos; e um 

córtex, colênquima e parênquima com feixes vasculares entremeados, frequentemente 

associado à síntese e ao acúmulo de compostos fenólicos, amido e antocianinas (Isaias et al., 

2018; Ferreira et al 2017).  Embora a morfologia externa e os impactos agronômicos de 

galhas induzidas por L. invasa sejam relativamente bem documentados, os processos celulares 

e subcelulares envolvidos na formação e desenvolvimento dessas galhas, especialmente no 

que se refere às alterações na composição da parede celular, permanecem pouco elucidados. A 

parede celular desempenha papel central na dinâmica de crescimento, na reorganização 

tecidual e na adaptação dos tecidos galhados, sendo modulada por mecanismos que envolvem 

tanto a deposição de componentes estruturais (celulose, hemicelulose, pectinas e ligninas) 

quanto sua modificação enzimática, permitindo variações na plasticidade e nas 

funcionalidades da parede celular (Cosgrove, 2005; Guerriero et al., 2014).  

Diante desse contexto, torna-se relevante investigar as alterações anatômicas, 

histoquímicas e imunocitoquímicas associadas à ontogenia das galhas induzidas por L. invasa 

em folhas do híbrido E. camaldulensis x E. tereticornis, buscando compreender como o inseto 

manipula os tecidos vegetais, especialmente no que tange a remodelagem da parede celular, às 

adaptações dos tecidos de sustentação e condução e à formação de compartimentos 

especializados em nutrição e proteção. O presente trabalho tem como objetivo geral analisar 

os impactos estruturais e histoquímicos decorrentes da indução de galhas por L. invasa em 

folhas do híbrido E. camaldulensis × E. tereticornis, com ênfase nas alterações da parede 

celular durante os diferentes estágios ontogenéticos das galhas. De forma específica, busca-se: 

1- Descrever os padrões anatômicos da nervura central e sítio de indução, em folhas 

não galhadas e nos estágios de indução, crescimento e desenvolvimento e maturação, 

destacando as principais alterações estruturais associadas ao processo ontogenético da galha. ​
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​ 2- Quantificar as alterações morfométricas nas células do colênquima e do xilema, 

considerando parâmetros como área celular, altura, largura, número de camadas e espessura 

da parede celular, comparando folhas não galhadas e os diferentes estágios ontogenéticos das 

galhas. ​

​ 3- Avaliar, por meio de testes histoquímicos, a distribuição de ligninas, suberina e 

auxinas nos tecidos foliares, visando compreender seus papéis na modificação da parede 

celular e na ontogenia das galhas. ​

​ 4- Caracterizar a distribuição de epitopos de componentes da parede celular, como 

glicoproteínas, pectinas e hemiceluloses, utilizando anticorpos monoclonais específicos, a fim 

de investigar os processos de remodelagem e reorganização da parede celular durante o 

desenvolvimento das galhas. 

2.​ MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1.​ Amostragem  

A coleta de folhas não galhadas e de galhas foliares (n = 100) em três estágios de 

desenvolvimento: indução, crescimento e desenvolvimento e maturação foi realizada em 

mudas do híbrido E. camaldulensis x E. tereticornis (VS 058) (n = 25). As mudas foram 

produzidas por estaquia e colocadas em gaiola de criação de L. invasa do Laboratório de 

Ecologia Funcional e Aplicada da Universidade Federal do Tocantins - Campus de Gurupi 

(Gurupi, Tocantins) para a reprodução das vespas. 

2.2.​ Alterações Anatômicas Associadas ao Desenvolvimento das Galhas 

Para estudos anatômicos, amostras das seções da região mediana (1cm²), da nervura 

central de folhas não galhadas e galhas, foram desidratadas em uma série etanólica e incluídas 

em historesina Leica (Kraus & Arduin 1997), seccionadas (5-7μm) em micrótomo rotativo 

(Leica BIOCUT 2035), coradas com azul de toluidina a 0,05% em tampão fosfato 1 mol/L 

(PBS), pH 6,8 (O’Brien et al. 1964), montadas em verniz vitral (Paiva et al., 2006) e 

fotografadas com câmera digital (Leica DFC7000T®) acoplada ao microscópio óptico (Leica 

DM2500®). 
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2.3.​ Quantificação de Parâmetros Cito-Histológicos  

A quantificação dos parâmetros cito-histológicos foi realizada a partir de 

fotomicrografias de seções da região mediana (1 cm²) da nervura central de folhas não 

galhadas e galhas foliares. Para cada estágio, foram analisadas secções de cinco folhas, em 

cada secção foram tiradas cinco fotos. Em cada imagem, foram realizadas cinco medições das 

seguintes variáveis morfométricas: área, altura e largura das células do colênquima; área do 

xilema e espessura das paredes celulares do xilema. As medições foram realizadas utilizando 

o software AxioVision Zeiss®. Os dados obtidos foram submetidos a análise estatística por 

meio de análise de variância (ANOVA), seguida do teste de comparação de médias de Tukey, 

adotando-se nível de significância de 5% (p ≤ 0,05). 

2.4.​ Caracterização Histoquímica dos Componentes da Parede Celular  

Para as análises histoquímicas, foram feitos cortes à mão livre de seções da região 

mediana (1 cm²), da nervura central de folhas não galhadas e galhas foliares, utilizando 

material fresco. Foram realizados testes para detecção de ligninas, suberina e auxinas. O 

Reagente de Wiesner, composto por floroglucina acidificada, foi utilizado para detectar a 

presença de ligninas (Sass, 1951). Os cortes foram cobertos com ácido clorídrico 37% e 

floroglucinol composto por: floroglucina 1% - 2% em álcool etílico 95%, na proporção (1:1) 

por cinco minutos, as lâminas foram montadas no próprio reagente. A reação positiva se dá 

pela cor rosa intenso ou vermelho nas paredes secundárias. A detecção de suberina foi feita 

utilizando Fluorol Yellow 088 (Brundrett et al, 1991). Os cortes foram imersos no reagente 

por uma hora, lavados em água destilada, e as lâminas montadas em glicerina 75% para 

observação em microscópio de fluorescência (Leica DM2500®) com luz azul em 

comprimento de onda de excitação de 450-490nm e filtro de emissão de 515nm. A reação 

positiva se dá pela suberina emitindo luz fluorescente verde. A detecção de auxinas foi 

realizada utilizando o Reagente de Erlich (Leopold & Plummer, 1961). Os cortes foram 

submetidos ao reagente por cinco minutos, lavados e as lâminas montadas em água destilada. 

A cor rosa indica os sítios de acúmulo de auxinas nos tecidos vegetais. Cortes-branco foram 

utilizados para comparação dos resultados. Os resultados para ligninas e auxinas foram 

fotografados com câmera digital (Leica DFC7000T®) acoplada ao microscópio óptico (Leica 

DM2500®). 
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2.5.​ Distribuição Imunocitoquímica de Epitopos de Parede Celular 

As seções da região mediana (1cm²) da nervura central de folhas não galhadas e galhas 

foliares, incluídas em historesina Leica (Kraus & Arduin 1997), seccionadas (5-7μm) em 

micrótomo rotativo (Leica BIOCUT 2035) foram usadas para detecção de epitopos de 

glicoproteínas, pectinas e hemiceluloses. As secções foram incubadas em solução de bloqueio 

de leite em pó Molico® 3% (p/v) em tampão fosfato de sódio (PBS) por 30 minutos.  

Para a detecção de glicoproteínas e pectinas, as secções foram incubadas por 2 horas 

com anticorpos monoclonais primários (MAbs) específicos: LM1, direcionado a extensinas 

(domínios ricos em hidroxiprolina) (Sabba & Lulai, 2005; Leroux et al., 2011); LM2, 

específico para arabinogalactano-proteínas (AGPs) (Yates et al., 1996; Smallwood et al., 

1996); LM5, que reconhece (1→4)-β-D-galactanos (Clausen et al., 2004); LM6, específico 

para (1→5)-α-L-arabinanos (Willats et al., 1998); LM8, direcionado a xilogalacturonanos 

(XGAs) (Willats et al., 2004); LM19, específico para homogalacturonanos (HGs) com baixo 

grau de metilesterificação (Verhertbruggen et al., 2009); e LM20, que reconhece 

homogalacturonanos (HGs) altamente metilesterificados (Verhertbruggen et al., 2009) 

(anticorpos adquiridos da Kerafast, Inc., Boston, MA, EUA). Para a detecção de 

hemiceluloses, as seções foram previamente incubadas com solução de pectoliase 

(10µg mL⁻¹) (Sigma-Aldrich), diluída em tampão 3-(ciclohexilamino)-1-propanossulfônico 

(CAPS), pH 10, por 2 horas à temperatura ambiente (Marcus et al., 2008). Em seguida, as 

secções foram incubadas com os anticorpos monoclonais LM15, específico para xiloglucanos 

(XGs) (Marcus et al., 2008), e LM21, direcionado a heteromananos (Marcus et al., 2010) 

(anticorpos adquiridos da Kerafast, Inc., Boston, MA, EUA). Para pectinas e hemiceluloses, 

as secções foram lavadas em PBS e, em seguida, incubadas com lgG-FITC anti-rato 

(Sigma®) diluído (1:1000) em 3% de leite/PBS (p/v) por 2 horas, no escuro. As amostras 

foram lavadas em PBS três vezes e montadas em glicerina a 50%, enquanto as lâminas do 

controle negativo não foram incubadas com os anticorpos monoclonais primários. Para 

detectar pectinas e hemiceluloses, as secções foram analisadas e fotografadas com câmera 

digital (Leica DFC7000T®) acoplada em microscópio de fluorescência (Leica DM2500®), 

com um comprimento de onda de excitação de 450-490 nm e filtro de emissão de 515nm.  As 

intensidades de fluorescência dos epitopos foram avaliadas pela escala de cinza (Gy = Gray 

value) com análise em triplicata para cada tecido. Após as medições, foram estabelecidas as 
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seguintes categorias: (-) negativa; (+) fraca (valores ≤ 20,5Gy); (++) moderada (valores = 

20,5 - 41Gy); (+++) intensa (valor ≥ 41Gy), estabelecidas de acordo com os valores mais 

altos e mais baixos relatados por (Ferreira e Rasband, 2011; Teixeira et al., 2018). 

3.​ RESULTADOS  

3.1.​ Alterações Anatômicas Associadas ao Desenvolvimento das Galhas 

As galhas induzidas por L. invasa na nervura central de folhas de E. camaldulensis × 

E. tereticornis resultam de alterações anatômicas nos tecidos vegetais ao longo do seu 

desenvolvimento ontogenético (Fig. 1, 2, 4). No estágio inicial, caracterizado 

morfologicamente pela formação de pequenas saliências na nervura central da folha (Fig. 1b; 

4a), observa-se a presença de sítios de oviposição, indicados por pequeno orifício na 

superfície (Fig. 4b). Nesse estágio, a secção transversal da nervura central revela os primeiros 

sinais de hiperplasia no parênquima cortical, acompanhado do início da diferenciação de 

células do CST. Paralelamente, nota-se uma reorganização incipiente do sistema vascular, que 

começa a ser deslocado da região central para posições periféricas na face adaxial da nervura. 

A nervura central da folha não galhada (Fig. 3) apresenta epiderme unisseriada, com 

colênquima adjacente ocupando a região cortical e sistema vascular centralizado com 

organização bicolateral e fibras esclerenquimáticas. Durante os estágios de indução e de 

crescimento e desenvolvimento (Fig. 1c; 4c–d), a galha sofre expansão acentuada, 

principalmente na face abaxial da nervura. A formação do CST torna-se evidente, com 

aumento do volume das células colenquimáticas, cujas paredes celulares apresentam 

espessamento desigual. O citoplasma é denso refletindo intensa atividade metabólica. A 

câmara larval é evidente, enquanto o sistema vascular ocupa posição lateral, especialmente na 

face adaxial. No estágio de maturação (Fig. 1d; 4e–g), a galha apresenta máxima expansão 

volumétrica, com câmara larval conspícua (GC), delimitada por 4 a 6 camadas de tecido 

nutritivo típico (TNT). As células do TNT são pequenas, isodiamétricas, com citoplasma 

denso e paredes delgadas. O CST permanece bem desenvolvido, especialmente na face 

abaxial, preenchendo grande parte do volume interno da galha, funcionando como tecido de 

reserva e suporte estrutural.  
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3.2.​ Quantificação de Parâmetros Cito-Histológicos 

As análises quantitativas revelaram alterações significativas nas dimensões do sistema 

vascular e dos tecidos de sustentação ao longo do desenvolvimento da galha (Fig. 5, 6, 7). A 

área do lúmen do xilema é menor no estágio de crescimento e desenvolvimento e maturação 

(Fig. 5), enquanto as paredes do xilema se tornam mais espessas ao longo do desenvolvimento 

da galha. No colênquima, observou-se aumento tanto no número de camadas quanto na área 

celular (Fig. 6). Esse aumento foi mais expressivo durante o estágio de crescimento e 

desenvolvimento, mantendo-se elevado no estágio de maturação, o que reflete processos 

combinados de hiperplasia e hipertrofia. Esses padrões foram confirmados pela análise das 

dimensões celulares, que indicaram aumentos significativos na altura e na largura das células 

do colênquima ao longo da ontogênese da galha (Fig. 7). 

3.3.​ Caracterização Histoquímica dos Componentes da Parede Celular 

Os testes histoquímicos realizados na galha foram mais evidentes no estágio de 

maturação, revelando padrões específicos de deposição de ligninas, suberina e auxinas. As 

ligninas foram detectadas nas paredes do sistema vascular central, na zona mecânica que 

circunda câmara larval e nas fibras pericíclicas. A deposição de suberina foi observada 

principalmente na cutícula e nas áreas de cicatrização. As auxinas foram detectadas nos 

tecidos metabolicamente ativos, especialmente no TNT e no CST (Fig. 8). 

3.4.​ Distribuição Imunocitoquímica de Epitopos de Parede Celular 

As análises de imunolocalização dos epitopos de parede celular revelaram padrões 

altamente específicos e dinâmicos entre os tecidos da nervura central de folhas não galhadas e 

das galhas foliares induzidas por L. invasa em E. camaldulensis × E. tereticornis. As 

respostas variaram de acordo com a natureza dos polissacarídeos da parede celular, o estágio 

ontogenético da galha e os tipos celulares envolvidos, refletindo uma intensa reprogramação 

da arquitetura e funcionalidade das paredes celulares (Tabela 1). 

-​ Glicoproteínas (extensinas e arabinogalactano-proteínas - AGPs): 

A imunolocalização com o LM1, que reconhece epitopos de extensinas, não foi 

evidenciada nas folhas não galhadas. Nas galhas, a partir do estágio de indução, observa-se 
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marcação fraca no tecido comum de armazenamento CST e no colênquima. Nos estágios de 

crescimento e desenvolvimento e maturação, ocorre marcação moderada a intensa no TNT e 

nas camadas periféricas da galha (Fig. 9a–d).  O anticorpo LM2, que reconhece epitopos de 

AGPs, apresentou marcação fraca no sistema vascular de folhas não galhadas. Nos estágios de 

indução e maturação, a marcação foi intensa no CST, colênquima e TNT (Fig. 9e–h). 

-​  Pectinas: 

Os galactanos (epítopos reconhecidos por LM5) (Jones et al., 1997) e os arabinanos 

(LM6) não foram marcados na FNG. No estágio de indução, ocorreu marcação fraca no CST. 

No estágio de crescimento e desenvolvimento, houve marcação moderada no TNT e no CST 

(Fig. 10a–h). Os XGAs não foram detectados pelo LM8 nas folhas não galhadas. No estágio 

de indução, houve detecção fraca no CST e no colênquima, detecção moderada a intensa nas 

paredes periféricas do TNT e CST nos estágios de crescimento e desenvolvimento e 

maturação (Fig. 10i–l).  Os homogalacturonanos (HGs) com baixo grau de metil esterificação 

foram reconhecidos pelo anticorpo LM19 de forma intensa no sistema vascular e colênquima 

da folha não galhada. Nos estágios de indução, crescimento e desenvolvimento e maturação 

os locais e intensidade de detecção foram mantidos (Fig. 10m–p).  Em contraste, os HGs 

altamente metil esterificados, reconhecidos pelo LM20, mostraram marcação fraca na folha 

não galhada e marcação intensa nas paredes celulares do TNT que delimitam a câmara larval 

e do CST no estágio de maturação da galha (Fig. 10q–t). 

-​ Hemiceluloses 

Os xilanos, reconhecidos pelo LM10, apresentaram marcação moderada nas folhas 

não galhadas, restrita ao sistema vascular e colênquima.  No estágio de crescimento e 

desenvolvimento e maturação da galha a marcação foi intensa no CST e no TNT (Fig. 11a–d). 

Os xiloglucanos, detectados pelo LM15, mostraram marcação fraca no CST e no colênquima 

no estágio de indução. No estágio de maturação da galha, especialmente nas paredes do TNT 

e do CST, a marcação é intensa (Fig. 11e–h). De forma semelhante, os heteromananos, 

reconhecidos pelo LM21, exibiram marcação intensa no estágio de maturação no CST, no 

TNT e no colênquima (Fig. 11i–l). 
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4.​ DISCUSSÃO 

A formação de galhas foliares de L. invasa em E. camaldulensis × E. tereticornis 

induz alterações na morfologia, nos perfis anatômico e histoquímico, e na  composição da 

parede celular dos tecidos da nervura central, evidenciando a reprogramação ontogenética. A 

análise conjunta dos dados estruturais, morfométricos, histoquímicos e imunocitoquímicos 

obtidos revela a existência de um processo coordenado de redirecionamento funcional dos 

tecidos foliares, com vistas à proteção mecânica e ao suporte metabólico do inseto galhador. 

4.1.​ Alterações Anatômicas Associadas ao Desenvolvimento das Galhas 

​ Durante o estágio de indução foram observados os primeiros sinais de hiperplasia no 

colênquima, início da reorganização do sistema vascular e diferenciação do CST. Esse 

rearranjo estrutural precoce reflete a atuação do agente indutor na manipulação de rotas de 

diferenciação celular (Carneiro et al., 2017). 

​ Conforme as galhas se desenvolvem, nota-se a compartimentalização funcional dos 

tecidos especializados. O TNT, com caracteres que denotam o alto metabolismo de suas 

células, é responsável pela nutrição da larva, enquanto o  CST desempenha duas funções: o 

acúmulo de reservas e a sustentação da estrutura da galha. Essa compartimentalização é 

compatível com modelos anatômicos que destacam o papel das galhas como estruturas 

complexas, com micro ambientes internos adaptados às necessidades do inseto (Ferreira et al., 

2017). Na maturação, a presença da câmara larval delimitada por 4 a 6 camadas de TNT, 

associada ao deslocamento lateral e adaxial do sistema vascular, confirma a formação de 

compartimentos funcionais especializados.  

4.2.​ Quantificação de Parâmetros Cito-Histológicos 

A análise citométrica e histométrica revelou um aumento significativo na área celular, 

altura, largura e número de camadas do colênquima ao longo dos estágios de indução, 

crescimento e desenvolvimento e maturação (Fig. 6, 7), caracterizando os processos comuns 

ao desenvolvimento de galhas, hiperplasia e hipertrofia celular (Ferreira et al., 2017). O 

colênquima, tradicionalmente envolvido na sustentação, assume papel multifuncional nas 
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galhas, assumindo também papel na composição do CST. Simultaneamente, a menor área do 

lúmen do xilema e maior espessamento de suas paredes indicam reforço estrutural, 

possivelmente em resposta à pressão mecânica e ao reposicionamento dos tecidos de 

condução, numa relação já proposta para outros sistemas (Bragança et al. 2021). 

4.3.​ Caracterização Histoquímica dos Componentes da Parede Celular 

 
Os testes histoquímicos para detecção de ligninas mostraram reforço em tecidos 

condutores e de suporte, como o xilema, sugerindo aumento da rigidez da parede celular 

em regiões sujeitas a maior tensão estrutural (Cosgrove, 2005). A reação positiva ao 

Fluorol  Yellow, indicando deposição de suberina nas camadas epidérmicas e regiões de 

cicatrização ao redor da câmara larval, denota a formação de barreiras físicas, associadas 

à defesa contra patógenos e à manutenção da integridade do microambiente interno da 

galha (Rosseti & Bonatti, 2001).  

A marcação intensa para auxinas no TNT e CST corrobora o papel desse 

fitohormônio na reprogramação ontogenética. As auxinas participam da manutenção da 

atividade meristemática, da diferenciação celular, e da plasticidade tecidual, elementos 

centrais no desenvolvimento de galhas (Bedetti et al., 2017) 

4.4.​ Implicações funcionais dos Epitopos de Parede Celular 

 

A distribuição de epitopos de parede celular revelou que o TNT e o  CST são os 

compartimentos que concentram os maiores níveis de modificação em termos de 

composição e organização da parede celular. A intensa marcação dos epitopos de 

extensinas pelo anticorpo LM1 e dos epitopos de AGPs pelo LM2 no estágio de 

maturação indica reforço das paredes celulares em tecidos altamente proliferativos, 

contribuindo para a estabilidade mecânica. 

Entre as pectinas, os epitopos de galactanos reconhecidos pelo anticorpo LM5 e 

os de arabinanos pelo LM6 apresentaram maior intensidade de marcação, especialmente 

no TNT, elevada plasticidade das paredes celulares e uma intensa atividade de expansão e 

divisão celular nesses tecidos metabolicamente ativos ao longo do desenvolvimento das 

galhas (Jones et al., 1997; Willats et al., 1998). A ausência de marcação dos epitopos de 

xilogalacturonanos pelo LM8 em folhas não galhadas, contrastando com a marcação 
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intensa nas galhas maduras, reflete a remodelagem tardia da matriz da parede celular. Já 

os epitopos de homogalacturonanos marcados pelos anticorpos LM19 e LM20 revelaram 

uma dualidade funcional: LM19 esteve associado ao endurecimento das paredes 

celulares, enquanto LM20 relacionou-se à manutenção da extensibilidade. 

As hemiceluloses, por sua vez, foram identificadas por meio dos epitopos 

marcados pelos anticorpos LM10, LM15 e LM21 nos tecidos de sustentação e 

armazenamento, com destaque para o colênquima na região periférica do órgão, onde a 

marcação foi mais intensa. Esses padrões sugerem reforço estrutural e modulação da 

plasticidade, corroborando o papel crucial da parede celular como interface de controle 

estrutural e funcional na formação de galhas (Marcus et al., 2008; Ferreira & Isaias, 

2022). 

5.​ CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A indução de galhas foliares por L. invasa em híbridos de E. camaldulensis × E. 

tereticornis desencadeia um conjunto articulado de respostas morfológicas, histológicas e 

moleculares que resultam em estruturas altamente especializadas. Os dados obtidos 

revelam que a ontogênese das galhas envolve um redirecionamento do desenvolvimento 

foliar, com formação de novos compartimentos teciduais, reorganização do sistema 

vascular, hiperplasia e hipertrofia celular, deposição diferencial de lignina, suberina e 

auxinas, além de remodelagem da parede celular. A parede celular se mostrou o principal 

alvo da reprogramação induzida, sendo modificada em sua composição de glicoproteínas, 

pectinas e hemiceluloses. A combinação de rigidez e plasticidade, evidenciada pela 

distribuição de extensinas, AGPs, XGs, XGAs e HGs, revela uma arquitetura dinâmica, 

ajustada às pressões biomecânicas e às exigências fisiológicas da larva de L. invasa. Este 

estudo reforça a compreensão das galhas como estruturas adaptativas resultantes de 

mecanismos precisos de reorganização tecidual, destacando a plasticidade morfogenética 

da planta hospedeira frente à ação do inseto indutor. 
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7.​ FIGURAS  

 

​
​
Figura 1 –  Folhas não galhadas e galhas do híbrido de E. camaldulensis × E. tereticornis em 
diferentes estágios ontogenéticos. Vista da face abaxial de folha sem galhas (a) e com galhas 
nos estágios de indução (b), crescimento e desenvolvimento (c) e maturação (d). No estágio 
de indução (b), as galhas são pequenas, com leve saliência na nervura central, sinalizando o 
início da formação após a oviposição. No estágio de crescimento e desenvolvimento (c), 
observa-se expansão volumétrica significativa da galha. No estágio de maturação (d)adquire 
formato globóide, com incremento de volume e estabilização da morfologia externa. 
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​
Figura 2 – Representação esquemática dos destinos dos tecidos desde a folha não galhada de 
E. camaldulensis x E. tereticornis até o estágio de maturação da galha induzida pelo L. invasa.
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​
Figura 3 –  Esquemas de ramo foliar e da anatomia da nervura central de folha não galhada 
de E. camaldulensis x E. tereticornis. A nervura central é recoberta por epiderme adaxial 
(EAd) e abaxial (EAb) unisseriadas, colênquima (Co) bem desenvolvido na face abaxial, 
parênquima paliçádico (PP) e parênquima cortical (PC), além de glândulas (Gl) dispersas no 
mesofilo. O sistema vascular é centralizado, formado por sistema vascular com organização 
colateral com floema (Fl) posicionado externamente e xilema (Xi) associado à fibras 
pericíclicas (FP). 
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Figura 4 – Anatomia da nervura central de folhas do híbrido E. camaldulensis x E. 
tereticornis e de galhas em diferentes estágios ontogenéticos.  Estágio de indução (a) 
evidenciando os sítios de oviposição (círculo) e (b) secção transversal, mostrando ponto de 
oviposição (seta), início da hiperplasia no colênquima, diferenciação do  CST e reorganização 
inicial do sistema vascular. (c-d) Estágio de indução e crescimento e desenvolvimento (c), 
evidenciando cicatrização do local da oviposição e (d) secção transversal destacando a 
expansão do  CST, composto por células colenquimáticas volumosas com paredes celulares 
espessas de forma desigual e citoplasma denso, além do deslocamento lateral do sistema 
vascular para a periferia e posição adaxial. (e-f) Estágio de maturação evidenciando 
suberização do sistema de revestimento, (f) secção transversal evidenciando a câmara larval 
delimitada por 4 a 6 camadas de TNT, além do  CST bem desenvolvido na face abaxial e o 
sistema vascular completamente lateralizado na face adaxial. (g) Detalhe da câmara larval, 
rodeada pelo TNT com células pequenas, isodiamétricas, com citoplasma denso e paredes 
delgadas, características associadas à elevada atividade metabólica. Abreviações: (EAd) 
epiderme adaxial, (EAb) epiderme abaxial, (Co) colênquima, (PP) parênquima paliçádico, 
(Gl) glândula, (Fl) floema, (Xi) xilema, (FP) fibras pericíclicas, (Ov) sítio de oviposição, 
(CST = common storage tissue) , (CG) câmara larval, (TNT = tecido nutritivo típico).
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​
Figura 5 – Variação do lúmen e espessura da parede do xilema em folhas não galhadas e 
galhas.​
As barras representam média ± desvio-padrão. Letras distintas indicam diferenças estatísticas 
significativas entre os grupos, segundo o teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
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​
Figura 6 – Número de camadas e área celular do colênquima em folhas não galhadas e 
galhas. ​
As barras representam média ± desvio-padrão. Letras distintas indicam diferenças estatísticas 
significativas entre os grupos, segundo o teste de Tukey (p ≤ 0,05).  
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Figura 7 – Variação dimensional das células do colênquima em folhas não galhadas e galhas.​
As barras representam média ± desvio-padrão. Letras distintas indicam diferenças estatísticas 
significativas entre os grupos, segundo o teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
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Figura 8 – Esquema representativo da histolocalização de metabólitos acumulados no estágio 
de maturação. TNT = Tecido nutritivo típico. 

Figura 9 – Imunolocalização de glicoproteínas associadas à parede celular pelos anticorpos 
LM1 (extensinas) e LM2 (arabinogalactanas-proteínas) na nervura central de folhas  não 
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galhadas de E. camaldulensis x E. tereticornis e galhas induzidas por L. invasa em diferentes 
estágios ontogenéticos. (a–d) Marcações para LM1 em folha não galhada (a), galha em 
estágio de indução (b), crescimento e desenvolvimento (c) e maturação (d). (e–h) Marcações 
para LM2 nos mesmos estágios.  Abreviações: (EAd) epiderme adaxial, (EAb) epiderme 
abaxial, (Co) colênquima, (Fl) floema, (Gl) glândula, (Xi) xilema, (FP) fibras pericíclicas, 
(CST = common storage tissue) , (CG) câmara da galha, (TNT = tecido nutritivo típico). 
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Figura 10 – Imunolocalização de pectinas associadas à parede celular, detectadas pelos 
anticorpos LM5 (galactanos), LM6 (arabinanos), LM8 (xilogalacturonanos), LM19 
(homogalacturonanos com baixo grau de metil esterificação) e LM20 (homogalacturonanos 
altamente esterificados) nervura central de folhas  não galhadas de E. camaldulensis x E. 
tereticornis e galhas induzidas por L. invasa em diferentes estágios ontogenéticos. ​
(a–d) Marcações para LM5. (e–h) LM6. (i–l) LM8. (m–p) LM19. (q–t) LM20. Abreviações: 
(EAd) epiderme adaxial, (EAb) epiderme abaxial, (Co) colênquima, (Fl) floema, (Gl) 
glândula, (Xi) xilema, (FP) fibras pericíclicas, (CST = common storage tissue) , (CG) câmara 
da galha, (TNT) tecido nutritivo típico. 

Figura 11 – Imunolocalização de hemiceluloses associadas à parede celular, detectadas pelos 
anticorpos LM10 (xilanos), LM15 (xiloglucanos) e LM21 (heteromananos) na nervura central 
de folhas  não galhadas de E. camaldulensis x E. tereticornis e galhas induzidas por L. invasa 
em diferentes estágios ontogenéticos. (a–d) Marcações para LM10 nos estágios de folha não 
galhada (a), galha em indução (b), crescimento e desenvolvimento (c) e maturação (d). (e–h) 
Marcações para LM15 nos mesmos estágios. (i–l) Marcações para LM21. Abreviações: (EAd) 
epiderme adaxial, (EAb) epiderme abaxial, (Co) colênquima, (Fl) floema, (Gl) glândula, (Xi) 
xilema, (FP) fibras pericíclicas, (CST = common storage tissue) , (CG) câmara da galha, 
(TNT =  tecido nutritivo típico). 
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8.​ TABELAS 

Tabela 1 – Padrões de imunolocalização dos epitopos de parede celular em folhas não 
galhadas e galhas induzidas por L. invasa em híbridos de E. camaldulensis × E. tereticornis. 

 

Anticorpo Estágio Tecido 
nutritivo 

Tecido de 
armazenamento 

comum 
Colênquima Xilema Floema 

LM1 
(Ext) 

FNG - - 3.0 (+) 0.9 (+) 1.53 (+) 

Indução - 2.7 (+) 0.13 (+) 0.95 (+) 1.73 (+) 

Crescimento e 
desenvolvimento 1.99 (+) 1.14 (+) 2.81 (+) 1.93 (+) 2.61 (+) 

Maturação 6.14 (++) 1.32 (+) 3.70 (+) 4.22 (+) 4,22 (+) 

LM2 
(AGP) 

FNG - - 5.83 (+) 5.17 (+) 5.49 (+) 

Indução - 12.91 (++) 9.46 (+) 11.57 (+) 10.80 (+) 

Crescimento e 
desenvolvimento - 10.67 (+) 11.24 (+) 12.49 (+) 14.05 (+) 

Maturação 22.78 (+++) 9.93 (+) 11.43 (+) 15.80 (++) 18.64 (++) 

LM5 
(Gal) 

FNG - - 9.10 (+) 11.91 (+) 13.71 (+) 

Indução - 9.42 (+) 9.91 (+) 10.06 (+) 8.67 (+) 

Crescimento e 
desenvolvimento 25.89 (+++) 13.41 (++) 10.31 (+) 11.38 (+) 13.14 (+) 

Maturação 27.27 (+++) 13.52 (++) 9.93 (+) 14.53 (+) 17.53 (++) 

LM6 
(Ara) 

FNG - - 10.59 (+) 9.45 (+) 10.84 (+) 

Indução - 7.10 (+) 8.14 (+) 7.49 (+) 8.64 (+) 

Crescimento e 
desenvolvimento - 5.27 (+) 7.08 (+) 7.46 (+) 10.41 (+) 

Maturação 7.53 (+) 7.17 (+) 7.02 (+) 8.39 (+) 9.22 (+) 

LM8 
(XGA) 

FNG - - 10.48 (+) 9.07 (+) 10.24 (+) 

Indução - 7.02 (+) 12.76 (++) 12.63 (++) 13.14 (++) 

Crescimento e 
desenvolvimento 10.74 (+) 19.19 (++) 34.61 (+++) 7.39 (+) 9.51 (+) 

Maturação 28.28 (+++) 17.87 (++) 33.16 (+++) 7.71 (+) 8.49 (+) 

LM19 
(HG-Low) 

FNG - - 10.95 (+) 11.35 (+) 11.81 (+) 

Indução - 18.24 (++) 7.31 (+) 13.75 (+) 14.66 (++) 

Crescimento e 
desenvolvimento 14.25 (++) 9.67 (+) 7.27 (+) 16.75 (++) 14.24 (++) 

Maturação 17.16 (++) 9.65 (+) 7.59 (+) 7.68 (+) 8.50 (+) 

LM20 
FNG - - 6.67 (+) 6.55 (+) 7.14 (+) 
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​
Valores de escala de cinza (GV = gray value) seguidos pela classificação da intensidade: (-) 
negativa, (+) fraca, (++) moderada, (+++) forte. Abreviações dos anticorpos: Ext = 
extensinas; AGP = arabinogalactanas-proteínas; Gal = galactanos; Ara = arabinanos; XGA = 
xilogalacturonanos; HG-Low = homogalacturonanos com baixo grau de metil esterificação; 
HG-High = homogalacturonanos altamente metil esterificados; Xyl = xilanos; XG = 
xiloglucanos; HMN = heteromananos. 

 

(HG-High) Indução - 7.74 (+) 10.43 (+) 10.99 (+) 12.24 (++) 

Crescimento e 
desenvolvimento 9.84 (+) 9.69 (+) 10.69 (+) 7.85 (+) 8.74 (+) 

Maturação 12.08 (++) 8.92 (+) 11.25 (+) 7.80 (+) 8.97 (+) 

LM10 
(Xyl) 

FNG - - 2.46 (+) 3.33 (+) 3.64 (+) 

Indução - 2.87 (+) 4.62 (+) 5.08 (+) 4.65 (+) 

Crescimento e 
desenvolvimento - 8.54 (+) 6.32 (+) 4.67 (+) 4.40 (+) 

Maturação 4.39 (+) 4.12 (+) 5.51 (+) 2.57 (+) 3.04 (+) 

LM15 
(XG) 

FNG - - 2.69 (+) 3.14 (+) 2.87 (+) 

Indução - 4.81 (+) 5.86 (+) 5.11 (+) 5.56 (+) 

Crescimento e 
desenvolvimento - 4.41 (+) 6.28 (+) 5.03 (+) 4.19 (+) 

Maturação 3.96 (+) 2.42 (+) 3.15 (+) 3.14 (+) 3.15 (+) 

LM21 
(HMN) 

FNG - - 2.58 (+) 3.33 (+) 4.07 (+) 

Indução - 4.33 (+) 4.48 (+) 4.25 (+) 3.58 (+) 

Crescimento e 
desenvolvimento - 2.77 (+) 2.99 (+) 3.50 (+) 3.32 (+) 

Maturação 4.53 (+) 3.03 (+) 3.47 (+) 3.05 (+) 3.07 (+) 


	1.​INTRODUÇÃO 
	2.​MATERIAIS E MÉTODOS 
	2.1.​Amostragem  
	2.2.​Alterações Anatômicas Associadas ao Desenvolvimento das Galhas 
	2.3.​Quantificação de Parâmetros Cito-Histológicos  
	2.4.​Caracterização Histoquímica dos Componentes da Parede Celular  
	2.5.​Distribuição Imunocitoquímica de Epitopos de Parede Celular 

	3.​RESULTADOS  
	3.1.​Alterações Anatômicas Associadas ao Desenvolvimento das Galhas 
	3.2.​Quantificação de Parâmetros Cito-Histológicos 
	3.3.​Caracterização Histoquímica dos Componentes da Parede Celular 
	3.4.​Distribuição Imunocitoquímica de Epitopos de Parede Celular 

	4.​DISCUSSÃO 
	4.1.​Alterações Anatômicas Associadas ao Desenvolvimento das Galhas 
	4.2.​Quantificação de Parâmetros Cito-Histológicos 
	4.3.​Caracterização Histoquímica dos Componentes da Parede Celular 
	4.4.​Implicações funcionais dos Epitopos de Parede Celular 

	5.​CONSIDERAÇÕES FINAIS 
	6.​REFERÊNCIAS  
	7.​FIGURAS  
	 

	8.​TABELAS 

