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RESUMO GERAL

Um dos fatores importantes nas interacGes que levam ao desenvolvimento das galhas é a
adequacdo do ciclo de vida do herbivoro ao ciclo de vida da planta hospedeira. Esta
adequacdo é especialmente importante quando o sistema envolve plantas deciduas, como é
0 caso do sistema Eriogalococcus-Pseudobombax grandiflorum. O estudo deste sistema
permitiu verificar a existéncia de sincronia fenoldgica entre o galhador e a planta
hospedeira, sincronia esta vital para a manutencdo da espécie do galhador. Diferentemente
do comumente encontrado nos Eriococcidae, o dimorfismo sexual dos galhadores ndo é
refletido nas galhas em termos morfoldgicos, sendo ténues as caracteristicas anatdmicas
diferenciais entre galhas induzidas por machos e fémeas, detectadas no formato da camara
ninfal e nas células do revestimento desta. Independente do sexo dos indutores, as galhas
sdo verdes, glabras, intralaminares, com projecdo aciculada para a face adaxial e ostiolo
voltado para a abaxial. Pela avaliacdo estrutural, pode-se concluir que ha influéncia da
forma na funcéo fotossintética dos tecidos, uma vez que o percentual de tecido clorofiliano
e o teor de clorofilas sdo menores nas galhas, e ndo diferem entre foliolos galhados e nédo
galhados. Os galhadores manipulam a constituicdo quimica dentro dos limites metabolicos
da planta hospedeira, o que ¢ inferido pela similaridade entre os perfis histoquimicos dos

tecidos ndo galhados e das galhas.

Palavras chave: anatomia foliar, desenvolvimento de galhas, sincronia fenologica, teores
de clorofilas



ABSTRACT

One of the important factors in the interactions that ends up in the development of galls is
the adjustment of the herbivore life cycle to that of its host plant. This adjustment is
especially important when the system involves deciduous plants, such as that of
Eriogalococcus-Pseudobombax grandiflorum system. The study of this system revealed
the existence of phenological synchrony between the host plant and the galling herbivore,
which is vital to the maintenance of the galling species. Unlike commonly found in
Eriococcidae, the sexual dimorphism of the galling herbivores is not reflected in gall
morphotype, also there are subtle anatomical differences between galls induced by male
and female, namely, the shape of the nymphal chamber and the cells of its dermal system.
Regardless the sex of the inducers, the galls are green, glabrous, intralaminar, with a
needle-like projection to the adaxial surface, and an ostiole facing the abaxial surface. By
structural evaluation, we could conclude that there is an influence of the shape on the
function of photosynthetic tissues, since the percentage of chlorophyllous tissue and
chlorophyll content were lower in galls, and did not differ between galled and non galled
leaflets. The galling herbivore manipulate the chemical composition of its host plant within
its metabolic limits, which is inferred by the similarity between the histochemical profiles

of non galled tissues and galls.

Keywords: | chlorophyll contents, gall development, leaf anatomy, phenological synchrony
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INTRODUCAO GERAL

As plantas representam aproximadamente 20% do numero de espécies de
organismos vivos j& descritos, sendo de extrema importancia por ocuparem o primeiro
nivel tréfico na teia alimentar. A importancia ecolégica das plantas é também evidenciada
pela sua diversidade e complexidade estrutural, o que lhes permite oferecer abrigo e
protecdo a diversos organismos, dentre 0s quais se destacam 0s insetos que representam
cerca de 57% das espécies de seres vivos (Aratjo 1997, Price 1997). Uma importante
interacdo entre as plantas e insetos do ponto de vista ecoldgico é a formagdo de galhas
(Kraus 1997).

Galhas sdo estruturas simétricas induzidas em plantas pela acdo alimentar de
insetos (Raman 2007) e possuem tecidos com caracteristicas e fungdes tipicas (Oliveira &
Isaias 2009); se originam por meio de hipertrofia celular e hiperplasia dos tecidos vegetais,
inibicdo do desenvolvimento ou modificacéo citologica em resposta ao ataque do galhador
(Mani 1964). A interacdo que leva a formagéo de galhas é altamente especifica e permite
tanto a identificacdo do indutor quanto do hospedeiro no qual se aloja (Redfern & Askew
1992), tendo por base os caracteres morfologicos e anatdmicos gerados.

Os insetos galhadores sdo sensiveis a pequenas mudancas fisioldgicas, quimicas e
fenoldgicas nas plantas hospedeiras (Floate et al. 1996), podendo desta forma perceber
peculiaridades entre hospedeiras co-ocorrentes na mesma regido (Cook & Gullan 2008). A
acdo dos insetos galhadores resulta em profundas alteracfes estruturais e modificacdes
bioguimicas, notadas tanto em relagdo aos metabolitos primarios quanto aos secundarios,
nos tecidos das plantas hospedeiras (Arduin et al. 1989, 1994; Arduin & Kraus 1995, 2001;
Kraus et al. 1996; Hartley 1998, Oliveira et al. 2006, Moura et al. 2008, Oliveira & lsaias
2009). O acumulo de substancias € influenciado pelo taxa indutor, mas ocorre dentro de
limites metabdlicos da planta hospedeira (Moura 2008). Nas folhas, mudancas decorrentes
da formacdo de galhas podem ocasionar modificacbes estruturais do tecido clorofiliano,
alterar a quantidade pigmentos (Yang et al. 2003; Castro 2007; Yang et al. 2007, Fleury
2009) e consequentemente afetar a sintese de clorofila, produto do metabolismo priméario
do vegetal (Taiz & Zeiger 2004; Littge 1997).

A interacdo inseto-planta tem inicio com a escolha do sitio de indugdo, que
relacionado ao desenvolvimento da galha e a capacidade dos indutores de deixarem

descendentes tornam-se essenciais para a compreensédo da evolugdo da interagcdo entre



insetos herbivoros e sua planta hospedeira (Thompson & Pellmyr 1991). Em geral, ha
preferéncia do herbivoro galhador por tecidos jovens, devido principalmente a sua
capacidade de reacdo ao estimulo e formacdo da galha (Rohfritsch & Anthony 1992).
Entretanto, outro fator como a maior qualidade nutricional pode influenciar na preferéncia
pelo sitio de oviposicdo (Coley & Barone 1996), contudo, esta pode ocorrer tanto em
tecidos jovens quanto em maduros (Oliveira & lsaias 2009, Arduin & Kraus 1995). A
capacidade de o tecido jovem e maduro reagir ao estimulo do galhador pode conferir
diferentes valores adaptativos, tecidos jovens podem conferir maior valor nutricional e
tecidos maduros proteger contra dessecacdo e contra inimigos naturais (Oliveira & lIsaias
2009). As hipéteses, nutricional, microambiental e de protecdo, sdo extremamente
relevantes para a discussao do valor adaptativo em termos da morfologia da galha (Price et
al. 1986, Stone & Schonrogge 2003).

Além da escolha adequada do sitio de oviposi¢édo, a adequacéo do ciclo de vida do
herbivoro ao ciclo de vida da planta hospedeira € crucial. Por parte do vegetal, a época e a
duracdo do rompimento dos brotos, expansdo, maturidade além da senescéncia das folhas,
sdo cruciais para seu bom desempenho (Fenner 1998). Em florestas tropicais secas, a
senescéncia foliar pode ser favorecida por fatores tais como o declinio do fotoperiodo,
aumento do estresse hidrico e envelhecimento (Borchert et al. 2002). A época de brotacéo
parece conciliar condigdes ambientais favoraveis, maximizando o ganho de carbono, a
eficiéncia da planta no uso de recursos e 0 escape da acdo de herbivoros (Fenner 1998).
Variacdes nas condicdes climaticas afetam a fenologia da planta hospedeira e podem
alterar o ciclo de vida e a distribuicdo de insetos galhadores, além do mais, a sincronia das
fenofases da planta hospedeira com o ciclo de vida do herbivoro € um evento critico que
determina a quantidade e qualidade de recursos nutricionais juntamente com a abundancia
de individuos (Yukawa 2000). Quando induzidas em tecidos jovens, a sincronia entre a
fenologia da planta hospedeira e o ciclo de vida do inseto é necessaria para 0 sucesso
reprodutivo dos galhadores (Yukawa 2000; Weis et al. 1988), exigéncia que gera uma forte
tendéncia para o univoltinismo (Weis et al. 1988).

Galhadores univoltinos podem ser comum em plantas deciduas. Uma espécie
arbérea comum em matas semideciduas é Pseudobombax grandiflorum (Cav.) A. Robyns
que apresenta de 15 a 25 m de altura, tronco com 50 a 80 cm de diametro, folhas
compostas, deciduas, com foliolos glabros e coriaceos (Lorenzi 1998), e é altamente

infestada por galhas de Eriococcidae (obs. pess.). O estimulo para a indugédo das galhas,



nesse grupo, € a saliva do inseto que entra em contato com os tecidos vegetais através do
estilete (Gullan et al. 2005). Os Eriococcidae apresentam dois instares imaturos nas fémeas
e quatro nos machos, sendo o primeiro instar chamado de crawler (Gullan et al. 2005).
Uma peculiaridade dos Eriococcidae é que o dimorfismo sexual dos insetos pode ser
refletido no fendtipo das galhas (Gullan et al. 2005). Analisando as galhas de Eriococcidae
em P. grandiflorum os objetivos deste trabalho sdo avaliar: se existe sincronia fenoldgica
entre o galhador e planta hospedeira; se o dimorfismo sexual dos galhadores é refletido nas
galhas em termos morfoldgicos e anatbmicos; e se ha as alteracbes anatbmicas,

histoquimicas e fisioldgicas causadas pela acdo do galhador.
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Capitulo |

Sincronia fenoldgica e auséncia de dimorfismo fenotipico
em galhas de Eriogallococcus gen. nov. (Hemiptera:Eriococcidae)

em Pseudobombax grandiflorum (Cav.) A. Robyns (Malvaceae)



RESUMO

Galhas sdo estruturas simétricas induzidas por insetos e com alto grau de especificidade,
em Eriococcidae ha preferéncia do herbivoro galhador por tecidos jovens e relacdo do
fenotipo das galhas ao sexo do indutor, sendo a sincronia fenolégica com a planta
hospedeira de fundamental importéncia para a manutencdo da populacdo desses
herbivoros. Duas hipoteses foram testadas no sistema Eriogallococcus - Pseudobombax
grandiflorum: (1) existe sincronia fenoldgica entre hospedeiro e galhador e (2) o
dimorfismo sexual dos galhadores é refletido na forma das galhas. Estas foram testadas
a partir de andlises fenoldgicas, caracterizacdo das galhas e avaliagdo dos niveis de
infestacdo. Pseudobombax grandiflorum é caducifélia, com brotacdo antes do inicio da
estacdo chuvosa, e a inducdo de galhas sincrénica ao brotamento. A maturacdo das
galhas é concomitante a maturacao foliar e a senescéncia destas precede a caducifolia.
As galhas sdo verdes, glabras, imersas no limbo foliolar, com projecédo aciculada para a
face adaxial medindo 7,82+2,13mm X 3,05+0,50mm quando maduras e com ostiolo
voltado para a abaxial. O ciclo das galhas induzidas pelos machos dura de 40 a 50 dias e
0 das fémeas de 75 a 100 dias. O galhador € univoltino, induz galhas morfologicamente
similares independente do sexo, diferindo na maturacdo quanto ao formato da camara.
A sincronia fenoldgica entre os organismos denota especificidade do sistema. Para os
galhadores, o alto investimento na prole mantém os altos niveis de infestagcdo. Para as
hospedeiras, ha possibilidade de escape fenoldgico da planta verificada pela variacéo

dos niveis de infestacdo em ciclos subsequentes.

Palavras chave: Eriococcidae, galhas, insetos galhadores, interacdo inseto-planta,

sincronismo
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ABSTRACT

Galls are symmetrical structures induced by insects with a high degree of specificity. In
Eriococcidae, there is usually a preference for oviposition in young tissues, and gall
phenotype is related to the sex of the galling insect. The phenological synchrony
between these insects and their host plant is fundamental for the maintenance of the
population of herbivores. Two hypotheses have been tested in the Eriogallococcus -
Pseudobombax grandiflorum system, (1) that there is phenological synchrony between
the host plant and the galling insect, and (2) that the sexual dimorphism of the insects is
reflected in gall morphotype. These hypotheses were tested by phonological analyses,
gall characterization, and evaluation of the infestation levels. Pseudobombax
grandiflorum is deciduous, with sprouting occurring just before the beginning of the
rainy season, and the induction of galls synchronous with the sprouting. The maturation
of the galls is concomitant to leaf maturation and senescence is just prior to leaf
falling. Mature galls are green, glabrous, immersed in leaflet lamina, measuring 7.82 +
2.13 mm vs. 3.05 £ 0.50 mm, with a projection to the adaxial surface and the ostiole are
opened towards the abaxial surface. The cycle of galls induced by males is 40 to 50
days long, and that of the females is 75 to 100 days long. The galling herbivore is
univoltine, and it induces morphologically similar galls regardless the sex. They differ
at maturity by the shape of the nymphal chamber. The phenological synchrony between
the two organisms indicates specificity of the system. For galling insects, the high
investment in offspring maintains the high levels of infestation, while for the host
plants, there is a possibility of phenological escape verified by the variation in levels of
infestation in subsequent cycles.

Key words: Eriococcidae, galls, insect galls, insect-plant interaction, synchronization.
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INTRODUCAO

Os insetos galhadores sdo sensiveis a pequenas mudancas fisiologicas, quimicas e
fenoldgicas nas plantas hospedeiras (Floate et al. 1996), podendo desta forma perceber
peculiaridades entre hospedeiras co-ocorrentes na mesma regido (Cook & Gullan 2008).
A especificidade das interacOes inseto-planta implica ndo somente na localizacdo da
planta hospedeira, mas na sua selecdo, experimentacdo e adequacdo do inseto ao
microambiente vegetal (Aradjo 1997).

Muitas vezes percebe-se uma preferéncia do herbivoro galhador por tecidos jovens
(Rohfritsch & Anthony 1992), em outros casos, a oviposi¢cdo pode ocorrer tanto em
tecidos jovens quanto em maduros (Arduin & Kraus 1995, Oliveira & Isaias 2009). Esta
adaptacdo a oviposicdo independentemente a idade dos tecidos pode ser um dos
determinantes no valor adaptativo das galhas, especialmente em nivel anatémico
(Oliveira & Isaias 2009). Outro fator determinante do fendtipo das galhas,
especialmente em Eriococcidae, é o sexo do indutor, sendo possivel distinguir galhas
induzidas por machos daquelas induzidas por fémeas com base na forma externa
(Linsenmaier 1972, Meyer 1987, Gullan and Kosztarab 1997, Gullan and Martin 2003,
Goncalves et al. 2005, Gullan et al. 2005).

Independentemente do fendtipo final das galhas, o estabelecimento dos indutores
depende, muitas vezes, da época e da duracdo da brotacdo, da expansdo, maturidade e
senescéncia das folhas. Estes eventos também sdo importantes para 0 bom desempenho
das plantas hospedeiras, pois a época de brotacdo parece conciliar condigdes ambientais
favoraveis, maximizando o ganho de carbono, a eficiéncia da planta no uso de recursos
e 0 escape da acdo de herbivoros (Fenner 1998). A senescéncia foliar por sua vez pode
ser favorecida por fatores tais como a alteracdo do fotoperiodo, 0 aumento do estresse
hidrico e o envelhecimento como relatado por Borchert et al. (2002) para florestas
tropicais secas.

Variacdes nas condi¢cbes climaticas, além de afetar a fenologia da planta hospedeira
(Borchert et al. 2002) podem alterar o ciclo de vida e a distribuicdo de insetos
galhadores (Pilson 2000). Portanto, a sincronia entre as fenofases da planta hospedeira e
o ciclo de vida do herbivoro é critica e determina a quantidade e qualidade de recursos
nutricionais ofertados ao galhador (Yukawa 2000). Quando a inducgéo de galhas ocorre
em tecidos jovens, esta sincronia é necessaria para o sucesso reprodutivo dos galhadores

(Yukawa 2000; Weis et al. 1988) e gera uma forte tendéncia para o univoltinismo (Weis
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et al. 1988). Ambas as estratégias de sincronia e univoltinismo sdo comuns em habitats
de mata seca onde as taxas de herbivoria s&o grandes (Fernandes & Price 1991, Coley &
Barone 1996), a populacéo de herbivoros é reduzida nas estacGes secas (Coley 1996) e
as folhas de espécies deciduas apresentam menor grau de defesa (Coley & Aide 1989).
Pseudobombax grandiflorum (Cav.) A. Robyns € uma espécie arb6rea comum em matas
semideciduas, com 15 a 25 m de altura e tronco de 50 a 80 cm de didmetro, folhas
compostas, deciduas, com foliolos glabros e coridceos (Lorenzi 1998). Esta espécie
apresenta infestacdo por Eriococcidae galhadores tanto em ambientes urbanos quanto
em éareas de matas (obs. pess.). O sistema Eriogallococcus - P. grandiflorum foi
estudado de modo a testar: (1) se existe sincronia fenoldgica entre a planta hospedeira e
o0 galhador, sincronia esta crucial para a manutengdo do sistema ao longo do tempo e (2)
se o dimorfismo sexual dos galhadores é refletido no fenotipo final das galhas, como
comumente relatado para Eriococcidae.

Para testar estas perguntas, os seguintes objetivos foram tracados: (1) analisar o ciclo
dos galhadores (machos e fémeas) e o nivel de infestacdo em relacdo a fenologia da
planta hospedeira de modo a verificar se ha sincronia fenologica e (2) verificar se o

dimorfismo sexual dos galhadores € refletido na forma das galhas;

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

A populacdo de Pseudobombax grandiflorum (Cav.) A. Robyns (Malvaceae) estudada
situa-se em area de afloramento calcéario na Gruta da Lapinha, em floresta estacional
semidecidual (IBGE, 1992) a 746m de altitude (19°33°67” S; 043°57°54” W),
localizada no Parque Estadual do Sumidouro, municipio de Lagoa Santa, Minas Gerais,
Brasil. O material vegetal fértil estd depositado no herbario BHCB da Universidade
Federal de Minas Gerais (N° registro - 133730).

Analises fenoldgicas

A populacdo de Pseudobombax grandiflorum foi acompanhada durante os anos de 2008

e 2009. A amostragem para estudos fenolégicos seguiu 0 modelo sugerido por Fournier
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e Charpantier (1975), sendo doze individuos marcados por ordem de aparecimento
dentro da parcela. Durante um ano em visitas quinzenais a &rea, utilizando ficha
fenoldgica, anotou-se para cada planta marcada a presenga ou auséncia de brotacdo,
floracéo e frutificacdo, sendo calculado o indice de atividade destas fenofases, de modo
a estimar a porcentagem de individuos da populacdo que apresentam sincronia em
determinada estacdo do ano (Bencke & Morellato 2002). A fenofase de brotacédo foi
considerada desde o inicio do aparecimento das primeiras folhas até sua expansdo
(Peroni et al. 2002).

Para acompanhar a fenologia da galha, foram escolhidos cinco individuos na populagéo,
marcados quatro ramos em cada, num total de 20 ramos e 613 foliolos. Em visitas
quinzenais, o desenvolvimento das galhas foi acompanhado contando-se 0 nimero de
galhas por fase: crescimento e desenvolvimento, maturacdo e senescéncia. A fase de
inducdo ndo foi estimada em campo devido as caracteristicas microscopicas desta.

O desenvolvimento do galhador foi avaliado no segundo ano, foram escolhidos
seis individuos na populacdo e em cada um destes foi marcado um ramo. Em intervalos
de trés dias, 12 foliolos foram coletados, sendo 2 em cada ramo; as galhas foram
separadas, fixadas em Karnovsky em tampao fosfato 0,1M (pH 7,2) (O’Brien &
McCully 1981) e posteriormente dissecadas sob estereomicroscopio para separacdo dos
insetos por instar e por sexo. Foram realizadas 33 coletas periddicas, totalizando 641
galhas coletadas e dissecadas. A brotagdo foi definida como T, (tempo zero), a 12 coleta
foi realizada trés dias ap0s a brotacdo, e a Ultima, 332 coleta, 97 dias ap0s a brotacdo. A
duracdo dos ciclos de vida dos insetos foi estimada tendo como Ty 0 inicio da fase de
inducdo das galhas e como Tsna O aparecimento dos crawlers para as fémeas e das
primeiras galhas senescentes para 0s machos.

Sabe-se que estruturas fortemente esclerotinizadas ndo aumentam de tamanho dentro
mesmo instar (Daly 1985) por essa razdo a medida linear do fémur e descri¢bes
morfologicas de Eriococcidae galhadores (Gullan et al. 2005) foram utilizados para

identificacdo dos instares.

Caracterizacdo morfoldgica das galhas, niveis de infestacdo e coleta do indutor

As galhas foram caracterizadas em campo observando-se cor, indumento, forma,
localizacdo no foliolo e dimensdes. Para quantificar a infestacdo de galhas, foram

contados o numero de foliolos galhados e ndo galhados em cada um dos ramos

15



marcados e o numero de galhas por foliolo. Os dados foram aplicados na seguinte
equacéo:

Infestacdo = n° foliolos galhados x 100
n@ total de foliolos

Para identificacdo do inseto indutor em nivel especifico, galhas em varios estagios de
desenvolvimento foram dissecadas sob estereomicroscépio (Olympus SHZ) e destas
retiradas formas imaturas e insetos adultos. Foliolos portando galhas maduras foram
acondicionados em armadilhas constituidas de algoddo umedecido com agua em frascos
maiores fechados com tecido de malha fina (voal). As armadilhas foram checadas
diariamente. Machos adultos eclodiram nas armadilhas e foram coletados. Ninfas e
adultos fixados em etanol 70% foram enviados ao Dr. Christopher Hodgson,
especialista em Eriococcidae, para identificacdo da espécie.

RESULTADOS

Pseudobombax grandiflorum apresentaram fenofases morfologicamente bem
definidas (figuras 1A-G). O periodo vegetativo vai do inicio de agosto ao final de marco
(figura 2A). A brotacédo (figura 1A) ocorre de agosto a outubro com pico de atividade
em setembro (figura 2A). Em outubro, praticamente todos os individuos apresentam
folhas maduras (figuras 1B, 2A). No final de fevereiro, as folhas comecam a ficar
amareladas (figura 1C) e entrar em senescéncia (figura 2A) culminando em abril com
100% de caducifolia (figuras 1D e 2A). O periodo reprodutivo ocorre do inicio de abril
até o final de outubro (figura 2B), coincidindo com o periodo de caducifolia. Botdes
florais (figura 1E) comecam a se desenvolver no inicio de abril (figura 2B) e, de maio a
agosto, observam-se flores (figuras 1F, 2B). O periodo de frutificacdo vai de junho a
outubro (figuras 1G, 2B). O periodo de caducifolia coincide com a diminuicdo da
precipitacdo na regido (figura 3).

As galhas foliolares em P.grandiflorum sdo induzidas em foliolos jovens,
apresentam apenas um indutor por camara ninfal, sdo verdes, glabras, intralaminares,
com projecdo aciculada para a face adaxial (figuras 4A e 4B) e ostiolo voltado para a
abaxial (figura 4C), medindo 7,82+2,13mm (projecdo) x 3,05+0,50mm (diametro)

quando maduras. O galhador pertence a um género ndo descrito de Eriococcidae, é
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univoltino, induz galhas morfologicamente similares independente do sexo, diferindo na
maturacdo quanto ao formato da cAmara.

A infestacdo dos foliolos foi de 98,2% em 2008 e de 79,7% em 2009. No
primeiro ano, o ciclo das galhas foi avaliado quinzenalmente, contando em média 870
galhas a cada visita (minimo de 225 e méaximo de 1443 galhas). Em outubro de 2008,
observou-se um decréscimo no numero de galhas (figuras 4B-C) contabilizadas devido
a uma rigorosa chuva de granizo que atingiu a area em setembro (figura 4C), e ao
ataque de um Lepidoptera folhivoro de vida livre (figura 4D), que acabaram danificando
consideravelmente os foliolos da planta hospedeira.

Galhas em fase de crescimento e desenvolvimento (figuras 5 e 6A) séo
observadas no intervalo de 6 a 14 dias ap6s o inicio da brotacéo. Esta fase (figuras 6A-
C) dura aproximadamente 54-67 dias (figura 5). A fase de maturacdo ocorre entre 27 e
39 dias de desenvolvimento, sendo o pico de galhas maduras (figura 6D) observado no
intervalo de 54 a 69 dias (figura 5). Galhas em fase de senescéncia (figura 6E) foram
observadas entre 60 e 72 dias de desenvolvimento e a senescéncia total de 112 a 115
dias apos o inicio do ciclo (figura 5).

Todo o ciclo do galhador ocorre durante a fase vegetativa da planta hospedeira,
sendo que as fases de inducdo e de crescimento e desenvolvimento ocorrem
simultaneamente ao periodo de brotacdo e expansdo foliar. As galhas maduras e
senescentes ocorrem no final do periodo de brotacdo, ficando associadas ao periodo em
que a hospedeira apresenta foliolos maduros (figura 7). Os indutores foram
identificados como Eriogallococcus gen. nov. (Hodgson 2010, unpublished data).

A inducéo das galhas é feita por insetos em 2° instar, o que pode ser confirmado
pela comparacdo com os crawlers coletados na saida das galhas induzidas pelas fémeas.
O tamanho médio do fémur dos crawlers é 48,09+1,03 pum e dos insetos de 2° instar é
de 64,21+0,75 pum.

Analisando o ciclo de desenvolvimento do galhador (figuras 8A-H), observa-se
que nas coletas de 1 a 4 (figura 8A), as amostras apresentaram quase em sua totalidade
insetos em 2° instar (98%). No intervalo entre as coletas 5 e 8 (figura 8B), a propor¢éo
de insetos em 2° instar foi de 75%, de machos em 3° e 4° instares foi de 11,25% e
6,25% respectivamente; as fémeas adultas corresponderam a 5% das amostras e as
galhas vazias, 2%. Ja no intervalo entre as coletas 9 e 12 (figura 8C), todos os instares
foram observados na seguinte proporcéo: 20% em 2° instar, 18,75% e 13,75% de

machos em 3° e 4° instares, respectivamente, 5% de machos adultos (figura 9A),
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13,75% de fémeas adultas, 8,75% de fémeas ovadas (figura 9B), e 20% de galhas
vazias. No intervalo entre as coletas 13 e 16 (figura 8D), os instares imaturos
representaram menos de 10% das amostras, os machos adultos representaram 6,3%, as
fémeas adultas 34,2%, as fémeas ovadas 13,9% e as galhas vazias 36,7%, proporcéo
semelhante a encontrada entre as coletas 17 e 20 (figura 8E). Nas coletas de 21 a 24
(figura 8F), os machos adultos representaram 10,25% das amostras, as fémeas ovadas
aumentaram, a sua propor¢do para 35,9% e as galhas vazias representaram 41%. Nas
coletas de 25 a 28 (figura 8G), as amostras foram de 14% de machos adultos, 12,7% de
fémeas ovadas, 12,6% de fémeas com crawlers (figuras 9C-D) e 52% de galhas vazias.
Nas coletas de 29 a 33 (figura 8H), a proporcéo de machos adultos é de 3%, a de fémeas
adultas é de 9,5 %, a de fémeas ovadas é de 4,2%, as fémeas com crawlers
corresponderam 30% das amostras e as galhas vazias 52%. O ciclo das galhas induzidas
pelos machos durou cerca de 40 a 50 dias e o das fémeas de 75 a 100 dias, considerando

desde a indug&o até a senescéncia.
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Figura 1. Fases fenologicas de Pseudobombax grandiflorum. A — Brotagio. B — Folhas maduras. C — Folhas
senescentes. D — Caducifolia. EF,G — Fase reprodutivacom botdes florais, flores e frutos.
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Figura 2. indice de atividade fenolégica em Pseudobombax grandifforum. A - Fase vepetativa
B — Fase reprodutiva
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Figura 4. Galhas induzidas por Eriogalococcus em Pseudobombax grandifiorum. A — Aspecto geral de folha
com galhas na regido intermervural. B — Galhas localizadas ao lado da nervura principal. C — Abertura das
galhas voltada para a face abaxial de foliolo danificado por chuva de granizo. D — Foliolos sendo atacados por
larvas de Lepidoptera ndo identificados.
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Figura 5 . Ciclo fenologico da galha induzidapor Eriogalococcusem Pseudobombaxgrandifiorum.



Figura 6. Fenologia da galha induzida por Eriogalococcus em Pseudobombax grandiflorum. A — Foliolos jovens
com galhas em inicio de fase de crescimento ¢ desenvolvimento. B — Folioko expansio com galhas em fase
intermediaria de crescimento ¢ desenvolvimento. C — Foliolos jovens com alto indice de infestacdo por galhas
fase avangada de crescimento e desenvolvimento. D — Foliolos maduros com galhas em fase de maturagio.
No detalhe sua forma final com projecio aciculada voltada para a face adaxial. E — Foliok maduro com galhas
senescentes. Em detalhe abertura da galha voltada para a face abaxial.
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Figura 7. Diagrama representativo da sincronia galha — 6rgao hospedeiro no sistema Erogalococcus
— Pseudobombax grandifforum. Fenofases do 6mgao hospedeiro; - — — - fenofases da
galha.
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Fipura 8. Flutnagio da populagio de Eriogalococcus ecm foliolos de Pseudobombax grandifioramm ao longo de
um ciclo das galhas. Em cada grifico estio plotadas quatro coletas de galhas (iotervalo de 3 dias entre as
coletas), exceto no grafico H onde sdo plotadas 5 coletas. A — Coletas 1 a 4 {n = 80 galhas); B— Coletas 5a 8 (n
= 80 galhas); C — Coletas 9 a 12 (n = 80 galhas); D — Coletas 13 a 16 (n =79 galhas); E — Coletas 17 a 20 (n =
79 galhas) ; F — Coletas 21 a 24 (n = 78 galhas) G — Coletas — 25 a 28 {n = 71 palhas); H— Coletas 29433 (n=
94 galhas). Coleta 1 reahizada 3 dias apds a brotagio; Coleta 33 realizada 97 dias ap6s a brotagio. 2°1 (2° instar),
3°IM (3° mstar macho), 4°IM (4° instar macho), MA {macho adulto), FA (fémea adulta), FO (fémea ovada), FC
(femea com crawlers), GV (galha vazia).
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Figura 9. Galhas foliolares de Eriogalococcus Pseudobombax grandiflorum. A — Galha com
macho adulto. B — Galha com fémea ovada C — Galha com fémea ovada e crawlers saindo dos ovos;
D — Detalhe dos crawlers .



DISCUSSAO

Pseudobombax grandiflorum é uma espécie arblrea decidua, que segundo
Lorenzi (1998) tem inicio da fase reprodutiva em junho e término em outubro. Na
populacdo em estudo, diferentemente do relatado na literatura, a floracdo iniciou-se em
abril. A queda foliar ocorreu em margo-abril, coincidentemente com a diminui¢do da
precipitacdo na regido. Tal coincidéncia entre 0s eventos de diminuicdo da
disponibilidade de agua e a senescéncia foliar foi relatada por Lers (2007) para muitos
ecossistemas. Ja a floracdo e a brotacdo em P. grandiflorum ocorrem no periodo de seca
e podem ser consideradas um aparente paradoxo (Sarmiento 1984, Borchert 1994), haja
vista ndo serem limitadas pela disponibilidade de agua, podendo ser moduladas por
outros fatores ambientais como o fotoperiodo, o termoperiodo ou o fogo, que também
variam sazonalmente (Huxley & Van Eck 1974, Seghieri et al. 1995).

A populacdo de P. grandiflorum estudada é altamente infestada por galhas de
Eriogallococcus, e como no sistema Pseudotectococcus rolliniae — Rollinia laurifolia
(Gongalves et al. 2005), essa alta infestacdo pode ser consequéncia da baixa mobilidade
das ninfas de primeiro instar, comportamento também observado por Vitorino et al.
(2000) para galhas de Tectococcus ovatus em Psidium cattleianum. No sistema em
estudo, as galhas apresentam mecanismo de inducdo similar a outros sistemas com
espécies de Eriococcidae, envolvendo a atividade alimentar do galhador na superficie
do 6rgdo hospedeiro (Meyer 1987). Este comportamento foi anteriormente relatado na
regido Neotropical para o sistema Pseudotectococcus rolliniae - Rollinia laurifolia
(Gongalves et al. 2005). Contudo, embora as espécies de Coccoidea geralmente
apresentem reflexos do dimorfismo sexual no fendtipo de suas galhas (Linsenmaier
1972, Dregger-Jauffret & Shorthouse 1992, Meyer 1987, Gullan & Kosztarab 1997,
Gullan & Martin 2003, Gongalves et al. 2005), em P. grandiflorum as galhas induzidas
tanto pelos insetos machos quanto aquelas induzidas pelas fémeas sdo
morfologicamente similares, apresentando pequena variacdo no formato da camara
ninfal. Resta verificar a possivel influéncia do dimorfismo sexual em nivel anatémico.

Os Eriococcidae apresentam dois instares imaturos nas fémeas e quatro nos
machos (Gullan et al. 2005). O dimorfismo sexual é acentuado nos adultos, sendo que
muitas vezes no primeiro e segundo instares, as ninfas do sexo masculino sdo

morfologicamente semelhantes ou idénticas as ninfas do sexo feminino (Gullan &
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Kosztarab 1997), como observado nos indutores de galhas em P. grandiflorum. Os
machos abandonam as galhas quando adultos, ja as fémeas séo sésseis e completam a
maturacdo dentro da galha onde sdo inseminadas pelos machos (Gullan et al. 2005,
Goncalves et al. 2009). Em P. grandiflorum, as ninfas de primeiro instar foram
observadas dentro do abdémen do inseto-mde, o que parece ser um indicio de
viviparidade pseudoplacental ja relatada para Stictococcidae e Apiomorpha
(Eriococcidae) (Gullan & Kosztarab 1997).

Em P. grandiflorum, a inducéo de galhas € sincronica com a emissdo de novos
foliolos e o inseto galhador apresenta ciclo de vida univoltino, como observado na
regido Neotropical em galhas de Pseudotectococcus rollinae (Ericoccidae) em Rollinia
laurifolia (Annonaceae) (Gongalves et al. 2009). Outros estudos ja evidenciaram a
sincronia galhador - hospedeiro (Ozaki 1998, Akimoto 1998 e Arduin et al. 1994), a
qual é particularmente importante para galhadores univoltinos. Tal importancia se deve
a capacidade da planta de reagir ao estimulo dos galhadores (Hodkinson 1984, Weis et
al. 1988, Gongalves et al. 2009) e da qualidade e quantidade de recursos nutricionais
que sdo criticos para estes (Yukawa 2000). No presente estudo, o galhador se beneficia
desta sincronia, uma vez que se utiliza de tecidos jovens altamente reativos, que
funcionam naturalmente como drenos de fotoassimilados.

Tecidos jovens costumam ser sitios preferenciais e mais reativos a indugédo de
galhas (Rohfritsch & Anthony 1992, Weis et al. 1988) e as folhas jovens, devido a
maior qualidade nutricional, apresentam de 5-25 vezes mais danos causados por
herbivoria do que folhas maduras (Coley & Barone 1996). Sendo assim, 0 passo mais
importante na vida de insetos galhadores é a escolha do sitio reativo para inducdo de
galhas (Mendonca Jr. 2001), visto que as galhas propiciam disponibilidade de recursos
para o galhador e podem conferir protecdo contra inimigos naturais (Price et al. 1986;
Stone & Schénrogge 2003). Além disso, como demonstrado por Oliveira e Isaias (2009)
em um dos sistemas Cecidomyiidae - Copaifera langsdorffii, a escolha entre tecidos
jovens e maduros resulta em variacdes na adaptabilidade da galha para o galhador. Estes
autores relatam que galhas induzidas em tecidos jovens apresentam maior quantidade de
tecidos de reserva e nutritivo enquanto aquelas induzidas em tecidos maduros tém maior
adaptabilidade para defesa contra inimigos naturais.

Além de sua maior reatividade, as partes jovens em crescimento sdo drenos
fisiologicos (Taiz & Zeiger 2004), com isso, galhas induzidas nesses locais podem

alterar o padrdo de translocacdo do floema, estabelecendo-se como drenos adicionais,
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altamente competitivos, o que resulta em perdas de crescimento para o vegetal (Mani
1964; MacCrea et al. 1985; Larson & Whitham 1991; Inbar et al. 1995). Se para as
plantas hospedeiras, a sincronia com os galhadores pode levar a queda no crescimento e
na reproducédo sexuada (Price et al. 1987), para os galhadores essa sincronia garante
sucesso reprodutivo e pequenas taxas de mortalidade (Rehill & Schultz 2002). No
sistema estudado, como observado por Gongalves et al. (2005) no sistema
Pseudotectococcus rollinae — Rollinia laurifolia, os altos niveis de infestagdo denotam
grande especificidade do galhador pela planta hospedeira. Tanto R. laurifolia quanto P.
grandiflorum sdo plantas caducifélias, que permanecem totalmente sem folhas de junho
a setembro-outubro e de margo-abril a agosto, respectivamente, 0 que torna a sincronia
fenoldgica por parte dos herbivoros galhadores fundamental para a sobrevivéncia
destes.

Além da sincronia com a brotacdo do hospedeiro, o galhador necessita de uma
estratégia para sobreviver nos meses em que ndo existem sitios de oviposicdo. Em
Pseudotectococcus rolliniae, Gongalves et al. (2009) relataram um segundo morfotipo
de galha induzida no caule de R. laurifolia, onde os indutores de primeiro instar entram
em dorméncia e sobrevivem ao periodo de auséncia de brotacdo. Muito embora tal fato
ndo tenha sido detectado no sistema Eriogallococcus - Pseudobombax grandiflorum, o
alto indice de reinfestacdo sincrénica ao brotamento em agosto e a inducdo de novas
galhas por insetos de 2° instar pressupde a existéncia de um mecanismo equivalente ao
descrito no sistema P. rolliniae — R. laurifolia.

Outro fator marcante para Coccoidea € o alto investimento quantitativo na prole,
0 abdémen da fémea se distende e se torna um verdadeiro saco de ovos (Meyer 1987).
Tal fato denota uma das estratégias de manutencdo dos sistemas, estratégia esta que
aliada a sincronia fenologica com as plantas hospedeiras € vital para a sobrevivéncia dos
galhadores. Ademais, herbivoros galhadores podem ser susceptiveis a variacoes
temporais na fenologia do hospedeiro, aumentando ou diminuindo a infestacdo e assim
relativizando a abundancia de galhas (Pilson 2000). Algumas plantas, por sua vez,
podem atrasar os processos fenoldgicos para um momento no qual ndo existam mais
herbivoros ativos (Agrawal 2000). Em Rollinia laurifolia, foi relatado um escape
fenoldgico por uma segunda emissdo de folhas em um mesmo ano (Gongalves 2008).
Em P. grandiflorum, no segundo ano de estudos, os primeiros foliolos a brotarem
tiveram baixo nivel de infestacdo ou apresentaram-se totalmente livres de galhas,

indicando um provavel mecanismo de escape fenoldgico por parte da planta.
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No sistema Eriogallococcus - Pseudobombax grandiflorum, ha sincronia
fenoldgica entre a brotacdo e a inducdo de novas galhas, denotando uma grande
especificidade do sistema. Muito embora o ciclo de vida dos insetos-fémea seja mais
longo do que aquele dos machos, as galhas ndo sdo morfologicamente dimorficas, sendo
observada nas galhas maduras uma pequena variacdo no formato da camara ninfal. O
nivel de infestacdo € alto e possivelmente garantido pelo alto investimento na prole,
havendo possibilidade de escape fenoldgico por parte da planta.
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Capitulo 11
Reflexos do dimorfismo sexual na anatomia e histoquimica das galhas

de Eriogalococcus gen. nov. em

Pseudobombax grandiflorum (Cav.) A. Robyns (Malvaceae)
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RESUMO

Galhas séo estruturas induzidas em plantas pela agéo alimentar de insetos, possuindo
tecidos com caracteristicas e funcgdes tipicas. Insetos galhadores destacam-se por serem
capazes de manipular os tecidos vegetais dando origem a morfotipos altamente
especificos. A acdo destes herbivoros pode resultar em profundas alteragdes estruturais
e bioquimicas, notadas tanto em relacdo aos metabdlitos priméarios quanto aos
secundarios, nos tecidos das plantas hospedeiras. As vantagens da associacdo da qual
resulta a galha sdo direcionadas ao herbivoro pelo aumento da qualidade nutricional dos
tecidos modificados pelo efeito do galhador, e fornecimento de abrigo e protecéo contra
inimigos naturais. Nas galhas de Eriogalococcus em Pseudobombax grandiflorum, o
ciclo de vida dos machos é consideravelmente menor que o das fémeas, contudo, as
galhas s&o morfologicamente similares. Deste modo, este trabalho utiliza analises
anatomicas e histoquimicas para testar as hipdteses de que estas galhas podem
apresentar dimorfismo sexual em nivel anatdmico e alteraces nos perfil histoquimico
em relagdo aos tecidos ndo galhados. Os objetivos deste trabalho sdo: (1) descrever o
desenvolvimento anatébmico das galhas foliolares de Eriogalococcus em P.
grandiflorum e (2) avaliar possiveis alteracfes histoquimicas nos tecidos das galhas em
relacdo aos tecidos ndo galhados. O marcante dimorfismo sexual dos indutores neste
sistema resulta em ténues diferencas anatdmicas, percebidas no formato da camara e nas
células do sistema de revestimento desta. Nas galhas induzidas pelas fémeas, o maior
desenvolvimento do corpo dos insetos gera uma pressdo mecanica na epiderme
causando obliteracdo celular e reacdo de cicatrizacdo. Devido as menores dimensdes dos
machos, o revestimento da cdmara de suas galhas permanece integro. Pela similaridade
entre os perfis histoquimicos dos tecidos ndo galhados e das galhas pode-se inferir que o
galhador manipula a constituicdo quimica dos tecidos de P. grandiflorum dentro dos

limites metabolicos desta espécie vegetal.

Palavras chave: anatomia, dimorfismo, Eriococcidae, galhas, histoquimica
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ABSTRACT

Galls are induced by the feeding activity of the insects, and their tissues present typical
features and functions. Galling insects are able to manipulate the potentialities of the
host plant tissues giving rise to highly specific morphotypes. The action of these
herbivores can result in structural and biochemical alterations in relation to primary and
secondary metabolites. The advantages of the interaction that results in the gall are
directed to the herbivore by increasing the nutritional quality of plant tissues, and
providing shelter and protection against natural enemies. In galls of Eriogalococcus in
Pseudobombax grandiflorum, the life cycle of the males is considerably shorter than
that of the females, however, their galls are morphologically similar. Thus, this study
uses anatomical and histochemical analysis to test the hypothesis that the galls may
have sexual dimorphism in anatomical level and that the histochemical profiles are
distinct between the non galled and galled tissues. The objectives are: (1) to describe the
anatomical development of leaflet galls and (2) to evaluate possible histochemical
alterations in gall tissues in comparison to non-galled ones. The conspicuous sexual
dimorphism of the galling insects in this system results in subtle anatomical differences,
namely, the format of the nymphal chamber and the cells which limits it. In galls
induced by the females, the larger dimensions of insect body mechanically pressures the
epidermis causing cell obliteration and cicatrisation. Because the males are smaller, the
cells that limit their galls chamber remain intact. The similarity between the
histochemical profiles of non-galled and galled tissues can indicate that the galling

manipulates the chemical composition of P. grandiflorum within its metabolic limits.

Key words: anatomy, dimorphism, Eriococcidae, galls, histochemistry
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INTRODUCAO

Galhas sdo estruturas induzidas em plantas pela acdo alimentar de insetos,
(Raman 2007), com tecidos cujas caracteristicas e fungdes tipicas sdo produto da
manipulacdo coordenada por parte destes herbivoros (Oliveira & Isaias 2009a). As
estruturas formadas sdo altamente especificas e permitem tanto a identificacdo do
indutor quanto do hospedeiro no qual se alojam (Redfern & Askew 1992; Raman 2007),
tendo por base os caracteres morfoldgicos e anatémicos gerados. A acao dos herbivoros
galhadores nos tecidos da planta hospedeira pode resultar tanto em alteragdes estruturais
quanto bioquimicas, notadas em relacdo aos metabdlitos primarios e aos secundarios
(Arduin et al. 1989, 1994; Arduin & Kraus 1995, 2001; Kraus et al. 1996; Hartley 1998,
Oliveira et al. 2006, Moura et al. 2008, Oliveira & Isaias 2009b).

As vantagens da associacdo da qual resulta a galha sdo direcionadas ao
herbivoro pelo aumento dos nutrientes disponiveis nos tecidos modificados pelo efeito
do galhador, e pelo fornecimento de abrigo e protecdo contra inimigos naturais (Price et
al. 1986, Stone & Schonrogge 2003). A hipdtese nutricional postula que a galha
proporciona boa quantidade e qualidade de nutrientes ao galhador (Price et al. 1986,
Stone & Schonrogge 2003). Segundo Bronner (1992), galhas de cynipideos e de
cecidomyiideos acumulam lipidios e carboidratos, respectivamente, enquanto galhas de
insetos sugadores em geral armazenam poucas substancias de reserva (Rohfritsch &
Anthony 1992), ja que estes galhadores se alimentam diretamente do floema, (Gullan &
Kosztarab 1997, Burckhardt 2005) e ndo ha diferenciacdo de um tecido nutritivo tipico.

De modo geral, as galhas de Cecidomyiidae sdo as mais estudadas em todo o
mundo e ndo obstante serem numerosas na regido neotropical, as galhas induzidas por
insetos sugadores (Espirito-Santo & Fernandes 2007) sdo comparativamente pouco
estudadas. Em Pseudobombax grandiflorum (Malvaceae), um sugador pertencente a
familia Eriococcidae induz galhas em tecidos jovens cujo dimorfismo sexual ndo é
refletido no fendtipo da galha (cf. Magalhdes 2010, Cap. 1), contradizendo uma
peculiaridade comum aos Eriococcidae (Linsenmaier 1972, Meyer 1987, Dregger-
Jauffret & Shorthouse 1992, Gullan & Martin 2003, Gullan et al. 2005, Gongalves et al.
2005). No sistema Pseudotectococcus rolliniae — Rollinia laurifolia, Gongalves et al.
(2005) atribuiram o dimorfismo morfologico observado a diferenca na duracdo dos
ciclos de vida de fémeas e machos. Nas galhas de Eriogalococcus gen. nov. (Hodgson

2010, unp. data) em Pseudobombax grandiflorum, o ciclo de vida dos machos €
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consideravelmente menor que o das fémeas (cf. Magalhdes 2010, cap. 1). Deste modo,
este trabalho utiliza analises anatémicas e histoquimicas para testar as hipéteses de que
as galhas podem apresentar dimorfismo sexual em nivel anatbmico e alteragcbes nos
perfil histoquimico em relacéo aos tecidos ndo galhados.

Os objetivos deste trabalho sdo: (1) descrever o desenvolvimento anatdmico das
galhas foliolares de Eriogalococcus em P. grandiflorum de modo a verificar se ha
dimorfismo sexual em nivel anatbmico e (2) avaliar possiveis alteraces histoquimicas

nos tecidos das galhas em relagdo aos tecidos ndo galhados.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

A populagdo de Pseudobombax grandiflorum (CAV.) A. Robyns (Malvaceae)
estudada situa-se em area de afloramento calcario na Gruta da Lapinha, em floresta
estacional semidecidual (IBGE, 1992) a 746m de altitude (19°33°67” S; 043°57°54”
W), localizada no Parque Estadual do Sumidouro, municipio de Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brasil. O material vegetal fértil estd depositado no herbario BHCB da
Universidade Federal de Minas Gerais (N° registro - 133730).

Analises estruturais

Galhas de Eriogalococcus em Pseudobombax grandiflorum em sucessivos
estagios de desenvolvimento foram coletadas e fixadas em Karnovsky em tampao
fosfato 0,IM (pH 7,2) (O’Brien & McCully 1981) e dissecadas para retirada dos
galhadores e sua separacdo em machos e fémeas a partir do terceiro instar.

Para a preparacdo de laminas permanentes, o material foi desidratado em série
butilica (Johansen 1940) e incluido em Paraplast® (Kraus & Arduin 1997) em estufa a
60°C. Cortes transversais dos foliolos galhados, ndo galhados e galhas (10-14 um)
foram obtidos em micrétomo rotatério (Leica® 2035 BIOCUT). Os cortes histologicos
foram afixados as laminas com adesivo de Bissing (Bissing 1974). Apoés a retirada do
Paraplast® com acetato de butila a 56°C, em banho-maria, as amostras foram

desidratadas em série etilica e coradas com a mistura de azul de astra- safranina 8:1
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(v/v) (Bukatsch 1972, modificado) e montadas em verniz vitral incolor Acrilex® (Paiva
et al. 2006).

Amostras de foliolos jovens e galhas em diversos estagios de desenvolvimento
foram fixadas em Karnovsky em tampéo fosfato 0,1M (pH 7,2) (O’Brien & McCully
1981), lavadas em tampdo fosfato, pds-fixadas em tetréxido de 6smio 1% (2h), lavadas
em &gua destilada e desidratadas em série etilica (Johansen 1940). Em seguida, o
material foi levado ao aparelho de ponto critico (BAL-TEC® CPD030), montado em
stubs e coberto com 30 nm de ouro em metalizador (BAL-TEC® SCD 050) para a
observacao ao microscopio eletrdnico de varredura (LEO EVO® 40).

Analises histoquimicas - metabolismo primario

Para deteccdo de substancias lipidicas, as seces foram submetidas diretamente
ao vermelho B do Sudéo (C.l. 26050) em etanol (Brundett et al. 1991). O reagente de
Lugol (Johansen 1940) foi utilizado para deteccdo de amido. O teste para agucares
redutores foi feito com reagente de Fehling (Sass 1951) e, para deteccdo de proteinas,
foram utilizados o azul mercurico de bromofenol (Mazia et al. 1953) e o azul brilhante
de Coomassie (Dunn 1993).

Analises histoquimicas - metabolismo secundario

Para deteccdo de fendlicos, as amostras foram incubadas em cloreto férrico e em
sulfato ferroso em formalina - (Johansen 1940). Para deteccdo de pectinas foi usado
vermelho de ruténio (Jensen 1962). A presenca de proantocianidinas foi testada pela
fixacdo dos cortes histologicos em cafeina/benzoato de sédio em butanol e imersdo em
solucdo etilica de p-dimetilaminocinamaldeido (DMACA) (Feucht et al. 1986).
Derivados flavonoidicos foram testados pela reacdo com acido sulfurico (Zuanazzi
2000). Reagente de Draggendorff (Yoder & Mahberg 1976), mistura de Jeffrey
(Johansen 1940) e é&cido picrico (Faure 1914) foram utilizados para deteccdo de
alcal6ides. Terpenos foram testados com solucdo de alfa-naftol em etanol + cloridrato
de dimetil-parafenilenodiamina (NADI) (David & Carde 1964) e triterpenos pelo
reagente de Lieberman-Buchard (Wagner et al. 1984).

Os testes-controle foram realizados conforme sugerido nas respectivas

referéncias bibliograficas, os quais também foram comparados a cortes-branco. As
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secOes submetidas as reacfes histoquimicas foram montadas em laminas com agua e

analisadas em microscopio optico (Olympus® BHS).

RESULTADOS

Anatomia do foliolo ndo galhado

O foliolo jovem apresenta-se dobrado (figura 1A) ao longo da nervura mediana,
onde muitas células mucilaginosas estdo presentes (figura 1B), ficando exposta apenas a
face abaxial. A protoderme é unisseriada com células alongadas no sentido anticlinal na
face adaxial e isodiamétricas na face abaxial em secgdo transversal. O meristema
fundamental apresenta-se divido em quatro camadas, uma adaxial, uma mediana e duas
abaxiais com conteudo fenolico nas camadas adaxial e abaxial (figura 1C). Corddes
procambiais se localizam nas camadas medianas.

O foliolo maduro apresenta epiderme unisseriada, mesofilo dorsiventral com
parénquima palicadico apresentando 2-3 camadas de células e parénguima lacunoso,
com poucos espacos intercelulares e 6-8 camadas (figura 1D). Na nervura mediana se
observa um feixe vascular principal com forma de arco aberto, arranjo colateral, xilema
abundante e fibras associadas ao floema. Células parenquimaticas com conteddo
fendlico estdo dispersas na regido cortical em meio as células condutoras. Dois feixes
em forma de C estdo localizados acima do feixe vascular principal. Os feixes de menor

calibre encontram-se imersos no mesofilo.

Desenvolvimento das galhas

As galhas sdo induzidas na face abaxial em foliolos jovens, no inicio da brotacéo
(figura 2A) resultando em foliolos expandidos altamente infestados (figura 2B). Estas
galhas se localizam na regido internervural, sdo intralaminares, com forma aciculada,
maior crescimento voltado para a face adaxial e ligeiro abaulamento na face abaxial
(figura 2C). S&o verdes, glabras, permanentemente abertas, com a presenca de camara
larval central Gnica alongada, contendo um indutor.

O primeiro estagio de formacdo da galha, a fase de inducédo, é iniciado pela

atividade alimentar do galhador na superficie abaxial do foliolo jovem que apresenta
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densa cobertura de tricomas (figura 3A). Substéncias fendlicas acham-se concentradas
nas camadas da protoderme e do meristema fundamental adaxial e abaxial (figura 4A-
B). No sitio de inducdo adjacente ao corpo da ninfa de 2° instar, a camada abaxial
externa apresenta células em divisdo e um corddo procambial diferenciado a partir da
camada mediana.

Os estagios iniciais da fase de crescimento e desenvolvimento se caracterizam
pela ligeira proje¢do dos tecidos foliares ao redor do corpo da ninfa (figura 3B). Nessa
fase, h4 o incremento de divisGes celulares nas camadas do meristema fundamental
abaxial (figura 4C). A projecdo que se iniciou ap6s a inducdo aumenta de tamanho,
apresenta de 8-10 camadas provenientes do meristema abaxial, 5-6 camadas do
meristema mediano e inicio de diferenciacdo de tricomas no bordo (figura 4D). Com o
avanco da fase de crescimento e desenvolvimento, hé incremento de divisdes celulares
no meristema fundamental adaxial resultando em 4-5 camadas de celulas de secdo
transversal isodiameétrica e pequenas dimensdes (figura 4E). No bordo da galha, os
tricomas acham-se maiores e mais numerosos (figuras 3C, 4E). Ainda nesta fase, ocorre
a expansdo das células dos tricomas que se entrelacam e obliteram a abertura (ostiolo)
da galha (figura 3D). A camara larval assume formato ovodide, apresenta-se revestida
por epiderme unisseriada (figura 4F).

Na fase de maturacédo, tanto as galhas induzidas pelos insetos machos quanto
aquelas induzidas pelas fémeas em 3° instar apresentam epiderme unisseriada, cortex
formado por parénguima homogéneo com feixes floematicos desorganizados e células
mucilaginosas que se diferenciam na por¢do adaxial. O cortex se divide em trés regides,
0 cortex externo (Ce), o0 mediano (Cm) e o interno (Ci). O Ce é diferenciado a partir do
meristema fundamental adaxial, 0 Cm do meristema fundamental mediano e o Ci do
meristema fundamental abaxial. O corpo do inseto de localiza na porcdo apical da
camara (figura 5A) a qual é revestida por células continuas a epiderme abaxial do
foliolo. No topo da camara, células do Ci apresentam conteddo fendlico denso (figura
5B) e nas laterais estas sdo parenquimaticas, alongadas e sem conteudo evidente. As
células mucilaginosas localizam-se exclusivamente no Ce e sdo de grandes dimensbes
comparativamente as demais células parenquimaticas (figura 5C). Ao redor da abertura
da galha, as células do Ci apresentam conteudo fendlico granuloso (figura 5D).

Na fase de maturacdo, as galhas apresentam peculiaridades anatdmicas
relacionadas ao sexo dos indutores. O conjunto de células do Ci, com substancias

fendlicas localizado no topo da camara, apresenta maior dimensdo nas galhas induzidas
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por fémeas (figura 6A) quando comparado aquele nas galhas de machos (figura 6B).

Percebe-se que a cAmara ninfal € mais arredondada nas galhas induzidas pelas fémeas,

acompanhando a forma do corpo do inseto (figura 6A) e alongada nas galhas induzidas

pelos machos (figura 6B). O revestimento nas galhas induzidas pelas fémeas apresenta

células obliteradas com indicio de cicatrizacdo (figura 6C) e naquelas induzidas pelos

machos apresentam-se integras (figura 6D). No Cm, os feixes floeméticos diversamente

orientados sdo abundantes em ambas as galhas (figuras 6E-F). A abertura de ambas €

similarmente obliterada por tricomas (figuras 6G-H).

Perfil histoquimico

A tabela 1 mostra os resultados obtidos nas analises histoquimicas em foliolos e

galhas.

Tabela 1 — Testes histoquimicos realizados para foliolos e galhas de Eriogalococcus gen. nov. (Hodgson
2010 un. data) em Pseudobombax grandiflorum

Substancia Foliolo Galha Galha Galha

Testes jovem madura  Senescente
Vermelho B do Sudéo Lipidios + B _ ~
Lugol Amido _ _ _ B
Fehling AcUcares redutores + ++ ++ _
Azul de Coomassie Proteinas + ++ ++ +
Azul mercurico de Proteinas + ++ ++ +

bromofenol

Cloreto férrico Fendlicos ++ +++ +++ ++
Sulfato ferroso Fendlicos ++ +++ +++ ++
Vermelho de ruténio Pectinas ++ +++ +++ +

DMACA
Acido Sulfarico
Jeffrey
Draggendorff
Acido Picrico
NADI

Lieberman-Buchard

Proantocianidina
Derivados flavonoidicos
Alcal6ides
Alcal6ides
Alcal6ides
Terpenos

Triterpenos

(-) reagdo negativa; (+) reacdo positiva. A quantidade de sinais (+) indica intensidade da reacéo.
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Goticulas lipidicas foram detectadas em pequenas quantidades dispersas no
mesofilo dos foliolos ndo galhados, estando ausentes nos tecidos das galhas. A reacao
para agUcares redutores foi fraca nos parénquimas lacunoso e paligadico dos foliolos e
intensa no Ci, nas células do topo da cAmara ninfal em galhas jovens e maduras. Em
galhas senescentes, o0s acucares redutores ndo foram detectados. Proteinas foram
fracamente detectadas nos mesmos sitios de reacdo dos acglcares redutores. Amido ndo
foi detectado em nenhuma das amostras.

Fendlicos foram detectados como conteido enegrecido nas células da epiderme,
do mesofilo e do parénquima vascular dos foliolos ndo galhados. Nas galhas jovens,
maduras e senescentes, os fendlicos foram detectados na epiderme, no Ce e no Ci nas
células do topo da camara ninfal e naquelas préximas a abertura da galha. A reacéo para
pectinas foi positiva nas células da nervura mediana do foliolo ndo galhado e nas células
mucilaginosas de todas as amostras. Flavondides, alcaloides, terpenos e triterpenos nao

foram detectados em nenhuma das amostras.
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Figura 1. Secgbes transversais de foliolos de Pseudobombax grandiflorum. A — Foliolo jovem dobrado
ao longo da nervura mediana. B — Detalhe de ductos mucilaginosos na regiio da nervura mediana de
foliok jovem C — Limbo foliolar jovem com tecidos ainda meristeméticos. D — Limbo do folioko
maduro. Ductos mucilaginosos (Du), epiderme (E), parénquima paligidico (Pp), parénquima lacunoso
(PI), conteido fendlico (Fe).



Figura 2. Galhas induzidas por Eriogalococcus em Pseudobombax grandifiorum. A — Aspecto geral de ramos
com folhas jovens ¢ galhas em estigio de crescimento ¢ desenvolvimento, no detalhe uma galha fase de
crescimento ¢ desenvolvimento. B — Aspecto geral de folhas expandidas com galhas maduras. C — Galhas
maduras localizadas ao lado das nervuras pnincipal e secundarias, no detalhe abertura da galha voltada para a face
abaxial do foliolo.



Figura 3. Fotomicrografias (MEV) de galhas induzidas por Eriogalococcus em Pseudobombax
grandiflorum. A — Ninfas na face abaxial do foliolo jovem, no detalhe uma ninfa de 2° instar. B — Detalhe
do intumescimento da epklerme ao redor daninfa C — Tricomas em crescimento no bordo da galha D —
Abertura da galha voltada para a face abaxial do foliolo obliteradapelos tricomas.
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Figura 4. Secgdes transversais de galhas induzidas por Eriogalococcus em Pseudobombax grandifiorum. A —
Ninfa de 2° instar na face abaxial de foliolo jovem. B — Detalhe da ninfa na face abaxial do foliok; células do
meristema fundamental abaxial (Mab) divisies perichnais e feixe procambial nas camadas do meristema
mediano em secgio longitudinal. C-F — Fase de crescimento e desenvolvimento. C-D — Divisoes periclinais das
camadas (Mm) medianas e abaxiais do mernstema fundamental E-F — Divisdes periclinais ¢ anticlinais das
células do menstema fundamental envolvendo o corpo da ninfa. Desenvolvimento dos tricomas ao redor do
ostiolo. No detalhe, aspecto geral da posigio da galha no foliolo jovem.
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Figura 5. Secgies transversais de galhas induzklas Eriococcidae em Pseudobombax grandiflorum. A-D — Galha
madura com ninfa de 3° instar. A — Aspecto geral do cortex interno (Ci), cortex mediano (Cm) e cortex
extemo (Ce). Detalhe da continuklade do parénquima da galha com o mesofilo. B — Detalhe de células do Ci

1o topo da cimara ninfal com acimul de compostos fendlicos (Fe). Feixes vasculares no Cm. C — Detalhe de
células mucilaginosas (seta) no Ce. D — Detalhe dos tricomas (Tr) na abertura da galha



Figura 6. Secgies transversais de galhas induzidas por Enococcidae em Pseudobombax grandifiorum. A, C, E, G —
Galhas induzidas por fémeas. B, 1D, F, H — Galhas induzidas por macho. A-B — Detalhe de células no cortex intemo (Ci)
localizadas no topo da cimara minfal com aciimulo de fendlicos (Fe). A — O formato da cimara ninfal (Cn) acompanha o
corpo do inseto fémea (If). B — Menor quantidade de células com fenélicos e formato alongado da Cn. C-D — Detalhe da
porgio lateral das galhas com cortex extemo (Ce) com células nmicilaginosas (seta) e Ci parenquimdtico. E-F — Feixes
floemidticos no cortex mediano (Cm). E — Céhulas obliteradas com indicio de cicatrizagio no revestimento da Cn. F —
Revestimento da Cn com céhulas integras. Parénquima na palha induzida por macho. G-H — Tricomas obliterando a saida
das galhas.
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DISCUSSAO

Anatomia do foliolo ndo galhado

Solereder (1908) e Metcalfe & Clalk (1950) citam para Malvaceae a ocorréncia
de grande numero de células especializadas na secrecdo de mucilagem. Em
Pseudobombax grandiflorum essas células estdo presentes tanto em foliolos jovens
quanto maduros, sendo mais abundantes na regido da nervura mediana. A estrutura
dorsiventral encontrada em P. grandiflorum é comum a familia Malvaceae (Solereder
1908 & Metcalfe & Chalk 1950,1979) e ja foi relatada para o género Hibiscus sp.
(Rocha et al. 2000). A organizacdo colateral dos feixes vasculares também é comum na
familia (Solereder 1908, Metcalfe & Chalk 1950, Rocha et al. 2000).

Desenvolvimento das galhas

As galhas de Eriogalococcus em Pseudobombax grandiflorum apresentam
inducdo similar a outras espécies de Eriococcidae, a qual ocorre pela atividade alimentar
do galhador na superficie do 6rgdo hospedeiro (Meyer 1987, Gongalves et al. 2005). A
inducdo das galhas em P. grandiflorum ocorre em foliolos jovens ainda com tecidos
meristematicos, como nas galhas de Pseudotectococcus rolliniae em Rollinia laurifolia
(Gongalves et al. 2005). Esses tecidos jovens sdo sitios preferenciais e mais reativos a
inducdo de galhas (Rohfritsch & Anthony 1992, Weis et al. 1988), além de
apresentarem maior qualidade nutricional (Coley & Barone 1996).

O primeiro contato dos individuos de Eriococcidae com as folhas hospedeiras,
assim como aquele de muitos outros organismos galhadores se da pelo sistema de
revestimento (Meyer 1987, Goncalves et al. 2005, Moura et al. 2009, Oliveira & Isaias
2009b). Em diversos sistemas, superficies pilosas podem servir como pontos de fixacdo
para os indutores ou ainda como barreira a oviposicdo ou alimentacdo. No caso de P.
grandiflorum, os tricomas presentes na superficie abaxial dos foliolos jovens nao
representam uma barreira ao galhador, nem tampouco foram evidenciados pontos de
apoio.

Embora variagdes em resposta a inducgdo de galhas, com mudancgas no tamanho e
sinuosidade das células epidérmicas e a hipertrofia e hipotrofia sejam comuns (Isaias

1998), em P. grandiflorum a epiderme de modo similar ao encontrado nos foliolos nao
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galhados se mantém unisseriada no revestimento da galha e da cdmara ninfal. Tricomas
exclusivamente observados nos foliolos ndo galhados jovens se desenvolvem nas
celulas epidérmicas da abertura da galha. Tricomas e estruturas secretoras formadas
durante o desenvolvimento de galhas podem representar estratégias de defesa contra
inimigos naturais e serem plasticas aos fatores de estresse ambientais (Kraus et al.
2003).

Os inimeros tricomas que obliteram a abertura das galhas de Eriogalococcus em
P. grandiflorum sdo neoformados, como ja relatado para a galha de Euphalerus
ostreoides em Lonchocarpus muehlbergianus (Oliveira et al. 2006). Em outros casos
podem ser remanescentes da fase jovem dos foliolos como observado por Alvarez et al.
(2009) nas galhas de Forda formicaria em Pistacia terebinthus. Os tricomas ao
obliterarem a abertura da galha em P. grandiflorum provavelmente mantém a camara
ninfal em condi¢cbes microambientais estaveis conforme proposto por Stone &
Schoénrogge (2003), e como ja observado para outras galhas de Eriococcidae por Granett
et al. (2001), Gongalves et al. (2005) e Gullan et al. (2005). Além disso, pelo fato de
insetos sugadores possuirem um aparelho bucal ndo apropriado para cavar um canal de
fuga, a obliteracdo da abertura da galha por tricomas facilita a saida dos machos e
permite a insercdo do aparelho copulador nas galhas induzidas pelas fémeas.

ApoOs o estabelecimento do galhador, as etapas seguintes, ou seja, 0O
desenvolvimento das galhas envolve hiperplasia e homogeneizacdo do parénquima com
hipertrofia ja observada em outros sistemas com galhas foliares (Isaias 1998, Oliveira &
Isaias 2009b e Moura et al. 2008). No sistema em estudo o desenvolvimento das galhas
envolve quase que exclusivamente hiperplasia. As células envolvidas no processo de
formacdo das galhas apresentam conteudo fendlico, substancias que segundo Hori
(1992), bloqueiam a atividade das AlA-oxidases nos tecidos das galhas, aumentando a
concentracdo de auxinas que levaria a hipertrofia celular. Os sitios de acumulo de
fendlicos e os planos das divisdes celulares podem indicar diferentes status hormonais
no corpo da galha, sendo estes os responsaveis pelos padroes morfogénicos observados.

O desenvolvimento de parénquima homogéneo nas galhas finda por trazer
beneficios para os insetos galhadores, sendo comumente associado a prote¢do contra a
dessecacdo (Meyer & Maresquelle 1983, Mendonca Jr. et al. 1997). Nas galhas em
estudo o incremento nas células mucilaginosas também se configura numa protecdo

adicional a dessecacéo.
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Galhas induzidas por Eriococcidae apresentam-se morfologicamente distintas
em funcdo do dimorfismo sexual dos indutores (Linsenmaier 1972, Meyer 1987,
Dregger-Jauffret & Shorthouse 1992, Gullan & Martin 2003, Gongalves et al. 2005).
Estas diferencas sdo consequéncias das peculiaridades dos ciclos de vida de machos e
fémeas. Enquanto as galhas induzidas por fémeas de Pseudotectococcus rolliniae em
Rollinia laurifolia sdo esféricas, aquelas induzidas por machos séo cdnicas. H& grande
desenvolvimento do parénquima nas galhas induzidas por fémeas e formacdo de duas
camaras, ficando a fémea restrita a superior; a galha do macho é menor e apresenta uma
Unica camara (Goncalves et al. 2005). No sistema Eriogalococcus - Pseudobombax
grandiflorum, tanto as galhas de macho quanto as galhas de fémeas apresentam uma
Unica camara ninfal e o mesmo desenvolvimento de feixes vasculares, células
mucilaginosas no Ce e tricomas obliterando o ostiolo. O marcante dimorfismo sexual
dos indutores neste sistema resulta em ténues diferengas anatdmicas, percebidas no
formato da cdmara e nas células do sistema de revestimento desta. Nas galhas induzidas
pelas fémeas o0 maior desenvolvimento do corpo dos insetos gera uma pressdo mecanica
na epiderme causando obliteracdo celular e reacdo de cicatrizacdo. Devido as menores
dimensdes dos machos, o revestimento da camara de suas galhas permanece integro.

Em Eriococcidae, apenas os machos saem da galha para copular, pois as fémeas
sd0 neoténicas e sesseis (Gullan et al. 2005). Em sendo sésseis, os galhadores
necessitam de sitios de alimentacdo no préprio corpo da galha, e comumente um tecido
nutritivo é diferenciado. No caso das galhas de Coccoidea, assim como naquelas dos
demais grupos de insetos sugadores, a diferenciacédo deste tipo de tecido ndo € esperada,
apesar de alguns estudos citoldégicos mostrarem a indugdo de um tecido nutritivo de
reserva em galhas de sugadores (Meyer 1987, Oliveira et al. 2006). Nas galhas de
Eriococcidae, os galhadores se alimentam nos feixes floematicos ou ainda no
parénquima da galha (Gullan et al. 2005), o que parece ocorrer no sistema em estudo no
qual os feixes sdo exclusivamente floematicos e as células do Ci sdo parenquimaticas.
A vascularizacao por feixes floematicos nas galhas faz com que o galhador se beneficie
dos nutrientes e agua que sdo conduzidos para as proximidades da camara ninfal
(Rohfritsch & Anthony 1992) e ja foi observada em galhas de Baccharopelma
dracunculifolia por Arduin et al. (2005) e de Pseudotectococcus rolliniae por
Gongcalves et al. (2008).
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Perfis Histoquimicos

O perfil histoquimico detectado nas galhas de Eriogalococcus em P.
grandiflorum é similar aquele do foliolo ndo galhado, diferindo apenas ao contetdo
lipidico presente apenas em foliolos. Das demais substancias do metabolismo primario
testadas, as reacdes foram positivas para aclcares redutores e proteinas, tanto nos
foliolos quanto nas galhas. Nestas, o sitio de reac&o foi exclusivamente em células do Ci
localizadas no topo da camara ninfal, denotando ser produto direto do dreno gerado pelo
estimulo alimentar do galhador (Weis et al. 1988, Schronrogge et al. 2000, Raman et al.
2006, Alvarez et al. 2009). Tal inferéncia é proposta devido a localizac3o restrita destes
sitios de reacdo quando comparados a amplitude dos locais de armazenagem de amido
em galhas de sugadores detectados por Oliveira et al. (2006) e Alvarez et al. (2009).

Nas galhas senescentes, com o fim do estimulo do galhador e consequente
diminuicdo no metabolismo da galha, agucares redutores ndo sdo observados e proteinas
séo bastante escassas.

A reacdo ao vermelho de ruténio foi detectada exclusivamente nas células
mucilaginosas tanto dos foliolos ndo galhados quanto das galhas em suas diferentes
fases, indicando a natureza peéctica do conteddo celular. Em geral, pectinas contribuem
para a hidratacdo da parede celular, garantem forca e flexibilidade a 6rgdos néo-
lignificados, participam da adesdo intercelular e no controle de feridas e agentes
patogénicos (Mastroberti & Mariath 2008).

Com relacdo aos compostos do metabolismo secundario, a reacdo para
compostos fendlicos foi positiva nos foliolos e em todas as fases da galha, e pode estar
associado a tecidos com intensa divisdo celular (Abrahamson et al. 1991) ou a defesa
contra inimigos naturais (Nyman & Julkunen-Tiitto 2000). Desde a fase de inducéo das
galhas de P. grandiflorum, os fendlicos sdo detectados em sitios proximais ao ponto de
estimulo. Tendo em vista que essas substancias participam da inibicdo das AlA oxidases
(Hori 1992), parece coerente relaciona-las aos sitios de incremento de divisdes
celulares. Outro aspecto relevante é o papel dos fenolicos na defesa das plantas contra
herbivoria. Contudo, para os Eriococcidae de P. grandiflorum, a concentracdo de
fendlicos parece ndo oferecer resisténcia haja vista a alta taxa de infestacdo e a
capacidade de estabelecimento em tecidos jovens ricos em fendlicos. Pela similaridade
entre os perfis histoquimicos dos tecidos ndo galhados e das galhas em termos de

lipidios, acUcares, proteinas, pectinas e fendlicos, pode-se inferir que o galhador
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manipula a constituicdo quimica dos tecidos de P. grandiflorum dentro dos limites

metabdlicos desta espécie vegetal.
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Capitulo I11

Teores de clorofilas no sistema Eriogalococcus gen. nov. -

Pseudobombax grandiflorum (Cav.) A. Robyns (Malvaceae)



RESUMO

Herbivoros galhadores manipulam a morfogénese dos tecidos atacados e alteram o
funcionamento do 6rgdo hospedeiro de modo a garantir abrigo, alimento e protecao
contra inimigos naturais. Além da morfogénese, modificagcbes quimicas e fisiologicas
ocorrem devido a formacdo de galhas. Nas folhas, destacam-se modificagdes no tecido
clorofiliano e a quantidade de clorofilas presentes. Espera-se que em galhas
intralaminares, os teores de clorofilas sejam similares aqueles do mesofilo adjacente.
Utilizando dois métodos de quantificacdo de clorofilas - extracdo quimica e medicGes
com clorofilometro - no sistema Eriogalococcus - P. grandiflorum, o objetivo do
trabalho é comparar os teores de clorofilas nos tecidos de foliolos jovens e maduros e de
galhas jovens e maduras, de modo a responder as seguintes perguntas: (1) ha correlacéo
entre os valores de clorofilas expressos em ug/g e em SPAD? (2) Ha diferencas nos
teores de clorofilas entre foliolos ndo galhados e galhas? (3) A presenca de galhas altera
0 teor de pigmentos nos foliolos hospedeiros em relacdo aos ndo galhados? (4) As
diferencas e/ou similaridades encontradas estdo relacionadas ao grau de maturidade dos
tecidos ou a aspectos morfologicos? Muito embora seja intralaminar, a galha de
Eriogalococcus apresenta teores de clorofilas distintos daqueles do mesofilo adjacente e
independentes do grau de maturidade dos tecidos. Pela avaliacdo estrutural, pode-se
concluir que ha influéncia da forma na funcdo fotossintética dos tecidos, pois o
percentual de clorofilas e tecido clorofiliano € menor nas galhas, e ndo difere entre

foliolos galhados e nao galhados.

Palavras chave: clorofilas, galhas, interacdo inseto-planta, SPAD
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ABSTRACT

Galling herbivores manipulate the normal morphogenesis of their host plant tissues, and
alter their functions so as to ensure shelter, food and protection against natural
enemies. In leaves, the formation of galls can cause structural changes in chlorophyllous
parenchyma, and alter the amount of photosynthetic pigments, as well. It is expected
that in intralaminar galls, chlorophyll contents should be similar to those of adjacent
mesophyll. Using two methods of quantification of chlorophylls — chemical extraction
and measurements with a chlorophyllometer — the system Eriogalococcus -
P. grandiflorum was addressed with the objective of comparing the chlorophyll content
in the tissues of young and mature non galled leaflets, and of young and mature galls, to
answer the following questions: (1) is there any correlation between the values of
chlorophyll in pg/g and in SPAD? (2) Are there any differences in chlorophyll contents
between non galled leaflets and galls? (3) Does the presence of galls alter the pigment
contents in the host leaflets when compared to the non galled ones? And (4) are the
differences and/or similarities related to the age of the samples or to their
morphology? Although the gall of Eriogalococcus is intralaminar, chlorophyll contents
is distinct from that of adjacent mesophyll, and independent of the degree of maturity of
the tissues. By structural evaluation, we could conclude that there is an influence of the
shape in the function of photosynthetic tissues, because the percentage of chlorophyll
and chlorophyllous tissue are lower in galls than in non galled tissues, and did not differ

between non galled and galled leaflets.

Palavras chave: chlorophyll, galls, insect-plant interaction, SPAD
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INTRODUCAO

Herbivoros galhadores manipulam a morfogénese dos tecidos atacados (lsaias
1998; Moura et al. 2008, Oliveira & Isaias 2009) o que pode alterar o funcionamento do
6rgdo hospedeiro, mesmo que localmente. Esta manipulagdo influencia a arquitetura, a
reproducdo (Silva et al. 1996) e também aspectos da fisiologia da planta hospedeira
(Larson 1998; Aldea et al. 2006; Raman et al. 2006).

Nas folhas, a formacdo de galhas pode ocasionar modificagfes estruturais no
tecido clorofiliano e alterar a quantidade pigmentos (Yang et al. 2003; Castro 2007;
Yang et al. 2007, Fleury 2009). Tais modificacbes podem ser devidas ao fato de o
nitrogénio e o carbono, importantes na construcdo do aparato fotossintético, serem
realocados para 0 metabolismo secundario (Gottlieb et al. 1996) o que afeta a sintese de
clorofila, produto do metabolismo priméario do vegetal (Taiz & Zeiger 2004, Littge
1997).

Em geral, a razdo entre as clorofilas a e b € 3 (Lichtenthaler 1987), e a variacéo
dessa proporcdo gera maior ou menor eficiéncia na absorcéo de energia (Luttge 1997).
O que pode ser avaliado pela quantificacdo de clorofilas. Nas folhas, esta é usualmente
determinada por extracdo quimica seguida de leitura em espectrofotometro
(Lichtenthaler & Wellburn 1983) ou ainda, com uso de medidores portateis
(clorofilometro) que permitem medicdes instantaneas do valor correspondente ao teor
de clorofilas totais (Dwyer et al. 1991, Argenta et al. 2001a). Os valores sdo calculados
pelo equipamento com base na quantidade de luz transmitida pela folha, em dois
comprimentos de onda com diferentes absorbancias da clorofila (Minolta 1989). Para
utilizar um medidor portéatil e expressar os resultados em pg/g é necesséario calcular a
correlacdo entre os valores obtidos com a extracdo quimica e com o aparelho (Xu et al.
2000, Argenta et al. 2001b, Yamamoto et al. 2002, Esposti et al. 2003, Wang et al.
2004). As regressdes lineares estabelecidas indicam relagdo proporcional entre a
concentracdo de pigmentos e a absorbancia prevista pela Lei de Beer, a qual postula que
a absorbancia é proporcional ao coeficiente de absor¢do molar, ao trajeto da luz através
do tecido e a concentracdo uniforme de tecido (Eisenberg e Crothers 1979).

A quantificacdo dos pigmentos pode gerar informacGes a respeito do estado
fisioldgico dos tecidos (Sims & Gamon 2002), bem como esta relacionada a parametros
morfoldgicos. Os teores de clorofilas totais, por exemplo, estdo relacionados a area

relativa ocupada por parénquima clorofiliano nos 6rgdos analisados. Muitas galhas
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apresentam coloracdo verde, podendo se estabelecer como 6rgdos adventicios ou
imersos no limbo foliar, como observado nas galhas de Eriogalococcus gen. nov.
(Hodgson 2010, unp. data) em Pseudobombax grandiflorum (Magalhdes 2010, cap. 1).
Espera-se que em galhas intralaminares, os teores de clorofilas sejam similares aqueles
do mesofilo adjacente. Utilizando dois métodos de quantificacdo de clorofilas - extracéo
quimica e medigdes com clorofildmetro - no sistema Eriogalococcus - P. grandiflorum,
o0 objetivo do trabalho é comparar os teores de clorofilas nos tecidos de foliolos jovens e
maduros e de galhas jovens e maduras, e responder as seguintes perguntas: (1) ha
correlacdo entre os valores de clorofilas expressos em pg/g e em SPAD? (2) Ha
diferencas nos teores de clorofilas entre foliolos ndo galhados e galhas? (3) A presenca
de galhas altera o teor de pigmentos nos foliolos hospedeiros em relacdo aos nao
galhados? (4) As diferencas e/ou similaridades encontradas estdo relacionadas a idade

das amostras ou a aspectos morfologicos?

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

A populacdo de Pseudobombax grandiflorum (Cav.) A. Robyns (Malvaceae)
estudada situa-se em area de afloramento calcario na Gruta da Lapinha, uma floresta
estacional semidecidual (IBGE, 1992) a 746m de altitude (19°33°67” S; 043°57°54”
W), localizada no Parque Estadual do Sumidouro, municipio de Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brasil. O material vegetal fértil estd depositado no herbario BHCB da
Universidade Federal de Minas Gerais (N° registro - 133730).

Dosagem de pigmentos

Foliolos jovens (n=20) e galhas jovens (n=20) foram coletados de 10 individuos
em Setembro de 2008. Foliolos maduros (n=20) e galhas maduras (n=20) foram
coletados de 10 individuos em Outubro de 2008. Cada amostra de tecido ndo galhado
consistiu de cinco discos e cada amostra de galha, de trés galhas inteiras, ambas com
peso conhecido. O teor de clorofilas em cada disco e em cada galha foi medido com o

clorofilometro SPAD-502 (Konica Minolta), que mede a transmitancia da radiagdo
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vermelha (650 nm) e infravermelha (940 nm) direto da folha e calcula o valor de SPAD
(Soil Plant Analytical Development) (Minolta 1989). As mesmas amostras foram
submetidas a extracdo das clorofilas em acetona 80% seguida de maceragdo e
centrifugacdo, leitura em espectrofotometro e quantificacdo segundo as equacgdes
propostas por Lichtenthaler & Wellburn (1983), com os valores expressos em ug/g de
massa fresca (MF). Com os valores obtidos da extracdo quimica e da leitura com o
clorofildmetro foi padronizada uma regresséo linear.

O teor das clorofilas também foi medido em foliolos ndo galhados (n=20) e
galhados (n=20) durante o desenvolvimento das galhas.

Quantificacdo da area ocupada por tecido fotossintetizante

Para quantificar a area de tecido clorofiliano foram obtidos cortes a mao livre
do terco medio de foliolos maduros e da regido mediana de galhas maduras. Para tanto
foram coletados nove foliolos e nove galhas em trés individuos de P. grandiflorum, e
feitas trés repeticdes por amostra. Os cortes foram montados em glicerina 50% para

realizacdo de medidas com o software AxioVision 4.7® (Zeiss 2008).
Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa JMP® (SAS
Institute, US, 1989-2002). Foram feitos testes de normalidade e homogeneidade. Para os
dados normais e homogéneos aplicaram-se testes ANOVA/Tukey, e para os dados nao
paramétricos os testes de Kruskal-Wallis. Os graficos foram feitos com o software
Graph Pad Prism®5.0 (Motulsky 1992-2009).

RESULTADOS

A correlagdo entre os teores de clorofilas expressos em ug/g e SPAD mostrou-se
significativa para os foliolos (figura 1A) e ndo significativa para as galhas (figura 1B).
Nas equacOes obtidas nessas correlacGes, o valor de p foi menor que 0,001 para 0s

foliolos. Contudo, nas galhas, o valor de p foi 0,17 (ndo significativo).

66



Os teores de clorofila a e clorofilas totais sdo maiores nos foliolos maduros
enquanto que os teores de clorofila b sdo iguais em foliolos jovens e maduros. N&o se
observam diferencas entre os teores de clorofilas a, b e totais entre galhas jovens e
maduras. A razdo clorofila a / b foi maior no foliolo jovem, e similar no foliolo maduro,
galha jovem e galha madura nas amostras submetidas a extracdo quimica (tabela 1).

Tabela 1. Teores de clorofilas obtidos por extracdo quimica em foliolos e galhas no sistema Eriogalococcus - P.
grandiflorum. Valores expressos em nug/g (MF).

Clorofila a Clorofila b Clorofila total Clorofila a/b
Foliolo jovem 1025,05+ 134,63 b 266,16 + 39,69 a 1265,60+ 200,01 b 3,80+0,37a
Galha jovem 93,03+33,66C 43,50+ 16,83 b 136,59+ 455¢ 2,35+0,95b
Foliolo maduro 1308,16 + 115,00a 359,70+ a 1640,40£198,26a 2,71+0,16 b
Galha madura 89,63 + 25,86 ¢ 31,00+ b 122,30 + 36,05 ¢ 3,01+0,54b

Resultados seguidos pela mesma letra na vertical ndo diferem significativamente (ANOVA, seguido por testes multiplos de Tukey; a
=0,05).

Ja na quantificacdo de clorofilas totais usando o clorofilometro SPAD-502, o
valor de SPAD foi menor no foliolo jovem do que no maduro e nas galhas o valor de
SPAD foi menor na galha jovem do que na galha madura (figura 2).

Os valores de SPAD em foliolos ndo galhados e galhados sdo iguais entre as
amostras ao longo do ciclo fenolédgico da galha. Os menores valores foram encontrados
na primeira amostragem que corresponde ao inicio do ciclo, seguido por um aumento
significativo nas duas amostragens subsequentes e um novo aumento significativo na
quarta amostragem a partir da qual os valores estabilizam (figura 3).

A érea relativa ocupada por tecido clorofiliano foi de 61,8% nos foliolos nédo
galhados, 64,3% em regides ndo galhadas de foliolos galhados e de 30,1% nas galhas
(figura 4). A distribuicdo do parénquima clorofiliano nos foliolos € uniforme ocupando
todo o mesofilo (figura 5A), entretanto nas galhas apenas as camadas do cortex externo

apresentam clorofilas (figura 5B).
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Figura 1. Sistema Eriogalococcus — Pseudobombax grandiflorum. Comelagio
entre os teores de clorofilas obtidas pelos métodos de extragio quimica (pg/g)
¢ leitura pecho clomfilbmetro SPAD-502 (SPAD). A — Foliok. B — Galha
SPAD (Soil Plant Analytical Development).
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Figura 2. Sistema FEriogalococcus — Pseudobombax grandifiorum. Teores de
clorofila obtidos pelo clorofildmetro SPAD-502 foliolos jovens (FJ), galhas
jovens (GJ), foliolos maduros (FM) e galhas maduras (GM). Resultados seguidos

pela letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P=0,05).
SPAD(Soil Plant Analytical Development).
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Figura 3. Sistema Eriogalococcus — Pseudobombax grandiflorum. Teores de clomofila obtidos pelo
clorofilémetro SPAD-502 foliolos nao palhados (FNG) e palhados (FG), em 2009. Resultados sepuidos
pela letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P=0.05). FNG (foliolos nio galhados),
FG (foliolos galhados) ¢ SPAD (Soil Plant Analytical Development).
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Figura 4. Sistema Eriogalococcus — Pseudobombax grandiflorum. Area relativa ocupada por
parénquima clorofiliano em foliolos e palhas. Resultados sepuidos pela mesma ktra ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey (P=0,05). FNG (foliolo nfio galhado), PNGFG
(parte ndo palhada de foliolo galhado), G (galha).



Figura 5. Sistema Friogalococcus — Pseudobombax grandiflorum A — Secgiio transversal de foliolo. B —
Seccdo transversal de galha Parénquima palicadico (Pp), par€nquima lacunoso (Pl), cortex extemo (Ce),

cortex mediano (Cm), cortex interno (Ci).



DISCUSSAO

A correlagdo significativa entre 0 método convencional de extracdo de clorofilas
(Lichtenthaler & Wellburn 1983) e as leituras obtidas com o uso do SPAD-502 (Minolta
1989) mostra a aplicabilidade deste aparelho para a analise de foliolos, todavia seu uso
ndo foi eficiente para as galhas de Eriogalococcus em P. grandiflorum. A correlacdo
ndo significativa encontrada nas amostras de galhas pode estar relacionada a
distribuicdo diferencial das clorofilas ou a reflexdo dos fotons (Monje & Bugbee 1992,
Markwell et al. 1995). Até agora, nenhum estudo quantitativo investigou como esses
desvios das hipdteses subjacentes a Lei de Beer podem influenciar a correlacdo entre
clorofilas e as leituras pelo SPAD (Uddling et al. 2007). No sistema em estudo,
pressupde-se que a ndo significancia dos valores encontrados para as galhas esteja
relacionada as caracteristicas morfoldgicas da estrutura.

Apesar da ndo significancia observada para as amostras de galhas, a
determinacdo do teor de clorofilas pelo clorofilometro apresenta algumas vantagens
sobre 0 método de extracdo. A leitura € realizada em poucos minutos; o aparelho tem
baixo custo de manutencdo e ndo sdo utilizados reagentes quimicos (Piekielek & Fox,
1992). No estudo de galhas, somam-se as vantagens da amostragem ser ndo destrutiva,
as medidas serem feitas no campo e a viabilidade de avaliacbes sazonais. Contudo,
levando-se em consideracdo que nas amostras de galhas jovens os teores de clorofilas
encontrados sejam iguais ao de galhas maduras pelo método de extracdo quimica e
diferentes pela leitura do SPAD, o uso deste aparelho requer recomendacdes. Tal uso
depende de no sistema a ser estudado, a correlacdo entre os dados obtidos pelos
métodos de extragdo ser significativa, garantindo a confiabilidade dos resultados.

A similaridade entre os teores de clorofilas totais obtidos pelo clorofilometro
entre foliolos maduros e galhas maduras pode ser considerada incorreta uma vez que 0s
valores obtidos pelo método de extracdo quimica foram cerca de 10 vezes maiores nos
foliolos maduros do que nas galhas maduras. Sabe-se que a formacdo de galhas leva a
um tipo de mutacdo na producdo de pigmentos fotossintéticos, com alteracGes em
proteinas do PS1 e do PS2 (Yang et al. 2007) e diminuicdo no teor de pigmentos (Yang
et al. 2003; Castro 2007; Yang et al. 2007, Fleury 2009). No sistema estudado, é
observada uma diminuicdo do teor de clorofilas e menos da metade da area relativa
ocupada por tecido clorofiliano nas galhas quando comparadas a tecidos ndo galhados, o

que provavelmente ira refletir na eficiéncia fotossintética. Este pode, a principio, ser um

73



padréo decorrente da inducdo de galhas, pois mesmo em projecdes foliares de galhas de
Pisphondyllia brasiliensis em Guapira opposita, com altos niveis de similaridade com a
folha tanto em termos anatdmicos quanto em aparato fotossintético, o teor de pigmentos
foi menor (Fleury 2009).

A presenca de galhas comumente afeta a expansdo das folhas hospedeiras
(Goncalves et al. 2005, Castro 2007, Lima 2008) e consequentemente a &rea
fotossintetizante final. Pode-se, portanto supor que os danos fisioldgicos aos foliolos
hospedeiros atinjam também o teor de pigmentos. A comparacdo entre os teores de
clorofilas nos foliolos galhados e ndo galhados indica que a presenca de galhas ndo
influencia no teor destas nos foliolos de P. grandiflorum, pois ndo ha aumento do teor
de clorofilas nos foliolos galhados a fim de compensar a area perdida para as galhas.

Em geral, as clorofilas a e b ocorrem em razdo aproximada de 3 (Lichtenthaler
1987). Em situagdes de baixa densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos ou
baixas intensidades luminosas, 0 aumento de clorofila b garante uma eficiéncia maior na
absorcdo de energia (Llttge 1997). Esta parece ser a estratégia adotada pelos foliolos
maduros e pelas galhas jovens. Nas galhas maduras, por sua vez, a razdo clorofila a/b é
igual a 3. Embora a razdo das clorofilas nas galhas de Eriogalococcus em P.
grandiflorum esteja dentro do padrdo, os baixos teores de clorofilas em pg/g podem
limitar a eficiéncia fontossintética.

Muito embora seja intralaminar, a galha de Eriogalococcus apresenta teores de
clorofilas distintos daqueles do mesofilo adjacente e independentes do grau de
maturidade dos tecidos. Pela avaliacdo estrutural, pode-se concluir que ha influéncia da
forma na funcdo fotossintética dos tecidos, pois o percentual de clorofilas e tecido
clorofiliano é menor nas galhas, e ndo difere entre foliolos galhados e ndo galhados. A
alteracdo dos teores de clorofilas nestas galhas provavelmente afeta a fotossintese, mas

somente pesquisas futuras poderdo comprovar queda no rendimento fotossintético.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo de galhas em Pseudobombax grandiflorum contribui para o
conhecimento da dindmica dos sistemas galhador-planta hospedeira envolvendo
espécies caducifélias na regido neotropical. Ademais, este estudo permitiu a descoberta
de um novo género Eriogalococcus gen. nov. (Hodgson 2010, unp. data) ressaltando a
importancia das galhas como microambientes ainda pouco explorados em termos de
biodiversidade.

Em se tratando de uma espécie caducifolia, a associacdo com P. grandiflorum
requer que o galhador apresente sincronia fenolégica com a planta hospedeira, o que
pode ser um padrdo haja visto tal fendmeno ter sido previamente detectado em outro
sistema envolvendo outra espéecie de Eriococcidae.

Muito embora seja comum que o dimorfismo sexual dos Ericoccidae reflita no
fendtipo das galhas, no sistema Eriogalococcus - P. grandiflorum tal fato ndo foi
morfologicamente registrado. Do ponto de vista anatdmico, as variacdes se restringem
ao formato da cdmara ninfal e ao sistema de revestimento desta. As similaridades séo
portanto numerosas, ressaltando-se o carater exclusivamente parenquimatico do corpo
das galhas, a abundancia de feixes floematicos e células mucilaginosas. Com relacao
aos mecanismos de emergéncia dos adultos, a galha em estudo tem sua abertura
obliterada por tricomas neoformados diferenciados a partir de células protodérmicas.
Tanto a natureza parenguimatica da galha quanto a sua abertura relativamente pouco
protegida confrontam a quase auséncia de ataque por inimigos naturais evidenciado em
galhas de Eriococcidae e corroborado neste sistema. Este tdpico merece maiores
esforcos do ponto vista ecologico, de modo a elucidar os mecanismos de controle da
populacdo destes galhadores.

Outro aspecto relevante do sistema em estudo advém da avaliacdo estrutural,
pela qual se pode concluir que ha influéncia da forma na funcdo fotossintética dos
tecidos. O percentual de clorofilas e tecido clorofiliano foi menor nas galhas e
Eriogalococcus em comparacdo aos foliolos galhados e ndo galhados, mesmo a galha
sendo intralaminar e apresentar coloracdo similar aquela das laminas ndo galhadas.
Além dos teores de pigmentos, os perfis histoquimicos dos tecidos ndo galhados e das

galhas mostraram-se similares, denotando que os galhadores manipulam a constitui¢cdo
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quimica dos tecidos de P. grandiflorum dentro dos limites metabdlicos desta espécie
vegetal.

As galhas de Eriococcidae revelam-se como laboratorios interessantes para
estudos ecoldgicos, estruturais, quimicos e citolégicos. Além das estruturas de defesa
relativamente escassas e as baixas taxas de mortalidade, o sistema Eriogalococcus-P.
grandiflorum podera ser objeto de estudos futuros relativos, por exemplo, as estratégias
de sobrevivéncia das ninfas de 1° instar nos momentos da caducifolia total das plantas
hospedeiras. Ademais, face ao conhecimento sobre o ciclo destas galhas, e em sendo
este restrito a poucos meses no ano, ha viabilidade da realizagdo de estudos citoldgicos,
histoquimicos e imunocitoquimicos 0s quais gerardo conhecimentos inéditos sobre 0s

mecanismos de desenvolvimento das galhas.
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