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Resumo

Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae) apresenta folhas pilosas, barreira fisica que
Eurytoma sp., inseto galhador, consegue sobrepujar, obtendo sucesso na oviposi¢ao. Estudos
anatomicos nessas galhas visam responder como a oviposicdo e a alimentagdo alteram os
padrdes morfogénicos da planta hospedeira. A galha de C. brasiliense possui superficie
pilosa, ¢ globoide e projetada para a face abaxial. Formada preferencialmente na regido do
limbo proxima ao bordo, possui uma camara larval contendo um tUnico individuo galhador.
Em decorréncia da formagdo das galhas, foram observadas alteragdes nos trés sistemas de
tecidos, sendo que as galhas apresentam algumas das caracteristicas citadas como padrao por
Dreger-Jauffret e Shorthouse (1992) para galhas de Hymenoptera. A formacao da galha pode
provocar alteracdes no desenvolvimento do vegetal, como observado em diversos sistemas
galhador-planta. Acredita-se que essas alteracdes sejam resultado da realocacdo de recursos
para o sitio de formagao das galhas. Para estudo do impacto da indugdo de galhas nas folhas
de Caryocar brasiliense Camb. foram analisados o nivel de infestagdo, a area foliar afetada, o
teor de pigmentos fotossintetizantes e a detecgdo histoquimica de substincias dos
metabolismos primdrio e secundario. O nivel de infestacdo foi considerado médio, em
comparagdo com outros sistemas. A 4rea foliar significativamente maior nas por¢des galhadas
pode indicar favorecimento da expansdo foliar pelo dreno formado na galha ou retomada da
potencialidade do meristema marginal, dependendo da idade das folhas no momento da
indu¢do. Embora as galhas tenham apresentado teores reduzidos de pigmentos
fotossintetizantes em relagdo ao tecido sadio, o aumento na area foliar pode indicar
mecanismos compensatorios ou o estabelecimento de um dreno das porgdes
fotossinteticamente ativas para a galha. O acimulo de substancias fendlicas nos tecidos
periféricos das galhas de C. brasiliense pode representar uma defesa contra inimigos naturais
do galhador, ao passo que a auséncia ou teor reduzido desses compostos no sitio de
alimentacdo das larvas pode favorecer o estabelecimento das mesmas. A deteccdo de acucares
redutores no tecido nutritivo destas galhas revela um tipo de reserva ndo descrito

anteriormente para galhas de Hymenoptera.
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Abstract

Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae) has hairy leaves, which constitute a physical
barrier that the galling insect, Eurytoma sp. can surpass and get success in oviposition.
Anatomical studies aimed to answer how the oviposition and feeding patterns of the galling
insect alter the morphogenesis of the host plant. The gall of C. brasiliense 1s hairy, globular
and prominent to leaf abaxial surface. It develops preferentially next to leaf margin, and the
larval chamber contains a single larvae. Due to the formation of the galls, alterations are
observed in the three plant tissue systems, following a pattern referred in literature for
Hymenopteran galls. Gall development may cause changes in plant development, as observed
in several galling insect-host plant systems. It is believed that these changes are the result of
the reallocation of resources to the site of formation of galls. To study the impact of gall
induction on the leaves of Caryocar brasiliense Camb., the level of infestation, the effects on
leaf area, the content of photosynthetic pigments, and the histochemical detection of primary
and secondary metabolites were analyzed. The level of infestation was considered medium, in
comparison to other systems. Leaf area was significantly larger on galled leaves which may
indicate that leaf expanded due to a sink formed towards gall site or the potentially
resumption of the marginal meristem, depending on the age of the leaves at the time of
induction. Although the galls have presented reduced photosynthetic pigments contents in
relation to healthy tissue, the increase in leaf area may indicate compensatory mechanisms or
the establishment of a sink from the photosynthetically active plant parts towards the gall. The
accumulation of phenolic substances in peripheral tissues of the galls of C. brasiliense may
represent a defense against natural enemies of the galling insect, while the absence or reduced
content of these compounds in the feeding site of the larvae may favor its establishment. The
detection of reducing sugars in the nutritive tissue of these galls reveals a king of nutritious

reserve not previously reported for Hymenoptera induced galls.
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INTRODUCAO GERAL

O cerrado ¢ o segundo maior bioma do Brasil (Ribeiro & Walter, 1998), ocupando
cerca de 21% do territério do pais (Aguiar & Camargo, 2004). Segundo Aguiar & Camargo
(2004), 80% do cerrado brasileiro ja foi convertido em areas antropicas e somente 4,4% da
area de cerrado original sdo protegidos por lei. A degradag¢do desse bioma estd ocorrendo em
velocidade maior do que a producdo cientifica a seu respeito, o que compromete sua
conservagao e protecdo (Aguiar & Camargo, 2004).

Dentre as espécies vegetais do cerrado, encontra-se Caryocar brasiliense Camb.,
sendo esta a principal representante da familia Caryocaraceae neste bioma (Araujo, 1995). A
familia, representada pelos géneros Caryocar e Anthodiscus (Prance & Silva, 1973), encontra-
se distribuida nas Américas do Sul e Central. De acordo com Prance & Silva (1973) e Prance
(1990) o género Caryocar compreende dezesseis espécies, sendo que doze destas ocorrem no
Brasil. Conhecida popularmente como pequi, C. brasiliense ¢ uma espécie muito importante
para a regido onde ocorre, destacando-se o norte de Minas Gerais, onde existem comunidades
que sobrevivem basicamente da coleta de seus frutos (Chévez Pozo, 1997; Almeida et al.,
1998; Ribeiro, 2000). A espécie ¢ utilizada para extracdo de 6leo, preparo de pratos tipicos
(Almeida, 1998) e também na indGstria cosmética para producdo de sabonetes e cremes
(Araujo, 1995; Silva et al., 2001). O 6leo da polpa de seus frutos possui propriedades
medicinais (Salles ef al., 1997; Rodrigues & Carvalho, 2001) e sua madeira ¢ utilizada para
xilografia, construgdo civil e naval (Lorenzi, 2002).

Leite ef al. (2006a) afirmam que a coleta de frutos de C. brasiliense tem afetado a
composi¢do das populagdes nativas da espécie, sendo encontrados em maioria, individuos em

fase reprodutiva, o que indica que a regeneragdo natural da espécie estd sendo comprometida



pelo extrativismo predatdrio e a espécie pode, conseqlientemente, desaparecer dos cerrados
brasileiros.

Além do impacto gerado pelo extrativismo, o desequilibrio ocasionado pelo
desmatamento do cerrado tem favorecido o ataque de insetos herbivoros, provocando quedas
de produtividade em C. brasiliense, segundo catadores de pequi da regido de Montes Claros e
Japonvar, ambos os municipios localizados no estado de Minas Gerais. Dentre esses insetos,
Veloso et al. (2004) citam o galhador Eurytoma sp., que tem sido observado em grande
numero em plantas de C. brasiliense estudadas em trés areas distintas do cerrado norte-
mineiro, chegando a colonizar 36% das folhas de uma arvore. Oliveira (1997) e Oliveira &
Freitas (2004) citam como um dos principais insetos associados a C. brasiliense, uma vespa
galhadora de folhas (Hymenoptera: Chalcidoidea), cujo ataque pode provocar a queda foliar
prematura.

A ocorréncia de galhas induzidas por insetos em C. brasiliense tem sido amplamente
reportada na literatura (Oliveira, 1997; Macedo & Veloso, 2002; Urso-Guimaraes et al., 2003;
Oliveira & Freitas, 2004), sendo citados diferentes morfotipos de galhas. Sabe-se que galhas
induzidas por uma espécie de indutor sdo idénticas entre si e diferem notavelmente daquelas
induzidas por outra espécie, ainda que estas sejam intimamente relacionadas (Mani, 1964;
Rohfritsch, 1992). A maioria dos insetos galhadores ¢ altamente especifica para 6rgaos ou
plantas hospedeiras, induzindo galhas em uma unica espécie hospedeira ou em um grupo de
hospedeiros proximos (Dreger-Jauffret & Shorthouse, 1992). Assim, entende-se que as galhas
de diferentes morfotipos observadas em C. brasiliense sdo formadas por diferentes espécies
de indutores, como ja afirmado pelos autores supracitados.

Galhas entomogenas sdo formadas pela alteracdo dos padrdes morfogenéticos da
planta hospedeira em resposta a estimulos do inseto indutor (Rohfritsch, 1992; Hartley, 1998).

O desenvolvimento da galha envolve processos de hipertrofia, hiperplasia e desdiferenciagao,



que levam ao desenvolvimento anormal de células, tecidos ou orgaos vegetais (Mani, 1964;
Rey, 1992) originando tecidos especializados (Isaias, 1998). Essas galhas variam
enormemente em complexidade (grau de diferenciagdo da galha) e diversidade (variedade de
estruturas induzidas por membros de um dado tdxon) (Stone & Schonrogge, 2003). Nessa
interacdo, a planta fornece alimento e abrigo ao inseto galhador (Mani, 1964; Dreger-Jauffret
& Shorthouse, 1992; Bronner, 1992), facilitando até mesmo sua dispersao (Mani, 1964). O
desenvolvimento da galha ocorre, contudo, em detrimento do desenvolvimento da planta
hospedeira, podendo até leva-la a morte se houver alta infestacdo (Mani, 1964; Fernandes &
Martins, 1985).

A formagdo de galhas pode ocorrer em todos os drgaos vegetais, sendo a folha o 6rgao
mais comumente atacado (Birch et al., 1992; Oliveira & Maia, 2005), como ocorre em C.
brasiliense.

O éxito do herbivoro galhador na formacdo da galha parece depender dos aspectos
anatomicos ¢ da composi¢do quimica da planta. Algumas caracteristicas podem garantir a
defesa do vegetal ao ataque do indutor, tal como a presenca de substancias fendlicas (Isaias et
al., 2000). Além disso, o ataque do herbivoro pode induzir uma reacao de hipersensitividade,
na qual o vegetal sofre mudancas morfologicas e fisiologicas que levam a morte do tecido
atacado (Fernandes et al., 2000), sendo este um dos mecanismos de defesa mais comuns em
guildas de insetos que tém uma relagdo estreita com a planta hospedeira, como os galhadores
(Abrahamson et al., 1991; Fernandes et al., 2000).

Os insetos galhadores conseguem, entretanto, utilizar as caracteristicas de defesa da
planta hospedeira em beneficio proprio, direcionando-as contra seus inimigos naturais.
Contudo, apesar da existéncia de mecanismos de defesa em muitas galhas, estas e seus

respectivos indutores sdo, freqiientemente, alvos de muitas espécies de predadores, parasitos,



parasitdides e inquilinos (Kraus, 1997), o que aumenta a complexidade do sistema galhador-
planta hospedeira.

As galhas constituem, portanto, um tema complexo e de implicagdes ecoldgicas e
econOmicas importantes, cujo estudo ¢ relativamente recente nas regides neotropicais (Kraus
et al., 1996).

Dentre os morfotipos de galhas formados em C. brasiliense, o induzido por
Hymenoptera: Chalcidoidea ¢ mais freqiientemente citado na literatura (Oliveira, 1997;
Oliveira & Freitas, 2004; Veloso et al., 2004; Leite et al., 2006b). Porém, seus aspectos
morfologicos e quimicos permanecem desconhecidos. Assim, o objetivo deste trabalho foi
estudar as alteracdes morfoanatomicas advindas do processo cecidogénico e verificar o
impacto da inducao de galhas causadas por galhadores Hymenoptera na area fotossintetizante

das folhas de C. brasiliense.
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CAPITULO 1- MORFOLOGIA E ANATOMIA DA GALHA FOLIAR




Resumo

Caryocar brasiliense, conhecida popularmente como pequi, apresenta folhas pilosas, barreira
fisica que Eurytoma sp., inseto indutor de galhas, consegue sobrepujar, obtendo sucesso na
oviposi¢do. Estudos anatomicos nessas galhas visam responder como a oviposi¢do e a
alimentagdo alteram os padrdes morfogénicos da planta hospedeira. A galha de C. brasiliense
¢ globoide, mede 1,28 + 0,20 mm X 0,90 £ 0,25 mm, possui superficie pilosa; ¢ séssil e
projetada para a face abaxial. E avermelhada quando jovem e verde na fase de maturidade. E
formada preferencialmente na regido do limbo proxima ao bordo e possui uma camara larval
contendo um Unico individuo galhador. Em decorréncia da formagao das galhas, a epiderme
foliolar de C. brasiliense mantém-se unisseriada, com cuticula mais espessa e grande
pilosidade. Em algumas regides da galha ocorre a substitui¢do da epiderme por periderme, o
que indica a expressdo de um carater usualmente ausente em laminas foliares. O sistema de
revestimento da camara larval € originado pelo dobramento da lamina a partir da face abaxial
da folha, seguida pelo completo fechamento da galha ao redor do corpo do inseto em
desenvolvimento. Os caracteres morfologicos e anatomicos da galha foliar de C. brasiliense,
tais como sua posi¢cdo no bordo foliolar, o fato de ser uma galha verdadeiramente fechada,
com tecido nutritivo tipico envolto por esclerénquima, a aproxima do padrdo proposto para
alguns grupos de Hymenoptera. Além desses caracteres, o fato de que o género Eurytoma
apresenta muitos representantes parasitdides sugere que esta galha apresenta posigdo

evolutiva intermedidria dentre os diversos tipos de galhas.
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Abstract

Caryocar brasiliense, knowed as pequi, apresenta folhas pilosas, barreira fisica que Eurytoma
sp., inseto indutor de galhas, consegue sobrepujar, obtendo sucesso na oviposi¢do. Estudos
anatomicos nessas galhas visam responder como a oviposi¢do e a alimentagdo alteram os
padrdes morfogénicos da planta hospedeira. A galha de C. brasiliense ¢ globoide, mede 1,28
+ 0,20 mm X 0,90 + 0,25 mm, possui superficie pilosa; € séssil e projetada para a face
abaxial. E avermelhada quando jovem e verde na fase de maturidade. E formada
preferencialmente na regido do limbo proxima ao bordo e possui uma camara larval contendo
um unico individuo galhador. Em decorréncia da formag¢ao das galhas, a epiderme foliolar de
C. brasiliense mantém-se unisseriada, com cuticula mais espessa e grande pilosidade. Em
algumas regides da galha ocorre a substituicdo da epiderme por periderme, o que indica a
expressdo de um carater usualmente ausente em laminas foliares. O sistema de revestimento
da camara larval ¢ originado pelo dobramento da lamina a partir da face abaxial da folha,
seguida pelo completo fechamento da galha ao redor do corpo do inseto em desenvolvimento.
Os caracteres morfoldgicos e anatdmicos da galha foliar de C. brasiliense, tais como sua
posicdo no bordo foliolar, o fato de ser uma galha verdadeiramente fechada, com tecido
nutritivo tipico envolto por esclerénquima, a aproxima do padrdo proposto para alguns grupos
de Hymenoptera. Além desses caracteres, o fato de que o género Eurytoma apresenta muitos
representantes parasitdides sugere que esta galha apresenta posicdo evolutiva intermediéria

dentre os diversos tipos de galhas.
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INTRODUCAO

Galhas sdo estruturas resultantes do desenvolvimento anormal de células, tecidos ou
orgdos vegetais por meio da hipertrofia e, ou hiperplasia sob influéncia de um organismo
indutor (Mani, 1964). A formacdo da galha ¢ produto da interagdo entre o campo
cecidogénico originado pelo galhador e o campo morfogénico da planta hospedeira, que leva
a uma alteragdo no padrao de desenvolvimento do vegetal (Mani, 1992).

Algumas galhas podem ser constituidas simplesmente por massas de células
parenquimaticas, enquanto outras apresentam células e tecidos altamente especializados
(Meyer & Maresquelle, 1983) que podem estar ausentes nas partes das plantas hospedeiras
nao galhadas (Stone & Schonrogge, 2003). Essa formagdo de tecidos especializados ocorre
como resultado da hiperplasia, hipertrofia, desdiferenciagdo e destruicao celular decorrente de
lise ou alimentacdo do indutor, que sdo os processos principais da indu¢do da maioria das
galhas (Rey, 1992).

Na formacao da galha, varias alteragdes ocorrem nos tecidos do vegetal, destacando-se
entre estes a epiderme, o parénquima, o xilema e o floema (Mani, 1964). A formacao de
periderme (Kraus et al., 1996; Drummond, 2005), o espessamento da cuticula, a formacao de
tricomas tectores, a neoformacao de feixes vasculares (Drummond, 2005), o aparecimento de
cristais e esclereides, mudangas no formato das células dos parénquimas paligadico e lacunoso
(Kraus et al., 1996) e a formacgao de tecido nutritivo (Bronner, 1992; Kraus et al., 1996, Kraus
& Tanoue, 1999) sdo algumas das alteragdes observadas no desenvolvimento da estrutura
galigena.

As galhas podem variar enormemente em complexidade (grau de diferenciacdo) e

diversidade (variedade de estruturas induzidas por membros de um dado tixon) (Stone &
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Schonrogge, 2003), sendo que um de seus aspectos mais impressionantes € a riqueza de
formas, cores, tamanhos, projecdes superficiais e estruturas internas (Rohfritsch, 1992).

De acordo com Isaias et al. (2000), o sucesso do herbivoro galhador na formagdo da
galha parece depender da anatomia da planta, cujas caracteristicas podem facilitar ou
dificultar o ataque do indutor. Apds sua instalacdo e com a manipulacdo do desenvolvimento
do vegetal, o indutor passa a contar com defesas neoformadas na galha. Algumas das defesas
mecanicas conferidas pela galha contra o ataque de inimigos naturais podem ser constituidas
pela presenca de tricomas, suber e camadas de células lignificadas (Vecchi, 1999).

As folhas de Caryocar brasiliense, conhecida popularmente como pequi, apresentam
densa pilosidade, barreira fisica que o inseto indutor consegue sobrepujar, provavelmente
devido as relacdes de tamanho, obtendo sucesso na oviposicdo. A ocorréncia de galhas
entomogenas em folhas dessa espécie tem sido reportada na literatura, sendo descritos
diferentes morfotipos induzidos por insetos das ordens Hymenoptera (Oliveira, 1997; Oliveira
& Freitas, 2004; Leite ef al., 2006), Hemiptera: Diaspididae (Urso-Guimaraes et al., 2003) e
Diptera: Cecidomyiidae (Macedo & Veldso, 2002). Diversos estudos (Oliveira, 1997; Macedo
& Veloso, 2002; Oliveira & Freitas, 2004; Leite ef al., 2006) citaram o mesmo morfotipo de
galha em C. brasiliense, contudo, Macedo & Veloso (2002) atribuem a inducao dessas galhas
a cecidomiideos, enquanto Oliveira (1997) afirma que a formacdo das mesmas foi induzida
por uma vespa da familia Eurytomidae, cujo género, Eurytoma, foi identificado por Leite et
al. (2006). Nao obstante, nenhum estudo morfoanatomico dessas galhas foi realizado até o
presente momento. Esses estudos visam responder como as ac¢des de oviposi¢ao e alimentacao

alteram os padrdes morfogénicos da planta hospedeira.
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De modo a responder essa questao o presente trabalho objetiva:

1- Caracterizar a anatomia foliar de C. brasiliense Camb., a fim de se obter um
padrdo para a analise das alteragdes tissulares ocorridas em decorréncia da
formacao das galhas;

2- Caracterizar a morfologia externa e interna das galhas e verificar as
mudangcas estruturais decorrentes da formacao destas;

3- Comparar as alteracOes observadas com as descritas na literatura para
galhas de Hymenoptera;

4- Definir se ha um sitio preferencial no foliolo para inducao de galhas.
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MATERIAL E METODOS

Foram realizados estudos anatomicos em folhas sadias, por¢do sadia de folhas
galhadas e galhas de C. brasiliense, avaliando-se as alteragdes ocorridas em funcao da
formacgdo destas ultimas. Nas avaliacdes, foram consideradas sadias as folhas sem galhas,

desconsiderando quaisquer sintomas de doenca, sinais de herbivoria ou outras deformidades.

Coleta do material

As coletas foram realizadas no periodo de marco de 2005 a marco de 2006, em trés
plantas de C. brasiliense presentes no Nucleo de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Minas Gerais (NCA/UFMG), Montes Claros, Minas Gerais (43°50Q6.8Q@W,
16°40(34.5@3). Folhas sadias ¢ galhadas foram retiradas, com poddo, acondicionadas em
sacos plasticos transparentes vedados com fita adesiva, e enviadas ao Campus-Pampulha da

UFMG, em Belo Horizonte, Minas Gerais, onde os estudos foram realizados.

Fixacao das amostras
Amostras de foliolos sadios e galhados foram fixadas em formaldeido 37%, acido
acético glacial e etanol 50°GL, 1:1:18, v/v (FAA) (Johansen, 1940) e, posteriormente,

estocadas em etanol 70°GL (Johansen, 1940).
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Anatomia da folha sadia e da galha

Os estudos anatomicos de folhas sadias (FS), porcdo sadia de folhas galhadas (PSFG)
e galhas (G) foram realizados, em materiais frescos e fixados em FAA (Johansen, 1940). Para
obtenc¢do de 1aminas semi-permanentes, foram realizadas sec¢des transversais do tergo médio,
nervura mediana, bordo de foliolos sadios e sec¢des longitudinais de galhas. Os cortes foram
clarificados com solugdao comercial de hipoclorito de sodio 10% (Rezende, 1998) e lavados
em agua destilada. A coloragdo foi feita com safranina e azul de astra (Kraus & Arduin, 1997)
e os cortes foram entdo montados em gelatina glicerinada de Kaiser (Johansen, 1940). As
laminas foram lutadas com esmalte incolor.

Laminas permanentes foram obtidas a partir de amostras incluidas em Paraplast®
(Kraus & Arduin, 1997) ap6s desidratagdo em série n-butandlica (Johansen, 1940). Foram
feitas seccoes transversais do terco médio, nervura mediana, bordo de foliolos sadios e
seccoes longitudinais de galhas. Os cortes foram feitos com espessura de 12um em
micrétomo rotativo Leica Jung Biocut® (mod. 2035), corados com safranina e azul de astra
(Kraus & Arduin, 1997) e montados em verniz vitral (Acrilex™).

A presenca de cristais foi averiguada com uso de luz polarizada.

Os resultados foram registrados por meio de fotomicrografias obtidas em

fotomicroscopio Olympus (modelo BH-2).

Dissociaciao das epidermes

Para estudo das caracteristicas epidérmicas, fragmentos de FS, PSFG e G, com cerca
de lcm?, foram submetidos a tratamento com solugdo comercial de hipoclorito de sodio 50%,
sobre placa aquecedora a 50°C. Apds desprendimento da epiderme, os fragmentos foram

varridos com auxilio de pincel, lavados em dgua destilada e submetidos a coloragcdo simples
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pela safranina hidroalcoolica 1% (Johansen, 1940). As laminas foram montadas em gelatina

glicerinada de Kaiser (Johansen, 1940).

Analise biométrica

Na analise biométrica, medidas internas (altura e largura da camara) e externas (altura
e largura) das galhas (n=20) foram tomadas em cortes histoldgicos, utilizando microscéopio
optico Olympus (modelo CH30) equipado com ocular micrométrica.

Foi avaliada também a posicao das galhas no limbo foliar (n=390): transversalmente

(bordo, centro e nervura mediana) e longitudinalmente (terco apical, médio e basal) (figura 1).

A B

Figura 1- Caryocar brasiliense. Posigoes das galhas no foliolo. A — posi¢do longitudinal (Bo = bordo;
C = centro; N = nervura mediana); B — posi¢do transversal (A = tergo apical; B = ter¢o basal; M = tergo
médio).
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Diafanizacao

Apo6s andlise da posicao das galhas no foliolo, as regides que apresentaram galhas
foram diafanizadas com o objetivo de averiguar diferencas quantitativas na vasculariza¢ao do
limbo foliar de C. brasiliense. Assim, a nervura mediana ndo foi diafanizada, j& que nao
houve ocorréncia de galhas nesta posicao.

Para diafanizacdo do material vegetal, os fragmentos foram clarificados com solugao
de hidroxido de sédio 5%, em estufa a 37 °C, lavados em dagua destilada, sendo,
posteriormente, imersos em cloral hidratado 1,6: 1 (p/v) até que ficassem translicidos. Os
fragmentos foram novamente lavados e deixados de molho por uma noite em agua destilada.
Em seguida, foram imersos em etanol 70% e corados com safranina 1% em etanol 50%
(Kraus & Arduin, 1997). Apds a coloragdo, os fragmentos foram montados em gelatina
glicerinada de Kaiser (Johansen, 1940). As imagens foram capturadas com auxilio do
programa Motic®, sendo tomadas as medidas de 4rea internervural e 4rea ocupada por
nervuras em trés campos por fragmento, utilizando-se o programa grafico EasyQuantify®.

Foram diafanizados dez fragmentos (2cm?) de foliolos sadios/posi¢do (n=30), sendo
estas (figura 2):

1. tergo apical;

2. terco médio;

3. tergo basal; e

4. bordo.
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Figura 2 — Caryocar brasiliense. Regides
diafanizadas do foliolo. A — ter¢o apical; B — terco
basal; Bo — bordo; M — ter¢o médio.

Tratamento estatistico
Os dados obtidos foram submetidos a andalise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey (P < 0,05).

RESULTADOS

Foliolo sadio

Caracteristicas morfologicas

Os individuos estudados de C. brasiliense Camb. apresentam habito arboreo (figura
3A), com folhas compostas trifolioladas (figura 3B e 3C) de coloragdo verde-escura intensa
na face adaxial e menos intensa na face abaxial (figura 3C). Os foliolos sdo densamente

pilosos, com nervuras muito proeminentes para a face abaxial.
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Caracteristicas anatomicas

1. Sistema de revestimento

O foliolo sadio apresenta epiderme unisseriada, formada por células levemente
quadradas na face adaxial e retangulares na abaxial, em sec¢do transversal (figura 3D), sendo
que estas apresentam tamanho acentuadamente menor na face abaxial e na regidao do bordo
foliolar (figura 3E). Revestindo a epiderme, encontra-se uma espessa camada de cuticula
provida de estrias epicuticulares, que sdo mais proeminentes na face abaxial (figuras 4A e
4F). Em vista frontal, as células epidérmicas, tanto na face adaxial (figura 4B) quanto na
abaxial, sd@o poligonais, com paredes anticlinais retas. Na face abaxial, porém, as células
podem apresentar paredes levemente curvas. Os estdmatos estdo distribuidos na face abaxial
da epiderme (figuras 4A, 4E), no mesmo nivel das demais células, recobertos por cuticula
menos espessa. Adjacentes aos estdmatos, observam-se camaras subestomaticas reduzidas
(figura 4E). A epiderme ¢ revestida por tricomas tectores (figuras 4C e 4D), sendo estes mais

longos e numerosos na face abaxial (figura 4C).

2. Sistema fundamental

Seccdes transversais revelam mesofilo dorsiventral, com 2-3 camadas de parénquima
paligadico, ocupando cerca de */3 da lamina foliolar (figuras 3D, 5A e 5B). O parénquima
lacunoso, também com 2-3 camadas de células, apresenta espacos intercelulares pouco
conspicuos e células algumas vezes com formato colunar similar aquelas do parénquima
palicadico, porém mais curtas (figura 5SA). Na regido do bordo, as células do parénquima sao
arredondadas e maiores quando comparadas aquelas das demais regides do mesofilo e sdo
destituidas de cloroplastos (figura 3E).

Cristais encontram-se distribuidos por todo o mesofilo (figura 5D).
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3. Sistema vascular

O sistema vascular na regido da nervura mediana ¢ organizado em trés arcos, sendo
dois menores € um maior voltado para a face abaxial. Xilema e floema apresentam arranjo
colateral, entre os quais se encontra nitido cambio vascular. O parénquima cortical ¢ formado
por células de formato arredondado, ricas em substincias fenolicas. Nos feixes de menor
porte, o sistema vascular € envolto por bainha formada de células parenquimaticas com
conteudo fenolico, correspondendo a endoderme, notando-se ainda uma extensdo de bainha
voltada para a face adaxial, constituida de células que podem ou nao apresentar paredes
lignificadas (figura 5B).

Em vista frontal, as terminagdes das nervuras podem ser simples ou ramificadas,

possuindo uma ou mais traqueides em suas extremidades (figura 5C).

Galha

Caracteristicas morfologicas

A galha em estudo apresenta formato globoide (figura 6D), com altura de 1,28 + 0,20
mm e largura de 0,90 = 0,25 mm, sendo a altura aproximadamente 70% maior que a largura,
em seu maior eixo (figura 6A e 6B). Possui superficie pilosa (figura 6A, 6B e 6D); ¢ séssil e
apresenta-se projetada para a face abaxial, sendo notado menor desenvolvimento na face
adaxial do foliolo (figuras 6A, 6B e 6C). No inicio do desenvolvimento apresenta coloracao
avermelhada, ficando verde até a fase de maturidade (figura 6D). Na fase senescente, as
galhas apresentam colora¢do marrom (figura 6F). Quanto a visibilidade, pode ser denominada
como fanerocecidio, uma vez que ¢ bem visivel externamente. Na maioria das vezes, as
galhas formam conglomerados (figuras 6D e 6F), aparecendo raramente isoladas (galhas
simples) (figura 6E). Sdo observadas principalmente na regido do limbo proxima ao bordo

(figuras 6C, 6D e 6F), ndo sendo observadas sobre nervuras de maior calibre. Todas as galhas
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observadas possuem apenas uma camara larval (figuras 6A e 6B) contendo um tnico

individuo galhador, cujo corpo ocupa quase a totalidade da camara (figura 6B).

Caracteristicas anatomicas

1. Sistema de revestimento

A galha de C. brasiliense apresenta epiderme unisseriada (7A e 7B), coberta por
espessa camada de cuticula (figura 7B). Assim como observado no foliolo sadio, em sec¢dao
transversal, a face adaxial da epiderme mostra células de formato quadrangular (figura 7A),
sendo estas mais achatadas (retangulares) na face abaxial (figura 7B). Em vista frontal, as
c€lulas da face adaxial possuem tamanho reduzido em relacdo ao tecido sadio; apresentam
paredes anticlinais retas (figura 7C), podendo, as vezes, apresentar formato ligeiramente
irregular, com paredes mais curvas (figura 7D). O mesmo nao acontece na face abaxial, que
mantém caracteristicas similares aquelas do tecido epidérmico sadio (figura 7E). Estomatos
podem ser observados na face abaxial da epiderme da galha (figura 7F). Tricomas tectores sao
muito abundantes em ambas as faces da epiderme, apresentando comprimento visivelmente
maior em relagcdo a epiderme do foliolo sadio (figura 7G).

Algumas regides da epiderme da galha madura apresentam processo de suberizagdo,
formando periderme com 3-4 camadas de cé€lulas (figura 7H). Foi observada, préximo a uma
galha em estadio avangado de desenvolvimento, uma camara contendo varias estruturas que
se assemelham a ovos, provavelmente de parasitoides, envolvidas por uma camada de células
retangulares de parede delgada (figura 8A), onde sdo visualizados estomatos. Além disso, foi
detectada a presenca de tecido animal, provavelmente de larva em estdgio inicial de

desenvolvimento no interior de mesofilo sadio (8H).
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2. Sistema fundamental

O sistema fundamental da galha ¢ formado por parénquima homogéneo, que, em
seccao longitudinal, apresenta células alongadas na regido proéxima a face adaxial (figura 8C),
sendo estas mais curtas e arredondadas a medida que se aproximam da face abaxial (figura
8B). Na periferia da galha, foram observadas regides em que o parénquima apresenta-se
lignificado.

A camara larval apresenta comprimento médio de 0,41 + 0,08 mm e largura média de
0,23 + 0,05 mm, na qual se pode observar a larva do indutor (figura 8F). Ao redor dessa
camara, tem-se um tecido nutritivo composto de células relativamente pequenas de formato
poligonal e paredes anticlinais retas (figura 8D, 8E e 8F), ao redor do qual, muitas vezes,
nota-se a formagdo de um tecido esclerenquimatico composto de células de paredes muito
espessas e lignificadas (figura 8D).

Acima da camara larval, o tecido esclerenquimatico estd ausente, sendo esta regido
ocupada por células parenquimaticas que formam um “canalOdirecionado & face adaxial da

galha (figura 8E). Foram observados cristais distribuidos pelo cértex da galha (figura SE).

3. Sistema vascular
O sistema vascular ¢ formado por feixes distribuidos no parénquima cortical da galha
(figura 8B e 8G), sendo mais abundantes na regido proxima a face abaxial. Esses feixes

geralmente localizam-se externamente a camada esclerenquimatica.

Posicao das galhas no foliolo
A posicao das galhas de C. brasiliense apresentou diferencas significativas (figura 9).
Pode-se constatar que, transversalmente, as galhas ocorrem com maior frequéncia no bordo,

seguido pelo centro da lamina foliolar. Nao foram observadas galhas sobre nervuras
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medianas. As galhas concentram-se principalmente nos ter¢cos médio e basal, desenvolvendo-

se com menor frequéncia nos apices dos foliolos.

Area ocupada por nervuras
O terco médio apresentou menor percentagem de lamina foliar ocupada por nervuras
em relacdo as demais posigdes do foliolo, que ndo apresentaram diferencas significativas entre

st (figura 10).
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DISCUSSAO

Nas analises realizadas em foliolos sadios de C. brasiliense foram confirmadas as
caracteristicas descritas por Rezende (1998). Cabe ressaltar que nesse trabalho, a autora nao
faz alusdo a presenca de galhas na espécie.

Dentre diversos levantamentos de galhas na regido neotropical (Fernandes ef al., 1997,
2001; Gongalves-Alvim & Fernandes, 2001; Maia & Fernandes, 2004; Oliveira & Maia,
2005), a familia Caryocaraceae nao aparece, o que pode ocorrer pela sua baixa diversidade, ja
que esta ¢ representada apenas por dois géneros (Caryocar e Anthodiscus) e 16 espécies
(Prance & Silva, 1973; Prance, 1990).

As galhas foliares de Caryocar brasiliense sao galhas de cobertura, fechadas, do tipo
histidide-prosoplasmica de acordo com Kiister (1911 apud Meyer & Maresquelle, 1983) e
apresentam caracteristicas citadas como padrdo por Dreger-Jauffret e Shorthouse (1992) para
galhas de Hymenoptera. Sdo estruturas globoides, revestidas por epiderme simples ou
periderme, com camaras larvais Unicas, nas quais se desenvolve um Unico inseto. Sua forma
final e complexidade estrutural estdo relacionadas, entre outros aspectos, ao sitio de
oViposi¢ao.

De fato, o sitio de oviposicao, a forma final da galha e sua complexidade estrutural sao
fatores relevantes para muitos grupos de insetos galhadores (Inbar ef al., 2004). Esses insetos
parasitam potencialmente todos os 6rgdos das plantas hospedeiras (Shorthouse & Rohfritsch,
1992) e mesmo em um unico 6rgao, como as folhas, as galhas podem se desenvolver em sitios
diferentes como o bordo, a regido internervural, a nervura ou o peciolo (Inbar ef al., 2004).

Nas galhas de C. brasiliense avaliadas no presente estudo, o 6rgdo hospedeiro ¢ a
folha, sendo que o sitio preferencial de oviposi¢ao ¢ o bordo foliolar entre os ter¢os médio e

basal. Nessa regido, o galhador tem acesso ao fluxo de fotoassimilados depois que este ja fez
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todo o percurso pela lamina foliolar. De acordo com Whitham (1979) e Inbar ef al. (1995), a
eficiéncia da galha para drenar ou interceptar nutrientes pode ser sitio-dependente. Assim,
além da influéncia na definicdo da forma, diferencas sutis na posi¢ao da galha podem ser
criticas (Whitham, 1979) tanto para os galhadores quanto para a planta hospedeira.

Muito embora a indugdo de galhas nas nervuras facilite a aloca¢do de recursos para o
desenvolvimento das galhas ou do indutor (Mani, 1964; Rohfritsch, 1992), o galhador de C.
brasiliense parece nao se beneficiar deste sitio. Além disso, uma vez que a densidade de
nervuras nao mostrou diferencas significativas nas regides amostradas do foliolo, excetuando-
se a por¢ao central do terco médio, onde a densidade de nervuras foi menor, a busca por sitios
foliares com maior aporte de nutrientes parece ndo ser um comportamento fundamental para o
estabelecimento da galha. Nao obstante, convém ressaltar que a escolha dos bordos foliares
como sitios preferenciais de oviposi¢ao indica a baixa especializacdo do taxa galhador
(Nyman, 2000).

Essa baixa especializag¢do, citada como a hipodtese Price-Roininen (Nyman, 2000)
encontra compensagoes na estrutura da galha de C. brasiliense. O fato de esta ser uma
estrutura fechada indica alto valor adaptativo para protecao do indutor contra seus inimigos
naturais (Stone & Schonrogge, 2003). Segundo Price (1992) e Nyman (2000), galhas
verdadeiramente fechadas evoluiram a partir de enrolamentos marginais, sendo que o
fechamento dos tecidos ao redor do corpo do indutor pode ser interpretado como uma
alteracdo morfoldgica que favorece o escape de parasitoides e predadores (Cornell, 1983) nas
galhas de C. brasiliense.

A formacgao da galha ¢ dependente da exata posi¢do da oviposi¢do. Contudo, embora o
local de indugdo das galhas parega ser constante, 0 mecanismo de formagao dessas estruturas
permanece desconhecido (Stone & Schonrogge, 2003). Os insetos possivelmente controlam

tal formagdo, estando, entretanto, sujeitos a adaptabilidade e reatividade dos tecidos vegetais
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(Weis et al., 1988; Abrahamson & Weis, 1997). O bordo foliolar, local escolhido
preferencialmente para oviposicao em C. brasiliense, apresenta tecido-alvo adequado para o
desenvolvimento da galha, ou seja, o parénquima. Esse tecido reage positivamente levando a
formagdo do microambiente propicio ao desenvolvimento das larvas do galhador, seja pela
formacgdo de tricomas, esclereides, parénquima aquifero ou feixes vasculares, por vezes,
exclusivamente floematicos (cf- Isaias, 1998; Vecchi, 2004; Drummond 2005).

De fato, as galhas foliares globdides de C. brasiliense sao caracterizadas pela
superficie densamente pilosa, sdo agrupadas e projetadas para a face abaxial da folha. Essas
caracteristicas superficiais das galhas podem ter influéncia direta na formagdao e
estabelecimento ndo somente do galhador, mas de toda a guilda de insetos associados.
Segundo Abrahamson & Weis (1997) e Stone ef al. (2002), a densa pilosidade, dentre outros
aspectos, pode reduzir a predacdo e o parasitismo. A projecao das galhas para a face abaxial
também pode influenciar na reducdo do parasitismo e da predagdo, pois, nesta posi¢ao, as
galhas tornam-se menos visiveis. Além disso, na superficie abaxial, forma-se um microclima
muito menos estressante do que aquele da superficie superior, onde hé insolagdo mais direta
(Edward & Wratten, 1980 apud Kraus et al., 1996). Um fator contrario a tendéncia da redugao
da visibilidade seria o agrupamento das galhas. Esse fator, marcante em C. brasiliense, pode
aumentar a visibilidade e consequente vulnerabilidade aos predadores e parasitoides.

Como ressaltam Crespi & Worobey (1998), a divergéncia evolutiva dos tipos de
galhas pode ter sido direcionada por selecdo em fun¢do da pressdo imposta pelos parasitdides
e predadores. Essa pressdo tem papel fundamental na defini¢cdo da forma das galhas (Cornell,
1983) e esta diretamente relacionada as caracteristicas anatdmicas. Nas galhas de C.
brasiliense, a epiderme mantém-se unisseriada, aparentemente variando apenas a espessura da
cuticula. Tal fato denota a pouca plasticidade do sistema de revestimento frente as influéncias

morfogénicas da inducdo dessas galhas. Mesmo com essa baixa plasticidade, a maior
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pilosidade aliada a substituicao da epiderme por periderme em alguns locais da galha indica a
expressao de um carater usualmente ausente em laminas foliares. Essa formacdo de células
suberificadas revestindo algumas regides da galha ja foi observada em outros sistemas como
Guarea macrophylla subsp. tuberculata (Meliaceae) — Cecidomyiidae (Kraus ef al., 1996) e
Copaifera langsdorffii (Leguminosae) — Cecidomyiidae (Drummond, 2005). A espessura da
cuticula, a neoformagao de tricomas e a eventual substituicdo da epiderme pela periderme sao
caracteres que reforcam a hipotese do microambiente (Price et al., 1987) propicio formado
nas galhas e que favorecem o indutor.

Logo abaixo do sistema de revestimento, encontra-se o sistema fundamental
amplamente modificado em fun¢ao da diferenciacao da galha. O mesofilo, antes diferenciado
em palicadico e lacunoso, passa por um processo de homogeneizacdo comum em galhas de
insetos e registrado por Souza et al. (2000) para galhas em Ficus microcarpa, Drummond
(2005) para galhas em Copaifera langsdorfii e Oliveira et al. (2006) para galhas em
Lonchocarpus muehlbergianus. Esse tecido, nas galhas de C. brasiliense, deixa de atuar como
produtor de fotoassimilados, uma vez que deixa de possuir cloroplastos, passando a assumir
fungdes de preenchimento e armazenagem de nutrientes (cf. Castro 2006 - Cap. 2) e dgua.

Uma caracteristica marcante nas galhas estudadas ¢ a presenca de cristais, tida como
rara em galhas por Fernandes et al. (1990). No parénquima cortical da galha de C. brasiliense,
entretanto, os cristais ndo constituem uma altera¢do causada pelo galhador, representando a
manuten¢do de uma caracteristica comum aos tecidos sadios desta planta, sendo que cristais
de oxalato de célcio ja haviam sido registrados em folhas sadias desta espécie por Rezende
(1998).

Internamente ao tecido de revestimento da galha, encontra-se um tecido nutritivo cujas
caracteristicas assemelham-se aquelas de tecidos secretores, ou seja, ¢ formado por células

com paredes delgadas, citoplasma denso, niicleo volumoso e vacuoma pouco desenvolvido
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(Bronner, 1992; Fahn, 2000). As camadas internas ao tecido nutritivo tornam-se fortemente
lignificadas a medida que a galha amadurece, formando um tecido mecanico que pode
contribuir para a reducao da predagdo e do parasitismo. Muito embora a formacao de células
lignificadas em galhas seja comumente associada a protecdo (Meyer & Maresquelle, 1983), o
processo de lignificacdo tem sido apontado como resultado da agdo antioxidante das
substancias fendlicas (Soares et al., 2000), sendo a protecdo, pois, um ganho secundario nos
sistemas galhador-planta.

Na regido acima da camara larval, a lignificacdo das células adjacentes ao tecido
nutritivo ndo ocorre, o que pode indicar o local onde, mais tarde, se formara o canal de fuga
do inseto indutor.

A vascularizacao das galhas ¢ fator fundamental para a manutencdo destas como
drenos potentes (Larson & Whitham, 1991; Hartley, 1998). Em galhas de C. brasiliense, a
vascularizagdo ¢ formada por feixes localizados nas porg¢des intermediarias do parénquima de
preenchimento. A presenca desses feixes garante o suprimento de fotoassimilados vitais tanto
para o desenvolvimento da estrutura quanto para o galhador (Oliveira ef al., 2006), sendo sua
neoformacdo um fendmeno comum em galhas de insetos (Kraus et al., 1994; Isaias, 1998;
Vecchi, 2004; Drummond, 2005; Gongalves et al., 2005). Talvez por isso, a maioria dos
galhadores tenha preferéncia pelas nervuras, onde hd maior disponibilidade de nutrientes,
facilitando a alocacdo de substancias pelo inseto, o que ndo ocorre em C. brasiliense.

De acordo com Price (2005), os Hymenoptera galhadores concentram grupos muito
diversos quanto aos graus de especializagdo a planta hospedeira e as estruturas formadas.
Segundo esse autor, algumas espécies induzem um Unico tipo de galha em uma unica planta
hospedeira, o que parece ser o caso da galha de Caryocar brasiliense. Oliveira (1997) atribui

a indugdo das galhas foliares globdides de C. brasiliense a insetos da familia Eurytomidae
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(Hymenoptera), sendo que Leite et al. (2006), identificaram os indutores como sendo do
género Eurytoma (Hymenoptera: Chalcidoidea: Eurytomidae).

As galhas de Hymenoptera apresentam graus variados de complexidade (Rohfritsch,
1992; Price, 2005). De acordo com Rohfritsch (1992), as galhas de Cynipidae, por exemplo,
apresentam simetria axial, uma Unica camara larval e tecidos dispostos em camadas
concéntricas arranjadas ao redor desta camara. Tal padrio assemelha-se ao observado na
galha de C. brasiliense estudada. A mesma autora aponta as galhas de Chalcidoidea como
portadoras de tecido nutritivo que ¢ totalmente consumido pela larva, a qual fica em contato
direto com o esclerénquima, o que foi observado em galhas maduras de C. brasiliense. Galhas
de indutores Chalcidoidea sofrem uma influéncia do inseto-mie na sua forma, sendo essa
influéncia observada desde o inicio, quando a galha se desenvolve pelo alongamento das
c¢lulas no ponto oposto ao sitio de oviposicao, assumindo a proeminéncia observada em
relagcdo ao 6rgao hospedeiro.

Algumas das caracteristicas observadas na galha de C. brasiliense ja foram descritas
para outras galhas de Hymenoptera, como a auséncia de tecido nutritivo na fase de maturidade
da galha (Kraus et al., 2002; Kraus & Tanoue, 1999), a presenca de periderme (Krishnan &
Franceschi, 1988; Kraus et al., 1994), ou mesmo de tricomas em galhas de Eurytoma sp.
(Krishnan & Franceschi, 1988).

Em comparacdo com os padrdes descritos na literatura, caracteres morfologicos e
anatomicos da galha foliar de C. brasiliense, tais como sua posi¢do no bordo foliolar, o fato
de ser uma galha verdadeiramente fechada, com tecido nutritivo tipico envolto por
esclerénquima, a aproxima do padrdo proposto para alguns grupos de Hymenoptera. Somado
a tais caracteres, o fato de que o género Eurytoma apresenta muitos representantes

parasitdides (Wiebes-Rijks & Shorthouse, 1992; Maia & Fernandes, 2004) sugere que esta
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galha apresenta posi¢ao evolutiva intermedidria frente as proposicdes destacadas por Nyman
(2000) e Price (2005).

Pelo exposto, pode-se inferir que esse galhador tenha participado de uma interagao
cecidomiideo-planta hospedeira no nivel trofico de parasitoide, passando posteriormente a
ocupar o nivel de galhador no sistema. Contudo, tal inferéncia necessita de analises das
alteragdes quimicas induzidas pelo galhador de modo a verificar os compostos de reserva
relacionados a alimentacao e a defesa, e o papel dos Hymenoptera na realocagdo e reserva de
tais substancias. E prudente, ainda, a analise da guilda associada ao sistema de modo a
verificar a interacdo desse taxa galhador com o restante da fauna associada a galha de
Caryocar brasiliense.

Por fim, o estudo ontogenético das galhas aliado ao reconhecimento da guilda

associada pode constituir uma ferramenta para elucidacao das questdes aqui levantadas.
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Figura 3 — Caryocar brasiliense Camb. A) Aspecto geral do individuo 3, destacando
o habito arboreo. B-C) Vista geral de folha sadia trifoliolada. B) Face adaxial. C)
Face abaxial. Notar as nervuras salientes e a coloracdo menos intensa em relagdo a
face adaxial. D-E) Sec¢des transversais da lamina foliolar. D) Regido mediana. E)
Bordo foliolar. Ct = cuticula; Ead = epiderme adaxial; Eab = epiderme abaxial.
[Barras=10 cmem B ¢ C; 100 pmem D ¢ E]
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Figura 4 — Foliolo sadio de Caryocar brasiliense Camb. A-D) Vista frontal da
epiderme foliolar. A) Face abaxial evidenciando estrias epicuticulares proeminentes
e estomatos. B) Face adaxial com bases de tricomas e estrias epicuticulares. C) Face
abaxial com tricomas tectores abundantes. D) Face adaxial com tricomas tectores. E)
Lamina foliolar em sec¢do transversal, mostrando estomato e cAmara subestomatica.
F) Detalhe da epiderme na face abaxial da folha, evidenciando cuticula espessa. Cs =
camara subestomatica; Ct = cuticula; Eab = epiderme abaxial; Et = estomato. [Barras
=100 ymem A, Be D; 25 ymem C, E e F].
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Figura 5 — Caryocar brasiliense Camb. A-D) Foliolo sadio. E) Galha. A, B e D)

Secgdes transversais. A) Lamina foliolar apresentando epiderme unisseriada em
ambas as faces e mesofilo dorsiventral. B) Nervura de segunda ordem mostrando
extensdo da bainha vascular (seta). C) Foliolo diafanizado mostrando padrio de
nervagdo. D) Foliolo sadio com cristais distribuidos pelo mesofilo. E) Secgdo
longitudinal da galha mostrando cristais distribuidos pelo cortex. [Barras = 50 ym
emAeD; 100 ymem B, C, D e E].
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Figura 6 — Galha de Caryocar brasiliense Camb. A e B) Seccdes longitudinais da
galha. A) Seccdo longitudinal da galha mostrando cémara larval. B) Galha
evidenciando indutor na camara. C-F) Aspectos gerais da galha. C) Galhas
desenvolvidas na margem do foliolo. Note o maior desenvolvimento da galha na face
abaxial. D) Galhas em estddio de maturagdo densamente cobertas por tricomas. E)
Galhas isoladas. F) Galhas senescentes com coloragdo marrom. Ab = abaxial; Ad =
adaxial; CL = caAmara larval. [Barras=1 mmem A e B; Smmem C, D, E ¢ F].
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Figura 7 — Sistema de revestimento da galha de Caryocar brasiliense Camb. A, B e
H) Seccdes longitudinais. C-G) Vista frontal da epiderme. A) Epiderme unisseriada
da porcdo adaxial revestindo o cortex parenquimatico. B) Epiderme unisseriada da
por¢do abaxial, evidenciando cuticula espessa. C-D) Epiderme da face adaxial. C)
Células epidérmicas dispostas linearmente. D) Células dispostas aleatoriamente,
denotando maior grau de deformidade. Notar paredes celulares levemente curvas. E-
F) Epiderme da face abaxial. E) Células epidérmicas com paredes anticlinais
levemente curvas. F) Estomatos (setas). G) Aspecto geral da epiderme da face
abaxial com tricomas longos e abundantes. H) Periderme revestindo cortex
parenquimatico. Ct = cuticula; Ead = epiderme adaxial; Eab = epiderme abaxial; Pe
= periderme. [Barras = 100 ymem A, C, F, Ge H; 50 pmem B, D ¢ E].
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Figura 8 — Galha de Caryocar brasiliense Camb. A-G) Secgdes longitudinais. H) Seccdo
transversal do foliolo. A) Camara com ovos, revestida internamente por epiderme unisseriada
apresentando estomatos (detalhe). B) Parénquima cortical da porcdo abaxial da galha,
apresentando feixes vasculares (setas). C) Parénquima cortical com células alongadas. Notar
larva do indutor em estagio inicial de desenvolvimento (seta). D) Tecido nutritivo circundado
por células parenquimaticas com paredes lignificadas. E) “CanalOde células parenquimaticas
nao lignificadas, acima da camara larval. F) Camara larval contendo um individuo indutor
cercado pelo tecido nutritivo. G) Detalhe de feixes vasculares distribuidos no parénquima
cortical, proximo a face abaxial. H) Tecido animal, provavelmente do inseto indutor,
localizado no interior do mesofilo sadio. CL = camara larval; Cn = canal; Et = estomato; Ov =
ovo; TN =tecido nutritivo. [Barras = 50 pymem A, F e H; 100 pumem B, C, D, E ¢ G].
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Figura 9. Posicdo das galhas (%) nas folhas de Caryocar brasiliense. Médias
seguidas pela mesma letra, dentro de um grupo, nao diferem entre si, pelo teste de
média de Tukey a P <0,01.
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basal e no bordo de foliolo de Caryocar brasiliense. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si, pelo teste de média de Tukey, a P <0,01%.



CAPITULO 2 - IMPACTO DA INDUCAO DE GALHAS NA PRODUCAO E
RESERVA DE SUBSTANCIAS




Resumo

Alteragdes na producdo de flores, frutos e sementes, nimero e tamanho de ramos e reducao
em area foliar podem ser consequéncia da realocagdo de recursos para o sitio de formagao da
galha e beneficiar exclusivamente o galhador. O impacto da indugdo de galhas nas folhas de
Caryocar brasiliense Camb. foi analisado tendo como parametros: a area foliar afetada, o
nivel de infestagdo, o teor de pigmentos fotossintetizantes e a detec¢do histoquimica de
substancias dos metabolismos primario e secundario. O nivel de infestagcdo observado (40,6%
+16,44) foi considerado médio, sendo que grande parte das folhas (42,4%) apresentou apenas
um foliolo galhado. As folhas sadias apresentaram area média de 225,04 + 6,43cm’ e as
folhas galhadas 249,94 + 6,48cm’, o que representa aumento de 11% na area foliar total e
pode indicar favorecimento da expansao foliar ou retomada da potencialidade do meristema
marginal, dependendo da idade das folhas no momento da inducdo. As alteracdes nas areas
foliares comparadas aos teores de pigmentos podem indicar mecanismos compensatorios ou o
estabelecimento de um dreno das porgdes fotossinteticamente ativas para a galha. O acumulo
de substancias fendlicas nos tecidos periféricos das galhas de C. brasiliense pode representar
uma defesa contra inimigos naturais do galhador, ao passo que a auséncia ou teor reduzido
desses compostos no sitio de alimentacdo das larvas pode favorecer o estabelecimento das
mesmas. A detecg¢do de agucares redutores no tecido nutritivo destas galhas revela um tipo de

reserva nao descrito anteriormente para galhas de Hymenoptera.
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Abstract

Changes in the production of flowers, fruits and seeds, number and size of branches and
reduction in leaf area may result from the reallocation of resources to the site of formation of
gall and benefit only the gall. The impact of gall induction in leaves of Caryocar brasiliense
Camb. was analyzed by using as parameters: the affected leaf area, the level of infestation, the
content of photosynthetic pigments, and histochemical detection of primary and secondary
metabolites. The level of infestation (40.6% + 16.44) may be considered medium, and large
part of the leaves (42.4%) presented only one galled leaflet. The non galled leaves showed an
average area of 225.04 + 6.43 cm” and galled leaves 249.94 + 6.48 cm®, which represents an
increase of 11% in total leaf area. This may be indicative of the resumption of leaf expansion
or a potential reactivity of the marginal meristem, depending on the age of leaves at the time
of induction. Changes in leaf area compared with pigments content may indicate
compensatory mechanisms or the establishing of sinks from photosynthetically active leaflet
portion to the gall site. The accumulation of phenolic substances in peripheral tissues of the
galls of C. brasiliense may represent a defense against natural enemies of the galling insect,
while the absence or reduced contents of these compounds in the larvae feeding site may
favor its establishment. The detection of reducing sugars in nutritive tissue reveals a kind of

reserve not previously reported for galls of Hymenoptera.
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INTRODUCAO

Galhas sdo provavelmente um dos exemplos mais familiares de parasitismo em
plantas (Vrcibradic et al., 2000), parasitismo este que causa variados graus de impacto nos
orgdos e plantas hospedeiras. A escolha pela espécie vegetal, 6rgdo hospedeiro e sitio de
oviposi¢do pelos galhadores tém papel fundamental na sobrevivéncia e desenvolvimento de
sua prole (Whitham, 1980; Fernandes & Price, 1991; Araujo, 1997). Qualquer que seja essa
escolha, a formagdo da galha leva a uma reducdo no vigor da planta hospedeira que perde
recursos anteriormente alocados para garantir a sobrevivéncia de sua propria espécie (Price et
al., 1991).

A analise do desenvolvimento de orgdos e plantas galhadas permite verificar
alteragdes em diversos caracteres tais como producao de flores, frutos e sementes, numero e
tamanho de ramos (Dreger-Jauffret & Shorthouse,1992; Gongalves-Alvim et al., 1999; Silva
et al., 1996; Andrade et al., 1995) e comumente redugdo em area foliar (Gongalves et al.,
2005). Pressupde-se que tais alteragdes sejam consequéncia da realocagdo de recursos para o
sitio de formacao da galha, beneficiando exclusivamente o galhador.

Com a reducdo da area foliar ¢ plausivel supor que haja também reducdo da
capacidade fotossintética. Tal redu¢do poderia ser compensada com a divisdo da atividade
fotossintética entre folha e galha. O que daria a galha a condicdo de produtora de
fotoassimilados que re-equilibrariam a relacdo fonte-dreno. Essa premissa pode ser testada
pela medida da concentragdo de pigmentos fotossintetizantes na é4rea da galha
comparativamente a area de folhas sadias e a por¢do sadia da propria folha galhada.

Em uma andlise de folhas sadias e galhas de Rollinia laurifolia, Takahashi (2003)
observou uma redu¢do do contetido de pigmentos fotossintetizantes em folhas galhadas, o que

certamente leva a diminuigdo do rendimento fotossintético das mesmas. Os estudos de Larson
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(1998) com folhas galhadas de duas espécies vegetais também mostraram reducdo de até 52%
nas taxas fotossintéticas em decorréncia da formacao de galhas.

Em funcdo da reducdo na capacidade fotossintetizante e independentemente da
redistribuicdo de recursos entre o 6rgao hospedeiro e a galha, a producdo de metabodlitos
primarios e secundarios pode passar por alteracdes em decorréncia das necessidades
estruturais da neoformagdo, a galha, e das necessidades nutricionais do galhador, o parasita
(Motta et al., 2005). Novas estruturas, novas sinteses € novos armazenamentos podem
ocorrer. Em galhas de Struthanthus vulgaris (Kraus et al., 2002), had formagao de periderme
na folha; em outros modelos estudados, ha neoformagdo de tricomas, emergéncias,
esclereides, tecido nutritivo e feixes vasculares (Bronner, 1992; Kraus et al., 1996; Kraus &
Tanoue, 1999; Drummond, 2005; Gongalves et al., 2005). A sintese € armazenamento de
substancias ndo somente no tecido nutritivo, mas no parénquima de reserva da galha indicam
novos balangos entre o acimulo de substincias de nutri¢do e defesa (Bronner, 1992).

Nas galhas, tém sido observadas modificagdes nos conteudos de carboidratos
(Bronner, 1992; Hartley, 1998), compostos fenolicos soluveis, ligninas e flavonoides (Motta
et al., 2005). O aumento de substancias do metabolismo primario, tais como proteinas,
lipidios e carboidratos, ¢ extremamente importante para o desenvolvimento do galhador,
especialmente quando estes compostos ocorrem proximos a camara larval (Motta et al.,
2005), ja que estao nitidamente relacionados a sua nutri¢ao (Soares et al., 2000).

As mudancgas no acimulo de substancias ocorrem em resposta ao estimulo do indutor.
Além de mudangas no padrao de translocag¢do de fotoassimilados (Larson & Whitham, 1991)
e acumulo de nutrientes que facilitam a nutricao do parasita (Baggato & Shorthouse, 1994), as
reacdes da planta a presenca do organismo estranho podem levar ao aumento na concentracao
de fendlicos decorrentes da producdo de espécies reativas de oxigénio, como observado por

Takahashi (2003) em Rollinia laurifolia. De fato, Niirnberger & Scheel (2001) apontam a
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producdo de espécies reativas de oxigénio como uma das respostas mais importantes ao
parasitismo.

Apesar disso, alguns autores (ver Price et al., 1987) afirmam que a redugdo de
compostos do metabolismo secundario, como fenolicos e flavondides, pode ocorrer durante o
desenvolvimento da galha, ndo sé no tecido nutritivo mas também nos demais tecidos
galigenos.

Assim como observado para os derivados fenolicos, compostos antioxidantes, como os
carotenoides (Krause, 1988; Thiele et al., 1998) e flavonoides (Harborne & Williams, 2000)
podem ser também produzidos em resposta ao estresse oxidativo originado no processo
cecidogénico, a fim de minimizar os danos causados pelo mesmo.

Caryocar brasiliense (pequi) ¢ uma espécie hospedeira de diferentes morfotipos de
galhas foliares, sendo que o morfotipo estudado no presente trabalho ¢ induzido por uma
vespa (Hymenoptera: Chalcidoidea) (Oliveira, 1997; Oliveira & Freitas, 2004; Leite et al.,
2006) do género Eurytoma (Leite et al., 2006).

C. brasiliense apresenta acucares redutores, taninos, flavondides, esterdides,
triterpendides e saponinas como seus principais metabolitos secundarios em folhas sadias
(Marques, 2001). Ferreira et al. (2005) observaram a presenca de lipidios, 6leos essenciais,
esteroides, lactonas sesquiterpénicas, terpendides, compostos fendlicos gerais e taninos em
folhas fisiologicamente maduras por meio de testes histoquimicos.

Face ao registro de metabolitos primarios e secundarios descritos na literatura para a
espécie e a potencialidade dos galhadores em gerar drenos de substincias nos Orgdos
galhados, este estudo objetivou verificar o impacto da inducdo de galhas na darea
fotossintetizante das folhas de C. brasiliense. Mudangas histoquimicas e quimicas (teor de
pigmentos fotossintetizantes) foram investigadas e relacionadas aos diferentes niveis de

infestacdo nas folhas e a realocacdo de recursos para o sistema galhador-planta.
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MATERIAL E METODOS

Coleta do material

O material de estudo foi coletado em trés plantas de C. brasiliense localizadas no
Nucleo de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais (NCA/UFMG),
Montes Claros, Minas Gerais (43°50Q6.8@W, 16°40(34.5@3). Folhas sadias e galhadas foram
destacadas dos ramos com auxilio de podao, acondicionadas em sacos plasticos transparentes
vedados com fita adesiva e enviadas ao Campus-Pampulha da UFMG, em Belo Horizonte,

onde foram procedidas as analises.

Nivel de infestac¢ao

Para a determinacdo do nivel de infestacdo foi calculada a percentagem de folhas
galhadas nas trés arvores em estudo, entre mar¢co de 2005 e marco de 2006. Foram coletadas
20 folhas/arvore, entre os dias 25 e 30 de cada més, discriminando folhas galhadas e folhas

sadias. Foi avaliado também o niimero de foliolos galhados/folha.

Area foliar

Foram estimadas as areas das folhas sadias e galhadas e o percentual de area
galhada/folha. Para tanto, foram avaliadas, mensalmente, 10 folhas sadias e 10 folhas
galhadas de cada planta, coletadas aleatoriamente. As medidas de area foliar foram tomadas
com auxilio do programa grafico EasyQuantify”, sendo medidos os foliolos e seus respectivos

peciolulos, descartando-se o peciolo.
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Analise de pigmentos fotossintetizantes

Foram determinados os teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides,
com nove repeticdes para cada pigmento.

As andlises foram realizadas nos meses de marg¢o, junho, setembro e dezembro de
2005. Foram coletadas trés folhas sadias e trés folhas galhadas em cada arvore, sendo
selecionadas apenas folhas maduras. Trés discos da regido mediana do limbo foliar foram
recortados, pesados e acondicionados em frascos de vidro ambar, com 5 mL de acetona 80%
(v/v) e mantidos sob refrigeragdo por um periodo minimo de 72 horas. Foi realizada entao,
maceracao das amostras em ambiente com baixa luminosidade, com auxilio de almofariz e
pistilo. O volume da suspensdo foi completado para 10 mL com acetona 80%, sendo as
amostras entdo centrifugadas a 10.000g por cinco minutos em centrifuga (Fanen Excelsa Baby
II Mod. 206R). O sobrenadante foi coletado e a absorbancia medida em espectrofotometro
(Thermo Spectronic, modelo Genesys 10 UV), nos comprimentos de onda 470, 646 e 663nm.
Os teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotendides foram estimados segundo
equagoes propostas por Lichtenthaler & Wellburn (1983), sendo os valores corrigidos para
unidade de peso fresco. A partir dos dados obtidos foram calculadas as razdes clorofila a/b e

clorofilas/carotendides.

Testes histoquimicos

Para detectar substincias do metabolismo primario, lipidios e amido, sec¢des de
material recém-coletado foram submetidas diretamente as reacdes com vermelho B de Sudan
(C.I. 26050) em etanol 70°GL (Brundett ef al., 1991) e reagente de Lugol (Johansen, 1940),
respectivamente. Os mesmos testes foram realizados com material fixado em Formalina
Neutra Tamponada (Johansen, 1940), desidratado em série butilica e infiltrado em Paraplast”

(Kraus & Arduin, 1997). Os cortes foram feitos em microtomo rotativo (8-12 um de
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espessura) e corados com os mesmos reagentes utilizados em material fresco. Para detec¢do
de acticares redutores foi realizado o teste de Fehling (Sass, 1951).

Para deteccao de derivados fenolicos, as amostras foram fixadas em sulfato ferroso 2%
em formalina (Johansen, 1940). A presenca de flavondides mono ou poliméricos
(proantocianidinas) foi testada em cortes histologicos de material recém-coletado, fixados em
cafeina-benzoato de sodio 1% em butanol 90%, e posteriormente transferidos para solucdo
etanodlica de p-dimetilaminocinamaldeido (DMACA) por 2h (Feucht ef al., 1986).

As ligninas foram testadas com floroglucinol 1% (Jensen, 1962), em cortes
histolégicos de material fresco.

Testes-controle e cortes-branco foram realizados em material recém-coletado,
seccionado em micrétomo de mesa. Para realizagao de testes-controle, derivados fenolicos e
flavonoidicos foram extraidos com reagente de Stockwell (Johansen, 1940) por 24 horas;
lipidios com cloroférmio:metanol (2:1) v/v (Moore et al., 1991) e amido pela digestdao com
amilase salivar (Culling, 1974).

As fotomicrografias foram obtidas em fotomicroscopio de luz (Olympus, modelo BH-
2), a partir de 1aminas montadas em gelatina glicerinada de Kaiser ou glicerina 50% (Kraus &
Arduin, 1997), com excecao daquelas para teste de ligninas, que foram montadas em agua

destilada.

Tratamento estatistico
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, correlacdo de Pearson e

teste de médias de Tukey (P < 0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nivel de infestacao

A percentagem média de folhas galhadas por planta de C. brasiliense amostrada foi de
40,6% (x16,44), indicando um nivel de infestacdo médio pelo inseto galhador. A maioria das
folhas (42,4%) apresentou apenas um foliolo galhado, enquanto 26,4 ¢ 31,2% apresentaram 2
e 3 foliolos galhados, respectivamente. Esse nivel de infestagdo foi considerado médio frente
a outros estudos como, por exemplo, Gongalves et al. (2005) que encontraram 93,8% de
folhas de Rollinia laurifolia com galhas induzidas por Pseudotetococcus rolliniae, Barbosa et
al. (2004) no qual Tuthillia cognata infestou 94% dos ramos analisados de Myrciaria dubia e
Botton et al. (2004) que consideraram como alto um nivel de infestacdo de 82,5% para os
apices caulinares de Vittis vinifera infestados por Daktulosphairia vinitifoliae. Possivelmente,
o nivel de infestagdo encontrado em C. brasiliense deve ocasionar um impacto reduzido nas

folhas hospedeiras quando comparado a outros sistemas.

Area foliar

As folhas sadias apresentaram area média de 225,04 + 6,43cm2. Nas folhas galhadas, a
area foliar ocupada pelas galhas foi de 1,32%, indicando que, apesar do nivel médio de
infestacdo, uma por¢do minima da folha foi afetada. Além disso, as folhas galhadas
apresentaram aumento significativo em 4area, com média de 249,94 + 6,480m2 (figura 1), o
que representa um aumento de 11% na area foliar total em funcdo da ac¢do do herbivoro
galhador. Muito embora a idade da folha no momento da indugdo nao tenha sido avaliada no
presente estudo, esse aumento em area pode indicar que se a indugdo ocorreu em folhas

jovens, houve um favorecimento da expansdo foliar de C. brasiliense, ao passo que se a

54



mesma ocorreu em folhas maduras, houve uma retomada da potencialidade do meristema
marginal.

Além disso, a area da porcio sadia das folhas galhadas (245,67 + 6,45 cm®) também
foi significativamente maior do que aquela das folhas sadias. Essa andlise indica que a
inducdo das galhas pode estar promovendo o fluxo de fotoassimilados para as folhas galhadas
e este maior aporte de nutrientes ndo estd sendo utilizado somente em prol do
desenvolvimento das galhas. E provavel que haja um mecanismo compensatério dos proprios
tecidos nao impactados pela agdo do galhador.

A avaliacdo de folhas com diferentes percentagens de infestacdo, embora nao tenha
revelado diferencas significativas, permite perceber que em folhas com até 8% da area
ocupada por galhas houve uma tendéncia de aumento da area total, sendo que a partir de 16%,
ocorreu uma reducdo dessa area (figura 2). Resultado semelhante foi observado por
Gongalves et al. (2005) para o sistema Rollinia laurifolia- Pseudotectococcus rollinae, no
qual a redugdo da area foliar ocorreu apenas em infestagdes acima de 5 galhas/folha.

Tanto a area de folhas sadias quanto aquela de folhas galhadas aumentaram em fungao
da percentagem de folhas galhadas na arvore (r = 0,41; P = 0,0058 e r = 0,61; P = 0,0000,
respectivamente), o que reforca a hipotese de um mecanismo compensatoério em plantas
atacadas por galhadores, a fim de amenizar os efeitos deletérios advindos da formagdo de
galhas. Welter (1989 apud Larson, 1998) cita diversos estudos nos quais foi observado
aumento das taxas fotossintéticas em tecidos intactos como efeito indireto de ataque de
herbivoros, revelando a existéncia de mecanismos compensatorios por parte do vegetal
atacado. Contudo, um olhar mais critico deve ser feito a respeito dessa suposi¢do, pois Larson
(1998) observou que os impactos negativos ocasionados por herbivoros podem ocorrer nao s6

nas folhas afetadas, mas também naquelas adjacentes.
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A comparagdo entre as medidas de alteracdes nas areas foliares e os teores de
pigmentos pode reforcar a teoria dos mecanismos compensatorios (Larson, 1998) ou a teoria
do estabelecimento de um dreno das porcdes fotossinteticamente ativas para a galha (Larson

& Whitham, 1991).

Pigmentos fotossintetizantes

Sabe-se que as galhas entomogenas influenciam fortemente as relagdes fonte-dreno em
seu hospedeiro, contudo, estudos sobre as relagcdes entre fotossintese e a atividade das galhas
sao escassos (Dorchin ef al., 2006). Segundo essa mesma autora, em um estudo com o sistema
Trichilogaster signiventris-Acacia pycnantha, a fotossintese em galhas pode contribuir
substancialmente para o incremento de carbono na propria galha, ja que as taxas de respiragao
especificas foram baixas.

As médias dos teores de clorofilas totais, clorofila a, clorofila b, xantofilas +
carotenoides, assim como a relagdo clorofila a/clorofila b e a relacdo clorofilas
totais/carotenoides medidas no sistema C. brasiliense-Eurytoma sp. foram significativamente
menores nas galhas em relacao a folha sadia e por¢ao sadia de folha galhada, sendo que nao
houve diferencas significativas entre estas ultimas (tabela 1).

Yang et al. (2003) observaram redu¢do do teor de pigmentos fotossintetizantes em
folhas de Machilus thunbergii (Lauraceae) em fun¢do da formacao de galhas por uma espécie
ndo identificada de Diptera: Cecidomyiidae. Esses autores verificaram que as vias de sintese e
degradagdo de clorofilas no sistema foram comparativamente diferentes entre tecidos sadios e
tecidos da galha. Contudo, a forma como o galhador causa a deficiéncia dos complexos de
pigmentos permanece desconhecida.

Uma vez que a area sadia das folhas afetadas foi maior do que aquela das folhas

sadias, podemos inferir que ndo ha prejuizo da fotossintese nas folhas, mesmo naquelas
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infestadas por galhas. Muito embora estudos envolvendo o impacto dos galhadores sobre as
taxas de fotossintese nas galhas e nos tecidos circundantes sejam raros (Larson, 1998), ¢
sabido que estas estruturas alteram o padrao normal de transporte das plantas, levando folhas
maduras a importar fotoassimilados das folhas vizinhas (Larson & Whitham 1991). No
sistema C. brasiliense-Eurytoma sp. o aumento da area potencialmente fotossintetizante pode
estar compensando as perdas no valor adaptativo da propria planta hospedeira ao impacto da
acao do galhador.

No modelo Trichilogaster signiventris-Acacia pycnantha, Dorchin et al. (2006)
encontraram galhas solitarias atuando como drenos mais potentes do que galhas agrupadas.
No caso de C. brasiliense, as galhas estdo, na maioria das vezes, agrupadas e localizadas
preferencialmente no bordo foliolar (cf. Castro 2006 - Cap. 1), deste modo ¢ plausivel supor a
formagdo de um dreno pouco potente. Talvez por isso as folhas com menores aglomerados de
galhas tenham apresentado maior area, exibindo comportamento similar ao de folhas com
galhas solitarias.

A andlise da variagdo dos pigmentos foliares nas folhas sadias, em relagao a época do
ano, demonstrou uma tendéncia de acumulo de pigmentos fotoprotetores (xantofilas e
carotenoides) nos meses de setembro e dezembro (tabela 2). Essa possibilidade de
fotoprotecao pode influenciar no sucesso do estabelecimento do inseto galhador nas folhas de
C. brasiliense, uma vez que no seu interior o inseto estaria protegido dos efeitos da radiacao
solar excessiva. Além disso, a presen¢a de organismos galhadores dentro dos tecidos vegetais
parece promover um aumento na quantidade de espécies reativas de oxigénio (Soares et al.,
2000). Partindo dessa premissa, o acimulo de carotenodides e xantofilas pode ser uma reagao
da planta a atividade alimentar do inseto, o que gera para este um ganho secunddrio em
termos de valor adaptativo da galha como microambiente favoravel ao seu desenvolvimento

(Stone & Schonrogge, 2003).
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Embora os teores de clorofila nas folhas sadias ndo tenham variado significativamente
entre os periodos avaliados, foi verificada uma tendéncia de aumento nos meses de marco e
dezembro, o que ocorreu provavelmente em resposta a insolacdo relativamente baixa
observada nestes dois periodos, especialmente em dezembro (figura 3), a fim de garantir a
eficiéncia fotossintética. Essas mesmas variagdes sazonais nos teores de clorofilas em folhas
de C. brasiliense foram observadas por Soave & Silva (1993), que as atribuiram ao estadio
fenolodgico das plantas estudadas.

Comparativamente as galhas, os teores de carotendides foram maiores em folhas
sadias e porcao sadia de folhas galhadas (tabela 1). Embora a por¢ao sadia de folhas galhadas
ndo tenha apresentado teores significativamente maiores do que folhas sadias, a produgdo
desses pigmentos aumentou em funcdo do nivel de infestacdo das arvores tanto em folhas
sadias (r = 0,74; P = 0,0038) quanto em por¢do sadia de folhas galhadas (r = 0,63; P =
0,0077), denotando sua importancia como agente antioxidante.

Uma vez que os galhadores manipulam a fisiologia da planta hospedeira, seu impacto
na fotossintese pode se estender além do tecido galhado propriamente dito (Larson 1998).
Apesar de ter demonstrado essa preocupagao, a andlise feita por Larson (1998) em plantas de
Prunus serotina e Rhus glabra nao leva em consideragdo a porcao sadia de folhas galhadas. A
analise dessa porcao foliar (PSFG) parece ser um bom caminho para corroborar tal proposta.

A andlise do comportamento dos pigmentos foliares nas por¢des sadias de folhas
galhadas, em relagdo a época do ano, ndo mostrou nenhuma alteracdo em nenhum dos
pigmentos analisados (tabela 3), o que pode representar uma estabilidade em termos de taxas
fotossintéticas e reagdes fotoprotetoras.

Mesmo tendo avaliado folhas vizinhas a folhas galhadas, Larson (1998) afirma nao ter

encontrado evidéncias de que os galhadores sejam capazes de induzir drenos nos tecidos
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vizinhos as galhas. Pelo contrario, o autor afirma que os galhadores, no caso eriofideos,
reduziram as taxas fotossintetizantes das folhas nao galhadas.

Em C. brasiliense, entretanto, a ndo variacao no teor de pigmentos nas porgdes sadias
das folhas galhadas e sua similaridade com as folhas sadias, permite supor que ndo houve
redugdo na taxa de fotossintese em func¢ao do impacto da indugdo das galhas.

A andlise do comportamento dos pigmentos foliares das galhas, em relagdo a época do
ano, também demonstra uma variagao nos teores dos pigmentos fotossintetizantes assim como
dos pigmentos fotoprotetores, nos meses de maiores niveis de insolagdo (tabela 4, figura 3).
Tais observacdes poderiam indicar a presenca de fotoinibicdo, uma vez que, embora os teores
de pigmentos fotoprotetores nas galhas sejam maiores nos meses de maior insolacdo e
temperatura (tabela 4, figura 3), seus valores absolutos foram sensivelmente menores em
relagdo aos tecidos sadios. Assim, a fotoprotecdo, conferida pelos carotenodides (Taiz &
Zeiger, 2004) pode ser reduzida nas galhas.

Apesar de conter um teor de clorofilas mais baixo do que os tecidos sadios, as galhas
tiveram sua producao de pigmentos fotossintetizantes aumentada nos meses em que as folhas
sadias e a porcao sadia de folhas galhadas tiveram teor de clorofilas relativamente reduzido, o
que indica que, nestes periodos, a fisiologia da galha ¢ alterada de forma a manter o
suprimento de energia (tabelas 2-4). A redugdo nos teores de clorofilas nos meses de margo e
dezembro pode ser compensada por um dreno mais potente de fotoassimilados ou por fase de
dorméncia da galha nestes periodos. Contudo, esses fatores ndo foram analisados no modelo
C. brasiliense- Eurytoma sp.

Impactos negativos ou auséncia de impacto na fotossintese das plantas hospedeiras
podem ter duas implicagdes significativas para a relacdo galhador-planta hospedeira (Larson,
1998). A primeira seria a maior importa¢do de fotoassimilados dos tecidos circundantes e a

segunda, a competicdo com outros galhadores e sugadores de floema. Uma vez que, pelo
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menos aparentemente, a indug¢do de galhas nas folhas de C. brasiliense nao afeta
potencialmente a fotossintese, nem tampouco a galha estudada apresenta altos teores relativos
de pigmentos, conclui-se que a primeira implicagdo seja a mais provavel de ocorrer no
sistema. Este estudo corrobora a proposta de Larson & Whitham (1991), ou seja, ¢ formada
uma relagdo fonte-dreno no sistema C. brasiliense-Eurytoma sp. Além disso, as informagdes
sobre a guilda de insetos associados ao C. brasiliense (Leite et al., 2006) ndo permitem

estabelecer conclusdes a cerca das relagcdes de competigao existentes.

Histoquimica

Foliolo sadio e por¢ao sadia de foliolo galhado

Lipidios, agucares redutores, ligninas, flavondides e derivados fendlicos foram
evidenciados nos foliolos sadios e na porg¢ao sadia de foliolos galhados. A reacdo para lipidios
foi positiva apenas na cuticula (figura 4C). Acgucares redutores foram detectados no
parénquima pali¢adico, nas nervuras secundarias (figura 5SA) e em algumas células do cortex
da nervura de primeira ordem. As ligninas foram detectadas apenas nas paredes das células do
xilema e da extensdo da bainha vascular (figura 4A). Os flavondides encontram-se
distribuidos pelo sistema fundamental, concentrando-se principalmente no parénquima
palicadico (figura 4D) e estdo ausentes na epiderme. Os derivados fenodlicos estdo presentes
no cortex dos feixes vasculares, na extensdo da bainha vascular e no sistema fundamental,
principalmente no parénquima pali¢adico, estando distribuidos esparsamente no parénquima
lacunoso (figura 5D).

Nao foi verificada presenga de amido nos foliolos sadios ou em porg¢des sadias de

foliolos galhados.
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Galha

A reagdo para lipidios foi positiva apenas na cuticula sobre a epiderme da galha (figura
4C). Foram detectados agtcares redutores no cortex da galha (figura 5B e 5C), estando estes
ausentes no tecido nutritivo (figura 5B). As ligninas foram reveladas nas paredes das células
do cortex adjacente a camara larval (figura 4B). Flavonoides foram detectados no cortex da
galha (figura 4E), sendo observada reagdo positiva menos intensa no tecido nutritivo (figura
4F). Derivados fenolicos foram detectados no cortex (figura SE e 5F) e na epiderme da galha.
No tecido nutritivo a reagdo para esses compostos foi menos intensa.

Nao foi detectada presenca de amido nos tecidos galigenos.

Aos derivados fendlicos ¢ flavonoidicos, sio comumente atribuidas funcgdes de
protecao contra herbivoria (Mani, 1964; Abrahamson et al., 1991). A presenca desses
compostos, contudo, ndo impede a instalacdo do sistema galhador-planta em C. brasiliense.
De acordo com Leite et al. (2006), os indutores de galhas nesta espécie sdo observados
principalmente na face adaxial das folhas, o que sugere que a indu¢do da galha ocorre neste
sitio, mesmo sendo este o local onde os derivados fendlicos parecem estar mais concentrados.
Esse fato pode ser explicado se a oviposi¢dao ocorrer em folhas jovens, sendo este um sitio
sabidamente adequado para formagao de galhas (Yukawa, 2000), e se a concentragdo dessas
substancias for menor nos estadios iniciais do desenvolvimento das folhas. Segundo Yukawa
(2000), a sincronia entre a fenologia da planta hospedeira e o ciclo de vida de insetos
herbivoros tem significativa importancia, especialmente para insetos de habito galhador.
Entretanto, parametros ontogenéticos nao foram avaliados no presente estudo.

Outro fator relevante a instalacdo do herbivoro galhador ¢ a baixa lignificacdo das
folhas sadias de C. brasiliense, uma vez que foram detectadas ligninas apenas nas células do

xilema e naquelas adjacentes a este tecido.
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A formagdo das galhas parece nao alterar a producao de metabolitos em C. brasiliense,
contudo, percebe-se sua localizagdo em tecidos diversos daqueles da folha sadia e porgao
sadia de folhas galhadas. A presen¢a de ligninas no tecido cortical que circunda a camara
larval ¢ uma potencialidade da planta hospedeira ndo expressa nos tecidos do sistema
fundamental em folhas sadias e por¢ao sadia de folhas galhadas e agora induzida na galha,
caracterizando uma neoformacao. A lignificagdo de células parenquimaticas em decorréncia
da formagdo de galhas foi observada em diversos sistemas galhador-planta hospedeira
(Raman, 1991; Kraus et al., 1994, 1996, 2002; Drummond, 2005). A neoformacdo de
esclereides contribui grandemente para o valor adaptativo das galhas em termos de protecao
contra os inimigos naturais (Stone & Schonrogge, 2003). Em termos de fisiologia da planta
hospedeira, a lignificagdo envolvida na diferencia¢dao de esclereides ¢ um processo de morte
celular programada, que pode estar diretamente relacionada a concentragdo de H,O,. Tal
suposicao encontra respaldo nos experimentos realizados por Potikha et al. (1999) com fibras
de algoddo, nos quais a morte celular seria decorrente de niveis elevados de H,O, que
resultam no actimulo de reacdes destrutivas para diversos componentes vitais tais como
membranas, proteinas e dcidos nucléicos.

O actimulo de substancias fendlicas, comum em galhas (Mani, 1964; Fernandes &
Martins, 1985), pode representar uma defesa contra inimigos naturais do galhador, quando
presentes nos tecidos mais periféricos da galha (Mani, 1964) como ocorre em C. brasiliense.
Ao mesmo tempo, a ausé€ncia ou teor reduzido desses compostos no sitio de alimentagdo das
larvas pode favorecer o estabelecimento das mesmas.

A auséncia de lipidios e amido nos tecidos nutritivos das galhas de C. brasiliense as
diferencia do padrdo proposto para galhas de Hymenoptera (Bronner, 1992). A deteccdo de
acucares redutores no tecido nutritivo destas galhas as aproxima das galhas de cecidomiideos,

as quais acumulam carboidratos. Este acimulo diferencial de reservas entre galhas de
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Hymenoptera e de Diptera ¢ resultado do metabolismo glicidico dos Diptera (Bronner, 1992).
Contudo, o uso de técnicas histoquimicas para detec¢do de aclicares permitiu a identificagdo
de um tipo de reserva nao descrito anteriormente para galhas de Hymenoptera.

Além do acimulo de reservas em virtude do estresse alimentar causado pelos
galhadores, ha nos vegetais, a produc¢dao de derivados fenolicos sob diferentes condi¢des de
estresse. No caso das galhas, os insetos sdo beneficiados pela protecdo indireta contra seus
inimigos naturais conferida por esses compostos (Isaias, 1998). Uma vez que a concentracao
de fenodlicos na galha de C. brasiliense parece diminuir centripetamente, essa estrutura pode
representar um ambiente ideal para desenvolvimento do galhador, j& que permite sua nutrigao
ao mesmo tempo em que o protege de seus inimigos naturais. Segundo Abrahamson et al.
(2003), a quimica das plantas hospedeiras ¢ crucial para a escolha do local de oviposigao,
performance da larva e formag¢do de racas de hospedeiros. Embora tradicionalmente
relacionados ao fator defesa, os fenolicos podem ser usados pelos organismos invasores como
indicadores de susceptibilidade, uma vez que sdo capazes de afetar a expressao génica e

alterar a atividade hormonal da planta (Hartley, 1999).
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Tabela 1. Valores médios para as varidveis clorofila a, clorofila b, clorofilas totais,
xantofilas+carotenodides (mg.g'), relacio clorofila a/clorofila b, e relagdo
clorofilas/carotendides em folha sadia (FS), porcao sadia de folha galhada (PSFG) e
galha (G) de Caryocar brasiliense.

Tratamento Variaveis
* « | Clorofilas Xantofilas + Clorofila Clorofilas/
Clorofila g | Clorofila 5 totais” Carotendides™ alb” Carotenoides
FS 858,13a 250,85a 1108,98a 209,10a 3,49a 5,58a
PSFG 802,01a 250,35a 1052,38a 207,21a 3,32a 5,26a
G 226,38b 104,83b 331,21b 78,77b 2,38b 421b

*

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Tukey.
e - significativo, respectivamente, a 1 e 5% de probabilidade.

Tabela 2. Valores médios para as varidveis clorofila a, clorofila b, clorofilas totais,
xantofilas+carotendides (mg.g™'), relacdo clorofila a/clorofila b, e relagdo
clorofilas/carotendides em folhas sadias de Caryocar brasiliense em quatro
periodos de coleta.

Periodo de * « | Clorofilas Xantofilas + Clorofila Clorof’i'las/ o
Clorofila a | Clorofila b e S ks ¥ Carotenoides
coleta totais Carotenoides alb
Marg¢o/05 947,09a 284,46a 1231,55a 180.,88a 3,39a 7,33a
Junho/05 751,79a 24321a 995,00a 199,07a 3,13a 5,07b
Setembro/05 761,96a 212,18a 974,14a 227,80a 3,61a 4,28b
Dezembro/05 971,67a 263,54a 1235,21a 228,63a 3,73a 5,64b

*

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Tukey.
e - significativo, respectivamente, a 1 e 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Valores médios para as variaveis clorofila a, clorofila b, clorofilas totais,
xantofilas+carotendides (mg.g'), relagdo clorofila a/clorofila b, e relagio
clorofilas/carotendides em porcao sadia de folhas galhadas de Caryocar brasiliense
em quatro periodos de coleta.

Periodo de Clorofila a” | Clorofila b’ Clorofilas Xantofilas + Clorofila Clorofilas/
coleta orolria a orotiia totais Carotendides” alb’ Carotendides”
Margo/05 830,55a 284,46a 1103,71a 212,27a 3,08a 5,22a
Junho/05 741,06a 243,21a 990,19a 204,44a 3,08a 4,87a
Setembro/05 755,76a 212,18a 974,38a 191,11a 3,46a 5,50a
Dezembro/05 880,77a 263,54a 1141,24a 221,01a 3,65a 5,43a

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Tukey.
e - significativo, respectivamente, a 1 e 5% de probabilidade.

Tabela 4. Valores médios para as varidveis clorofila a, clorofila b, clorofilas totais,
xantofilas+carotendides (mg.g'), relagdo clorofila a/clorofila b, e relagdo
clorofilas/carotendides na galha de Caryocar brasiliense em quatro periodos de

coleta.
Periodo de Clorofila a” | Clorofila 5" Clorofilas Xantofilas + Clorofila Clorofilas/
coleta orotiia a orotiia totais Carotendides” alb’ Carotendides™
Margo/05 99,76b 40,20b 139,96b 42,68b 2,46ab 3,47a
Junho/05 246,26a 167,42a 413,68a 99,20a 1,85b 4,05a
Setembro/05 325,31a 114,01ab 439,31a 99,90a 2,79a 4,72a
Dezembro/05 234,18ab 97,69ab 331,87ab 73,30ab 2,41ab 4,58a

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Tukey.

* *

e - significativo, respectivamente, a 1 e 5% de probabilidade.
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Figura 1. Impacto da indugdo de galhas na éarea foliar de
Caryocar brasiliense.
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Figura 2. Efeito de diferentes niveis de cobertura foliar com galhas
na area foliar total de Caryocar brasiliense.
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Figura 4 — Histoquimica de Caryocar brasiliense Camb. A e D) Foliolo sadio.
B, C, E e F) Galha. A) Reagdo positiva para lignina nos feixes vasculares e
extensao de bainha em nervura de segunda ordem. B) Lignina em células do
cortex da galha, circundando a cdmara larval. C) Lipidios detectados na
cuticula da galha. D) Reagdo positiva para flavonoides no parénquima
clorofiliano, concentrados especialmente no parénquima palicadico. E)
Flavondides detectados no cortex da galha. F) Reacdo para flavonoides menos
intensa no tecido nutritivo da galha. CL = camara larval, Co = cortex; Ct =
cuticula; TN = tecido nutritivo. [Barras = 100 um)].
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Figura 5 — Histoquimica de Caryocar brasiliense Camb. A e D) Foliolo sadio. B, C,
E e F) Galha. A) Acgucares redutores evidenciados no mesofilo e feixes vasculares.
B) Acucares redutores no cortex da galha, notar auséncia de aglicares no tecido
nutritivo. C) Detalhe de células do cortex da galha, proximas a epiderme, contendo
acucares redutores. D) Derivados fendlicos presentes no cortex da nervura de
segunda ordem e no sistema fundamental, principalmente no tecido pali¢adico. E)
Derivados fenolicos distribuidos pelo cortex da galha. F) Detalhe do cortex da galha,
com conteudo feno6lico. CL = camara larval; TN = tecido nutritivo. [Barras = 100 pm
emA, B,EeF; 50 umem C e D].
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CONSIDERACOES FINAIS

Caryocar brasiliense ¢ uma espécie de grande valor econdomico no norte do estado de
Minas Gerais, apresentando ainda forte potencial ecoldgico devido a sua associagdo com
herbivoros galhadores.

As galhas s3o consederadas excelentes objetos de estudos interdisciplinares,
constituindo modelos vivos para elaboracao de hipoteses adaptativas tanto do ponto de vista
do organismo hospedeiro, a planta, quanto do ponto de vista do parasita,no caso estudado, um
inseto.

O estudo do sistema C. brasiliense-Eurytoma sp. permitiu verificar caracteristicas da
planta hospedeira, comumente tidas como anti-herbivoricas, que ndo impediram a indu¢do das
galhas, além de alteracdes anatomicas e quimicas do 6rgdo hospedeiro relacionadas ao valor
adaptativo tanto para o microambiente nutricional quanto protetor do indutor.

As caracteristicas morfologicas da galha estudadas sdo em grande parte similares
aquelas de outras galhas de Hymenoptera, contudo a armazenagem de agticares redutores foi
detectada pela primeira vez para galhas neotropicais induzidas por este grupo de insetos.

A formagdo de galhas em C. brasiliense ndao gera impactos relevantes sobre o
desenvolvimento e produgdo das plantas afetadas, premissa esta que podera ser confirmada
por futuras analises de parametros fisiologicos.

Por fim, uma vez que o género Eurytoma apresenta muitos representantes parasitoides,
pode-se inferir que este sistema tenha passada por uma interagao tri-trofica, C. brasiliense —
Cecidomyiidae — Eurytoma sp., tendo este ultimo ocupada a posicao de parasitoéide e passado
a ocupar posteriormente o nivel de galhador no sistema.

A elucidacao das questdes aqui abertas requerera estudos ontogenéticos da galha e o

levantamento da guilda associada ao sistema.
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