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Resumo

Galhas de insetos sdo resultantes da interacao especifica entre um indutor e seu hospedeiro,
na qual o parasita obtém abrigo e nutri¢cdo. O crescimento da galha é coordenado pelo indutor,
gue manipula os tecidos da planta em seu préprio beneficio. Durante este processo, pode
haver acimulo de substancias dos metabolismos primario e secundario da planta nos tecidos
da galha, sendo este acimulo, produto do impacto fisioldgico da acdo alimentar do galhador
nos tecidos hospedeiros. Na galha, estas substancias sdao utilizadas para nutricdo e defesa do
galhador, bem como para a manutengdo da estrutura neoformada. Para o sistema Psidium
myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) — Neotrioza cf. tavaresi (Hemiptera: Psyllidae) foi notificada a
diversidade de galhas associadas a P. myrsinoides e a biologia de Neotrioza cf. tavaresi, com
enfoque na fenologia, relacdes com outros niveis tréficos e caracteristicas macroscépicas das
galhas. Ainda, foram reportadas as alteracGes estruturais decorrentes da inducgdo das galhas,
além de aspectos fisioldgicos e histoquimicos. Neotrioza cf. tavaresi possui cinco estadios
ninfais e ciclo de vida univoltino anual, apresentando alta sincronia com a fenologia de P.
myrsinoides. O aumento do volume da galha foi proporcional ao crescimento do inseto, que,
ao longo do ano, teve taxas de parasitismo e mortalidade de 15,7% e 29,8%, respectivamente.
A cor vermelha da galha pode ser relacionada a condicdo ndo parasitada do indutor,
constituindo um importante carater macroscépico de diagnose. As folhas ndo galhadas
apresentaram desenvolvimento comum as folhas simples. Nas galhas, a epiderme interna e
externa deriva da protoderme, o cértex interno do meristema adaxial, o cortex mediano deriva
do meristema mediano e o cortex externo deriva do meristema abaxial. O aumento da
espessura do mesofilo por hiperplasia e hipertrofia, assim como a lignificagdo, aumentam a
protecdo do galhador contra inimigos naturais. A neoformacao de feixes vasculares proximos a
camara incrementa suas opc¢oes alimentares, enquanto que as glandulas de éleo essencial na
parte externa possivelmente repelem a a¢do de patdgenos, parasitdides ou cecidéfagos. A
direcdo de alongamento celular e os padrdes de divisGes celulares de cada camada na galha
foram essenciais na determinac¢do da forma final da estrutura. Ainda, as galhas apresentaram
baixa concentragao de clorofilas, antocianinas e carotendides indicando um comprometimento
do aparato fotossintético na estrutura, fato corroborado pelo baixo teor de nitrogénio total. O
alto teor de carboidratos, por sua vez, valida a afirmativa de serem as galhas drenos fortes de
fotoassimilados. Foi observada a formagdo de um continuum anatémico e fisioldgico entre
folha e galha, na medida em que ocorre o incremento das opg¢des nutricionais do galhador e da
sua protegdo contra inimigos naturais. As caracteristicas relatadas para o sistema Psidium
myrsinoides — Neotrioza cf. tavaresi trazem novas perspectivas e abordagens passiveis de
serem investigadas mais profundamente sob os ambitos ecoldgico, anatomico, fisioldgico e
quimico. Muitas das caracteristicas encontradas corroboram padrées jd estabelecidos para
desenvolvimento e fisiologia de galhas neotropicais induzidas por sugadores, enquanto outras,
por serem divergentes, revelam a unicidade e especificidade da relacdo entre inseto galhador
e sua planta hospedeira.

Palavras chave: Anatomia, Ecologia, Fisiologia, Galha, Histoquimica, Neotrioza, Psidium.



Abstract

Insect galls are the result of specific interaction between an inducer and its host-plant, in
which the parasite obtains shelter and nutrition. The growth of the structure is coordinated by
the gall inducer, which manipulates plant tissues for their own benefit. During this process,
there may be accumulation of substances from the primary and secondary metabolism in the
tissues of the gall, being this accumulation the result of the physiological impact of the feeding
action of the gall inducer on the host tissues. In the gall, these substances are used for
nutrition and protection of the insect as well as to maintain the newly-formed structure. To
the system Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) - Neotrioza cf. tavaresi (Hemiptera:
Psyllidae) the diversity of galls associated with P. myrsinoides and the biology Neotrioza cf.
tavaresi were notified, focusing on phenology, relations with other trophic levels and
macroscopic characteristics of the galls. Still, we reported the structural changes resulting from
the induction of galls, besides physiological and histochemical aspects. Neotrioza cf. tavaresi
has five instars and univoltine annual life cycle, with high synchrony with the phenology of P.
myrsinoides. The increase in volume of the galls was proportional to the gall insect growth,
which, throughout the year, had parasitism and mortality rates of 15.7% and 29.8%
respectively. The red color of the gall could be related to the non parasitized inductor being an
important character of macroscopic diagnosis. The development of non galled leaves was
common to simple leaves. In gall, the epidermis is derived from the inner and outer
protoderm, the inner cortex from the adaxial meristem, the cortex is derived from the median
meristem and outer cortex is derived from the abaxial meristem. The increased thickness of
the mesophyll due to hyperplasia and hypertrophy, together with tissue lignification, increase
the protection of the galler against natural enemies. The neo formation of vascular bundles
near the gall chamber increases their feeding sites, while the essential oil glands on the outside
possibly repel the action of pathogens, parasitoids or cecidophagus. The direction of cell
elongation and cell division patterns of each layer in the gall were essential in determining the
final shape of the structure. Still, the galls showed a low concentration of chlorophylls,
carotenoids and anthocyanins indicating an impairment of the photosynthetic apparatus in the
structure, a fact corroborated by the low total nitrogen content. The high carbohydrate
content, in turn, validates the claim of being the galls stronger sinks of photoassimilates. It was
observed the formation of an anatomical and physiological continuum between the leaf and
the gall, as the nutritional options of the insect and its protection against natural enemies
progressively increase from the leaves towards the gall. The features related to the system
Psidium myrsinoides - Neotrioza cf. tavaresi bring new perspectives and approaches that can
be investigated more deeply in the ecological, anatomical, physiological and chemical areas.
Many of the characteristics found corroborate standards already set for development and
physiology of Neotropical galls induced by sucking-insects, while others, because they are
different, show the uniqueness and specificity of the relationship between the galling insect
and its host plant.

Keywords: Anatomy, Ecology, Gall, Histochemistry, Neotrioza, Physiology, Psidium.



Introducao geral "

. »TE
SR i SRR "

‘:“Q eF ora'.j-‘S'er{a do'C\araca, MG. Foto: René Carneiro




Introdugdo geral

As plantas s3o os organismos autotréficos fotossintetizantes melhor
conhecidos, apresentando alta diversidade e ampla ocorréncia no mundo todo. No
reino Plantae, a divisdo Agiospermae é atualmente a mais diversa. Somente no Brasil,
é reportada a ocorréncia de 217 familias de angiospermas (Souza e Lorenzi 2005),
estimando-se que exista ainda um grande numero de espécies a serem descritas
devido a escassez de especialistas frente a grande diversidade. Associados a esta
vegetacdo em relacOes de alta especificidade, estdo os insetos, que podem representar
até 57% das espécies conhecidas pelo homem (Price 1997). Dentre estes, os insetos
galhadores se destacam por serem os Unicos capazes de induzir e manter alteracdes
morfolégicas especificas em seus hospedeiros, alteragGes estas essenciais para seu
ciclo de vida (Aradjo et al. 1997). Estas alteracdes configuram verdadeiros orgdos

neoformados, as galhas.

Galhas sdo estruturas complexas tanto no nivel tissular quanto quimico (Cornell
1983) e seu desenvolvimento depende da acdo de um indutor que pode pertencer a
diversos grupos taxondmicos. Elas representam crescimentos provenientes da
hipertrofia celular e/ou hiperplasia (Mani 1964) induzidos pela acdo alimentar,
fisiologia e danos mecanicos promovidos pelo indutor (Hori 1992). Os estimulos
oriundos dos diferentes taxa de galhadores resultam na enorme diversidade
morfoldgica, anatdmica e quimica das galhas. Além disso, sdo determinantes dos graus
de complexidade dessas estruturas. Independentemente da natureza do indutor da
galha, as vantagens adaptativas desse tipo de associacao inseto-planta favorecem o
desenvolvimento e perpetuacdo do inseto uma vez que este obtém nutricdo, abrigo e

protecdo contra inimigos naturais (Price et al. 1987).

Insetos galhadores sdo sensiveis a pequenas mudancas fisioldgicas, quimicas e
fenoldgicas nas plantas hospedeiras (Floate et al. 1996). Estes fatores sdo
especialmente importantes para uma etapa critica na vida de insetos galhadores: a
inducdo das galhas. O processo de escolha do 6rgdo hospedeiro no ato da oviposi¢do
depende de reconhecimento quimico e morfoldgico (Kolehmainen et al. 1994), sendo

a escolha do local correto crucial para o bom desenvolvimento do indutor. A indugdo
11



depende também da sincronia das fenofases da planta hospedeira com o ciclo de vida
do inseto, caracteristica que determina a qualidade e quantidade de recursos
disponiveis para o galhador (Yukawa 2000). Por apresentar tantas peculiaridades,
afirma-se que interagbes inseto-planta que resultam na formagdo de galhas sdo
espécie-especificas (Redfern e Askew 1992), sendo a estrutura final decorrente dessa

relacao entendida como o fendtipo estendido do galhador (Stone e Schénrogge 2003).

Estudos anatomicos com os diferentes morfotipos de galhas encontrados na
natureza, especialmente os que abordam aspectos ontogénicos (Arduin e Kraus 1995,
Kraus et al. 1996, Souza et al. 2000, Moura 2008, Oliveira e Isaias 2010), evidenciam a
complexidade e unicidade das respostas das plantas hospedeiras aos galhadores. De
maneira geral, o processo de desenvolvimento da galha pode ser dividido em quatro
estadgios: inducdo, crescimento e desenvolvimento, maturacdo e senescéncia
(Rohfritsch  1992). Respectivamente, essas fases representam processos de
reconhecimento entre inseto indutor e érgao hospedeiro; de hiperplasia e hipertrofia
celular que resultam num aumento de biomassa da galha; da alimentagao intensa do
indutor quando este se encontra em sua principal fase troéfica e, por fim, da deiscéncia
da galha que coincide com o periodo de maiores mudancas fisioldgicas e quimicas da
estrutura. Observar os eventos celulares que levam a estas respostas especificas pode
constituir um passo importante para a determinacao das alteracdes nas rela¢des de
forma e funcdo dos tecidos da galha e, consequentemente, do valor adaptativo da

estrutura neoformada para o galhador.

Além de todas as implicacBes estruturais, a complexidade quimica constitui
outro aspecto importante na investigacdo das alteracges induzidas pelo galhador nos
tecidos da planta, especialmente sob a perspectiva do acumulo de substancias
associadas a protecdo e nutricdo. A localizacdo de compostos relacionados a nutri¢cdo
como lipidios e carboidratos (Bronner 1992) e aqueles associados a defesa contra
herbivoria, tais como derivados fendlicos e flavonoidicos (Drummond 2005, Formiga et
al. 2009) pode ser realizada através de testes histoquimicos (Bronner 1992). A
producdo de compostos secundarios em galhas é objeto de uma quantidade
consideravel de estudos (Raman 1991, Isaias et al. 2000, Oliveira et al. 2006, Moura
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2007), podendo ser relacionada as fases de desenvolvimento da planta e a variaveis
ambientais. A preseng¢a desses compostos pode reduzir a digestibilidade dos tecidos,
bem como, ao serem manipulados pelo galhador, protegé-lo contra o ataque de seus
inimigos naturais (Abrahamson e Weis 1997). Ainda assim, a presenca desses
compostos ndo é capaz de evitar a ocorréncia de parasitdides associados aos sistemas
galhador-planta hospedeira, sendo possivel que essas relagdes existam como
componentes da regulacdo top-down das popula¢des de galhadores (Cuevas-Reyes et

al. 2007).

Uma familia botanica comumente associada a uma rica fauna de galhadores é
Myrtaceae. Esta familia tem grande diversidade estrutural, quimica e de distribuicdo,
sendo portadora de inumeros morfotipos de galhas. Trata-se da quarta maior familia
de plantas no Brasil (Giulietti et al. 2005), compreendendo cerca de 100 géneros e
3000 espécies de arvores e arbustos com ocorréncia predominantemente tropical. Na
Austradlia, onde ocorre um numero expressivo de géneros endémicos de Myrtaceae, é
reportada uma alta ocorréncia de Eriococcidae galhadores associados a Eucalyptus
(Cook e Gullan 2004). Em Taiwan, as Myrtaceae constituem a segunda familia
hospedeira mais representativa, abrigando 13 espécies de Psyllidae galhadores (Yang
et al. 2006). Nieves-Aldrey et al. (2008) ressaltam situacdo semelhante em um
levantamento de riqueza de galhadores no Panam4, onde as Myrtaceae apresentam
grande diversidade de galhas induzidas por Diptera: Cecidomyiidae. Ainda, em estudo
conduzido em savanas neotropicais, as Myrtaceae figuram entre as cinco familias de
plantas mais galhadas, corroborando os padrdes reportados por Gongalves-Alvim e
Fernandes (2001). Os perfis quimicos de diferentes Myrtaceae ilustram bem a
diversidade quimica de compostos nessa familia. A variedade de componentes
encontrados nos dleos essenciais, por exemplo, pode compreender uma mistura
complexa de terpendides, particularmente monoterpenos e sesquiterpenos, além de
fendis, oxidos, éteres, alcodis, ésteres, aldeidos e cetonas aromaticas (Chen et al.
2007, Batish et al. 2008, Kennington 2008). A mistura desses compostos pode conferir

acdo pesticida, antimicrobiana, antioxidante e anti-herbivérica ao extrato dessas
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plantas, implicando no seu uso para fins comerciais e médicos (Gutiérrez et al. 2008,

Nuengchamnong e Ingkaninan 2009).

Dentre as Myrtaceae, destacam-se plantas do género Psidium, tipicamente
neotropicais e frequentes portadoras de galhas, que ocorrem desde o sul do México
até Argentina, contendo aproximadamente 100 espécies (Rotman 1976, Landrum e
Kawasaki 1997). Psidium myrsinoides O. Berg é um arbusto tipicamente encontrado no
Cerrado brasileiro, ao qual diversos galhadores se associam, destacando-se Neotrioza
cf. tavaresi (Hemiptera: Psylloidea) pelo maior indice de infestacdo. A investigacdo do
sistema Psidium myrsinoides — Neotrioza cf. tavaresi permitira elucidar estratégias
adaptativas de defesa da planta hospedeira quando da manipulagdo dos tecidos
vegetais e dos compostos quimicos armazenados. Para nortear as investigacdes

conduzidas com este sistema, foram elaboradas seguintes hipdteses:

e As fenofases da planta afetam a dindmica populacional de galhas, regulando o
ciclo de desenvolvimento do inseto galhador e da guilda associada, de modo
gue os ciclos de brotacao e inducdo tendem a ser coincidentes.

e A inducdo da galha modifica o programa padrdo de desenvolvimento foliar,
além de seu perfil quimico, estando essas modificaces ligadas a defesa contra
inimigos naturais e nutricao do galhador.

e A galha possui um aparato fotossintético deficitario em relagdo ao tecido sadio
e um valor nutricional superior, o que corrobora a premissa de que a galha

constitui um dreno forte de fotoassimilados.

Os trés capitulos que constituem esta dissertacdo foram redigidos em formato
de artigos cientificos, buscando responder questdes levantadas a partir das hipoteses
gerais supracitadas e abordando aspectos ecolégicos, anatémicos e fisioldgicos da

interacdo entre Psidium myrsinoides e Neotrioza cf. tavaresi.
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O sistema Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) —

Neotrioza cf. tavaresi Crawf. (Hemiptera: Psylloidae)

Resumo

Galhas de insetos sdo resultantes da interacdo especifica entre um indutor e seu
hospedeiro, na qual o parasita obtém abrigo e nutricdo ao regular finamente os
processos de morfogénese da estrutura. Durante seu desenvolvimento, as galhas
apresentam as fases de indugdo, crescimento e desenvolvimento, maturagcdo e
senescéncia, sendo este processo estritamente ligado ao estimulo do galhador. A
entrada de outros niveis tréficos no sistema, entretanto, altera os padrdes estruturais
e fisiolégicos da estrutura neoformada. Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) é
uma superhospedeira de galhas que abriga o galhador Neotrioza cf. tavaresi
(Hemiptera: Psylloidae). Para este sistema, foi notificada a diversidade de galhas
associadas a P. myrsinoides e a biologia de Neotrioza cf. tavaresi, com enfoque na
fenologia, relagdes com outros niveis troficos e caracteristicas macroscépicas das
galhas. Neotrioza cf. tavaresi possui cinco estadios ninfais e ciclo de vida univoltino
anual, apresentando alta sincronia com a fenologia de P. myrsinoides, sendo capaz de
infestar, em média, 23% das folhas de sua hospedeira. O aumento do volume da galha
foi proporcional ao crescimento do inseto, que, ao longo do ano, teve taxas de
parasitismo e mortalidade de 15,7% e 29,8%, respectivamente. A cor vermelha da
galha poOde ser relacionada a condicdo ndo parasitada do indutor, constituindo um
importante cardter macroscopico de diagnose. O sistema Psidium myrsinoides -
Neotrioza cf. tavaresi apresenta aspectos bioldgicos similares a outros sistemas
envolvendo galhadores sugadores, se destacando, entretanto, pelo ciclo de vida

univoltino associado a uma planta perene na regidao Neotropical.

Palavras-chave: Biometria, ecologia, galha, Neotrioza, Psidium
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Abstract

Insect galls result from a specific interaction between a gall inducing organism and its
host plant, in which the parasite obtains nutrition and shelter while finely regulates the
morphogenetical processes of the structure. During its development, the galls pass
through the phases of induction, growth and development, maturation and
senescence, which are closely linked to the gall inducer stimuli. The entry of other
trophic levels in the system, however, alters the structural and physiological patterns
of the neoformed structure. Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) is a super-host
of galls which shelters the gall inducer Neotrioza cf. tavaresi (Hemiptera:
Psylloidae). For this system, the diversity of galls associated with P. myrsinoides was
notified and the biology of Neotrioza cf. tavaresi described, focusing on the phenology,
the relations with other trophic levels, and macroscopic characteristics of the
galls. Neotrioza cf. tavaresi has five instars and an annual univoltine life cycle, with
high synchrony with the phenology of P. myrsinoides. It parasites an average of 23% of
the leaves of its host. The increase in size of the gall was proportional to the insect
developmental stages, which had rates of parasitism and mortality of 15.7% and
29.8%, respectively. The red color of the gall could be related to the non parasitized
state of the galling insect, being an important macroscopic diagnostical feature. The
biological features presented by Psidium myrsinoides — Neotrioza cf. tavaresi system
are similar to other systems involving sucking galling insects, however, it stood out by

its univoltine life cycle associated with a perennial plant in the Neotropics.

Keywords: Biometry, ecology, gall, Neotrioza, Psidium
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Introdugao

As galhas de insetos sdo resultado de uma relacdo parasitica espécie-especifica,
a qual determina a morfogénese de estruturas simétricas e repetitivas (Raman 2007).
Embora constituida inteiramente de tecidos vegetais, a estrutura da galha é finamente
regulada pelo indutor (Redfern e Askew 1992) e, por isso, pode ser entendida como

fendtipo estendido deste (sensu Dawkins 1982).

Classicamente, o desenvolvimento das galhas pode ser dividido em quatro
estagios, segundo Rohfritsch (1992): inducdo, crescimento e desenvolvimento,
maturacdo e senescéncia. Entretanto, para que este desenvolvimento tenha inicio, é
necessario que co-ocorram temporalmente as formas infestantes do inseto e os sitios
reativos de seus hospedeiros. Variagdes nos ciclos de vida dos insetos e das plantas
acarretam em alteracdes na qualidade e quantidade dos recursos disponiveis para os
galhadores, afetando diretamente a sua populagdo (Yukawa 2000). O tempo
despendido durante todo o processo é varidvel, dependendo, dentre outros fatores, da
taxa de desenvolvimento e tipo de voltinismo apresentado pelo indutor (Hodkinson
2009). Em geral, em plantas caducifélias, os ciclos de vida sdo altamente sincrénicos e
tendem ao univoltinismo (Goncalves et al. 2005). Em plantas perenes por sua vez, a
disponibilidade de recursos ndo constitui fator limitante ao estabelecimento de insetos

com ciclos de vida multivoltinos.

Um fator fundamental para que a galha se desenvolva completamente, é o
estimulo constante do galhador durante todo o periodo de seu desenvolvimento
(Rohfritsch 1992). Esse processo pode ser alterado na medida em que outros niveis
tréficos, como é o caso de parasitoides, entram no sistema, modificando ou
interrompendo o estimulo do galhador e, consequentemente, o desenvolvimento
padrdo das galhas. Nesse sentido, é possivel que essas relagbes existam como
componentes da regulacdo top-down das popula¢des de galhadores (Cuevas-Reyes et

al. 2007).

Este trabalho aborda uma planta perene, superhospedeira de galhas, Psidium
myrsinoides O. Berg (Myrtaceae), dando enfoque as relagGes ecoldgicas entre esta e

Neotrioza cf. tavaresi (Hemiptera: Psylloidae), indutor de galhas foliares elipsdides. Tal
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abordagem objetiva verificar o provdvel multivoltinoismo e a influéncia da entrada de
outros niveis tréficos no sistema, visando, além destes, (1) notificar a diversidade de
galhas ocorrentes em Psidium myrsinoides, (2) elucidar o ciclo de vida de Neotrioza cf.
tavaresi, relacionando ao volume das galhas em suas diferentes fases de
desenvolvimento, (3) verificar a existéncia ou ndo de sincronia entre a fenologia das
galhas e da planta hospedeira, (4) avaliar a taxa de mortalidade relacionada ao
parasitoidismo e a influéncia desta na estrutura da galha e (5) avaliar caracteristicas

diagndsticas distintivas entre galhas parasitadas e ndo parasitadas.
Materiais e métodos
Area de estudo e coleta de insetos

A populagao de Psidium myrsinoides, estudada durante os anos de 2009 e
2010, porta galhas induzidas por Neotrioza cf. tavaresi e encontra-se na Reserva
Privada do Patrimonio Natural Serra do Caraca (IBAMA Portaria 32/94N Decreto
98.914), no municipio de Catas Altas — MG. Os individuos se encontram ao longo de
uma trilha distante cerca de 2km da sede do parque (20°06'22"S - 43°29°42”0) a
1290m de altitude.

Para a identificacdo do indutor e parasitdides associados, foram coletadas
formas imaturas e adultas (n=10 por estadio) que, depois de fixadas em etanol 70%,
foram acondicionadas em tubos de microcentrifuga. As amostras foram enviadas,
respectivamente, ao Dr. Daniel Burckhardt, especialista em Hemiptera: Psylloidea,
pesquisador do Naturhistorisches Museum, na Suica, e ao Dr. Paul Hanson,

pesquisador da Escuela de Biologia na Universidad de Costa Rica.
Andlises Fenoldgicas

O comportamento fenolégico vegetativo das plantas foi observado utilizando-
se o método descrito por Fournier e Charpantier (1975) em 12 individuos marcados
por ordem de aparecimento dentro do transecto. Durante um ano, a area foi visitada
mensalmente para se observar a presenca e/ou auséncia de atividades de brotacdo e

senescéncia foliares. Estes dados foram transformados em indice de atividade de cada
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uma das fenofases, a fim de se estimar a porcentagem de individuos da populagdo que

apresentasse sincronia de cada uma das fenofases (Bencke e Morellato 2002).

A fenologia das galhas foi observada mensalmente em cinco dos individuos, nos
quais foram aleatoriamente escolhidos trés ramos terminais para a contabilizacdo do
numero de folhas ndo galhadas e nimero de folhas galhadas. Nas folhas galhadas, foi
contabilizado o numero de galhas nos diferentes estagios de desenvolvimento:
inducdo, crescimento e desenvolvimento, maturacao e senescéncia ao longo de um
ano. Os dados de outubro de 2009 e 2010 foram utilizados para o cdlculo dos niveis de

infestacdo.
Andlises biométricas

Para estudos relacionados a biologia da galha, foram coletadas
aproximadamente 120 galhas por més durante um ano (n=1339 galhas), sendo uma
parte da amostra fixada em FAA (Johansen 1940) e a outra, analisada a fresco. Para a
analise de relacdo entre o estdgio de desenvolvimento do inseto e o tamanho da galha,
estas tiveram seus maiores eixos, vertical e horizontal, medidos e, entdo, foram
dissecadas sob estereomicroscépio para a coleta e identificacdo dos instares dos
indutores. O volume das galhas foi estimado através das seguintes férmulas do volume
de um esferdide prolato (cujo maior semi-eixo é o vertical) e de um esferéide oblato
(cujo maior semi-eixo é o horizontal), respectivamente, onde a = semi-eixo maior e b =

semi-eixo menor:

V—4 b? V—4 b
=gmab’ e V=gma

Paralelamente, foram contabilizadas a presenca de parasitdides associados e a
presenca do exoesqueleto do indutor para se estimar as taxas de parasitismo e de

mortalidade, respectivamente.

A fim de se verificar a relacdo entre a condicdo do indutor (ndo parasitado,
parasitado e morto) e a cor das galhas (vermelha ou verde), as galhas referentes as
coletas de maio, junho e julho de 2010 (n=360 galhas) foram abertas a fresco,

possibilitando a observac¢do de sua cor.
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Andlises estatisticas e representacgdo grdfica

Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do programa JMP (SAS
Institute, US, 1989-2002). Foram feitos testes de normalidade (Teste de Shapiro Wilk)
e, quando satisfatério, os dados foram comparados por ANOVA ou teste t de Student,
seguidos por testes multiplos de Tukey. Quando ao contrario, foram comparados por
meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de testes multiplos de Dunn.
Para a analise da relagdo entre a cor das galhas e a condi¢do do indutor, foi usado o
teste de Qui-quadrado na comparacdo das frequéncias observadas. Em todos os testes
utilizou-se a = 0,05. Os graficos foram gerados pelo programa GraphPad Prism® para

Windows, versdo 5.0 (Motulsky 1992-2009).
Resultados
Caracteristicas Gerais

Psidium myrsinoides é uma planta de porte arbustivo a sub-arbdreo (Fig. 1a)
cujas folhas sdao simples e de filotaxia oposta, emergindo aos pares a partir do
meristema apical. Quando jovens, podem apresentar-se na cor vermelha a verde
alaranjado. Na maturidade, sdao glabras, membranaceas, de bordo inteiro, limbo
obovado a oblongo com 4pice agudo, base cuneada e peciolo curto (Berg 1857). Nas
folhas e gemas de P. myrsinoides podem ser encontrados quatro morfotipos de galhas,
induzidos por espécies ainda nao identificadas de galhadores. Sdo observadas uma
galha de gema (Fig. 1b) e trés foliares: conica pilosa (Fig. 1c), de enrolamento (Fig. 1d)
e elipséide (Fig. 1e). Esta ultima constitui o mais abundante dos morfotipos

encontrados em P. myrsinoides e, por isso, foi foco principal das analises conduzidas.

As galhas foliares elipséides sdo induzidas pelas ninfas de primeiro instar de
Neotrioza cf. tavaresi (Hemiptera: Psylloidea), quando estas se instalam em folhas
jovens (fig. 2a, b). A inducdo ocorre na superficie adaxial das folhas e, com seu
desenvolvimento, se projetam para a superficie abaxial assumindo forma elipséide e
coloragdo variando entre verde e vermelho independentemente das diferentes fases
do seu desenvolvimento (Fig. 2c-f). Essas galhas sdao abertas e podem estar solitarias

ou agrupadas em grande nimero, chegando a ocupar toda a superficie abaxial da folha
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(Fig. 2g). Na senescéncia, apresentam um mecanismo de abertura por ruptura das
paredes, permitindo a emergéncia dos adultos (Fig. 2h). Algumas das galhas podem
apresentar-se necrosadas possivelmente pela interrrupcdo do desenvolvimento do

galhador (Fig. 2h).

O desenvolvimento de Neotrioza cf. tavaresi passa por cinco estadios ninfais,
levando um ano para completar o ciclo. As fémeas adultas ovipositam na margem das
folhas jovens (Fig. 3a) de onde emergem as ninfas de primeiro instar, que migram para
o limbo, onde se instalam e iniciam sua alimentacdo (Fig. 3b). Dentro da galha, as
ninfas passam por mudas sucessivas até chegar ao quinto instar (Fig. 3c-f), sendo este
0 antecessor do inseto adulto. Os insetos adultos s3ao caracterizados principalmente
pela presenca das asas ja expandidas (Fig. 3g). As fémeas podem ser distinguidas dos
machos através da diferengca morfoldgica do seu ovipositor curto (Fig. 3h) em relagdo

ao edeagro do macho (Fig. 3i).

Ninfas de Neotrioza cf. tavaresi sdao parasitadas por uma espécie ndo descrita
de Galeopsomyia (Hymenoptera: Eulophidae) (Fig. 4a). Ao puparem (Fig. 4b), estes
parasitoides encerram suas atividades alimentares, tendo causado a morte do indutor.
Galeopsomyia sp. utiliza a galha como abrigo durante o periodo de desenvolvimento
até estagio adulto (Fig. 4c), quando escavam ativamente um canal de fuga através do

gual alcangcam o meio externo (Fig. 4d).
Andlises Fenoldgicas

Psidium myrsinoides ¢ uma planta perene que apresenta pouca demarcacao
das fenofases de brotacdo, maturacdo e senescéncia foliares (Fig. 5). Desta maneira,
folhas maduras sdao encontradas ao longo de todo o ano em 100% dos individuos da
populacdo. As folhas maduras de uma quantidade variavel de individuos da populacdo
passam por processo de senescéncia e abscisdo ao longo de todo o ano. Em outubro
de 2009, todos os individuos analisados apresentaram senescéncia foliar, evento que
coincide com a atividade mais pronunciada da fenofase de brotagdo nesta populagao.
Ainda em outubro, todos os individuos analisados apresentaram brotacdo, atividade

esta que diminuiu ao longo do ano, mantendo-se em uma menor parcela da
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populagdo. Esta fenofase voltou a ser observada em 100% dos individuos analisados

em agosto e setembro do ano seguinte.

O desenvolvimento das galhas de Neotrioza cf. tavaresi teve inicio em outubro,
se estendendo até o inicio de dezembro, periodo no qual foram observadas galhas no
estagio de indugcdo. A partir de novembro, foram observadas galhas na fase de
crescimento e desenvolvimento que se fizeram presentes até o més de setembro do
ano seguinte. No més de agosto, uma parcela das galhas ja se encontrava na fase de
maturacdo, e ocorreram até o més de novembro, quando foi observado o pico de
concentracdo de galhas senescentes (Fig. 6). A andlise do conteldo de galhas registra a
presenca de insetos adultos de agosto a outubro e picos sucessivos do segundo ao
quinto estadios ninfais sao observados de novembro a setembro do ano seguinte (Fig.

7).

Em outubro dos anos de 2009 e 2010, ocorreram picos de brota¢do e inducgdo
de galhas, tendo sido observados valores de 30,3% e 17,2% de infestacao,

respectivamente (Fig. 8).
Andlises biométricas

As ninfas de segundo instar foram encontradas nas galhas de novembro de
2009 a fevereiro de 2010, em porcentagem acima de 90%, registrando-se queda para
aproximadamente 80% em margo e baixos percentuais até o més de julho. O terceiro
instar teve pico de distribuicio no més de abril (aproximadamente 80%), sendo
seguido sucessivamente pelos quarto e quinto instares que tiveram os picos de
distribuicdo de maio a junho e de julho a outubro, respectivamente. A partir de agosto,
insetos adultos foram encontrados, caracteristica ocorrente até o més de outubro,
guando o ciclo de vida desses insetos recomecou (Fig. 7). As ninfas de primeiro instar
ndo foram contabilizadas, pois, neste estdgio, elas se encontravam sobre a superficie
foliar e acabaram por se desprender durante o processo de manuseio e fixacdo das

plantas.

Foi observada uma correlacdo positiva entre o volume das galhas e o estagio de

desenvolvimento do galhador (Spearman, r = 0,89). O teste de médias do volume das
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galhas nos diferentes instares mostrou a formag¢do de cinco grupos estatisticamente

consistentes (Tab. 1).

Os indutores das galhas analisadas apresentaram 15,7% de parasitismo e de
29,8% de mortalidade. Os valores referentes a cada um dos estdgios de
desenvolvimento, excetuando as ninfas de primeiro instar, sdo discriminados na Figura
9. A frequéncia da associacdo entre a cor das galhas e a condi¢do do indutor revelou
uma relagdo estatisticamente significativa entre as galhas vermelhas e o indutor nao

parasitado (Fig. 10).

Tabela 1 — Relagdo entre o estdgio de desenvolvimento de Neotrioza cf. tavaresi
(Hemiptera: Psylloidea) e o volume das galhas (mm?3) induzidas em Psidium
myrsinoides (Myrtaceae)

instar Volume das galhas (Média * Erro padrao)
2 10,4+0,6 e
3 188,2+20,8d
4 803,1+24,5¢
5 1394+32,9b
6 1578 +103,4 a

Valores seguidos por letras diferentes diferiram significativamente (Kruskal-Wallis seguido de testes
multiplos de Dunn).
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prvs,

Figura 1 — Diversidade de galhas em Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae). A- Habitus da planta
hospedeira; B- Galha foliar conica pilosa; C- Galha de gema; D- Galha foliar de enrolamento e E- Galha
foliar elipsdide. Barras: A- 50cm; B- 0,25cm; C-E- 0,5cm.




Figura 2 — Ramos jovens e galhas de Neotrioza cf. tavaresi Crawf. (Hemiptera: Psylloidea) em Psidium
myrsinoides Crawf. (Myrtaceae). A- Visdo geral de ramos em brotacdo; B- Detalhe da fase de indugdo em
folha jovem (setas); C-F- Detalhe das galhas evidenciando variacdo de colora¢do do verde ao vermelho;
G- Agrupamento de galhas em uma mesma folha. H- Detalhe de galha deiscente (primeiro plano) e
galha em processo de necrose (segundo plano). Barras: 0,5cm.



G H |

Figura 3 — Desenvolvimento de Neotrioza cf. tavaresi Crawf. (Hemiptera: Psylloidea). A- Detalhe de ovo

no bordo foliar; B-F- Estadios ninfais do primeiro ao quinto instar. G- Inseto adulto com detalhes do
ovipositor da fémea e edeagro do macho. Barras: A-C- 100um; D-F- 500um; G- 1mm.




Figura 4 — Fases de desenvolvimento de Galeopsomyia sp. (Hymenoptera: Eulophidae), parasitéide de
Neotrioza cf. tavaresi Crawf.. A- Ninfa de quarto instar de Neotrioza cf. tavaresi parasitada por larva de
parasitéide (seta); B- Pupa do parasitdide ocupando a camara ninfal. C- Parasitdide adulto; D- Detalhe
da abertura do canal de fuga do parasitdéide. Barras: A- 500um; B- 1,5mm; C- Imm; D- 1cm.
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Figura 5 — Comportamento fenoldgico vegetativo da populagao de Psidium myrsinoides O. Berg
(Myrtaceae) na Serra do Caraga — MG medido através do indice de atividade das diferentes
fenofases ao longo de um ano.
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Figura 6 — Comportamento fenoldgico das galhas foliares de Neotrioza cf. tavaresi Crawf.

(Hemiptera: Psylloidea) em Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) na Serra do Caraca — MG.
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Figura 7 — Frequéncia dos estagios de desenvolvimento de Neotrioza cf. tavaresi Crawf.
(Hemiptera: Psylloidea) em galhas de Psidium myrsinoides O. Berg na Serra do Caraca - MG ao
longo de um ano. Frequéncia observada contabilizando-se os indutores ndo parasitados,
parasitados e mortos.
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Figura 8 — Niveis de infestacdo por galhas de Neotrioza cf. tavaresi Crawf. (Hemiptera:
Psylloidea) em folhas de Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) medidos em outubro de
2009 e outubro de 2010.
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Figura 9 — Taxas de mortalidade e parasitoidismo por Galeopsomyia sp. (Hymenoptera:
Eulophidae) em galhas de Neotrioza cf. tavaresi Crawf. (Hemiptera: Psylloidea) na Serra do
Caraga — MG discriminadas para os diferentes estagios de desenvolvimento e os valores totais.
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Discussao
Caracteristicas gerais

Psidium myrsinoides possui caracteristicas tipicamente relacionadas as
Myrtaceae tais como porte arbustivo a sub-arbdreo, folhas simples, opostas e glabras
na maturidade e glandulas de 6leos essenciais subepidérmicas (Johnson e Briggs 1984).
Os insetos galhadores alteram os tecidos da planta hospedeira em beneficio préprio,
induzindo a morfogénese de érgdos entendidos como o fendtipo estendido de seus
indutores (sensu Dawkins 1982). Esta inducdo pode ocorrer por diferentes espécies de
insetos em uma mesma planta, a qual se constituira em uma superhospedeira. As
superhospedeiras tém sido foco de trabalhos envolvendo aspectos ecolégicos e
anatomicos na regido Neotropical (Moura et al. 2008, 2009; Oliveira e Isaias 2009,
2010). O seu estudo prové informacdes importantes acerca das intrincadas relacdes
ecolégicas entre insetos galhadores e plantas, tendo-se a vantagem da manutencao
das variaveis dependentes da hospedeira. Por essa perspectiva, se torna interessante o
estudo de processos morfogénicos especificos como fruto do impacto exercido pelo
galhador e dos limites impostos pelas potencialidades dos tecidos da hospedeira

(Moura et al. 2009).

As mudancas macroscopicas mais evidentes em galhas sdo variacbes de
indumento, forma e coloragcdo. Dentre estas, a mais notavel no sistema Neotrioza cf.
tavaresi - P. myrsinoides é a variacdo da cor entre o verde e o vermelho, muitas vezes
tornando a galha uma estrutura aposematica. Neste caso, a cor, forma e tamanho das
galhas podem ser analisados como caracteristicas que alertam predadores sobre o
conteudo possivelmente téxico dos seus tecidos (Inbar et al. 2010). A variacdo da cor,
ou metacromatismo, pode ser um indicativo do estagio de desenvolvimento do drgao
(Saiz e Nufies 1997), um sinalizador da efetividade da alimentacdo do indutor (Dias
2010) ou uma referéncia a idade e grau de maturacdo do tecido hospedeiro (Oliveira e
Isaias 2009). Independentemente disso, pelo fato da cecidogénese depender
diretamente da rediferenciacdo celular (Oliveira e lIsaias 2010) e, portanto, da

reaquisicdo da condigdo meristematica, a coloracdo dos tecidos das galhas pode ser
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apenas um indicativo da sua juventude fisioldgica, traduzido na baixa concentragdo de

clorofilas (Yang et al. 2003).

A distribuicdo das galhas no limbo foliar de P. myrsinoides parece obedecer a
um padrdao randdémico, variando entre galhas isoladas a intensamente agrupadas. A
distribuicao de galhas foliares pode depender de diversos aspectos ecoldgicos (Santos
et al. 2010) e parametros tais como area foliar (Goncalves et al. 2005) e desempenho
fotossintético (Fleury 2009). Galhas sdo estruturas dependentes nutricionalmente de
seus orgdos hospedeiros, constituindo drenos fortes de fotoassimilados (Weis et al.
1988, Motta et al. 2005). Dessa forma, seu agrupamento pode constituir uma
desvantagem para seus indutores na medida em que estes estariam sujeitos a
competicdo intraespecifica na particao de recursos realocados. Ainda, o agrupamento
pode constituir fator importante no aumento do ataque de inimigos naturais

especificos, uma vez que o grupo pode ser mais facilmente detectado (Edmunds 1974).

Apesar de ndo serem verdadeiramente fechadas, as galhas de Neotrioza cf.
tavaresi possuem um ostiolo pequeno e obliterado, que impede a comunicacdo direta
com o meio externo. Caracteristicas similares sao reportadas na literatura para galhas
de diferentes taxa indutores (Mani 1964), sistemas nos quais os galhadores
apresentam diferentes estratégias para a emergéncia do inseto adulto. Insetos que
induzem galhas fechadas, frequentemente sdo capazes de cavar um canal de fuga na
parede do 6rgao que facilita a emergéncia do inseto adulto. Neste caso, as formas
larvais, antes de pupar, lentamente escavam a parede da galha até que uma fina
camada de tecido remanescente separe a camara larval do meio externo (Meyer
1987). A sua saida se da pelo canal produzido pela larva, com o rompimento das
camadas de células restantes. Entretanto, esta é uma caracteristica de insetos das
ordens Hymenoptera e Lepidoptera, que possuem, quando larvas, aparelhos bucais
mastigadores robustos, capacitados a escavar ativamente a parede da galha. No caso
das galhas de Neotrioza cf. tavaresi, existe um impedimento anatomico a esta acao,
tendo em vista o aparelho bucal do tipo sugador, tipico de Psylloidea (Burckhardt
2005), que é incapaz de realizar o ato de triturar células. Portanto, as galhas induzidas
por insetos dessa superordem, quando ndo sdo permanentemente abertas, devem

possuir diversos mecanismos de abertura, variando desde a instalagdao de felogénio,

39



formando periderme (Dias 2010), até a necrose dos tecidos, como é observado neste

caso.
Andlises fenoldgicas

Psidium myrsinoides é uma planta perene, caracteristica comumente
relacionada a flora tropical, uma vez que as condi¢Bes climaticas nesta regido nao
constituem fatores limitantes a manutenc¢do das folhas durante todo o ano (Fenner
1998). Entretanto, em locais onde existe a demarcagdao de esta¢des secas e chuvosas,
comumente as plantas apresentam picos de brotacdo, geralmente em um periodo
imediatamente anterior a chegada das chuvas. Alguns trabalhos apontam para fatores
como a irradiancia (Wright e Van Schaik 1994), temperatura (Brooke et al. 1996) ou
fotoperiodo (Loubry 1994) como preponderantes na determinacdo do periodo de
brotacdo. De fato, o pico de brotacdo observado para P. myrsinoides se dd em agosto,
més no qual o indice pluviométrico ndo ultrapassa os 12 mm (dados nao publicados),
dois meses antes da chegada da estacdo chuvosa, em outubro. Este comportamento ja
foi reportado para diferentes biomas nos quais a estacdo seca é bem demarcada
(Singh e Singh 1992, Frankie et al. 1974) e corrobora uma caracteristica difundida entre
as plantas que crescem sob essas condi¢Bes especificas. Na maioria dos sistemas, o
periodo de brotacdo corresponde a época preferencial a indugdo de galhas (Rohfritsch

1992, Gongalves et al. 2005).

Além da idade dos tecidos da planta hospedeira, a escolha do local de inducdo
constitui fator importante no sucesso de uma espécie galhadora uma vez que ela ira
determinar as caracteristicas desenvolvidas pela galha e, consequentemente, o fitness
do galhador (Weis et al. 1988). Esta escolha por sua vez, é diretamente dependente da
fenologia da planta hospedeira uma vez que esta variavel determina a disponibilidade
ou nado dos sitios adequados para oviposicdo. As ninfas de primeiro instar de Neotrioza
cf. tavaresi tém acdo restrita as folhas jovens de P. myrsinoides, habito comumente
reportado na literatura, pelo fato de tecidos jovens serem mais responsivos a indugao
de galhas (Rohfritsch e Anthony 1992). Folhas jovens se encontram disponiveis em
toda a populagdo de P. myrsinoides durante os meses de agosto a outubro. Os adultos

de Neotrioza cf. tavaresi emergem das galhas em periodo coincidente, fato que sugere
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a existéncia da sincronia entre indutor e hospedeiro e que é fundamental para a
manutencdo da espécie galhadora. Esta caracteristica parece ser especialmente
importante para galhadores univoltinos, como reportado por Gongalves et al. (2005) e
Magalhdes (2010), em estudos com galhas de Eriococcidae. Nestes casos, os insetos
sdo altamente especializados e somente sdo capazes de induzir galhas em folhas
jovens. Galhadores cujos ciclos de vida sao multivoltinos, entretanto, tendem a ser
mais flexiveis em relacdo aos sitios de inducdo, realizando a oviposicao tanto em folhas

jovens quanto maduras (Formiga et al. 2009, Oliveira e Isaias 2009, Dias 2010).

Estudos com galhadores da superfamilia Psylloidea associados a Richeria
grandis (Lima 2008) e a Schinus polygamus (Dias 2010), plantas perenes, assim como P.
myrsinoides, relatam o multivoltinismo e a inducdo indiscriminada de galhas em folhas
jovens e maduras. No presente estudo, muito embora o indutor disponha de sitios
possivelmente reativos ao longo de todo o ano, o seu ciclo de vida anual impede a
utilizacdo desses sitios. Este tipo de comportamento fenoldgico pode constituir uma
vantagem as plantas hospedeiras, uma vez que as folhas formadas nos meses de
janeiro a setembro ndo sdo atacados pelos galhadores, ja que estes se encontram em
suas formas ninfais (Agrawal 2000). Eventos semelhantes foram reportados para os
sistemas Pseudotectococcus rolliniae — Rollinia laurifolia (Gongalves 2008) e
Eriogalococcus sp. — Pseudobombax grandiflorum (Magalhdes 2010), situacdes nas
guais um mecanismo semelhante de escape fenoldgico da planta foi hipotetizado. Este
mecanismo pode influenciar os parametros de infestacdo foliar (Pilson 2000), o que
provavelmente, no caso em estudo, contribui para a determinacdo dos baixos niveis de
infestacdo reportados. Este relato constitui um padrdo comportamental divergente
para os Psylloidea nos Neotrdpicos (Brown e Hodkinson 1988, Weis et al. 1988, Lima
2008, Dias 2010), onde a disponibilidade de recursos e as condicGes ambientais

favorecem ciclos de vida multivoltinos.
Andlises biométricas

Sendo um inseto com ciclo de vida univoltino, Neotrioza cf. tavaresi apresenta
uma distribuicdo temporal sucessiva dos estadios ninfais desde a indugdo, realizada

pelas ninfas de primeiro instar, até a maturacdo, quando os insetos adultos emergem
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das galhas. Como consequéncia disso, galhas de tamanhos crescentes sdao encontradas
ao longo do ano. Segundo Rohfritsch (1992), o desenvolvimento da galha esta
fortemente ligado a efetividade dos estimulos criados pelo galhador. Ainda segundo
esta autora, nos seus diferentes estagios de desenvolvimento (indu¢do, crescimento e
desenvolvimento, maturacdo e senescéncia), as galhas passam por mudancas
estruturais e fisioldgicas, sendo importante ressaltar o aumento de tamanho e
biomassa durante a fase de crescimento e desenvolvimento. Nas galhas foliares de
Neotrioza cf. tavaresi em P. myrsinoides, foi observada correlagdo positiva entre as
ninfas de segundo a quinto instares e dos insetos adultos com o aumento gradativo do
volume da galha, corroborando o exposto por Rohfritsch (1992). Resultados
semelhantes foram registrados para os sistemas Euphalerus ostreoides — Lonchocarpus
guillerminianus (Fabaceae) (Ferreira et al. 1990) e Calophya aff. duvauae — Schinus

polygamus (Dias 2010).

A presenca de outros niveis troficos associados a insetos galhadores é
usualmente reportada para diferentes taxa (Mani 1964) e seu papel ecolégico tem sido
discutido como componente importante das relagdes que regulam as populagdes
desses insetos (Cueva-Reyes et al. 2007). No sistema Neotrioza cf. tavaresi — P.
myrsinoides, os galhadores sdo parasitados por uma espécie ndo descrita de
Galeopsomyia (Hymenoptera: Eulophidae). Eulophidae é uma familia de grande
representatividade na ordem Hymenoptera, com mais de 4000 espécies descritas em
cerca de 290 géneros (Noyes 2003). Segundo este mesmo autor, os membros desta
familia sdo geralmente, parasitdides, ndo somente de galhadores, mas também de

insetos de vida livre.

O parasitoidismo pode ser responsavel pelo aumento da taxa de mortalidade
de insetos galhadores, uma vez que frequentemente, ao completar seu ciclo de vida,
os parasitéides matam seus hospedeiros (Wiebes-Rijks e Shorthouse 1992, Noyes
2003). Abrahamson e Weis (1997) relatam altas taxas de mortalidades decorrentes da
acdo de parasitdides, que em alguns casos chegam a 96%. No sistema em estudo,
entretanto, as taxas de parasitoidismo relativamente modestas assemelham-se
aquelas expostas por Dias (2010) na relacdo de Calophya aff. duvauae com Schinus

polygamus. A taxa de mortalidade, por vezes superior aquela de parasitismo, denota a
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morte do indutor por motivos diversos aqueles referentes a agdo de parasitdides,
como por exemplo, predacgao e infec¢Ges de fungos e ou bactérias entomopatogénicos
(Fernandes e Price 1992). De uma forma ou de outra, a morte ou parasitoidismo
afetam diretamente os habitos dos galhadores e causam mudangas nas caracteristicas
das galhas (Mani 1992, Abrahamson e Weis 1997). Nas galhas de Neotrioza cf. tavaresi
em P. myrsinoides, a cor vermelha foi associada a condi¢do ndo parasitada do indutor,
assim como reportado por Dias (2010) para Calophya aff. duvauae — Schinus
polygamus. Esta alteracao de cor é produto da influéncia dos galhadores nos niveis de
clorofilas dos tecidos (Yang et al. 2003) que, ao diminuirem em relacdo a folha nao
galhada, deixam de mascarar o conteudo de pigmentos vermelho-alaranjados como
antocianinas e carotendides. Isso corrobora a hipdtese de que a cor vermelha possa
estar ligada a condicdo ndo parasitada do indutor, sem descartar, entretanto, a
possivel acdo de altas irradiancias (Wool 2004) determinando o aparecimento dessa

cor nas galhas de Neotrioza cf. tavaresi.

O sistema Neotrioza cf. tavaresi — Psidium myrsinoides possui caracteristicas
ecoldgicas distintivas em relagdo a outros galhadores de plantas perenes na regido
Neotropical, possuindo ciclo de vida univoltino. A sincronia entre a fenologia da planta
e do inseto assegura a disponibilidade de sitios adequados a inducdo, no momento
certo do ciclo de vida do inseto, contribuindo para o sucesso reprodutivo da espécie. A
relacdo positiva entre o estagio de desenvolvimento do galhador e o volume da galha,
por sua vez, indica o estimulo e desenvolvimento continuos da galha. Ainda, possibilita
a identificacdo das fases do desenvolvimento das galhas através do estabelecimento
de classes de tamanho. O tamanho da populacdo é controlada em menor grau pela
acdo de parasitdides, os quais ndo alteram a estrutura da galha, causando apenas a
interrupcao da morfogénese. Por fim, a cor vermelha da galha péde ser considerada,

na maioria das vezes, diagndstica da condicdo ndo parasitada do indutor.
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Ontogénese das folhas de Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) e galhas

induzidas por Neotrioza cf. tavaresi Crawf. (Hemiptera: Psylloidae)

Resumo

O crescimento da galha é coordenado pelo indutor, que manipula os tecidos da planta
em seu proprio beneficio. Desvendando o desenvolvimento do 6rgao hospedeiro e a
morfogénese da galha é possivel observar como o galhador manipula os tecidos
vegetais e quao impactados sdo esses tecidos no campo cecidogénico. No sistema
Psidium myrsinoides — Neotrioza cf. tavaresi, as mudancgas estruturais encontradas
foram relacionadas a melhoria da protec¢ao, alimentac¢do e aclimatizacdo do galhador.
As folhas ndo galhadas apresentam desenvolvimento comum as folhas simples. Nas
galhas, a epiderme interna e externa deriva da protoderme, o cértex interno do
meristema adaxial, o cortex mediano deriva do meristema mediano e o cértex externo
deriva do meristema abaxial. O aumento da espessura do mesofilo por hiperplasia e
hipertrofia, assim como a lignificacdo, aumenta a protecao do galhador contra inimigos
naturais. A neoformacdo de feixes vasculares préoximos a cdmara incrementa suas
opc¢Oes alimentares, enquanto que as glandulas de éleo essencial na parte externa
possivelmente repelem a acdo de patdgenos, parasitéides ou cecidéfagos. A direcdo de
alongamento celular e os padrdes de divisdes celulares de cada camada na galha foram
essenciais na determinacdo da forma final da estrutura. No final do desenvolvimento,
a galha apresenta um mecanismo de abertura que envolve morte celular, provocando
rachaduras por onde sai o adulto. As alteracdes observadas corroboram o padrdo de
desenvolvimento apontado na literatura para galhas de Psylloidea na regido

Neotropical.

Palavras chave: Alongamento celular, anatomia, hiperplasia, hipertrofia
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Abstract

The growth of the gall is coordinated by the gall inducer, which manipulates the plant
tissues for its own benefit. The study of the development of the host organ and the
morphogenesis of the gall reveals that the gall inducer manipulates and distinctly
impacts plant tissues within a cecidogenic field. In the Psidium myrsinoides - Neotrioza
cf. tavaresi system, structural changes are related to the improvement of protection,
nutrition and microenvironment to the gall inducer. The development of the non-
galled leaves is similar to that of other simple leaves. In the galls, five cell layers were
distinguishable: outer and inner epidermis derived from the protoderm, inner cortex
from the adaxial meristem, median cortex from the median meristem and outer cortex
from the abaxial meristem, with hyperplastic and hypertrophic features. The increase
in mesophyll thickness due to hyperplasy and hypertrophy, as well as lignification,
improves the gall inducer protection against natural enemies. The neoformation of the
vascular bundles near the nymphal chamber increases its feeding sites, while the
essential oil glands on the outer cortex may repel pathogens, parasitoids or
cecidophagous. The direction of cell elongation and the patterns of cell division of each
layer in the gall were essential in determining the final shape of the structure. At the
end of the development, the gall presents an opening mechanism that involves cell
death, which causes cracks through which the adult emerges. The observed alterations

corroborates the developmental pattern of Psylloidea galls in the Neotropics.

Key words: Anatomy, cell elongation, hyperplasia, hypertrophy
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Introdugao

As galhas sdo produto de conjunto de respostas anatdbmicas, quimicas e
fisiolégicas de uma planta hospedeira a acdao de um agente indutor (Mani 1964).
Durante seu desenvolvimento, os estagios imaturos do galhador coordenam o
crescimento e desenvolvimento da galha gerando estruturas complexas e simétricas
(Raman 2007), processos estes que frequentemente envolvem hipertrofia celular e
hiperplasia dos tecidos (Isaias 1998, Oliveira et al. 2006). Estes processos, entretanto
somente ocorrem apds a rediferenciacdo celular (Isaias e Oliveira 2010), processo
através do qual as células do tecido hospedeiro retomam uma condicdo
meristematica, diferenciando-se nos tecidos da galha em um momento subsequente.
As relagdes inseto-planta que levam ao desenvolvimento de galhas sao, comumente,
espécie-especificas (Redfern e Askew 1992) e a forma final da estrutura é considerada

como o fendtipo estendido do galhador (sensu Dawkins 1982).

Segundo Rohfritsch (1992), a determinacdo da forma da galha depende
diretamente do modo como o galhador exerce suas atividades alimentares, sendo
galhas esféricas, por exemplo, resultado de uma alimenta¢dao randémica dentro da
camara larval. Entretanto, galhadores com diferentes padrdes alimentares geram
galhas com formas similares, enquanto outros com padrdes alimentares semelhantes

geram formas distintas.

Estudos que envolvem a comparacdo entre o desenvolvimento padrdo do
vegetal e da galha vém sendo conduzidos na flora neotropical (cf. Moura et al. 2008,
Oliveira e Isaias 2010a). Estes estudos permitem utilizar as galhas como
microlaboratdrios naturais para analise de ciclos celulares e revelam a importancia da
deteccdo das origens e destinos das diferentes linhagens envolvidas na estrutura da
galha. A partir dessas analises, é possivel ainda, quantificar o grau de hipertrofia
celular e sua direcdo de expansdao, demonstrando como ocorre a definicdo da

estrutura final da galha.

As galhas de insetos sugadores sdao sabidamente mais simples estruturalmente
do que as galhas de insetos mastigadores e raspadores (Rohfritsch 1992), sendo estas

diferencas atribuidas aos diferentes habitos alimentares dos galhadores e a sua
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fisiologia. Desta forma, torna-se interessante o estudo das diversas estruturas das
galhas a fim de se elucidar o modo pelo qual o desenvolvimento padrao dos vegetais é

alterado pelos seus galhadores.

O estudo do desenvolvimento das folhas de Psidium myrsinoides e galhas
foliares elipsdides de Neotrioza cf. tavaresi, foi realizado para responder as seguintes
questdes: (1) Como a inducdo das galhas foliares afeta o desenvolvimento padrdo do
orgao hospedeiro em relagdo a formas e fungdes celulares? (2) Quais as variagdes
volumétricas das linhagens celulares neoformadas e como elas contribuem para o
crescimento das galhas e novas funcdes de seus tecidos? (3) Como as direcdes de

divisdo e alongamento celulares determinam o formato final da galha?

Materiais e métodos
Area de estudo

A populacdo de Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) estudada no periodo
de 2009 e 2010 se encontra ao longo de uma trilha a 1290m de altitude, cerca de 2km
da sede do parque da Serra do Caraca (20°06°22"”S - 43°29°42”0), uma Reserva
Particular do Patrimdnio Natural (IBAMA Portaria 32/94N Decreto 98.914), localizada
do municipio de Catas Altas, MG. Individuos (n=12) foram marcados para a coleta de

folhas ndo galhadas (FNG) e galhas (G), com periodicidade mensal.

Andlises estruturais

Para a preparacdo de laminas permanentes, galhas e folhas ndo galhadas (n = 5)
em diferentes estagios de desenvolvimento foram coletadas aleatoriamente entre os
individuos e fixadas em Karnovsky em tampdo fosfato 0,1M (pH 7,2) (O’Brien e
McCully 1981). Parte deste material foi desidratado em série butilica crescente
(Johansen 1940), incluido em Paraplast® (Kraus e Arduin 1997) em estufa a 60°C e
cortado em micrétomo rotatdério (Jung biocut). Outra parte foi desidratada em série
etilica crescente (Johansen 1940) e incluida em glicolmetacrilato (Leica®) segundo

especificacdo do fabricante. Para destacamento de epidermes, por¢des de 0,5 cm? de
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folhas sadias e de galhas foram cortadas e colocadas para dissociagdo em solugdo de

Jeffrey (acido nitrico 10% e acido cromico 10%, 1:1, v/v) (Johansen 1940).

Folhas jovens portando ovos e estagios iniciais de desenvolvimento de galhas
foram coletadas, fixadas em Karnovsky em tampao fosfato 0,1M (pH7,2) (O’Brien e
McCully 1981), lavadas em tampao fosfato, pds-fixadas em tetréxido de dsmio 1% por
2h, lavadas em agua destilada e desidratadas em série etilica crescente (Johansen
1940). Em seguida, o material foi levado ao aparelho de ponto critico (BAL-TEC®
CPDO030), montado em stubs de aluminio e coberto com 30nm de ouro em metalizador
(BAL-TEC® SCDO050) para observacdo em microscépio eletrénico de varredura (LEO

EVO® 40).
Citometria e histometria

As andlises citométricas e histométricas forma feitas a partir de imagens digitais
obtidas em fotomicroscépio dptico Zeiss Primo Star. Nestas, foram medidas as dreas
celulares da protoderme nas faces adaxial e abaxial, dos meristemas adaxial, mediano
e abaxial, bem como dos tecidos derivados destes quando da formacado da galha, com
auxilio do programa AxioVision, Zeiss Imaging Systems, versdo 4.7.2 (Zeiss 2008). O
numero de cavidades secretoras por area (0,37 mm?) bem como sua area total (lume +

epitélio secretor) foram avaliados em folhas ndo galhadas e galhas maduras.
Andlises estatisticas e representagdo grdfica

Andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa JMP (SAS
Institute, US, 1989-2002). Foram feitos testes de normalidade (Teste de Shapiro Wilk)
e, quando satisfatério, os dados foram comparados por ANOVA ou teste t de Student,
seguido de testes multiplos de Tukey. Dados ndo normais foram comparados por meio
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de testes multiplos de Dunn. Em
todos os testes utilizou-se a = 0,05. Os graficos foram gerados pelo programa

GraphPad Prism® para Windows, versdo 5.0 (Motulsky 1992-2009).
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Resultados

Caracteristicas Gerais

Psidium myrsinoides é uma planta de porte arbustivo a sub-arbéreo cujas folhas
sao simples e de filotaxia oposta, emergindo aos pares a partir do meristema apical
(Fig. 1). Na maturidade, elas sdao glabras, membranaceas, de bordo inteiro, limbo
obovado a oblongo com apice agudo, base cuneada e peciolo curto. No mesofilo, as
glandulas subepidérmicas sdo conspicuas, visualizadas como pontos verde-claros no
limbo. Ninfas de primeiro instar de Neotrioza cf. tavaresi induzem galhas abertas na
superficie adaxial de folhas jovens (Fig. 1b). Com o seu desenvolvimento, as galhas
evaginam, projetando-se para a superficie abaxial e assumindo forma elipséide (Fig.
1c). Sua parede é relativamente fina e a cdmara ampla, abrigando um Unico indutor

(Fig. 1d).

Ontogenia das folhas de Psidium myrsinoides

Os cortes transversais e longitudinais do apice caulinar revelam o padrao de
diferenciacdo e desenvolvimento das folhas, érgdos hospedeiros das galhas. O
promeristema apresenta um esquema de organizacdo com tunica composta de trés
camadas de células (C1, C2 e C3) e corpo caracterizado por um conjunto de células
localizado abaixo da tunica (Fig. 2a). As células da tunica na zona central tipicamente
apresentam divisdes anticlinais enquanto que no corpo essas divisdes ocorrem em
diversos planos. Os primdrdios foliares emergem aos pares a partir das zonas
periféricas (Fig. 2a), revestidos por protoderme na qual se diferenciam tricoblastos
gue, por sua vez, originam tricomas tectores unicelulares nos bordos da lamina foliar.
Abaixo da protoderme é possivel distinguir o meristema fundamental e um cordao
procambial que originard a nervura de primeira ordem (Fig. 2b). Na regido proximal
aos bordos, se diferenciam as iniciais marginais e submarginais que dao origem, nos
primérdios foliares, a protoderme e ao meristema fundamental e procambio,

respectivamente (Fig. 2c, d).

O desenvolvimento da lamina foliar, no primeiro e segundo nds, se da através

do incremento de divisdes celulares em linhagens de células vindas das iniciais
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marginais e submarginais. No meristema fundamental, nota-se a formac¢ao de trés
zonas distintas entre si, denominadas: meristema adaxial (MAD) constituido de uma
camada de células, meristema mediano (MED) constituido de trés camadas de células
e meristema abaxial (MAB) constituido de duas camadas de células. Os meristemas
adaxial e abaxial possuem caracteristicas semelhantes, com células maiores e
citoplasma menos denso, quando comparado ao meristema mediano (Fig. 2e). A partir
deste, se diferenciam corddes procambiais que ddo origem as nervuras de segunda

ordem.

No terceiro nd, as folhas ja ndo envolvem o d4pice e os primérdios em
desenvolvimento, e perdem os tricomas tectores marginais. O mesofilo apresenta uma
camada adicional de células, proveniente de divisdes periclinais do MAD. As células do
MED e MAB se expandem, mantendo o nimero de camadas (Fig. 2f). O procambio das
nervuras de primeira e segunda ordem esta em processo de diferenciacdo. No quarto
nd, o MAB passa por divisdes periclinais, originando uma nova camada de células,
enguanto que as células do MAD se expandem. Neste estagio, sdo observados os
primeiros elementos de protoxilema maduros nas nervuras de primeira ordem. No
quinto nd, ocorre uma nova divisao periclinal das células do MAD, o que faz com que o
mesofilo seja formado por nove camadas, igualmente distribuidas em nimero pelas
trés diferentes zonas (Fig. 2g). As nervuras de primeira ordem ja apresentam xilema e
floema maduros. No sexto nd, a lamina foliar completa seu desenvolvimento com a
diferenciacdo do parénquima palicddico com duas camadas celulares em posicao
adaxial derivadas do MAD. A camada interna do MAD, juntamente com MED e MAB,
originam o parénquima lacunoso em posicdo abaxial (Fig. 2h). A epiderme
completamente diferenciada possui maior espessamento da parede periclinal externa,
com estdmatos tipicamente paraciticos localizados exclusivamente em sua face abaxial
(Fig. 3a-c). A nervura de primeira ordem apresenta crescimento secundario, arranjo
bicolateral, fibras perivasculares, parénquima cortical e colénquima subepidérmico

desenvolvido (Fig. 3d, e).

A diferenciagdo de glandulas subepidérmicas ocorre ao longo do
desenvolvimento em ambas as faces foliares, apresentando diversos estagios em um

mesmo orgao independente do seu grau de diferenciagdo. Sua formagao tem inicio
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quando uma célula protodérmica de citoplasma mais denso do que as demais se
alonga (Fig. 3f) em dire¢cdo ao mesofilo e passa por uma divisdao periclinal mediana. A
célula filha basal passa por uma segunda divisdo periclinal, desta vez desigual. Neste
ponto, a estrutura é constituida por uma célula apical, uma célula mediana pequena e
achatada e uma célula basal (Fig. 3g). A célula basal passa, entdo, por sucessivas
divisOes, expandindo-se e aumentando o nimero de células, que se afastam umas das
outras (Fig. 3h). As células do MAD e/ou do MAB s3o estimuladas a diferenciarem-se,
acompanhando o crescimento das células de origem protodérmica, formando uma
bainha. No estdgio final de desenvolvimento, as células de origem protodérmica se

afastam, caracterizando o processo esquizégeno de formacao da cavidade (Fig. 3i).
Ontogenia das galhas de Neotrioza cf. tavaresi

As fémeas adultas de Neotrioza cf. tavaresi péem seus ovos ornamentados com
um grande flagelo nos bordos de folhas jovens (Fig. 4a). Este ovo apresenta um
pedunculo, estrutura esta que é inserida por entre as células da folha, assegurando a
sua afixacdo. O ato da oviposicdo desencadeia o acumulo de fendlicos na regido
proxima ao pedunculo e, por vezes, morte de algumas células (Fig. 4b). Apods
eclodirem, as ninfas de primeiro instar deixam o bordo foliar e se instalam na
superficie adaxial dando inicio a atividade alimentar, estimulo o qual desencadeia a
inducdo da galha (Fig. 4c, d). Nesse estagio, é possivel observar o estilete da ninfa
inserido no tecido vegetal em direcdo aos feixes vasculares (Fig. 4e). O tecido foliar
responde a atividade do inseto iniciando a formacdo de emergéncias derivadas da
epiderme da face adaxial e da primeira camada de células do MAD ao redor da ninfa.
Estas células, que apresentam acumulo diferencial de fendlicos quando comparados as
células subjacentes, se alongam anticlinalmente e dividem-se periclinalmente. Na
epiderme, as células conservam sua forma, a despeito da ocorréncia de divisdes

periclinais, ndo usuais nesta camada de células (Fig. 4f).

Em um estdgio subseqiiente, as emergéncias crescem sobre o corpo da ninfa de
primeiro instar, obliterando o ostiolo da galha (Fig. 5a, b). Em corte transversal, é
possivel observar a ninfa de primeiro instar rodeada pelos tecidos vegetais, com a

fenda do ostiolo voltada para a superficie adaxial (Fig. 5c). Frequentemente, neste

57



local, as células derivadas da epiderme e da primeira camada do MAD se lignificam
(Fig. 5d). As duas outras camadas do MAD se dividem periclinalmente e se alongam
anticlinalmente (Fig. 5e). Forma-se, por consequéncia, uma protuberancia na folha que
se projeta em diregdo a superficie abaxial. Concomitantemente, as células derivadas
do MED e MAB dividem-se em diversos planos, resultando em um parénquima
homogéneo que compde o coértex da galha (Fig. 5f). Na periferia da camara ninfal, a
epiderme se divide e se alonga apenas acompanhando o crescimento do drgdo. Da
mesma forma, o fazem as células derivadas do MAD que, nesta regidao, nao
apresentam caracteristicas hiperplasicas e/ou hipertréficas pronunciadas. Desta
forma, o mesofilo da galha essencialmente deriva dos tecidos advindos do MAD, que
origina o cértex interno; do MED, que origina o cdrtex mediano préximo a camara
ninfal e onde se diferenciam os feixes vasculares; e do MAB que origina o cértex

externo, onde se diferenciam as glandulas de 6leo essencial (Fig. 5f).

Na sequéncia do seu desenvolvimento, a galha de Neotrioza cf. tavaresi
aumenta gradativamente de tamanho, concomitantemente ao desenvolvimento das
ninfas do indutor, formando uma camara ampla, que ocupa a maior parte da seccao
transversal da estrutura. Esse crescimento implica no aumento na espessura do cortex
da galha, aumento este que se da pela expansdo celular, mantendo um nimero fixo de
camadas. Estas camadas celulares se tornam gradativamente mais longas, se dividem
anticlinalmente, acompanhando o crescimento do 6rgdo. Durante o periodo de
transicdo entre as fases de crescimento e desenvolvimento e maturacao, quando o
inseto esta prestes a atingir a fase adulta, sdo notadas mudancas no parénquima
cortical da galha. A primeira delas, e mais evidente, é a formacdo de uma capa de
parénquima esclerificado subepidérmico composto por cinco a seis camadas de
células. Abaixo desta capa, as camadas celulares passam por processo de vacuoliza¢do

(Fig. 6a, b).

No ultimo estdgio do desenvolvimento da galha, o indutor esta adulto e a
estrutura apresenta eventos celulares que possibilitam a sua abertura. Primeiramente,
ocorre um acumulo diferencial de substancias fenélicas no cértex externo do topo da
galha com sinais de desorganizacdo celular (Fig. 6¢c). Essas células, entdo, entram em

processo de morte, no qual seu protoplasto é consumido, culminando na colabacdo
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das paredes celulares. Na sequéncia, as camadas subjacentes passam por processo de
morte celular semelhante (Fig. 6d). Este processo é cadenciado e ocorre do topo da
galha em direcdo a sua base. Os tecidos mortos na porcao apical externa ndo suportam
a tensdo exercida pelos tecidos vivos e turgidos adjacentes e se racham, formando a

abertura necessdria para a emergéncia do inseto adulto (Fig. 6e).

Observando o desenvolvimento desde a folha jovem ndo galhada, é possivel
tragar as origens dos tecidos que compdem a galha. A epiderme adaxial é derivada da
face adaxial da epiderme da folha ndo galhada, o cértex interno é derivado do MAD, o
cortex mediano é derivado do MED, o cdrtex externo é derivado do MAB e a epiderme

abaxial é derivada da face abaxial da epiderme da folha ndo galhada (Fig. 7).
Citometria e histometria

A epiderme que reveste a camara e a galha externamente mantém-se
unisseriada. Suas células se expandem e alongam-se periclinalmente para acompanhar
o crescimento da galha (Fig. 7). Essa expansao é ténue na fase de inducdo, chegando a
valores aproximadamente trés vezes maiores na fase de maturacdo quando
comparados a folha ndo galhada (Tab. 1). O cdértex interno mantém-se com duas
camadas, cujas células se expandem isodiametricamente (Fig. 7). Inicialmente a
expansdo é discreta, dobrando o volume na fase de crescimento e desenvolvimento,
chegando a ser seis vezes maior na fase de maturagao (Tab. 1). Os cértices mediano e
externo se expandem isodiametricamente (Fig. 7), mas em diferentes proporc¢des. O
primeiro tem seu volume aumentado em 50% na fase de inducdo, valor este que é
aproximadamente dobrado na fase de crescimento e desenvolvimento, e triplicado na
fase de maturacdo (Tab. 1). J4 o cortex externo apresenta aumento discreto de volume
na fase de indugdo, sendo triplicado na fase de crescimento e desenvolvimento e
novamente na fase de maturacdo (Tab. 1). A espessura total do mesofilo apresenta
aumento discreto na fase de indugdo, valor que é dobrado na fase de crescimento e
desenvolvimento, tendo acréscimo de 50% na fase de maturacdo (Tab. 1). A hipertrofia
dos tecidos é acompanhada pelo aumento significativo em nimero e em &area das

glandulas de dleo essencial subepidérmicas (Fig. 9a, b).

59



Tabela 1. Citometria e histometria das folhas ndo galhadas (FNG) e galhas de Neotrioza

cf. tavaresi

Crawf.

(Hemiptera:

Psylloidae) em Psidium myrsinoides O. Berg

(Myrtaceae) nas fases de inducdo (l), crescimento e desenvolvimento (CeD) e

maturacdo (M) (n = 30; média + erro padrdo; pm?).

Epiderme MAD; Cortex MED; Cértex MAB; Cortex Epiderme Espessura total
Amostras
adaxial interno mediano externo abaxial do mesofilo (um)
FNG 110,6 +1,57¢ 142,2 +2,48d 185,1+2,76d 136,3 + 2,44d 67,37 £1,30d 136,5+0,52d
| 130,6 + 2,43b 198,8 + 3,65¢ 237,1+4,16¢ 194,3 + 3,49¢ 93,28 + 1,88¢c 163,8 +1,63¢
CeD 132,8 +3,11b 335,5+7,15b 445,9 + 8,61b 606,2 + 8,18b 127,8 £2,19b 372,0+4,09b
M 306,6 £5,86a  907,9 + 15,63a 1340 + 23,83a 1772 +27,45a 199,5 + 5,02a 558,9 + 8,30a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo sdo significativamente diferentes (Kruskal-Wallis,
seguido de testes miultiplos de Dunn) (a = 0,05).
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Figura 1- Aspectos gerais do sistema Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) — Neotrioza cf. tavaresi
Crawf.. A- Detalhe de folhas jovens, evidenciando formato e filotaxia; B- Detalhe de galha em fase de
inducdo com ostiolo parcialmente fechado (seta); C- Vista geral de galhas na superficie abaxial das
folhas; D- Secgao transversal de galha evidenciando espessura das paredes, dimensdes da camara ninfal
e ninfa do indutor. Barras: A, C- 1cm; B- 200pum; D- 1Imm. N — Ninfa.



Figura 2- Ontogenia das folhas de Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae). A- Visdo geral do
corte longitudinal do apice caulinar destacando tunica com trés camadas (C1, C2, C3) e corpo
(pontilhado); B- Visao geral do corte transversal do apice caulinar evidenciando as folhas jovens
opostas, protoderme com tricomas, meristema fundamental, corddes procambiais e estruturas
secretoras diferenciadas a partir do segundo par de folhas; C- Detalhe das células iniciais
marginais e submarginais (setas); D- Detalhe do procdmbio diferenciado a partir do meristema
mediano em foliolo jovem; E-G- Detalhe do desenvolvimento de foliolos imaturos, evidenciando
protoderme, meristemas adaxial, mediano e abaxial e corddes procambiais; H- Detalhe do limbo
foliar maduro. Barras — A = 25um; B = 50um; C, D = 10um; E-H = 50um. IM — Iniciais marginais,
ISM — Iniciais submarginais, MAD — Meristema adaxial, MAB — Meristema abaxial, MED —
Meristema mediano MF — Meristema fundamental, P — Procambio, PD — Protoderme, ZP — Zonas
periféricas.
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Figura 3- Ontogenia das folhas de Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae). A- Corte transversal da
folha madura evidenciando espessamento parietal desigual nas células epidérmicas (setas); B- Vista
frontal da face adaxial da epiderme evidenciando células do topo das glandulas de éleo essencial; C-
Vista frontal da face abaxial da epiderme evidenciando estomatos paraciticos; D- Nervura principal
madura evidenciando arranjo bicolateral, epiderme com paredes espessadas, colénquima
subepidérmico, fibras perivasculares; E- Detalhe do sistema vascular da nervura principal em inicio de
crescimento secundario; F-lI- Detalhes do desenvolvimento das glandulas de dleo essencial
evidenciando processo esquizdégeno. Barras — A, B, C, E = 25um; D = 100um, F-I = 10um. COL —
Colénquima, E — Estébmato, F — Floema, FPV — Fibras perivasculares, G — Glandula de 6leo essencial, X —
Xilema.
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Figura 4- Ontogenia das galhas de Neotrioza cf. tavaresi Crawf. em Psidium myrsinoides O. Berg
(Myrtaceae). A- Micrografia eletronica de varredura do ovo no bordo foliar; B- Corte transversal do ovo
inserido na folha através de pedinculo; C- Micrografia eletronica de varredura evidenciando ninfa de
primeiro instar na superficie da folha jovem; D- Corte transversal da galha em fase de indugdo. E-
Detalhe do estilete da ninfa de primeiro instar inserido no tecido vegetal em direcdo ao feixe vascular
(setas); F- Detalhe de células da face adaxial da epiderme e do meristema adaxial com divisGes
periclinais (setas). Barras = 50um. FV — Feixe vascular.



Figura 5- Ontogenia das galhas de Neotrioza cf. tavaresi Crawf. em Psidium myrsinoides O. Berg
(Myrtaceae). A, B- Micrografia eletronica de varredura de estagios sucessivos da obliteragdao do
ostiolo; C- Corte transversal da galha em estagio de crescimento e desenvolvimento
evidenciando a obliteracao do ostiolo; D- Detalhe da lignificagdo nos tecidos na regido do ostiolo
vista em luz polarizada; E- Detalhe do alongamento anticlinal da células derivadas do MAD na
regido lateral ao ostiolo; F- Corte transversal do mesofilo da galha com as regiGes do cértex
externo, cortex mediano e cértex interno. Barras: A = 30um; B, E = 50um; C, D, F = 100um. CE-
Cértex externo, Cl- Cortex interno, CM- Cértex mediano, FV- Feixe vascular, G- Glandula de dleo
essencial, N- Ninfa.
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Figura 6- Ontogenia das galhas de Neotrioza cf. tavaresi Crawf.. A- Corte transversal do mesofilo
da galha madura; B- Detalhe do cértex externo da galha madura evidenciando capa
esclerenquimatica e vacuoliza¢do do parénquima adjacente; C- Detalhe do inicio de acimulo de
fendlicos e desorganizagdo celular no cortex externo da galha senescente; D- Detalhe das células
colabadas no coértex interno da galha senescente resultante de morte celular; E- Corte
transversal do mesofilo da galha senescente evidenciando a concentra¢do gradual de fendlicos e
eventos de morte celular culminando em rachaduras (seta) na parede da galha. Barras: A, E =
100um; B, C, D = 50um. CE- Cértex externo, Cl- Cértex interno, CM- Cértex mediano, FV- Feixe
vascular, G- Glandula de 6leo essencial, N- Ninfa, PL- Parénquima lignificado.
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Figura 7- Diagrama da ontogenia das folhas de Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) e galhas de Neotrioza cf. tavaresi Crawf.
mostrando as origens e destinos celulares e as direcGes de alongamento em cada camada celular (caixas).
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Figura 8- Aspectos histométricos das glandulas de éleo essencial das folhas de Psidium myrsinoides O.
Berg (Myrtaceae) e das galhas de Neotrioza cf. tavaresi Crawf.. A — Numero de glandulas de éleo
essencial por campo de 0,37 mm? em folhas n3o galhadas e galhas; B — Area das glandulas de éleo
essencial (células secretoras e lume) em folhas ndo galhadas e galhas. As caixas rotuladas com letras
iguais ndo diferiram significativamente pelo teste t de Student, P < 0,05. FNG- Folha ndo galhada, G-
Galha.



Discussao

Caracteristicas gerais

Neotrioza cf. tavaresi altera o desenvolvimento padrao das folhas hospedeiras
de Psidium myrsinoides com a indugao de galhas abertas por ninfas de primeiro instar.
Ao contrario de insetos galhadores cujos ovos constituem o primeiro fator
determinante da cecidogénse, as galhas de psiloideos sdo induzidas por ninfas de
primeiro instar, o que é relatado por Burckhardt (2005) como tipico dos sistemas
envolvendo psiloideos. O fato de serem abertas, entretanto, € uma caracteristica
reportada na literatura também para diversos outros taxa de galhadores (Mani 1964,
Gongalves et al. 2005, Oliveira et al. 2006, Moura et al. 2008, Oliveira e Isaias 2009),
havendo diferentes estratégias para a manutencdo de um microclima dentro da

estrutura.

Ontogenia das folhas de Psidium myrsinoides e galhas de Neotrioza cf. tavaresi

O promeristema apical de P. myrsinoides é similar ao de outras espécies
relatadas por Fahn (1990) que apresentam tunica e corpo com zonacao especifica e
dinamica similar de divisdes celulares. O desenvolvimento foliar segue o padrao de
folhas simples opostas, que é caracteristica da familia botanica a qual pertence e a
diferenciacdo dos tecidos primdrios é similar ao proposto por Foster (1936) para
Pelargonium zonale. Mais recentemente, estudos ontogénicos da flora neotropical
obtiveram resultados similares para os foliolos de Copaifera lagsdorffii (Oliveira e
Isaias 2010a), folhas de Schinus polygamus (Dias 2009) e de Lantana camara (Moura et
al. 2008). Nestes modelos, a protoderme origina a epiderme; o MAD, o parénquima
palicadico; o MED origina o tecido vascular e parte do parénquima lacunoso, o qual é

também parcialmente originado também pelo MAB.

O recrutamento de tricoblastos e diferenciacdio de tricomas ocorrem
precocemente na morfogénese das folhas de P. myrsinoides. Essa é uma caracteristica
comum de tecidos jovens, seja para protecdo mecanica contra agentes externos,
bidticos e abidticos, ou quimica, no caso de tricomas glandulares (van Dam e Hare

1998). Quando a folha inicia sua expansdo e altera sua posicdo de ereta para
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perpendicular ao eixo caulinar, os tricomas caem, assim como descrito por Oliveira e

Isaias (2010a) em Copaifera langsdorffii.

As glandulas subepidérmicas secretoras de 6leos essenciais constituem uma
caracteristica tipica das Myrtaceae. Em Psidium myrsinoides, estas tém origem na
protoderme, com processo esquiségeno de desenvolvimento, reiterando o padrao da
familia (Brocheriou e Belin-Depoux 1974). A presenca das glandulas desde as folhas
jovens até a maturidade pode estar ligada a protecdo contra agentes patogénicos e
herbivéricos, uma vez que essas estruturas podem produzir, armazenar e secretar
diversas substancias do metabolismo secunddrio (Apel et al. 2009, Silva et al. 2010,
Vila et al. 2010). De forma semelhante, a presenca de idioblastos contendo drusas de
oxalato de cdlcio pode representar uma forma adicional de defesa contra herbivoria
(Fernandes 1994) ao diminuir a palatabilidade dos tecidos. Ainda, estas estruturas
podem desempenhar importante papel na regulacdo do cdlcio livre, além de
proporcionar suporte ou mesmo um mecanismo de desintoxicacdo ao armazenar

oxalato de calcio (Nakata 2003).

Apesar desses componentes antiherbivéricos, as fémeas de Neotrioza cf.
tavaresi sdao capazes de ovipositar com sucesso nos bordos, possivelmente porque o
fazem externamente aos tecidos foliares. No processo de inser¢ao do pedunculo do
ovo por entre as células do mesofilo, ocorrem reacbes de hipersensibilidade a
oviposicdo, evento caracterizado pela necrose dos tecidos adjacentes ao agente
estressante (Fernandes et al. 2003, Hilker e Meiners 2006). Estas alteracdes, no
entanto, ndo constituem o inicio da cecidogénese, uma vez que nado é este o sitio de
desenvolvimento da galha, ao contrario do observado por Dias (2009) em estudo
conduzido com uma espécie de Psylloidea em Schinus polygamus e em outros sistemas

galhador-planta hospedeira (Rohfritsch 1992, Hilker e Meiners 2006).

No inicio da formacdo da galha, os tecidos primariamente responsivos, ou seja,
epiderme e MAD, apresentam maior concentracdo de substancias fendlicas quando
comparados aos adjacentes. Possivelmente, esses compostos cumprem papel

importante na fisiologia das células em questdo, e consequentemente na morfogénese
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da galha. Fendis sdao sabidamente reguladores de AIA oxidases, enzimas estas que

modulam a concentrag¢dao de hormonios de crescimento (Hori 1992).

O fechamento da galha com a formagdo do ostiolo envolve processos ja
reportados na literatura para galhas de Psiloideos (Oliveira et al. 2006), com algumas
variagOes. Dias (2009) observou o recrutamento de tricoblastos na regido do ostiolo de
galhas de Schinus polygamus, resultando na neoformacdo de tricomas que obliteram a
passagem estreita. Neste sistema, a folha hospedeira é pilosa, sendo esta
caracteristica potencializada no campo cecidogénico. Similarmente, a condicao glabra
das folhas maduras de P. myrsinoides é conservada durante o desenvolvimento da
galha, o que constitui um limite morfogénico imposto pela planta hospedeira, como
proposto por Weis et al. (1988). Ainda nesta fase inicial do desenvolvimento, é notada
a perda da orientagdo das divisdes celulares da epiderme, anteriormente estritamente
anticlinais, passando também a ocorrerem divisdes periclinais. Isso determina o
aparecimento de sitios discretos de hiperplasia epidérmica como observado por
Moura et al. (2008) em Lantana camara e Gongalves (2003) em Rollinia laurifolia. A
alteracdo deste tipo de padrao fortemente conservado nos vegetais, suplantando os
limites impostos pela planta hospedeira, revela o galhador como o causador de
estresse bidtico de grande amplitude, capaz de alterar um carater vegetal bem fixado.
Ademais, a galha pode ser vista como o fendtipo estendido do galhador (Weis et al.

1988, Stone e Schoénrogge 2003).

Muito embora a inducdo ocorra na face adaxial, ao desenvolver-se, a galha se
projeta em direcao a superficie abaxial devido a hiperplasia, hipertrofia, alongamento
e divisOGes celulares das camadas remanescente do MAD. A liginificacdo do ostiolo
constitui um mecanismo de protecdao mecanica, além de garantir a manutencdo do
microambiente e impedir o acesso de possiveis inimigos naturais, o que reforca o

proposto por Price et al. (1987) e Hawkins et al. (1997).

O padrdo dorsiventral das folhas sadias é alterado pela acdo alimentar de
Neotrioza cf. tavaresi havendo a formacdo de um parénquima homogéneo
entremeado por feixes vasculares neoformados proximos a cdmara a partir do MED e

MAB. Esse tipo de organizacdo tecidual é tipico de galhas induzidas por sugadores,

71



tendo sido reportada por diversos autores (Oliveira et al. 2006, Alvarez et al. 2008,
Moura et al. 2008, Oliveira e Isaias 2010b). A presenca de feixes vasculares abundantes
é importante para prover sitios adequados de alimentacdo ao galhador,
incrementando suas opg¢des nutricionais (Mani 1964, Rohfritsch 1992). Além disso, sao
essenciais para o desenvolvimento e manutencdo do 6rgdo neoformado (Ullrich e
Aloni 2000) e para seu estabelecimento como um dreno forte no que se refere a

mobiliza¢cdo de nutrientes (Motta et al. 2005).

A epiderme adaxial, que reveste a camara, permanece unisseriada durante
todo o processo de cecidogénese, apenas se dividindo anticlinalmente e alongando-se
no sentido periclinal, a fim de acompanhar o crescimento da estrutura. Entretanto, no
campo cecidogénico, a competéncia de originar cavidades secretoras é parcialmente
suprimida, mantendo sua expressdo somente a partir das células epidérmicas da
superficie abaxial. Como resultado disso, as glandulas de o6leos essenciais se
concentram somente no cortex externo da galha. Considerando que os 6leos
essenciais podem ter atividade antimicrobiana e antiherbivérica, a posicdo distal das
glandulas em rela¢cdo a camara beneficia o indutor de duas maneiras. Primeiramente,
pode evitar que herbivoros generalistas ataguem a galha e, possivelmente, repele
parasitoides, aumentando a protecdo do galhador. Secundariamente, evita que o
préprio indutor entre em contato com essas substancias, por vezes toxicas e/ou
impalatdveis, ao exercer sua atividade alimentar. Dessa forma, os beneficios se
traduzem no abrigo contra inimigos naturais e na melhoria da qualidade das opg¢des
nutricionais para o galhador, aumentando o valor adaptativo da galha (Weis e

Abrahamson 1986).

A fase de maturacdo da galha coincide com a principal fase tréfica do indutor
(Rohfritsch 1992), as células atingem o grau maximo de hipertrofia e a galha, de um
modo geral, seu maior tamanho. Nesta fase, ocorre a formacdo de uma faixa
esclerificada interiormente as glandulas de 6leo essencial neoformadas, em posi¢do
mediana no cortex externo. Essa camada é origindria de células do parénquima que
iniciam um processo de espessamento parietal seguido de impregnacao por lignina. A
lignificacdo é uma resposta comum das plantas a diversos tipos de estresse, seja de

origem bidtica ou abidtica (Lee et al. 2007), logo sua associagdo com a sustentagao da
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estrutura e protecdo do galhador (Kraus 1997, Oliveira e Isaias 2010a, Oliveira et al.
2010) pode ser um efeito secundario. Nas galhas de P. myrsinoides, o estresse biético
reponsavel pela lignificacdo parece ser o habito alimentar de Neotrioza cf. tavaresi.
Segundo Gottlieb et al. (1995), radicais de oxigénio, formados pelo estresso da
alimentacdo do inseto, influenciam diretamente a lignificacdo. Nas galhas, esses
compostos sdo agentes que aumentam o estresse oxidativo local (Harkin e Obst 1973,
Lange et al. 1995), possivelmente constituindo um gatilho que desencadeia tal

processo.

As analises cito e histométricas corroboram o aumento gradativo do volume
celular das diferentes camadas teciduais, bem como da espessura do mesofilo. Esse
tipo de resposta é esperada, sendo a hipertrofia celular uma das caracteristicas mais
comuns entre as galhas (Mani 1964, Isaias 1998, Moura et al. 2008, Moura et al. 2009,
Oliveira e lsaias 2010a). No sistema em questdo, o aumento de volume ocorreu
principalmente devido a hiperplasia e hipertrofia das células dos cdrtices externo e
mediano. Muito provavelmente, essa resposta estd ligada as novas funcoes
desempenhadas pelo mesofilo, tais como barreira protetora e local de alimentacao do
galhador (Mani 1964, Rohfritsch 1992). O padrdo de alongamento anticlinal e divisoes
periclinais das células do cértex interno, préoximo a base, permitem a protrusdo da
galha, configurando-se num mecanismo eficiente para o desenvolvimento de um
orgdo extralaminar de grandes proporcoes. A auséncia de caracteristicas hiperplasicas
pronunciadas no cértex interno assegura o acesso do galhador aos feixes vasculares,
uma vez que esses se diferenciam no cértex mediano. Ainda, o aumento em nimero e
area das glandulas de dleo essencial no cortex externo provavelmente repele
cecidofagos, parasitdides ou patdgenos devido a acdo da secrecdo, aumentando a

protecdo do galhador.

Uma vez completo o seu desenvolvimento, os adultos de Neotrioza cf. tavaresi
precisam sair do interior da galha para encontrar um parceiro do sexo oposto e dar
continuidade a espécie, completando seu ciclo de vida. Entretanto, como sdo insetos
sugadores, estes ndo estdo capacitados a transpor ativamente a parede da galha, seja
comendo-a ou triturando-a (Mani 1964, Rohfritsch 1992). Ao invés disso, as galhas de

Neotrioza cf. tavaresi apresentam um mecanismo de deiscéncia que culmina na
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abertura passiva da estrutura. Neste sistema, a deiscéncia da galha se inicia pelo
acumulo de fendlicos, primeiramente na porgao interna do cortex externo, seguido de
todo o cdrtex. Possivelmente essas substancias atuam como sinalizadores celulares
determinantes de necrose tecidual e morte celular, como proposto por Beckman
(2000). De fato, essas células entram em morte celular fazendo com que o tecido se
torne seco e amarronzado. Esse processo é gradual, comegando na porg¢do distal da
galha em diregdo a proximal, em relagao a lamina foliar. Com isso, rachaduras surgem
na porc¢do distal, provavelmente devido a tensdao exercida pelas células ainda vivas e
turgidas sobre as células mortas. Essas rachaduras aumentam até que permitam a
passagem do inseto adulto. Processos de deiscéncia com algumas similaridades foram
descritos por Lima (2008) para galhas de um psiloideo em Richeria grandis, por Dias
(2009) em estudo com galhas de Calophya aff. duvauae em Schinus polygamus e por
Espirito-Santo e Fernandes (2002) para Neopelma baccharidis em Baccharis
dracunculifolia, o que leva a crer que exista um padrdao de estimulo-reposta nos

processos de deiscéncia de galhas induzidas por psiloideos.

A morfogénese da galha de Neotrioza cf. tavaresi altera o padrdao de
desenvolvimento das folhas de Psidium myrsinoides, sendo caracterizada pela
manipulacdo dos tecidos jovens em prol da melhor protecdo, nutricdo e aclimatizacdo
do galhador. A direcdo de alongamento e das divisdes celulares de cada camada, bem
como a sua expansdo, sdo essenciais na determinacdo da forma final do 6rgdo. Esses
resultados corroboram o padrdo de desenvolvimento de galhas de Psiloideos na regido

Neotropical.

Agradecimentos

Os autores expressam seus agradecimentos a CAPES pelo provimento de

recursos revertidos em bolsa de estudos.

74



Referéncias

ALVAREZ R, ENCINA A e PEREZ HIDALGO N (2008) Pistacia terebinthus L. leaflets: an
anatomical study. Plant Systematics and Evolution, 272: 107-118.

APEL MA, RIBEIRO VLS, BORDIGNON SAL, HENRIQUES AT e VON POSER G (2009)
Chemical composition and toxicity of the essential oils from Cunila species (Lamiaceae)
on the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Parasitology Research 105(3):
863-868.

BECKMAN CH (2000) Phenolic-storing cells: keys to programmed cell death and
periderm formation in wilt disease resistance and in general defence responses in
plants? Physiological and Molecular Plant Pathology 57: 101-110.

BROCHERIOU J e BELIN-DEPOUX M (1974) Contribution a I’étude ontogénique des
poches sécrétrices des feuilles dés quelques Myrtacées. Phytomorphology 24: 321—
338.

BURCKHARDT D (2005). Biology, Ecology and Evolution of Gall-inducing Psyllids
(Hemiptera: Psylloidea). In: Biology, ecology, and evolution of gall-inducing arthropods
(Raman A, Schaefer CW e Withers TM, eds). Science Publishers, Plymouth, UK.

DAWKINS R (1982). The extended phenotype: the gene as the unit of selection. Oxford:
Oxford University Press.

DIAS GG (2009) Galhas de Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae) em
Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae): alteracGes quimicas e estruturais e
interagdes com parasitoides e inquilinos. Dissertagdo de Mestrado. Universidade
Federal de Minas Gerais, Minas Gerais.

ESPIRITO-SANTO MM e FERNANDES GW (2002) Host plant effects on the development
and survivorship of the galling insect Neopelma baccharidis (Homoptera : Psyllidae).
Austral Ecology 27(3): 249-257.

FAHN A (1990). Plant Anatomy. Pergamon Press, Oxford.

FERNANDES GW (1994). Plant mechanical defenses against insect herbivory. Revista
Brasileira de Entomologia 38(2): 421-433.

FERNANDES GW, DUARTE H e LUTTGE U (2003) Hypersensitivity of Fagus sylvatica L.
against leaf galling insects. Trees — Structure and Function 17(5): 407-411.

FOSTER AS (1936). Leaf differentiation in angiosperms. Botanical Review 2: 349-372.

75



GONGCALVES SJMR (2003) Dimorfismo Sexual em galhas foliares de Pseudotectococcus
sp. Hempel (Hemiptera: Coccoidea: Eriococcidae) em Rollinia laurifolia Schltdt
(Anonnaceae). Dissertacdo de Mestrado. Universidade Federal de Minas Gerais.

GONCALVES SIMR, ISAIAS RMS, VALE FHA e FERNANDES GW (2005). Sexual
dimorphism of Pseudotectococcus rolliniae Hodgson e Goncalves 2004 (Hemiptera
Coccoidea Eriococcidae) influences gall morphology on Rollinia laurifolia Schlitdl.
(Annonaceae). Tropical Zoology 18: 161-169.

GOTTLIEB OR, BORIN MRDB e KAPLAN MAC (1995) Biosynthetic Interdependence of
Lignins and Secondary Metabolites in Angiosperms. Phytochemistry 40(1): 99-113.

HARKIN JM, OBST JR (1973) Lignification in trees: indication of exclusive peroxidase
participation. Science 180:266-198.

HAWKINS BA, CORNELL HV e HOCHBERG ME (1997) Predators, parasitoids, and
pathogens as mortality agents in phytophagous insect populations. Ecology 78(7):
2145-2152.

HILKER M e MEINERS T (2006). Early Herbivore Alert: Insect Eggs Induce Plant Defense.
Journal of Chemical Ecology 32: 1379-1397.

HORI K (1992). Insect secretion and their effect on plant growth, with special reference
to hemipterans. In Biology of insect-induced galls (Shorthouse JD e Rohfristsch O, eds).
Oxford University Press, New York.

ISAIAS RMS (1998). Galhas entomdégenas em Machaerium (Leguminosae-
Papilionoidae): anatomia e histoquimica. Tese de Doutorado. Departamento de
Botanica, Universidade de S3o Paulo, S3o Paulo.

JOHANSEN DA (1940) Plant microtechnique. McGraw-Hill Book Co. Inc., New York.

KRAUS JE e ARDUIN M (1997). Manual basico de métodos em morfologia vegetal.
Seropédica RJ, EDUR.

KRAUS JE (1997) Respostas morfogenéticas de plantas a indutores galhadores. In
InteracBes ecoldgicas e biodiversidade. Araujo MCP, Coelho GC, Medeiros I. (ed).
Unijui, ljui, pp 59-76

LANGE BM, LAPIERRE C e SANDERMANN HJr (1995) Elicitor-induced spruce stress
lignin. Plant Physiology 108: 1277-1287

LEE BR, KIM KY, JUNG WJ, AVICE JC, OURRY A e KIM TH (2007) Peroxidases and
lignification in relation to the intensity of water-deficit stress in white clover (Trifolium
repens L.). Journal of Experimental Botany 58(6): 1271-1279.

76



LIMA FS (2008). Respostas estruturais e fisioldgicas de Richeria grandis Vahl.
(Phyllanthaceae) ao estabelecimento do Psyllidae galhador. Tese de Doutorado.
Universidade Federal de Minas Gerais, Minas Gerais.

MANI MS (1964). Ecology of plant galls. The Hague (The Netherlands): Dr. W. Junk
Publishers. The Netherlands.

MOTTA LB, KRAUS JE, SALATINO A e SALATINO MLF (2005) Distribution of metabolites
in galled and non-galled foliar tissues of Tibouchina pulchra. Biochemical Systematics
and Ecology 33: 971-981.

MOTULSKY H (1992-2009). Analyzing data with Graph Pad Prism software. San Diego,
California, USA, GraphPad Software Inc.

MOURA MZD, SOARES GLG e ISAIAS RMS (2008) Ontogénese da folha e das galhas
induzidas por Aceria lantanae Cook (Acarina:Eriophyidae) em Lantana camara L.
(Verbenaceae). Revista Brasileira de Botanica 32(2):271-282.

MOURA MZD, SOARES GLG e ISAIAS RMS (2009) Species-especific changes in tissue
morphogenesis induced by two arthropod leaf gallers in Lantana camara
(Verbenaceae). Australian Journal of Botany 56: 153-160.

NAKATA PA (2003). Advances in our understanding of calcium oxalate crystal
formation and function in plants. Plant Science 164: 901-909.

O’BRIEN TP e MCCULLY ME (1981) The study of plant structure principles and selected
methods. Termarcarphi Pty, Melbourne.

OLIVEIRA DC, CHRISTIANO JCS, SOARES GLG e ISAIAS RMS (2006). Reacdes de defesas
guimicas e estruturais de Lonchocarpus mulherbergianus (Fabaceae) a acdo do
galhador Euphalerus ostreoides (Hemiptera: Psyllidae). Revista Brasileira de Botéanica
29(4): 657-667.

OLIVEIRA DC e ISAIAS RMS (2009). Influence of leaflet age in anatomy and possible
adaptive values of the midrib gall of Copaifera langsdorffii (Fabaceae:
Caesalpinioideae). Revista de Biologia Tropical 57(1-2): 293-302.

OLIVEIRA DC e ISAIAS RMS (2010a) Redifferentiation of leaflet tissues during midrib
gall development in Copaifera langsdorffii (Fabaceae). South African Journal of Botany
76(2):239-248.

OLIVEIRA DC e ISAIAS RMS (2010b) Cytological and histochemical gradients induced by
a sucking insect in galls of Aspidosperma australe Arg. Muell (Apocynaceae). Plant
Science 178(4):350-358.

77



OLIVEIRA DC, MAGALHAES TA, CARNEIRO RGS, ALVIM MN e ISAIAS RMS (2010) Do
Cecidomyiidae galls of Aspidosperma spruceanum (Apocynaceae) fit the pre-
established cytological and histochemical patterns?. Protoplasma 242(1-4):81-93.

PRICE PW, FERNANDES GW e WARING GL (1987). Adaptive nature of insect gall.
Environment Entomology 16: 15-24.

RAMAN A (2007). Insect-induced plant galls of India: unresolved questions. Current
Science 92: 748-757.

REDFERN M e ASKEW RR (1992). Plant galls. Richmond Publishing Co Ltd.

ROHFRITSCH O (1992). Patterns in Gall Development. /n Biology of insect-induced galls
(Shorthouse JD e Rohfristsch O, eds). Oxford University Press, New York.

SILVA CJ, BARBOSA LCA, DEMUNER AJ, MONTANARI RM, PINHEIRO AL, DIAS I e
ANDRADE NJ (2010) Chemical Composition and Antibacterial Activities from the
Essential Oils of Myrtaceae Species Planted in Brazil. Quimica Nova 33(1): 104-108.

STONE GN e SCHONROGGE K (2003). The adaptive significance of insect gall
morphology. Trends in Ecology and Evolution 18(10): 512-522.

ULLRICH CI e ALONI R (2000) Vascularization is a general requirement for growth of
plant and animal tumours. Journal of Experimental Botany 51: 1951-1960.

VAN DAM NM e HARE JD (1998) Differences in distribution and performance of two
sap-sucking herbivores on glandular and non-glandular Datura wrightii. Ecological
Entomology 23(1): 22-32.

VILA R, SANTANA Al, PEREZ-ROSES R, VALDERRAMA A, CASTELLI MV, MENDONCA S,
ZACCHINO S, GUPTA MP e CANIGUERAL S (2010) Composition and biological activity of
the essential oil from leaves of Plinia cerocampanensis, a new source of alpha-
bisabolol. Bioresource Technology 101(7): 2510-2514.

WEIS AE e ABRAHAMSOM WG (1986). Evolution of host-plant manipulation by
gallmakers: ecological and genetic factors in the Solidago-Eurosta system. The
American Naturalist 127: 681-95.

WEIS AE, WALTON R e CREGO C L (1988). Reactive plant tissue sites and the population
biology of gall makers. Annual Review of Entomology 33: 467- 486.

ZEISS C (2008). Carl Zeiss Imaging Systems — 32 Software Release 4.7.2. USA. Carl Zeiss
Microlmaging Inc.

78



micos e fisiologicos'e as de
joga cf. tavaresi Crawf. of

dea), um sugador, em
. Berg (Mystaceae)




Padrdes quimicos e fisiologicos em galhas de Neotrioza cf. tavaresi Crawf.

(Hemiptera: Psylloidea), um sugador, em Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae)

Resumo

As galhas resultam de interacdes mecanicas e quimicas entre indutores e plantas
hospedeiras em uma relagdo parasitica singular. O acumulo de substancias dos
metabolismos primario e secunddrio da planta nos tecidos da galha é produto do
impacto fisioldgico da acao alimentar do galhador nos tecidos hospedeiros. No sistema
Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) — Neotrioza cf. tavaresi Crawf. (Hemiptera:
Psylloidea) foram observadas mudancgas na intensidade de reagGes histoquimicas que
estdo tipicamente relacionadas a protecdo do indutor, sua nutricdo e a manutencdo do
o6rgdao neoformado. A baixa concentracdo de clorofilas, antocianinas e carotendides
indica um comprometimento do aparato fotossintético na estrutura, fato corroborado
pelo baixo teor de proteinas totais. Entretanto, o alto teor de carboidratos valida a
afirmativa de serem as galhas drenos fortes de fotoassimilados. Esses resultados
contribuem para o entendimento da dinamica fisiolégica da galha enquanto fator
preponderante do aumento do fitness do galhador. E observada a formagdo de um
continuum anatémico e fisioldgico entre folha e galha, na medida em que ocorre o
incremento das opg¢des nutricionais do galhador e da sua protecao contra inimigos
naturais. As mudancas observadas corroboram as hipoteses relacionadas a nutricdo e
protecdo do inseto indutor. O perfil histoquimico estd ligado a caracteristicas
intrinsecas da planta hospedeira, com mobiliza¢cdo de substancias para a manutencao
da maquinaria celular da galha. Os estresses bidticos e abidticos sdo fortes o bastante
para gerar a deficiéncia fotossintética das galhas. As analises nutricionais corroboram o
continuum e as peculiaridades das rela¢cdes forma e funcdo nas células de folhas e

galhas.

Palavras-chave: Concentracdo de nutrientes, histoquimica, pigmentos

fotossintetizantes.
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Abstract

Insect galls result from mechanical and chemical interactions between an herbivore
and its host plants in a singular parasitic relationship. The accumulation of substances
from primary and secondary plant metabolism in gall tissues is a product of the
physiological impact of the feeding activity of the gall inducer in the host tissues. In the
system Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) - Neotrioza cf. tavaresi Crawf.
(Hemiptera: Psylloidea), changes in the intensity of histochemical reactions were
observed. These are typically related to protection of the insect, its nutrition and the
maintenance of the neoformed organ.The low concentration of chlorophylls,
carotenoids and anthocyanins indicates an impairment of the photosynthetic
apparatus in the structure, which is corroborated by the low protein
content. However, the high carbohydrate contents corroborate the the gall as a strong
sinks for photoassimilates. These findings contribute to the understanding of the
physiological dynamics of the gall as a major factor in increasing the fitness of the gall
inducer. The establishment of a physiological and anatomical continuum between
leaves and galls guaranteed the enhancement of nutritional choices of the gall inducer
and its protection against natural enemies. The changes observed corroborate the
hypotheses related to nutrition and protection of the inducer. The histochemical
profile is linked to intrinsic characteristics of the host plant, with mobilization of
substances for the maintenance of the cellular machinery of the gall. The biotic and
abiotic stresses are strong enough to generate the photosynthetic deficiency of the
galls. The nutritional analysis corroborates the continuum and the peculiarities of the

relationships between form and function of the cells from leaves and galls.

Key words: Histochemistry, nutritients concentration, photosynthetic pigments.
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Introdugao

Galhas sdo estruturas resultantes da relacdo especifica entre organismos
indutores e plantas hospedeiras (Mani 1964), frequentemente apresentando alta
complexidade quimica e estrutural (Cornell 1983), além de simetria e crescimento
coordenado (Raman 2007). Mais do que somente dotadas de peculiaridades
anatémicas, as galhas apresentam perfis fisioldgicos, nutricionais e histoquimicos por
vezes muito diferentes dos seus o6rgdos hospedeiros. Estas caracteristicas sdo
preponderantes na determinacdo do valor adaptativo das galhas e,

consequentemente, do fitness do galhador (Weis e Abrahamson 1986).

A localizacdo de compostos relacionados a nutricdo e a defesa contra
herbivoria, tais como carboidratos, lipideos, derivados fendlicos e flavonoidicos
(Drummond 2005, Formiga et al. 2009) pode ser observada através de testes
histoquimicos (Bronner 1992). A determinacdo de pigmentos, por sua vez, constitui
ferramenta importante na avaliacdo do status fisiolégico geral da planta hospedeira e
do 6rgao neoformado, sendo complementada pela quantificacdo de nutrientes. Juntas,
essas analises fornecem dados que possibilitam a formulagao e discussao de hipoteses
a cerca das relagOes fonte-dreno estabelecidas quando da formacdo da galha, dos
impactos histoquimicos exercidos pelo galhador sobre os tecidos do 6rgao hospedeiro
e do modo como este manipula todas essas mudancas em beneficio préprio. Dentro
desse ambito, este trabalho teve como objetivos: (1) avaliar histoquimicamente
compostos dos metabolismos primario e secundario de galhas e de folhas de Psidium
myrsinoides, e (2) hipotetizar as causas e estimar conseqiiéncias do impacto da acdo
do galhador sobre a concentracdo de pigmentos fotossintetizantes, proteinas e
carboidratos. Os resultados encontrados sdo discutidos sob a perspectiva do
estabelecimento da galha como um dreno forte de fotoassimilados, cuja estrutura
nutre e protege o indutor. As analises buscam documentar as mudancas histoquimicas
e fisioldgicas, de modo a confrontar o padrdao estabelecido para galhas de insetos

sugadores.
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Materiais e Métodos
Area de estudo

A populacdo de Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) estudada se encontra
na Serra do Caraga, uma Reserva Particular do Patrimoénio Natural (IBAMA Portaria
32/94N Decreto 98.914), localizada do municipio de Catas Altas, MG. Individuos (n=12)
se localizam ao longo de uma trilha (20°06°22”S 43°29’42”0) a 1290m de altitude, a
cerca de 2km da sede do parque, nos quais foram coletadas folhas ndao galhadas (FNG)

e galhas maduras (G) para realizacdo das analises.
Testes histoquimicos

Testes histoquimicos foram realizados no intuito de evidenciar a presenca de
metabdlitos primdrios [acUcares redutores (1), amido (2), lipidios (3) e proteinas (4)],
secunddrios [substancias fendlicas (5), Flavandis (6), terpendides (7), alcaldides (8) e
ligninas (9)] e espécies reativas de oxigénio (ROS) (10) nos tecidos ndo galhados (FNG)

e nas galhas (G), utilizando os seguintes reagentes e métodos abaixo enumerados:

1- Reagente de Fehling (Sass 1951): Utilizando-se material recém-coletado, cortes
transversais foram imersos em solucdao composta de parcelas iguais das
solucdes A (sulfato de cobre Il 6,93%, m/v) e B (tartarato sédico de potdssio
34,6% e hidroxido de sédio 12%, m/m/v) e aquecidos a temperatura de pré-

ebulicdo.

2- Reagente de Lugol (Johansen 1940): Cortes transversais obtidos de material
recém-coletado ou fixado em FAA s, (formaldeido, etanol 50% e acido acético,
1:1:18, v/v) foram imersos em solugdo de iodo-iodeto de potassio 1% por cerca

de 5 minutos.

3- Vermelho B do Suddo (Brundett et al. 1991): Material recém-coletado ou fixado
em FAA 5, (formaldeido, etanol 50% e acido acético, 1:1:18, v/v) foi seccionado
transversalmente e imerso em solucdo saturada com vermelho B do Suddo em

etanol 70°GL por 5 minutos.
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4

6

7

8

O-

Azul brilhante de Coomassie (Dunn 1993): Material recém-coletado foi
seccionado transversalmente e submerso em solu¢dao de azul de Coomassie

0,25% por 5 minutos.

Cloreto férrico (Johansen 1940): Secc¢Oes transversais de material fresco ou
fixado em FAA 5o (formaldeido, etanol 50% e acido acético, 1:1:18, v/v) foram

imersas em solucdo de cloreto férrico 1% por 5 minutos.

DMACA (Feucht et al. 1986): Cortes frescos foram fixados em cafeina-benzoato
de sédio 0,5% em butanol 90% e imersos em solucdo etilica de p-

dimetilaminacinamaldeido 1%.

NADI (David e Carde 1964): Cortes transversais obtidos de material fresco
foram imersos em solucdo contendo a-naftol 1%, dimetil-p-fenilenodiamina 1%

e tampdo fosfato 0,01M, pH 7,2 (1:1:98, v/v).

Mistura de Jeffrey (Johansen 1940): Secc¢Oes transversais de material fresco ou
fixado foram imersas em solugdo composta de dacido nitrico 10% e acido

crémico 10% (1:1, v/v) por cerca de 5 minutos.

Reagente de Wiesner (Lin e Dence 1992): Cortes a fresco ou fixados em FAA 5
(formaldeido, etanol 50% e acido acético, 1:1:18, v/v) foram imersos em

solugdo acidificada com HCI 6N e floroglucinol 2% por cerca de 5 minutos.

10- Espécies reativas de oxigénio (ROS) (Rosseti e Bonnatti 2001): Cortes a fresco

foram submetidos a reacdo com DAB (3,3'-diaminobenzidina — Sigma®) a 0,5%
por 15 a 60 minutos, sendo a intensidade da reacdo checada a cada 15

minutos.

Testes-controle foram realizados segundo procedimentos descritos nas

referéncias supracitadas e comparados com cortes branco, ndo submetidos a

quaisquer tratamentos. Todo o material utilizado foi transportado em caixas de isopor

com gelo até o laboratério, onde foi fixado ou submetido diretamente aos testes no

intervalo maximo de 24h. Todos os cortes produzidos a mao livre foram montados em

[aminas histoldgicas com gelatina glicerinada de Kaiser (Kraus e Arduin 1997) e

imediatamente fotografados em fotomicroscépio éptico (Olympus BH-2).
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Dosagem de pigmentos

Folhas maduras (n=30) e galhas maduras (n=60) foram coletadas no més de
agosto de 2009. Cada amostra de FNG constituiu-se de quatro discos de 0,44cm? e de
G, quatro metades, todas devidamente pesadas. Na sequéncia, as mesmas amostras
foram submetidas ao processo de extracdo de clorofilas em acetona 80% seguida de
maceracao e centrifugacdo, leitura em espectrofotdometro e quantificacdo segundo as

equacOes propostas por Lichtenthaler e Wellburn (1983).

Para a quantificacdo do teor de antocianinas totais, foram amostradas porc¢oes
similares agquelas submetidas a andlise dos demais pigmentos, colocadas em frascos
ambar contendo 5 ml de solugdo extratora (etanol 95%: HCl 1,5N) (99:1, v/v) e
mantidas sob refrigeracdo. Apds cinco dias, as amostras foram maceradas e
centrifugadas como realizado para a extracdo de clorofilas e carotendides. O teor de

antocianinas totais foi quantificado utilizando a seguinte expressao:

mg > __absorbdncia x fator de dilui¢éo

Antocianinas totais ( =
100g

1%
Elcm

O valor Ellco/;’n utilizado foi de 98,2, conforme estabelecido por Lees e Francis

(1972). Os dados foram ajustados para a obtencdo dos resultados em ug.g'lMF.
Dosagem de nitrogénio e carboidratos

Amostras de FNG e G foram secas em estufa de circulacdo for¢cada, maceradas
em almofariz e armazenadas livres de umidade. A quantificacdo dos teores de
nitrogénio foi obtida pelo método de Kjeldahl (Tedesco et al. 1995). Para tal, o material
foi digerido em acido sulfurico concentrado e o residuo destilado (destilador Tecnal TE-
0363). A amonia liberada sob a forma de NH4OH foi recolhida em solucdo de acido

bdrico 2% e titulada com 4acido cloridrico 0,02 N previamente padronizado.

A dosagem de trés classes de carboidratos — agucares soluveis totais (AST),
polissacarideos soluveis em agua (PSA) e amido — baseou-se no método de Dubois et
al. (1956), modificado por Chow e Landhaisser (2004). O material foi mantido
resfriado até a secagem em microondas por trés minutos, sendo posteriormente

transferido para estufa de circulagdo forgada, macerado e armazenado livre de
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umidade para andlise posterior. Para a extracao dos AST, foi utilizada solugdo de
metanol:cloroférmio:dgua (12:5:3); para PSA , etanol 10%; e para amido, acido
perclérico 30%. As solucdes foram levadas para a reagcdo com fenol-sulfirico e

armazenadas em ambiente escuro para posterior leitura em espectrofotémetro.

Andlises estatisticas e representacgdo grdfica

Andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa JMP (SAS
Institute, US, 1989-2002). Foram feitos testes de normalidade (Teste de Shapiro-Wilk)
e, quando satisfatério, os dados foram comparados por ANOVA, seguido de teste t de
Student ou testes multiplos de Tukey. Quando ao contrdrio, foram comparados por
meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de testes multiplos de Dunn.
Em todos os testes utilizou-se a = 0,05. Os gréaficos foram gerados pelo programa

GraphPad Prism® para Windows, versdo 5.0 (Motulsky 1992-2009).

Resultados

Caracteristicas Gerais

Psidium myrsinoides é uma planta de porte arbustivo a sub-arbdreo (Fig. 1a)
cujas folhas sdao simples e de filotaxia oposta, emergindo aos pares a partir do
meristema apical. Quando jovens, podem apresentar-se na cor vermelha a verde
alaranjado (Fig. 1b). A inducdo das galhas pelas ninfas de primeiro instar de Neotrioza
cf. tavaresi ocorre em folhas jovens, e o desenvolvimento leva a formacdo de uma

camara ninfal ampla (Fig. 1c).

Histoquimica das folhas ndo galhadas

As analises histoquimicas de FNG revelaram a presenca de agUcares redutores
distribuidos nos feixes vasculares, especialmente em sua porcdo floematica. Estes
compostos foram detectados também nas células epidérmicas, em células esparsas do
parénquima clorofiliano, bem como nas células secretoras das glandulas que tiveram
seu conteudo corado em cor acastanhada (Fig. 2a, b). Coloragdo azul escuro ou preto

pelo reagente de Lugol foi observada em todo o mesofilo foliar, indicando a presenca
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de amido nas células do parénquima pali¢ddico mais intensamente que nas células do
parénquima lacunoso (Fig. 2c). O conteudo das cavidades secretoras também foi
corado pelo reagente de Lugol. Proteinas foram evidenciadas nas células do floema e
muito discretamente no parénquima clorofiliano (Fig. 2d). Os lipidios foram revelados
na cuticula da folha, além do conteudo das cavidades secretoras subepidérmicas (Fig.
2e). Oleos essenciais foram revelados pelo NADI na composicio deste mesmo
conteudo, além da porcdo floematica dos feixes vasculares principal e secunddrios,

resultado evidenciado pela cor azul arroxeada gerada na reagao (Fig. 2f, g).

Fendlicos totais foram revelados por todo o mesofilo foliar, com maior
intensidade de coloragdo na dupla camada palicadica e de forma mais esparsa no
parénquima lacunoso (Fig. 3a, b). Flavandis foram revelados pelo DMACA, resultando
em coloracdo azul escura nas células epidérmicas, na primeira camada do parénquima
palicadico, além de células esparsas no parénquima lacunoso. A epiderme sobre a
nervura central apresentou conteudo fortemente corado, bem como algumas células
do coléngquima subepidérmico (Fig. 3c-e). Os alcaldides foram fracamente corados na
epiderme, mesofilo e cértex da nervura mediana. Algumas fibras associadas ao floema
da nervura principal, no entanto, tiveram seu conteddo corado mais intensamente
(Fig. 3f, g). Ligninas foram localizadas na parede das células do xilema maduro dos
feixes vasculares e das fibras associadas, enquanto ROS foram localizadas fracamente

nas paredes e protoplastos de células de todos os tecidos.
Histoquimica das galhas de Neotrioza cf. tavaresi

Acucares redutores foram revelados por todo o parénquima da galha,
especialmente nas células do epitélio das cavidades secretoras de dleo essencial, bem
como nos cértices mediano e interno, proximos aos feixes vasculares neoformados
(Fig. 4a, b). Proteinas foram encontradas em todo o parénquima da galha,
especialmente no epitélio das cavidades secretoras e no floema (Fig. 4c, d). De modo
semelhante a folha ndo galhada, os lipidios foram detectados como parte do conteldo
das cavidades secretoras, na cuticula, e também em goticulas esparsas no mesofilo da

galha (Fig. 4e-g). Os Oleos essenciais foram revelados em goticulas esparsas no
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mesofilo e nos cdrtices interno e mediano, especialmente na por¢dao floematica dos

feixes vasculares (Fig. 4h).

Fendlicos totais foram revelados principalmente em células dos cértices
mediano e interno e menos intensamente na porcao subepidérmica do cértex externo
(Fig. 5a, b). Flavandis foram encontrados nos cértices externo, mediano e interno, com
maior intensidade de coloracdo nas células que revestem as cavidades secretoras, em
células do parénquima externo em inicio de lignificacdo e mais internamente, em
células esparsas (Fig. 5c-e). Alcaldides foram precipitados exclusivamente nas células
gue revestem as cavidades secretoras (Fig. 5f). As ROS foram encontradas nas camadas
subepidérmicas e no epitélio secretor das glandulas (Fig. 5g), reduzindo gradualmente
em direcdo ao cortex interno. Abaixo das cavidades secretoras, no cortex externo, uma
capa de parénquima apresentou coloracdo rosada pelo reagente de Wiesner,

indicando lignificagao (Fig. 5h).
Dosagem de pigmentos

O teor de clorofilas totais em FNG foi de 1062 + 43,96ug/g, enquanto que em G
foi de 79,24 + 4,74ug/g. Os teores de pigmentos fotoprotetores, antocianinas e

carotendides, foram significativamente maiores em FNG do que em G (Tab. 1).

Tabela 1. Teor de pigmentos em folhas ndao galhadas (FNG, n = 30) e galhas (G, n = 60)
de Neotrioza cf. tavaresi Crawf. (Hemiptera: Psylloidea) em Psidium myrsinoides O.
Berg (Myrtaceae) (média + erro padrio; ug.gMF).

Amostras Clorofila a Clorofila b Clorofila a/b Clorofilas totais Carotendides Antocianinas

FNG 734,9+30,3a 315,9+13,9a 2,34+0,03a 1062 +43,9a 10,9+0,33a 24,1+0,6a
G 44,4+ 2,9 28,8+1,7b 1,56 £ 0,06a 79,2+4,7b 5,9+0,37b 3,4+0,2b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo sdo significativamente diferentes (Kruskal-Wallis,
seguido de testes multiplos de Dunn) (a = 0,05).

Dosagem de nitrogénio e carboidratos

Os valores encontrados para as diferentes classes de carboidratos foram
significativamente diferentes entre FNG e G quando analisados os acucares solUveis
totais (AST) (182,25 + 29,88 mg/g MS para FNG e 101,99 + 41,70 mg/g MS para G) e
polissacarideos soltuveis em agua (PSA) (16,57 + 2,63 mg/g MS para FNG e 22,19 + 2,61

mg/g MS para G), diferentemente da dosagem de amido, que ndo apresentou
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diferencas significativas entre os tratamentos analisados (35,94 + 10,03 mg/g MS para

FNG e 30,67 + 2,98 mg/g MS para G) (Fig. 6).

A andlise do teor de nitrogénio, por sua vez, apresentou valores
significativamente diferentes, sendo 1,04 + 0,14 para FNG contra 0,62 + 0,05 para G,

expressos em porcentagem de massa seca (Fig. 7).
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Figura 1 — Sistema Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) — Neotrioza cf. tavaresi Crawf. (Hemiptera:
Psylloidea). A- Habitus da planta hospedeira; B- Detalhe de ramo com folhas maduras e jovens; C-
Detalhe da galha elipséide em secc¢do transversal com ninfa parasitada ocupando a camara ampla.



Figura 2 — Testes histoquimicos de folhas ndao galhadas de Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) em
seccdo transversal. A- Reacdo de Fehling evidenciando ampla localizagdo de agucares redutores; B-
Detalhe de agucares redutores nas células epidérmicas; C- Reacdao de Lugol evidenciando amido nas
células do mesofilo e glandulas; D- Azul de Coomassie revelando proteinas principalmente no floema
(seta); E- Vermelho do Suddo evidenciando a natureza lipidica da secregdao das glandulas de dleo
essencial; F,G- NADI (a-naftol-p-fenilenodiamina) evidenciando terpendides em células do parénquima
lacunoso e glandula de 6leo, respectivamente. Barras: A, C, F—50um; B, D, E, G - 25um.



Figura 3 — Testes histoquimicos de folhas de Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae). A- Cloreto férrico
evidenciando ampla distribuicao de polifendis; B- Detalhe de polifendis no parénquima lacunoso; C- p-
dimetilaminocinamaldeido (DMACA) evidenciando distribuicdo de flavandis pelo tecido; D, E- Detalhes
da deteccdo de flavandis no parénquima lacunoso, na epiderme e colénquima adjacente,
respectivamente; F,G- Teste de Jeffrey evidenciando alcaldides em células epidérmicas e fibras
perivasculares, respectivamente. Barras: 25um.




Figura 4 — Testes histoquimicos de galhas de Neotrioza cf. tavaresi Crawf. (Hemiptera: Psylloidea) em
Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae). A, B- Reacdo de Fehling A- Aclcares redutores precipitados no
epitélio glandular; B- Detalhe das células do cértex interno e mediano; C, D- Azul de Coomassie
evidenciando proteinas pelo mesofilo, floema e epitélio glandular, respectivamente; E, F, G- Vermelho
do Sudao evidenciando a natureza lipidica da secrecdo das glandulas de dleo essencial, da cuticula e
goticulas dispersas no mesofilo, respectivamente; H- a-naftol-p-fenilenodimamina (NADI) evidenciando
terpendides em células dispersas no mesofilo, principalmente no cértex mediano e feixes vasculares.
Barras: A, B-50um; C, H - 100um; D-G - 25um.



Figura 5— Testes histoquimicos de galhas de Neotrioza cf. tavaresi em Psidium myrsinoides . A- Cloreto
férrico evidenciando polifendis no cértices externo e mediano; B- Detalhe de polifendis no cortex
mediano; C- p-dimetilaminocinamaldeido (DMACA) evidenciando flavandis no tecido; D, E- Detalhes de
flavandis no parénquima lignificado e no cortex mediano, respectivamente; F- Reacdao de Jeffrey
evidenciando alcaldides no epitélio glandular; G- 3,3’-diaminobenzidina (DAB) evidenciando espécies
reativas de oxigénio (ROS) préximas a epiderme e glandula; H- Reagente de Wiesner evidenciando
paredes lignificadas no parénquima subepidérmico. Barras: A, C- 100um; B, D, E- 25um; F-G- 50um.
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Figura 6- Concentracdo de carboidratos em folhas e galhas de Neotrioza cf. tavaresi Crawf. (Hemiptera:
Psylloidea) em Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae). Os pares de colunas com letras iguais ndo
diferem significativamente pelo teste t de Student, P<0,05. AST- Acucares sollveis totais, PSA-
Polissacarideos soluveis em agua.
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Figura 7- Teores de nitrogénio em folhas ndo galhadas e galhas de Neotrioza cf. tavaresi Crawf.
(Hemiptera: Psylloidea) em Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae). Letras diferentes indicam valores
significativamente diferentes pelo teste t de Student, P<0,05. FNG- Folha ndo galhada, G- Galha.



Discussao
Histoquimica de folhas ndo galhadas e galhas

Acucares redutores foram revelados com maior intensidade de coloragcdo em G
do que em FNG, principalmente nas glandulas de 6leo essencial e células préximas a
camara ninfal. Este resultado constitui indicativo da condi¢dao de dreno forte de
fotoassimilados imposta pela galha (Burstein et al. 1994, Raman et al. 2006, Alvarez et
al. 2009), que possivelmente utiliza estes recursos para a manutencao dos seus
requisitos energéticos. A deteccdo de amido pelo reagente de Lugol, no entanto, foi
diferente, sendo positiva em FNG e negativa em G. Sendo um 6rgdo deficiente em
magquinaria fotossintética quando comparado a FNG (Yang et al. 2003, Fleury 2009), a
auséncia de amido em G é um resultado esperado. Como um inseto sugador, o
impacto alimentar de Neotrioza cf. tavaresi ndo é capaz de determinar a diferenciacdo
de um tecido de reserva rico em amido como nas galhas de Cecidomyiidae (Rohfritsch

1992).

Lipidios foram encontrados principalmente no contelddo das glandulas
subepidérmicas e cuticula, tanto em FNG quanto em G, e mais raramente em células
esparsas do cortex de G. Como um componente intrinseco ao perfil quimico da planta
hospedeira, espera-se que os lipidios estejam presentes em todos os drgdos da
mesma. Apesar de ser um 6rgdo neoformado, cujos aspectos morfoldgicos sao
entendidos como fendtipo extendido do galhador (sensu Dawkins 1982), que age
coordenando seu crescimento (Raman 2007), a galha estd submetida aos limites
impostos pela planta hospedeira. Moura et al. (2009) reportaram a presenca de
lipidios nas galhas de Aceria lantanae em Lantana camara, sendo este achado,
atribuido as caracteristicas do vegetal hospedeiro. Oliveira e Isaias (2010) atribuem a
presenca de lipidios em galhas de sugadores como uma forma de armazenagem de
energia utilizada no metabolismo da estrutura. De maneira similar, a presenca de
terpendides revelados pelo reagente de NADI foi atribuida a caracteristica do vegetal,
uma vez que essa classe de compostos ocorre amplamente nas Myrtaceae (Ramos et

al. 2010).
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Substancias provenientes do metabolismo secundario das plantas também sado
bastante estudadas dentro do ambito histoquimico, contribuindo para a elucidagao
das estratégias de plantas e insetos na guerra quimica de suas relacées (Mani 1964,
Price et al. 1987). Em galhas, a manipulagdo ndo somente da sintese, mas também da
alocacdo desses compostos por parte dos indutores influencia principalmente na
defesa contra inimigos naturais (Abrahamson e Weis 1997) e na melhoria da qualidade

da sua alimentacdo (Nyman e Julkunen-Tiitto 2000).

Dentre estas substancias, os polifendis talvez sejam os mais estudados (Kraus e
Spiteller 1997, Hartley 1998, Roininen et al. 1999, Pascual-Alvarado et al. 2008). Essas
substancias foram reveladas por todo o mesofilo de FNG e no cértex interno de G.
Esses compostos sdo frequentemente associados a defesa da planta contra herbivoria
(Alvarez et al. 2008) por diminuirem a palatabilidade dos tecidos. A sua presenca,
entretanto, ndo impede o estabelecimento do galhador nem tdo pouco seu
desenvolvimento, visto que estdo presentes desde as fases iniciais da inducdo.
Possivelmente insetos especialistas, como os galhadores, possuem mecanismos
refinados para burlar a agdo destes compostos, uma vez que em suas salivas podem se
encontrar polifenol-oxidases (Hori 1992) que prontamente degradam os fendis. De
fato, Formiga et al. (2009) observaram que, a despeito da alta concentracdo de
fendlicos nos tecidos sadios de Aspidosperma spruceanum, os Cecidomyiidae
galhadores foram capazes de se estabelecer com sucesso, infestando cerca de 87% das

folhas desses vegetais.

Mais do que apenas inibidores de herbivoria, os fendis participam de diversos
processos celulares, desde os mais basicos até os mais complexos. A lignificacdo, por
exemplo, é um processo que depende de um pool de intermediarios de sua sintese, os
quais prontamente reagem ao teste de polifendis com o cloreto férrico (Beckman
2000). A sua presenca em galhas pode ser, portanto, um fator determinante da
formacao de tecidos lignificados que conferem protecdo ao indutor e sustentacdo a
estrutura. Por outro lado, os fendlicos participam de processos de crescimento,
regulando expansao e divisdo celulares, na medida em que inibem a agao de AIA

oxidases (Hori 1992). Ainda, sdo essenciais a diferenciacdo de tecido vascular, atuando,
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portanto, na neoformacdo de feixes condutores (Aloni 2001) que nutrem e ajudam no

estabelecimento da galha como um dreno.

Flavanodis foram detectados como componentes naturalmente abundantes de
FNG, sendo encontrados em menor intensidade nas galhas de Neotrioza cf. tavaresi .
Em ambos os casos, a presenca desses compostos é relacionada a prote¢ao contra
estresse oxidativo e radiacdo ultravioleta, uma vez que esses compostos apresentam
propriedades antioxidantes (Bouaziz et al. 2005). Apesar de serem frequentes em
galhas (Castro 2007, Lima 2008, Fleury 2009, Dias 2010), seu papel ainda é pouco
explorado, podendo estar relacionado com protecdo contra patégenos (Zuanazzi 2000)
e processos de sinalizacdo que influenciam o comportamento de insetos

fitopatogénicos (Simmonds 2001, 2003).

A semelhanca dos flavandis, os alcaldides foram observados tanto em FNG
quanto em G, em diferentes intensidades. A presenca de alcaldides precipitados na
epiderme e fibras perivasculares de FNG pode representar uma estratégia
antiherbivorica devido a repeléncia desses compostos sobre insetos (Henriques et al.
2000), tanto mastigadores quanto sugadores de floema. Em G, tanto a liginificacdo
perivascular quanto o acumulo de alcaldides é suprimido, permitindo o acesso do
inseto galhador aos feixes vasculares neoformados na galha. O acimulo de alcaléides
nas glandulas subepidérmicas pode proteger contra o atague de eventuais

cecidofagos.

A deteccdo histoquimica de espécies reativas de oxigénio pode evidenciar o
estabelecimento de gradientes centripetos em galhas (Oliveira e Isaias 2010, Oliveira
et al. 2010). O acumulo destes compostos esta associado a situa¢des de estresse nos
vegetais e, em galhas, possivelmente desempenham papel importante na sinalizacao
gue desencadeia todo o processo de mudancas histoquimicas observadas (Oliveira et
al. 2010). O aumento na intensidade de reacdo é provavelmente produto do impacto
alimentar do galhador e pode também ser responsavel por eventos de lignificacdo
(Stone e Schoénrogge 2003, Formiga et al. 2009, Oliveira e Isaias 2009). Contudo, no
sistema P. myrsinoides — Neotrioza cf. tavaresi observou-se um gradiente centrifugo, o

que indica o baixo impacto alimentar deste galhador sobre os tecidos de seu
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hospedeiro. Segundo Prado e Tjallingii (1994), durante a alimentacdo de alguns
sugadores, seus aparelhos bucais permeiam as células, via apoplasto, em busca do sitio
adequado de alimentacgdo, sugerindo baixo impacto sobre os tecidos. Dessa maneira, a
maior intensidade de rea¢do observada nas camadas externas de G ocorre devido as
maiores taxas metabdlicas dessa regido, especialmente percebida nas glandulas de

6leo essencial.

Os perfis histoquimicos revelados em FNG e G no sistema Psidium myrsinoides
— Neotrioza cf. tavaresi sdo bastante similares entre si, divergindo apenas quanto a
intensidade das reacdes e o local em que estas foram observadas. Diferentemente de
insetos que se alimentam do tecido que reveste a camara larval, os Psiloideos tém por
habito sugar compostos diretamente do floema (Burckhardt 2005), sendo
provavelmente menos influenciados pela concentracdo de metabdlitos armazenados
no coértex das galhas, como proposto por Larson e Whitham (1997). Ao se
alimentarem, os insetos ativamente procuram pelos feixes floematicos, onde mantém
inserido o seu aparelho bucal pela maior parte do tempo (Prado e Tjallingii 1994).
Sendo assim, é plausivel supor que a realocacao de substancias observada esteja ligada
a protecdo do indutor contra inimigos naturais, quando do acimulo de metabdlitos
secundarios toxicos. Uma vez que o galhador se alimenta diretamente do floema, os
compostos energéticos do metabolismo primario estdo ligados muito provavelmente,

a manutencdo da estrutura neoformada.
Dosagem de pigmentos, carboidratos e nitrogénio

Os resultados obtidos demonstram uma drastica diminuicdo do teor de
clorofilas totais quando comparadas FNG e G. Estudos anteriores demonstraram que
esta resposta é comum durante a formacdo de galhas (Yang et al. 2003, Khattab e
Khattab 2005, Castro 2007, Fleury 2009, Dias 2010, Magalhdes 2010) sendo
hipotetizadas diversas causas, tais como a supressao de sintese de proteinas do

aparato fotossintético ou mesmo estresse oxidativo causado pela a¢do do galhador.

A razdo clorofilas a/b revelou-se um parametro abaixo do esperado para folhas,
aproximadamente 3 (Lichtenthaler 1987), tanto em FNG quanto em G. Esse resultado

indica uma deficiéncia do aparato fotossintético provavelmente devido a baixos teores
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de clorofila a. A reduc¢do da razdo clorofila a/b pode indicar que as folhas estdo em
processo de envelhecimento (Wolf 1956, Goodwin 1958) ou estresse luminico (Yang et
al. 1998) devido a protedlise no complexo antena do fotossistema Il. Uma vez que FNG
e G estdo sujeitas a condi¢Bes intensas de luz ao longo do ano podemos inferir que
seja o estresse luminico, adicionalmente ao fator bidtico em G, os responsaveis pelas

baixas razdes clorofila a/b.

Para que haja o desenvolvimento de um aparato fotossintético funcional sao
necessarias fontes de nitrogénio e carbono em quantidades substanciais (Taiz e Zeiger
2004). O teor de nitrogénio nas galhas, bastante abaixo daquele encontrado para as
folhas, sugere a sua natureza pouco protéica. Isso, muito provavelmente, se deve ao
subdesenvolvimento dos fotossistemas | e Il, complexos que normalmente abarcam
uma grande quantidade de proteinas. Yang et al. (2003) observaram que mutacgdes
durante o desenvolvimento de galhas causam diminui¢cdes na producdo de pigmentos
e proteinas. Essa reducdo requer que a galha funcione como um dreno, de modo a
garantir o aporte de acUcares a serem utilizados na manutencdo da estrutura e
nutricdo do galhador em detrimento do desenvolvimento de um aparato fotossintético
eficiente. De fato, a analise de carboidratos revelou que, a despeito da sua deficiéncia
fotossintética, as G acumulam amido tanto quanto FNG. O fato desta substancia nao
ter sido histoquimicamente detectada provavelmente se deve as flutuagdes as quais o
acumulo de amido estd sujeito nos tecidos da planta. A diferenca discreta na
concentracdo de PSA pode ser explicada pelo continuum anatémico e metabdlico
entre folha e galha, que atinge por vezes, um equilibrio. Aclcares soluveis totais, por
sua vez, estdo em quantidade significativamente menor do que a encontrada em FNG,
o0 que pode ser explicado pela diferenca na densidade e volume celulares nos dois

orgaos (cf. Carneiro 2011, cap.2).

As mudancas observadas corroboram as hipdteses relacionadas a nutricio e
protecdo do inseto indutor (Price et al. 1987). Ainda, o perfil histoquimico foi atribuido
a caracteristicas intrinsecas da espécie hospedeira, podendo haver a mobilizacdo de
substancias para a manutengdo da maquinaria celular da galha. A deficiéncia
fotossintética é produto da associacdo dos estresses bidticos e abidticos impactantes

sobre FNG e G. As analises nutricionais corroboram o continuum e as peculiaridades

101



das relagdes forma e fungdo nas folhas e galhas. O sistema estudado é condizente com
o padrao de mudancgas quimicas e fisioldgicas para galhas de insetos sugadores na

regiao Neotropical.
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Conclusoes finais

O estudo do sistema Psidium myrsinoides O. Berg (Myrtaceae) — Neotrioza cf. tavaresi
Crawf. (Hemiptera: Psylloidea) revelou caracteristicas que enriquecem o conhecimento a cerca
da biologia de galhas neotropicais. Ao ser comparado a outros modelos previamente
estudados, possibilitou a avaliacdo de alguns aspectos ecoldgicos, estruturais, fisiolégicos e
quimicos similares e outros peculiares. Estes foram discutidos dentro da perspectiva da
manipulacdo dos tecidos do hospedeiro enquanto fator preponderante para o sucesso

reprodutivo destes parasitas altamente especializados.

As galhas de Neotrioza cf. tavaresi possuem formato elipsdide, com uma grande
variagdo de cor, que vai do vermelho intenso ao verde claro. Seu tamanho considerdvel e cores
chamativas as tornam uma estrutura bastante conspicua e, possivelmente aposematica.
Psidium myrsinoides é uma planta perene cujas fenofases de brotacdo, maturacdo e
senescéncia foliar possuem pouca demarcacdo. Apesar de folhas estarem sempre disponiveis
ao longo do ano, somente as jovens sdo atacadas pelo galhador no momento da indugdo. Este
evento é Unico e ocorre somente quando todos os individuos da populagdo de P. myrsinoides
estdo brotando. Dessa maneira, Neotrioza cf. tavaresi apresenta ciclo de vida univoltino, fato
pouco usual para insetos galhadores associados a espécies perenes na regido tropical. Seu
desenvolvimento passa por cinco estadios ninfais e o adulto, estando de acordo com o padrao
descrito para a superfamilia Psylloidea. Os niveis de infestagdo de Neotrioza cf. tavaresi em
Psidium myrsinoides sdo baixos quando comparados a outros sistemas. Com a analise
fenoldgica da planta hospedeira e do inseto indutor fica clara a existéncia de uma sincronia
entre estes, caracteristica que afeta diretamente a dinamica populacional dos galhadores e,

possivelmente, da guilda associada.

O desenvolvimento padrdo do oérgdo hospedeiro, a folha, é similar a outros
anteriormente descritos, apresentando caracteristicas tipicas das Myrtaceae. A morfogénese
da galha, no entanto, é fruto de processos citoldgicos complexos ocorrentes nas diferentes
camadas de seus tecidos, sendo finamente regulados pelo galhador. As faces adaxial e abaxial
da epiderme das folhas originam as faces interna e externa da epiderme da galhg,
respectivamente. O meristema adaxial contribui para a formacao e oblitera¢do do ostiolo, local
onde este tecido possui caracteristicas hiperplasicas. No cértex da galha, entretanto, ele
apenas se divide para acompanhar o crescimento da estrutura, possibilitando o acesso do

galhador aos feixes vasculares que se diferenciam a partir do cértex mediano adjacente. No
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cortex externo, mais hiperplasico e hipertrofico, hd incremento de camadas celulares, além de
diferenciacao de muitas glandulas de 6leo essencial subepidérmicas. Na maturidade, a porg¢do
mediana do cortex externo se lignifica, conferindo sustentacdo a estrutura e protecado
mecanica ao inseto. A producdao do canal de fuga do inseto adulto é passiva, envolvendo
processos de morte celular, processo ainda ndo descrito para outras galhas. Dessa maneira, é
plausivel supor que, apesar da especificidade e unicidade dos processos morfogénicos
observados, estes corroboram a premissa cldssica de que a galha constitui uma estrutura que

incrementa a protecdo e os sitios de alimentacao do galhador.

As analises de pigmentos, histoquimicas e nutricionais revelaram diferencas bem
definidas entre os tecidos ndo galhados e as galhas. Os tecidos das galhas se mostraram
deficitarios em pigmentos fotossintéticos e fotoprotetores em relacdo as folhas ndo galhadas,
sendo esta uma resposta amplamente notificada. Isso denota a natureza da galha como dreno
de fotoassimilados, bem como sua dependéncia do 6rgdo hospedeiro, tendo em vista o
acumulo de substancias tanto do metabolismo primario, quanto do secundario, visualizados
por técnicas histoquimicas. As analises dos teores de carboidratos e nitrogénio corroboram
essa hipdtese, uma vez que as galhas apresentam menor teor de nitrogénio, possivelmente
pelo subdesenvolvimento do seu aparato fotossintético, e teores de carboidratos similares as
folhas ndo galhadas. Isso evidencia a complexa dindmica envolvida na morfogénese e
manutencdo da estrutura neoformada, a galha, somente possivel pela formacdo de um
continuum anatomico-fisiolégico estabelecido entre esta e o 6rgdo hospedeiro. Essa
caracteristica garante o aporte e concentragdo de substancias que protegem quimicamente o
galhador contra inimigos naturais e suprem os custos energéticos da manutenc¢do da estrutura

da galha.

Os estudos conduzidos com o sistema Psidium myrsinoides — Neotrioza cf. tavaresi
evidenciam a multiplicidade de abordagens aplicdveis a estes verdadeiros microlaboratdrios
naturais, as galhas. Tendo em vista a alta diversidade vegetal e animal da regidao Neotropical,
estudos como este revelam aspectos Unicos, ndo conhecidos, tanto no ambito ecoldgico

guanto no anatémico, fisioldgico e quimico das galhas.

Como perspectivas futuras, ha a descricdo de uma nova espécie de inseto galhador,
além de estudos quimicos e citoldgicos que permitirdo aprimorar a visao funcional e definicdao

da forma em estruturas neoformadas repetitivamente na natureza, as galhas.
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