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Resumo Geral

Galhas entomdgenas sdo estruturas compostas de tecidos vegetais diferenciados que
fornecem abrigo, protecdo e nutricdo ao indutor e seus descendentes. A relacdo entre a
planta hospedeira e o galhador é geralmente espécie-especifica, havendo para cada
morfotipo de galha um unico inseto indutor relacionado. No entanto, uma mesma planta
hospedeira pode responder a estimulos de galhadores diferentes, como € verificado nas
chamadas super-hospedeiras, ou apresentar modificacdes nestas estruturas em resposta
aos estimulos de outros organismos, como inquilinos. Schinus polygamus (Cav.) Cabrera
(Anacardiaceae) é uma super-hospedeira de herbivoros galhadores, dentre os quais
destaca-se Calophya aff. duvauae Scott, o qual induz galhas foliares cuja coloracao varia
de vermelho vivo a verde na superficie adaxial e que apresentam um endoparasitoide
Hymenoptera sp. 1 (H1) e dois inquilinos, um Hymenoptera sp. 2 (H2) e um Lepidoptera
sp. (LP) associados. Coletas trimestrais foram realizadas entre junho de 2008 e marco de
2009 em uma populacédo localizada na cidade de Cangucu, Rio Grande do Sul, Brasil. A
maioria das galhas ocorreu na regido mediana da folha, havendo um predominio de
galhas vermelhas em relacdo as verdes. Por ser a maioria destas ultimas portadora de
indutores com malformacdes ou outros niveis tréficos, conclui-se que a cor vermelha
decorre do estimulo constante do indutor. HA uma reducdo expressiva do teor de
pigmentos fotossintéticos e fotoprotetores nas galhas, reducdo esta, no caso de
antocianinas totais, maior nas galhas verdes. A inducdo ocorre preferencialmente em
folhas jovens, podendo também se dar em folhas maduras, havendo rediferenciagdo dos
tecidos em decorréncia da indugcédo. A galha madura caracteriza-se pela homogenizacéo
do parénguima, neoformacédo de feixes vasculares, hipertrofia e hiperplasia teciduais e
auséncia de tecido nutritivo e lignificacdo, alteracdes relacionadas ao habito alimentar
sugador do calofideo. A presenca de H1 ndo causou alteragbes anatbmicas ou,
alternativamente, induziu o crescimento de células nutritivas isoladas, projetadas para o
interior da camara ninfal. H2 induz a formagé&o de tecido nutritivo abundante, enquanto LP
ndo provoca alteragbes teciduais, além dos vestigios de sua atividade alimentar nas
células epidérmicas da camara ninfal. Galhas com o indutor ou contendo H1 ou H2
provocam alteracdes na localizacdo de substancias dos metabolismos priméario ou

secundario, mas ndo provocam nem suprimem a sintese destes compostos.



Abstract

Insect galls are structures composed of different plant tissues that provide shelter,
protection and nourishment to the inductor and their descendants. The relationship
between host plant and gall inducer is usually species-specific, with each gall morphotype
being related to a single galling insect. However, a host plant can respond to different
insect stimuli, as it is found in so-called super-host, or it may present variations in these
structures in response to the action of an inquiline. Schinus polygamus (Cav.) Cabrera
(Anacardiaceae) is a super-host of galling herbivores, among which Calophya aff. duvauae
Scott stands out by inducing leaf galls whose color varies from red to green in the adaxial
surface. These galls may have a Hymenoptera sp. 1 (H1) endoparasitoid and two
associated inquilines, a Hymenoptera sp. 2 (H2) and Lepidoptera sp. (LP). Samples were
collected quarterly, between June 2008 and March 2009, in a population in the city of
Cangucu, Rio Grande do Sul, Brazil. Most galls occurred in the median part of the leaf,
with a predominance of red galls in relation to the green ones. The red color is presumably
due to the constant stimulus of the healthy gall inducer since the rate of malformed gallers
inside green gall was high. There is a notable reduction in the content of photosynthetic
and photoprotective pigments in the galls when compared to ungalled leaves, especially
for total anthocyanins of the green galls. The induction occurs preferentially in young
leaves, but it may also take place in mature leaves with the redifferentiation of the
tissues. The mature gall is characterized by the homogenization of the parenchyma, neo-
formed vascular bundles, hypertrophy and hyperplasia of the tissues and absence of
nutritive tissue and lignification, features which are related to feeding habit of the sucking
calophyd. The presence of H1 did not cause any anatomic changes or, alternatively,
induced the growth of isolated nutritious cells inside the nymph chamber. H2 induces the
formation of abundant nutritive tissue, while LP does not cause tissue damage besides the
vestiges of its feeding activity in epidermal cells of the nymphal chamber. Galls containing
the inducer, H1 or H2 induced changes in the allocation of substances from primary and

secondary metabolism, but did not cause or suppress the synthesis of these compounds.
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Introducéo Geral

Segundo uma definicho mais generalista, o conceito de galha aborda variadas
estruturas vegetais geradas como resultado de hipertrofia e hiperplasia celulares sob a
influéncia de um organismo parasita (Mani 1964, Isaias 1998). Estas estruturas incluem
crescimentos indiferenciados causados por insetos, fungos, bactérias, nematodios,
acaros, algas verdes e até algumas plantas (Mani 1964, 1992; Roskam 1992). As galhas
entomdgenas, no entanto, sdo notadamente distintas dos crescimentos amorfos induzidos
por fungos e bactérias, pois constituem estruturas altamente simétricas e complexas
(Abrahamson & Weis 1997, Raman 2007).

A relacdo entre galhadores e plantas hospedeiras é essencialmente parasitica,
uma vez que ndo ha beneficios conhecidos para estas ultimas (Abrahamson & Weis 1997,
Schrénrogge et al. 2000). A galha s6 beneficia o galhador, e muito embora estudos
sugiram que originalmente estas estruturas tenham sido primeiramente formadas como
defesa da planta, que isolaria um parasita danoso a ela, dentro da galha, os insetos
rapidamente conseguiram direcionar este crescimento em seu proprio beneficio (Price et
al. 1986).

Diversas hipédteses tém sido levantadas para explicar as pressées seletivas
responsaveis pela manutencao do habito galhador (Schronrogge et al. 2000). Dentre elas
destacam-se as hipéteses da nutricdo, do microambiente e de protecdo contra inimigos
naturais, cujos valores adaptativos foram discutidos por Price et al. (1987). A hip6tese da
nutricdo sugere que a manipulacdo dos tecidos da planta por parte do galhador otimiza a
obtencao de recursos alimentares, geralmente sendo os tecidos da galha mais nutritivos e
com menos compostos defensivos que as demais regides da planta (Price et al. 1987,
Hartley 1998). A hipétese do microambiente propde a existéncia de beneficios para o
galhador por ser o interior da galha um ambiente controlado, protegendo-o contra
condicBes abidticas desfavoraveis, especialmente dessecacdo (Price et al. 1987,
Fernandes & Price 1992, Crespi et al. 1997). A hipdtese do inimigo, por sua vez, se
concentra na possivel protecdo do galhador contra seus inimigos naturais, por estar
protegido dentro da galha (Hawkins et al. 1997, Stone & Cook 1998, Stone & Schrénrogge
2003). No entanto, esta hipotese € bastante controversa, uma vez que é grande a
frequéncia de predadores, inquilinos e parasitoides nos sistemas galhador-planta
hospedeira (Wiebes-Rijks & Shorthouse 1992, Abrahamson & Weis 1997, Cuevas-Reyes
et al. 2007).



Galhas séo induzidas em quase todos 0s grupos vegetais, mas predominam em
Angiospermas, das quais cerca de 93% ocorrem em eudicotiledoneas (Mani 1964).
Estudos sobre diversidade de insetos galhadores apontam familias de eudicotiledoneas
com uma maior riqueza destas interacdes que outras. No Brasil, podemos citar como
exemplo o estudo conduzido por Gongalves-Alvim e Fernandes (2001) que apontou as
familias Leguminosae, Asteraceae, Myrtaceae, Malpighiaceae e Rubiaceae como as de
maior riqueza de galhadores no bioma cerrado e o de Mendonca Jr. (2007) na Floresta
Atlantica do Rio Grande do Sul, na qual Fabaceae, Asteraceae e Myrtaceae constituem-
se as familias com maior diversidade. Em contrapartida, o estudo conduzido por Raman
et al. (2005) no subcontinente indiano destaca as familias Leguminosae, Moraceae,
Lauraceae, Combretaceae e Anacardiaceae. Esta ultima inclui 875 espécies, distribuidas
em 70 géneros (Simpson 2006) e é uma familia de pouco destaque nos levantamentos de
biodiversidade de galhas, embora responda por 9,2% de todos os tipos de galhas
descritas na flora chilena (NOfiez & Saiz 1994). Nesta familia, o género Schinus L.
compreende cerca de 30 espécies de arvores e arbustos nativos da América do Sul (Peru,
Bolivia, Paraguai, Uruguai, Argentina, Chile e Regido Sul do Brasil). Nestes paises, €
grande o registro de ataques por insetos (Burckhardt & Basset 2000), sendo alguns
destes restritos a Schinus ou a Anacardiaceae. As galhas destas plantas chamam a
atencdo pela variedade de formas, sendo conhecidas desde o século XIX.

O género Schinus como um todo é conhecido pela consideravel variabilidade
morfolégica, o que dificulta a definicdo taxondmica de algumas espécies (Saiz & Nufiez
1997, Burckhardt & Basset 2000). Esta indefinicdo também ocorre para S. polygamus,
devido a diferencas no formato, tamanho e indumento das folhas. Desde a primeira
descricdo desta espécie, com o nome de Amyris polygama (Cavanilles 1795, apud
Barkley 1944), muitos foram os sinbnimos, até Cabrera (1938, 1939) classificar todas as
espécies de Schinus préximas como Schinus polygamus, dada a extensa variabilidade
fenotipica destas e por ndo apresentarem caracteres diferenciais suficientes. Fleig (1985,
1987, 1989) examinou tal questdo e, com base em comparacdes estatisticas de varias
caracteristicas morfolégicas, ndo encontrou diferencas suficientes para a definicdo de
novas espécies. Schinus polygamus é a Unica espécie deste género que apresenta folha
simples e ramos espinescentes, tornando-se de facil reconhecimento no campo (Fleig
1979, 1985). Portanto, embora controversa, no presente trabalho a posicédo taxondmica
dessa espécie é considerada no senso lato, seguindo a argumentacao de Cabrera (1938,
1939) e Fleig (1985, 1987, 1989).



A espécie considerada neste estudo, Schinus polygamus (Cavanilles) Cabrera &
um arbusto polimorfico, perene, com tamanho variando de 1-2,5 m de altura, sendo
encontrado isoladamente ou como individuos agregados em pequenos grupos (Caballero
& Lorini 2000). Segundo Oliveira (2005), a distribuicdo de S. polygamus (assobieira) para
a Ameérica Latina é vasta, ocorrendo no Brasil desde o sul de Minas Gerais até o Rio
Grande do Sul, tendo sido em muitos paises introduzida como planta ornamental. Em
alguns paises, como o Chile, é utilizada na medicina local, como combustivel ou plantada
para cercamento (Burckhardt & Basset 2000). De acordo com Erazo et al. (2006), a
infusdo das folhas é utilizada para a limpeza de feridas e como antipirético e anti-
inflamatério, a esséncia obtida do cozimento da casca para o tratamento de artrite e dores
nos pés e a resina extraida da casca no alivio de dores musculares e nos tenddes,
fraturas e irritacBes da pele. Os autores atribuem estas propriedades farmacoldgicas a
compostos secundarios, tais como flavonoides, mono e sesquiterpenos. Sabe-se que
varios destes compostos possuem atividade antimicrobiana e anti-herbivoria.

Os insetos indutores de galhas em Schinus polygamus pertencem a superfamilia
Psylloidea (Hemiptera) e as familias Cecidomyiidae (Diptera) e Cecidosidae (Lepidoptera)
(Séiz & Nufiez 1997). As galhas foliares de Schinus séo induzidas por psiloideos (Saiz &
Nufiez 1997) e pertencem a dois géneros, Calophya (Calophyidae) e Tainarys (Psyllidae:
Rhinocolinae), sendo as espécies relacionadas a Schinus polygamus: C. andina, C.
duvauae, C. rubra, C. scrobicola, C. mammifex, Tainarys maculipectus, T. schini e T.
venata (Burckhardt & Basset 2000).

Dentre as ordens de insetos galhadores, grande destaque tem sido dado a
Hymenoptera e Diptera. Os Hemiptera, por sua vez, aparecem em um namero
relativamente menor de investiga¢cdes, principalmente na regido neotropical (Goncalves-
Alvim & Fernandes 2001, Maia & Fernandes 2004, Oliveira & Maia 2005). As espécies de
Hemiptera com habito galhador estdo distribuidas em quatro superfamilias: Aphidoidea,
Psylloidea, Coccoidea e Aleyrodoidea (Raman 2003). Psylloidea compreende cerca de
3000 espécies descritas, sendo mais abundante nos trépicos e em regides temperadas do
hemisfério sul; a regido Neotropical €, provavelmente, a mais rica em espécies de
psiloideos de todas as regibes biogeograficas (Burckhardt 2005). Os Psylloidea séo
geralmente especificos ao hospedeiro, particularmente durante sua fase ninfal, composta
de cinco instares. As ninfas de psiloideos galhadores apresentam modificacdes
morfolégicas em relacdo aqueles de vida livre, como formato corporal mais arredondado e

patas mais curtas. Muitas ninfas sdo recobertas total ou parcialmente por ceras e sua



atividade alimentar é responsavel pela inducdo da maioria das galhas de psiloideos.
(Burckhardt 2005). Raramente o adulto causa deformacdes na planta hospedeira
(Burckhardt 2005).

Sendo portadores de aparelho bucal perfurador-sugador, que € inserido no tecido
vegetal, os Hemiptera induzem uma variedade de tipos de galhas, das mais simples as
mais complexas (Dreger-Jauffret & Shorthouse 1992). O seu aparelho bucal é constituido
por uma proboscide contendo dois pares de estiletes: um injeta saliva e outro suga os
fluidos de uma planta ou animal (Gullan & Martin 2003). A glandula salivar destes insetos
tem func@o excretora e contém altos niveis de enzimas, dentre outras substancias, que
podem estar relacionadas com a sua fitopatogenicidade (Ribeiro 1995, Hori 1992). A
maioria dos hemipteros € sugadora de floema e xilema (Rodrigues et al. 2007), embora
algumas espécies se alimentem no parénquima cortical ou no mesofilo (Meyer 1987,
Ronhfritsch & Anthony 1992, Burckhardt 2005).

Associados a relacdo espécie-especifica que se estabelece entre galhador e planta
hospedeira muitos outros niveis troficos ocorrem, sendo freqliente nestes sistemas a
presenca de parasitoides e inquilinos (Wiebes-Rijks & Shorthouse, 1992, Abrahamson &
Weis 1997, Laszl6 & Toéthmérész 2006). Estes alteram a dindmica populacional dos
indutores, por provocarem sua mortalidade (Ferreira et al. 1990, Wiebes-Rijks &
Shorthouse 1992, Laszl6 & Téthmérész 2006). A presenca de outros integrantes nas
galhas de Schinus é descrita na literatura (Burckhardt & Basset 2000), havendo relatos,
inclusive, de endoparasitoides em S. polygamus (Saiz & Nufiez 1997).

O fato da morfologia da galha refletir a filogenia dos galhadores e néo a filogenia
das plantas hospedeiras, em muitos dos casos estudados (Abrahamson & Weis 1997,
Crespi & Worobey 1998, Nyman 2000) demonstra que a localizacdo e a forma da galha
sdo determinadas pelo galhador, sendo, portanto, a galha um fenétipo estendido deste
(Dawkins 1982). A maioria das cerca de 13000 espécies de insetos capazes de induzir
galhas em plantas (Stone & Schronrogge 2003) é estritamente especifica a sua planta
hospedeira (Meyer 1987, Dreger-Jauffret & Shorthouse 1992), sendo cada morfotipo de
galha tipico da espécie que o induziu (Dreger-Jauffret & Shorthouse 1992, Redfern &
Askew 1992, Cuevas-Reyes et al. 2007, Raman 2007). Esta especificidade, no entanto,
parece ser restritiva apenas em relacdo ao inseto, uma vez que uma mesma planta
hospedeira pode responder a estimulos de galhadores diferentes, como € verificado nas
chamadas super-hospedeiras. Além disso, podem existir limites filogenéticos impostos

pela planta, como € observado no fato de, além de responder a estimulos de galhadores



diferentes, a planta ser capaz de responder a estimulos de organismos que modificam
estas estruturas, como é o caso dos inquilinos (Ferraz & Monteiro 2003, L&szlo e
Tothmérész 2006).

A definicdo destes limites face a entrada no sistema de parasitoides e predadores
torna a questdo das respostas morfogénicas nos sistemas planta hospedeira-guilda
associada um amplo laboratorio vivo a ser explorado. Além disso, as alteracdes
estruturais e quimicas decorrentes do processo de formacdo das galhas tém grande
influéncia na manutencdo do ciclo de vida dos galhadores, e consequentemente, dos
demais herbivoros associados.

Sendo assim, este trabalho tem por objetivos gerais:

1) Caracterizar o sistema Calophya aff. duvauae Scott-Schinus polygamus,
identificando possiveis sitios preferenciais de inducéo, alteracdes na area foliar,
estagios de desenvolvimento do indutor e da galha e alteracfes nos pigmentos
fotossintéticos e fotoprotetores;

2) Tracar a ontogenia da folha e da galha de Calophya aff. duvauae Scott em
Schinus polygamus;

3) ldentificar alteracfes anatbmicas provocadas nos tecidos da galha por inquilinos
e parasitoides, além de alteracbes populacionais entre estes insetos em relacéo
a cor da galha e ao longo do tempo e;

4) Verificar alteragbes histoquimicas decorrentes da indugdo e da entrada de

inquilinos e parasitoides no sistema.
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O sistema Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae)-Calophya aff.
duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae)

Resumo

Schinus polygamus é uma super-hospedeira de herbivoros galhadores, dentre os quais
destaca-se Calophya aff. duvauae Scott, o qual induz galhas cuja coloracdo varia de
vermelho vivo a verde na superficie adaxial. Neste estudo, coletas trimestrais foram
realizadas entre junho de 2008 e margo de 2009, com o objetivo de caracterizar o sistema
S. polygamus-Calophya aff. duvauae de uma populacdo localizada na cidade de
Cangucu, Rio Grande do Sul, Brasil. Verificou-se que as galhas sdo induzidas
preferencialmente na regido mediana da folha (53,2%) e ndo se constatou alteracdes
significativas na éarea foliar de folhas galhadas. Indutores de primeiros instares foram
encontrados em todas as amostras do ano, caracterizando o ciclo de vida como
multivoltino. Existe uma relacdo relativamente alta entre o instar do indutor e o tamanho
da galha, com galhas maiores correspondendo aos instares finais. A propor¢ao entre
galhas verdes (GVD) e vermelhas (GVM) variou ao longo das amostras, com maior (96%)
e menor (38%) quantidade de galhas vermelhas nos meses de setembro e dezembro,
respectivamente. Alteracfes nos teores de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e b,
totais e carotendides) e fotoprotetores (antocianinas) foram constatadas, sendo o teor
meédio de clorofilas a e b e clorofilas totais 70% menor nas galhas quando comparado as
por¢des intactas das folhas galhadas (PIFG). O teor de carotendides foi menor e a razao
clorofila a/b maior nas GVM em relacdo as demais amostras. O teor médio de
antocianinas totais diferiu em todas as amostras, sendo consideravelmente maior nos
limbos foliares quando comparado as galhas. Folhas ndo galhadas apresentaram o maior
teor de antocianinas totais, seguido pelas partes da folha préximas as GVM e GVD. Estas
Ultimas apresentam cerca de quatro vezes menos antocianinas em relacédo as folhas nao
galhadas. Alteragbes na proporcéo entre GVD e GVM e nos pigmentos relacionam-se
com a presenca de inimigos naturais, como parasitoides e inquilinos e/ou
microorganismos patogénicos, que causam morte prematura ou diminuicdo gradual do

estimulo responsavel pela manutencéo da estrutura e da cor da galha vermelha.

Palavras-chave: antocianinas, area foliar, assobieira, calofideos, clorofilas, galhas,

infestacéo
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Abstract

Schinus polygamus is a super-host of galling herbivores, including Calophya aff. duvauae
Scott one of the most common, which induces green or red galls on the adaxial surface of
the leaf. The collections were performed in three-month intervals between June 2008 and
March 2009, with the objective of characterizing S. polygamus-Calophya aff. duvauae
system in a population located in Cangucu Municipality, Rio Grande do Sul, Brasil. These
galls are preferentially induced in the mid portion of the leaf (53.2%) and there was no
significant change in leaf area because of gall development. Immature insects were
observed in all samples along one-year time, characterizing the life cycle of Calophya aff.
duvauae Scott as multivoltine. There is a relatively high correlation between the instars of
the inducer and the size of the gall, with larger galls corresponding to more advanced
instars. The ratio between red (RG) and green (GG) galls varied over the samples, with
the highest (96%) and lowest (38%) frequency of red galls observed in September, and
December 2008, respectively. Changes in the levels of photosynthetic (chlorophyll a and
b, total chlorophylls, and carotenoids), and protective pigments (anthocyanins) were found,
and the average amounts of chlorophyll b and total chlorophylls are 70% lower in galls
when compared to intacted portions of galled leaves (IPGL). The contents of carotenoids
was lower and the ratio of chlorophyll a/b higher in RG for the other samples. The average
content of total anthocyanins differed in all samples and was considerably higher in the
leaf when compared to galls. IPGL have the highest content of anthocyanins, followed by
the portions of the leaf near the RG and GG. The latter have about four times less
anthocyanins when compared to IPGL. Changes in the ratio of pigments in RG and GG
were related to the presence of parasitoids and / or pathogenic microorganisms that
caused premature death or gradual decrease in the stimuli responsible for maintaining the

structure and color of the red galls.

Key words: anthocyanins, calophyids, chlorophylls, galls, infestation, leaf area, Peruvian

peppertree

15



Introducao

Galhas sao estruturas compostas de tecidos vegetais diferenciados que fornecem
abrigo, protecdo e nutricdo ao indutor e seus descendentes (Shorthouse et al. 2005). A
relacdo entre a planta hospedeira e o galhador € geralmente espécie-especifica (Redfern
& Askew 1992), havendo para cada morfotipo de galha um dnico inseto indutor
relacionado. A galha é, portanto, um fenoétipo estendido deste (Dawkins 1982), com
tecidos vegetais modificados em sua funcéao.

Para haver sucesso na relacdo parasitica que resulta na galha, a escolha do local
para a oviposicdo é crucial para o galhador, uma vez que a galha é séssil e ser4 a
estrutura em cujo interior este ir4 passar parte ou todo o seu ciclo de vida (Weis et al.
1988, Rohfritsch 1992, Mendonca Jr. 2001). Sendo assim, parece haver uma tendéncia
evolutiva de oviposicdo em regides mais centrais na planta hospedeira, como regides
basais da folha ou no caule (Price & Roininen 1993), conferindo vantagens adaptativas ao
galhador, por evitar reacdes de abscisdo e competicdo intra-especifica e proporcionar
melhor controle do fluxo de nutrientes (Nyman et al. 2000).

Muitas vezes este sucesso € tao grande que resulta em altos indices de infestacao
nas plantas hospedeiras (Vrcibradic et al. 2000, Gongalves et al. 2005, Formiga et al.
2009) ou alteracbes nos padrdes morfolégicos destas, causando, por exemplo, reducéo
na area foliar (Gongalves et al. 2005).

Outro fator importante a ser considerado é o numero de gera¢des dos indutores ao
longo do ano, que esté relacionado a disponibilidade de recursos e de sitios favoraveis de
inducdo, havendo uma forte tendéncia de sincronizacdo dos ciclos dos galhadores a
fenologia da planta hospedeira (Fernandes et al. 1987, Weis et al. 1988, Rohfritsch 1992,
Ferraz & Monteiro 2003). Dessa forma, em espécies de clima temperado e/ou deciduas, €
compreensivel que haja muitos casos de univoltinismo, o que néo reflete necessariamente
um padrao. Estudos de sistemas galhador-planta hospedeira sdo menos abundantes em
locais com plantas perenes, como é o caso da regido neotropical (Espirito-Santo &
Fernandes 2007). Na superfamilia Psylloidea (Ferreira et al. 1990, Saiz & Nufiez 1997,
Yang & Raman 2007) e no género Calophya (Burckhardt & Basset 2000) sdo conhecidos
exemplos de ciclos de vida uni e multivoltinos. Schinus polygamus, por ser uma espécie
perene (Caballero & Lorini 2000) e com producéo de folhas em diversos periodos do ano,

oferece sitios peridédicos para indugdo de galhas. Deste modo, espera-se encontrar
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indutores jovens em qualquer época, 0 que caracterizaria o ciclo da espécie como
multivoltino.

Além do ciclo de vida, outras inferéncias podem ser feitas associando-se 0 estagio
de desenvolvimento do indutor a fase de crescimento da galha. Estas fases, de acordo
com Rohfritsch (1992), correspondem a inducdo, crescimento e desenvolvimento,
maturidade e senescéncia. Segundo a autora, na fase de inducao iniciam-se as respostas
bioquimicas e estruturais que resultardo nos tecidos da galha. Na fase de crescimento e
desenvolvimento muitas divisdes celulares resultam no grande aumento do tamanho e
volume das galhas. Na fase de maturidade o galhador consome a maior parte dos
recursos alimentares e completa seu ciclo de vida. Na senescéncia ocorre a saida do
indutor e alteracfes teciduais se processam na galha, decorrentes da auséncia do
estimulo alimentar antes fornecido pelo galhador. Espera-se, portanto, que haja relacao
do instar do indutor com o tamanho da galha, considerando-se que o tamanho também se
relaciona com a fase de desenvolvimento desta.

Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae) € uma planta hospedeira de
galhas e abriga sete morfotipos diferentes, induzidas por insetos pertencentes as familias
Cecidomyiidae (Diptera) e Cecidosidae (Lepidoptera) e a superfamilia Psylloidea
(Hemiptera) (Saiz & Nuafiez 1997). Dentro de Psylloidea, os géneros Tainarys (Psyllidae:
Rhinocolinae) e Calophya (Calophyidae) possuem espécies galhadoras associadas a
Schinus. Deste Ultimo género cinco espécies se associam a Schinus polygamus: C.
andina, C. duvauae, C. rubra, C. scrobicola e C. mammifex (Burckhardt & Basset 2000).

Neste estudo sdo consideradas as galhas foliares induzidas por Calophya aff
duvauae Scott (Hemiptera: Psylloidea). Estas variam de vermelho a verde, o que
supostamente ocorre em mudancas na producdo de pigmentos ou ainda por fatores
abibticos ou bidticos. Saiz e Nufez (1997), por exemplo, verificaram que ha maior
abundancia de galhas vermelhas em S. polygamus no inverno e menor abundancia
destas no verdo, fato que os autores associam a diferencas no contetdo hidrico das
folhas. Por outro lado, o estimulo constante por parte do galhador é responsavel pela
manutencao da estrutura da galha (Mani 1992) e, sendo assim, qualquer alteracdo neste
estimulo, seja por agentes patogénicos ou parasitoides e/ou inquilinos pode alterar os
padrdes bioquimicos e estruturais provocados pelo indutor. A presenca de parasitoides €
registrada nas galhas de C. duvauae em S. fasciculatus, de C. mammifex em S. latifolius

e S. polygamus e de C. terebinthifolii em S. terebinthifolius (Burckhardt & Basset 2000).
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A adaptabilidade das galhas decorre comumente da capacidade dos galhadores de
alterar as concentracfes de compostos dos metabolismos primario e secundario (Motta et
al. 2005), bem como de pigmentos fotossintetizantes (Yang et al. 2003, Castro 2007,
Yang et al. 2007, Fleury 2009). Geralmente causa uma redugédo nestes, o que as torna
fortes drenos de recursos (Weis et al. 1988, Raman et al. 2006) necessarios a
manutencdo dos sistemas. Assim, ndo séo criados novos padrdes de translocacéo de
fotoassimilados, mas hé& alteracbes nas rotas pré-existentes (Weis et al. 1988). As
relacbes fonte-dreno dependem de um gradiente de concentracdo de sacarose, da
distancia entre a fonte e o dreno, das conexdes vasculares entre eles, da forca do dreno e
da competicdo entre drenos préoximos (Ho 1988, Burstein et al. 1994, Larson & Whitham
1997, Taiz & Zeiger 2004, Raman et al. 2006). Deste modo, o sucesso do galhador
depende da capacidade de induzir uma galha que seja um 6timo dreno (Fay et al. 1996),
0 que é esperado devido ao baixo teor de pigmentos fotossintéticos das galhas.

Dentre estes pigmentos, clorofilas e carotendides s&o responsaveis pela
fotossintese, enquanto antocianinas relacionam-se a protecdo contra radicais livres e
radiacdo ultravioleta (Zuanazzi 2000, Taiz & Zeiger 2004). Portanto, espera-se que as
galhas vermelhas apresentem teores de antocianinas maiores em relagdo as galhas
verdes e as folhas ndo galhadas, além de uma concentracdo menor deste pigmento nas
regides préximas as galhas vermelhas, pelo estabelecimento de um dreno de precursores
das antocianinas. Esperam-se também alteracbes na concentracdo e proporcdes de
pigmentos fotossintetizantes em funcdo da acao do galhador.

Diante destas consideracdes, o estudo do sistema Schinus polygamus-Calophya
aff. duvauae Scott tem por objetivos: (1) definir se ha um sitio preferencial de inducéo; (2)
caracterizar o nivel de infestacao de galhas na populacao estudada; (3) verificar o impacto
da presenca de galhas na area foliar; (4) relacionar o desenvolvimento de C. aff. duvauae
Scott aquele das galhas; (5) verificar a proporcao entre galhas verdes e vermelhas; (6)
comparar as concentracdes relativas de antocianinas, clorofilas (a e b, totais) e
carotenodides encontradas em folhas ndo galhadas, porgdes intactas das folhas galhadas

e nas galhas verdes e vermelhas.
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Material e métodos

Area de estudo e hospedeira

Foi estudada uma populacdo de Schinus polygamus, existente no Rincdo da
Ronda, terceiro distrito do municipio de Cangugu, Rio Grande do Sul (32°15°00”S,
65°58’00”W). A area consta de um campo nativo tipico da Serra do Sudeste, integrante
do Bioma Pampa (descrito em detalhe em Overbeck et al. 2007), onde os individuos de S.
polygamus ocorrem isolados ou em pequenos grupos, principalmente no topo das
coxilhas. Na propriedade amostrada (total = 86 ha), predomina a atividade pecuaria
extensiva de bovinos e ovinos ha dois séculos. A regido pode ser considerada arida em
relacdo as demais do Estado. Os dados climaticos disponiveis de maior proximidade
referem-se a cidade de Encruzilhada do Sul (distante aproximadamente 65 km), onde no
periodo de 1931/60, a precipitacdo média anual foi de apenas 1485 mm (IPAGRO 1989).
Nesse periodo houve predominancia de verfes relativamente secos, com precipitacdes
médias de 76 e 92 mm para os meses de novembro e dezembro, respectivamente. A
temperatura média anual foi de 16,5° C, com o més mais frio correspondendo a julho
(média de 11,6° C) e, o mais quente, fevereiro (média de 21,3° C).

Coleta do material

As coletas ocorreram em junho, setembro e dezembro de 2008 e margo de 2009.
Cada amostra consistiu de 10 ramos de 10 individuos diferentes, dos quais foram
separadas 10 folhas por individuo, escolhidas aleatoriamente, independentemente de
serem galhadas ou ndo. Em cada coleta, o material foi acondicionado em sacos plasticos,
submetido a refrigeracédo e enviado para andlises no Laboratério de Anatomia Vegetal da
UFMG. O material vegetal fértil esta depositado no herbéario do Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob o numero ICN 42884.

Deteccéo de sitio de oviposicéao, proporcéao de galhas e nivel de infestacéo

Em todas as amostras, a posi¢ao das galhas na folha foi avaliada por observagao

direta, em relagé@o as seguintes posi¢cdes: apice, regides mediana e basal, sobre nervuras
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secundarias e regido internervural. O numero de galhas verdes e vermelhas em cada
folha foi contado manualmente.

Para determinar o nivel de infestacdo, dez individuos foram avaliados, em
novembro de 2008. Em cada individuo, cento e cinquenta folhas, de ramos diferentes,
foram analisadas, anotando-se o numero de folhas galhadas e néo galhadas e de galhas
(n de galhas = 2895). Para esta analise foram consideradas galhas vermelhas mesmo
aquelas levemente avermelhadas. A partir destes dados, calculou-se a porcentagem de

folhas galhadas e ndo galhadas e de galhas vermelhas e verdes.
Relacdo entre o tamanho das galhas e o instar do indutor

De modo a verificar possiveis relagdes entre o tamanho da galha e do instar do
indutor, os maiores diametro e altura das galhas foram medidos com auxilio de
paquimetro digital (Digimess®, modelo 100.174B). Com base na medida de altura, foram
criadas classes artificiais de tamanho (com intervalo de 1 mm). Posteriormente,
considerando-se a cor, observada na superficie adaxial, as galhas foram separadas em
trés categorias: vermelhas, verdes e verde-avermelhadas. As galhas assim obtidas foram
separadas em seis classes de tamanho e em trés categorias de cores.

O material foi fixado em Karnovsky (O’Brien & McCully 1981, modificado para
tampéao fosfato pH 7,2) ou em FAAs5, (formaldeido 37%, acido acético glacial e etanol
50%, 1:1:18, v/v) por 48 horas (Johansen 1940) e posteriormente estocado em etanol
70%. As galhas maiores de 1 mm (n = 733) foram dissecadas com auxilio de lamina de
barbear sob estereomicroscopio (Olympus® SZH) e reagrupadas, considerando-se o
tamanho e a cor da galha, o instar do indutor e a presenca de outros niveis troficos. Os
insetos e exuvias obtidos foram enviados a especialistas para identificacdo. As galhas
dissecadas foram utilizadas em posteriores analises anatdbmicas e histoquimicas.

A morfologia ultra-estrutural externa das tecas alares dos indutores (instares 3 a 5) foi
caracterizada conforme o seguinte protocolo: passagem por série acetbnica crescente,
desidratagdo em ponto critico num aparelho BAL-TEC® CPD-030, montagem sobre
suporte metalico, metalizagdo com ouro (Paim et al. 2004) em um metalizador BAL-TEC®
SCD-050, observacao e geracao de imagens em um microscopio eletrénico de varredura
JEOL® JSM6060 ou LEO EVO® 40.
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Andélises morfométricas

Das quatro coletas realizadas foram avaliadas 258 folhas galhadas e ndo galhadas,
escolhidas aleatoriamente, das quais foram estimadas as areas, utilizando-se o programa

grafico Quantikov Image Analyzer (Pinto 1996).
Dosagem de pigmentos

Para quantificacdo dos teores dos pigmentos fotossintetizantes (clorofilas a e b,
clorofilas totais e carotendides) e fotoprotetores (antocianinas), quatro categorias foram
analisadas: folha ndo galhada (FNG), parte intacta da folha galhada (PIFG), galha
vermelha (GVM) e galha verde (GVD), com 20 repeticbes em cada amostra. Folhas
totalmente expandidas foram utilizadas (n = 80, para clorofilas; n = 80 para antocianinas).

Para a quantificacdo dos teores de clorofilas e carotendides, quatro discos de
0,44cm? foram retirados de cada um dos tratamentos. Nas amostras de galhas, estas
foram mantidas no centro do disco, de modo a garantir uma area constante. Cada
conjunto de quatro discos foi pesado, colocado em frascos ambar contendo 5 ml de
solucao de acetona 80% e mantido sob refrigeracdo. Apos cinco dias, as amostras foram
maceradas em ambiente com baixa luminosidade, com o auxilio de almofariz e pistilo,
sendo o volume do extrato ajustado para 10 ml. O extrato bruto obtido foi centrifugado a
3600 rpm por cinco minutos (centrifuga Fanem® Baby Il modelo 2BL). O sobrenadante foi
coletado e a absorbancia medida em espectrofotdmetro (Thermo Spectronic®, modelo 20
Genesys) nos comprimentos de onda 470, 646 e 663nm. A quantificacdo foi obtida
segundo as equacfes propostas por Lichtenthaler e Wallburn (1983), sendo os valores
corrigidos para unidade de massa fresca (MF). A partir dos dados obtidos foi calculada a
razao clorofila a/b.

Para a quantificacdo do teor de antocianinas totais, quatro discos de 0,44cm? foram
retirados de cada tratamento, pesados, colocados em frascos ambar contendo 5 ml de
solucdo extratora (etanol 95%: HCI 1,5N) (99:1, v/v) e mantidos sob refrigeracdo. Apos
cinco dias, as amostras foram maceradas e centrifugadas como realizado para a extracao
de clorofilas e carotendides. O teor de antocianinas totais foi quantificado utilizando a

seguinte expressao:
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Antocianinas totais (mg.100g™) = absorbancia X fator de diluicéo
El%

lcm

O valor E* 1, utilizado foi de 98,2, conforme estabelecido por Lees e Francis

(1972). Os dados foram ajustados para a obtenc&o dos resultados em pg.g™*MF.
Analises estatisticas e representacéao grafica

Andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa JMP (SAS Institute,
US, 1989-2002). Foram feitos testes de normalidade (Teste de Shapiro Wilk). Quando
satisfeitas tais premissas, os dados foram comparados por ANOVA, seguida de teste t de
Student ou testes multiplos de Tukey. Quando ao contrario, foram comparados por meio
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de testes multiplos de Dunn. O teste
de correlacao de Pearson foi utilizado na comparacao entre a variacdo ontogenética em
tamanho do inseto indutor e da galha. Em todos os testes utilizou-se alfa = 0,05. Os
graficos foram gerados pelo programa GraphPad Prism® para Windows, versdo 5.0
(Motulsky 1992-2009).

Resultados
A planta hospedeira e as galhas

Schinus polygamus (Cav.) Cabrera apresenta porte arbustivo-arbéreo (fig. 1) e
filotaxia alterna espiralada (fig. 2). Nas amostras analisadas, as folhas variavam em
tamanho e forma entre os individuos, sendo geralmente elipticas, com limbo inteiro, &pice
agudo, base atenuada e, em sua maioria, glabras. As galhas s&o induzidas por uma
espécie nova de Calophya Low préoxima a C. duvauae Scott (Hemiptera, Psylloidea,
Calophyidae) (Burckhardt D; Naturhistorisches Museum, Suica, informacéo pessoal). A
indugédo ocorre na superficie abaxial, preferencialmente em folhas recém-expandidas.
Tais estruturas sdo sesseis, esféricas, isoladas ou agrupadas, projetadas para a
superficie adaxial das folhas, com apenas um indutor por camara ninfal. Sua coloracao,
na superficie adaxial, varia de vermelho vivo a verde, podendo apresentar gradacdes nas

tonalidades (fig. 3, 4 e 5). Mesmo nas galhas vermelhas, a superficie abaxial permanece
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verde. Quando senescentes, todas as galhas tornam-se verdes, e abrem-se totalmente na
superficie abaxial (fig. 6).

Mais da metade das folhas encontravam-se galhadas (tabela 1). Houve um
predominio de galhas na regido mediana da folha, seguida pelas regibes basal e apical.
As galhas foram induzidas no mesofilo e 0 campo cecidogénico, com o desenvolvimento
destas, atingiu nervuras secundarias, em mais da metade dos casos.

Outros niveis troficos associados foram encontrados em 11,3% das galhas. A
ocorréncia de galhas senescentes apresentou variacdo, com maior registro (17,9%) em
junho de 2008 e auséncia em setembro de 2008. Em todas as amostras foram
encontradas 3% de galhas fechadas, sem vestigio de indutor ou outro nivel trofico
associado.

A area de folhas galhadas ndo apresentou diferencas significativas quando
comparada aquela das folhas ndo galhadas (ANOVA um fator, seguido pelo teste t de
Student).

A proporcao entre galhas verdes e vermelhas variou ao longo das amostras, com
valores de 75,4%, 96,4%, 37,6% e 84,1% de galhas vermelhas nas amostras de junho,
setembro e dezembro de 2008 e marco de 2009, respectivamente. Os indutores
presentes nas galhas verdes de dezembro apresentaram, em sua maioria, malformacgéao
dos olhos compostos e/ou outras partes do corpo. Excluindo-se esta amostra, 69% de

todas as demais galhas verdes apresentavam inquilinos ou parasitoides.
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Tabela 1: Variagdo temporal de caracteristicas das galhas de Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera:
Calophyidae) nas folhas de Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae) em Cangucu, RS.

2008 2009

Junho Setembro Dezembro Margo Médias
Posicado das galhas na folha (%)
Apice 16 20,6 20,9 12,3 17,4
Regido mediana 50,3 61,3 46,3 56,5 53,6
Regido basal 33,7 18,1 32,8 31,2 29
Mesofilo 33,4 20,2 35,6 57,9 36,8
Sobre nervuras secundarias 66,6 79,8 64,4 42,1 63,2
Area foliar em mm? (Média + SE)
Folhas galhadas 196,63 £ 123,34
Folhas nédo galhadas 171,07 £ 116,83
Nivel de infestagéo (%)
Folhas galhadas 53,2
Folhas nédo galhadas 46,8
Galhas verdes 62,4
Galhas vermelhas 37,6
Cor das galhas (%)
Galhas verdes 24,6 3,6 15,9 25
Galhas vermelhas 75,4 96,4 84,1 75
Composicdo das amostras (%)
Galhas com indutor 65,2 83 88,9 77,5 78,7
Galhas com outros niveis troficos 12,1 12,2 7,5 13,2 11,3
Galhas senescentes 17,9 0 3,2 7 7
Galhas vazias 4,8 4.4 0,4 2,3 3
Fases do indutor (%)
1° instar 3,0 0,0 0,0 0,0 0,8
2° instar 19,5 0,0 21,4 32,0 18,2
30 instar 72,9 25 40,2 57,0 43,2
4° instar 4,6 0,0 29,0 7,0 10,2
5° instar 0,0 66,4 7,6 1,0 18,8
Adulto 0,0 31,1 1,8 3,0 9
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O indutor

Calophya aff. duvauae Scott apresenta cinco instares ninfais (fig. 7-16). Em todos
0s instares, apresenta o corpo achatado dorso-ventralmente. O primeiro é caracterizado
pelo formato arredondado, sem apéndices aparentes em vista dorsal (fig. 7). O abdémen
apresenta-se menos longo do que largo, sendo pouco distinto do térax, em vista dorsal.
No segundo, embora também ndo sejam aparentes as tecas alares, ao contrario do
primeiro, o abdémen € mais longo do que largo (fig. 8). No terceiro instar, as tecas alares
sdo incipientes, representadas como pequenas protuberancias no pterotérax, nao se
sobrepondo entre segmentos correspondentes (fig. 9 e 14). No quarto instar, as tecas
alares mesotoracicas encontram-se bem desenvolvidas, dirigidas lateralmente,
sobrepondo menos da metade do comprimento do metatorax (fig. 10 e 15). No quinto
instar, tais estruturas encontram-se voltadas posteriormente, sendo que as mesotoracicas
ultrapassam o comprimento total do metatérax (fig. 11 e 16). A fase adulta caracteriza-se
pela presenca de asas funcionais (fig. 12 e 13), dentre outros caracteres, sendo o macho
distinto da fémea por apresentar um edeago caracteristico (fig. 12) e, a fémea, um
ovipositor apendicular curto (fig. 13).

Os diferentes instares foram encontrados em todas as amostras. Os adultos, em
trés destas, indicando um ciclo de vida multivoltino (fig. 17, tabela 1). Indutores de
primeiro instar foram raramente encontrados. Ninfas de terceiro instar, predominaram em
junho e dezembro de 2008 e marco de 2009, enquanto em setembro verificou-se maior

namero de ninfas de quinto instar e adultos.

Tabela 2: Variagdo temporal no tamanho (média + desvio padrdo) das galhas de Calophya aff. duvauae
Scott (Hemiptera: Calophyidae) em Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae), em Cangucu, RS.

Classe de altura (mm)

Amostras n 0-1,0 1,1-2,0 2,1-3,0 3,1-4,0 4,1-5,0 25,1

Jun/2008 207 0,79+0,08  1,50+0,22 2,64+0,26 3,42+0,27 4,36+0,30 5,60+0,44

Set/2008 159 - 1,86+0,11 2,58+0,39 3,66+0,24 4,37+0,26 5,44+0,31

Dez/2008 252 0,87+0,10  1,58+0,24 2,51+0,31 3,49+0,26 4,38+0,31 5,49+0,44

Mar/2009 129 0,96+0,04  1,63+0,25 2,47+0,29 3,36+0,30 4,46+0,29 5,36+0,29
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Galhas de todas as classes de tamanho foram encontradas nas amostras, com
excecao daguelas menores que 1 mm em setembro de 2008 (tabela 2). Observou-se uma
correlacao relativamente alta (y = 0,8524x + 0,6218; r = 0,675; n = 578; p< 0,001) entre o
tamanho da galha e o instar do indutor, correspondendo os instares maiores as galhas
com maiores diametro e altura (fig. 18). Nas classes de tamanho 1 e 2 predominaram
ninfas de segundo a quarto instar, enquanto nas classes 4 e 5 encontram-se mais insetos

de quinto instar e adultos.

Pigmentos fotossintetizantes e fotoprotetores

O teor médio de clorofilas a e b e clorofilas totais foi significativamente menor
(aproximadamente 70%) nas galhas quando comparado as porcdes ndo galhadas (tabela
3). Nao houve diferenca significativa destes pigmentos entre GVD e GVM ou entre FNG e
PIFG para os teores de clorofila a e clorofilas totais. O teor de clorofila b diferiu entre FNG
e PIFG. O teor de carotendides foi semelhante em FNG, PIFG e GVD, havendo reducéo
de cerca de 32% de seu teor em GVM, quando comparado ao valor médio obtido para
FNG. A razéo clorofila a/b foi maior em FNG e semelhante em PIFG, GVM e GVD.

O teor médio de antocianinas totais diferiu entre as amostras, sendo
consideravelmente maior nos limbos foliares quando comparado as galhas. As FNG
apresentaram o maior teor de antocianinas totais, seguidas por PIFG, GVM e GVD. Estas

Ultimas apresentaram cerca de quatro vezes menos antocianinas em relacdo a FNG.

Tabela 3: Teor de pigmentos em folhas ndo galhadas (FNG), porcdes intactas das folhas galhadas (PIFG),
galhas vermelhas (GVM) e galhas verdes (GVD) de Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae)
em Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae) em Cangucu, RS (n = 20; média + erro padrao;

-1

Hg.g MF).
Amostras Clorofilaa Clorofilab Carotenéides Clorofilaa/b Clorofilas totais Antocianinas

totais

FNG 759,52 + 12,06a 148,13 + 8,29a 10,3 +1,82a 7,26 + 2,5a 917,95 + 11,93a 21,09+1,79a
PIFG 688,56 + 10,92a 234,83+7,46b 10,82+1,62a 3,06+0,93b 934,22+ 12,39a 17,04 £ 1,98b
GVM 194,70 £11,79b 46,36 + 4,33c 7,02 + 1,45b 4,39 +1,62b 218,82 + 6,44b 9,68 + 1,64c
GVD 208,94 +11,88b 61,94 + 4,86¢C 9,22 +1,43a 3,34 +1,35b 251,54 + 8,4b 5,13 +0,97d

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo sao significativamente diferentes (Kruskal-Wallis, seguido
de testes multiplos de Dunn) (a = 0,05).
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Figuras 1-6: Galhas de Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae) em Schinus polygamus (Cav.)
Cabrera (Anacardiaceae). 1) Aspecto geral da planta. 2) Gema apical e folhas jovens, contendo galhas em fase de
crescimento e desenvolvimento. 3) Ramo com galhas com diferentes tonalidades. 4) Galha vermelha. 5) Galhas
verdes. 6) Galha senescente. Barras: 2,4-6 =05cm; 3=1cm.
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Figuras 7-13: Calophya aff. duvauae (Hemiptera: Calophyidae), em vista dorsal, ao
estereomicroscopio, no primeiro (7). segundo (8), terceiro (9). quarto (10) e quinto (11)
instares: e, no estagio adulto, macho (12) e fémea (13). Detalhes das figuras 12 e 13 mostram o
edeago e ovipositor, respectivamente. Barras: 7-11 =200 pm; 12-13 = 400 pm.
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Figuras 14-16: Tecas alares de Calophya aff. duvauae (Hemiptera: Calophyidae), em vista
dorsal, na microscopia eletronica de varredura, no terceiro (14), quarto (15) e quinto (16)
instares. Barras =50 pm.
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Figura 17: Variagao numérica dentre as proporgoes de fases de desenvolvimento de
Calophya aff. duvauae (Hemiptera: Calophyidae) de junho de 2008 a margo de 2009, numa
populagao de Cangucgu, RS.
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Figura 18: Variagao temporal na proporgao numeérica dentre as fases de desenvolvimento
de Calophya aff.duvauae (Hemiptera: Calophyidae) nas classes de tamanho das galhas em
Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae): 1.1-2,0 mm (A). 2,1-3.0 mm (B). 3.14.0
mm (C), 4,1-5,0 mm (D) e 2 5,1 mm (E).
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Discussao

A maioria das galhas induzidas por Calophya aff. duvauae Scott em Schinus
polygamus localiza-se na por¢cdo mediana das folhas, o que segundo Price e Roininen
(1993) seria um carater derivado dentro do habito galhador. A regido escolhida para a
oviposicao poderia interceptar mais nutrientes (Price & Roininen 1993) e melhorar a forca
do dreno gerado pela galha (Larson & Whitham 1997). No sistema em questéo, o sitio
preferencial de oviposi¢ao parece estar relacionado com um melhor aporte nutricional, um
dos fatores responsaveis pela alta taxa de infestacdo observada, demonstrando o
sucesso do galhador ao colonizar sua planta hospedeira, a semelhanca do encontrado
por Ferreira et al. (1990) em galhas de Psyllidae e Formiga et al. (2009) em galhas de
Cecidomyiidae.

Este sistema apresenta um nivel de infestacdo relativamente baixo (53,2% das folhas
galhadas) quando comparado a outros sistemas, como Aspidosperma spruceanum-
Cecidomyiidae, com 64% a 87% das folhas galhadas (Formiga et al. 2009) e Rollinia
laurifolia-Pseudotectococcus rolliniae, com 93,8% das folhas com galhas (Goncalves et al.
2005). Trés aspectos sao possiveis de estarem envolvidos com as explicacdes para este
equilibrio relativo nas galhas de Schinus polygamus: sitios de inducdo disponiveis todo o
ano, teor de fendlicos e presenca de inimigos naturais. No caso de galhadores de plantas
deciduas, a época com sitios de inducéo disponiveis para novas galhas € muito restrita.
Sendo assim, novas indu¢des ocorrem em grande quantidade em um curto periodo de
tempo, resultando em taxas semelhantes as encontradas por Gongalves et al. (2005). Por
ser uma espécie perene, as inducdes em S. polygamus podem ocorrer em varias épocas
do ano, resultando na menor infestacdo observada. Ja em Aspidosperma spruceanum,
apesar do grande indice de infestacdo em todo o periodo amostrado, Formiga et al.
(2009) encontraram as menores taxas de infestacdo nos periodos com maior
concentragdo de substancias fendlicas. Este fato poderia explicar, parcialmente, a menor
taxa de infestacdo em S. polygamus, visto haver aparentemente grande concentracéo de
substancias fendlicas em suas folhas (Cf. Dias 2010, cap. 2). Por outro lado, a presenca
de parasitoides e inquilinos constatada no sistema também causa mortalidade dos
indutores supostamente regulando em parte sua populacdo (Ito & Hijji 2004, L&szl6 &
Tothmérész 2006, Noort et al. 2007), sendo responsavel, em alguns casos, por até 96%
de mortalidade (Abrahamson & Weiss 1997). O indice relativamente baixo de galhas

vazias (3%) reflete uma baixa mortalidade do indutor por causas outras além do
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parasitoidismo verificado em 11% das galhas amostradas, valor quase trés vezes maior
gue o encontrado por Saiz e Nufiez (1997) em galhas foliares de S. polygamus em uma
populacédo do Chile.

A inducdo de galhas de C. aff. duvauae Scott em S. polygamus ocorre
preferencialmente em folhas jovens recém-expandidas. Contudo, inducées também foram
verificadas em folhas maduras, contradizendo o pressuposto de que as inducdes devem,
necessariamente, ocorrer em tecidos ainda indiferenciados (Weis et al. 1988,
Abrahamson & Weis 1997), que receberiam maior aporte de nutrientes e aminoacidos
(Andrade et al. 1995). Inducdes em folhas madurss também foram detectadas para galhas
de Lantana camara (Verbenaceae) (Moura et al. 2009) e em foliolos maduros de uma
espécie ndo descrita de Diptera (Cecidomyiidae) em Copaifera langsdorffii Desf.
(Fabaceae), com diferencas anatébmicas destas galhas em relacdo as induzidas pelo
mesmo inseto em foliolos jovens (Oliveira & lIsaias 2009). No caso de inducbes que
ocorrem em folhas maduras, observa-se rediferenciacado dos tecidos em volta do indutor,
retornando a condicdo meristematica necessaria a formacao da galha (Cf. Dias 2010, cap.
2).

Em alguns sistemas, a formacao da galha gera alteracdes da area foliar, um efeito
marcante do parasitismo (Gongalves et al. 2005, Castro 2007). Contudo, a presenca de
galhas em Schinus polygamus n&o alterou este parédmetro. Os altos valores de desvio
padrdo observados, tanto em folhas galhadas como ndo galhadas, decorrem da grande
variabilidade fenotipica existente nesta espécie conforme descrito por Fleig (1985) e
semelhantemente ao encontrado por Lima (2008) para galhas de Psyllidae em Richeria
grandis (Annonaceae). Sendo assim, diferengas na area das folhas galhadas n&do seriam
devidas as galhas, mas a diferencas no padrdo de expanséo das folhas. Além disso, a
oviposicdo deste calofideo pode ocorrer em folhas plenamente expandidas, com area
foliar ja definida, ndo havendo influéncia do galhador nestes casos, similarmente ao
encontrado por Lima (2008).
instares jovens foram observados em todas as amostras, o que é comum em plantas
hospedeiras que apresentam crescimento durante todo o ano (Weis et al. 1988, Lara &
Fernandes 1994). Este achado contraria Saiz e Nuiez (1997), que definem os indutores
de galhas foliares, Tainarys sordida e Calophya mammifex, como univoltinos em S.
polygamus. De fato, os galhadores necessitam de tecidos reativos ao estimulo de indugéo
(Weis et al. 1988, Mendonga Jr. 2001) que, no caso, ocorre em folhas jovens ou

expandidas. Schinus polygamus € sempre-verde, oferecendo sitios de inducdo ao longo
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do ano, o que a torna uma espécie adequada para o desenvolvimento de herbivoros
galhadores multivoltinos.

A ocorréncia de grande quantidade de galhas senescentes em junho sugere maior
emergéncia de adultos no periodo anterior. A auséncia de galhas senescentes em
setembro indica o inicio de uma nova fase de crescimento e/ou infestagcdo entre junho e
setembro. De fato, deve haver mais de uma geracao entre as coletas, o que resta a ser
elucidado em estudos futuros.

A medida que cresce e se alimenta, o continuo estimulo do indutor mantém a
estrutura e resulta no aumento sucessivo da galha, proporcional a mudanca do instar.
Segundo Rohfritsch (1992), a fase de inducdo se da em resposta a oviposicdo ou a
atividade alimentar da ninfa ou larva de primeiro instar. Na fase de crescimento e
desenvolvimento, a galha aumenta muito sua biomassa e na fase de maturidade o inseto,
gue esta no ultimo estagio ninfal, consome a maior quantidade de alimento. Na fase de
senescéncia, o indutor emerge da galha, que passa por grandes transformacgdes
fisioldgicas e quimicas. Deste modo, nas galhas de C. aff. duvauae Scott em Schinus
polygamus as classes de tamanho entre 1,1 e 4,0 mm corresponderiam a fase de
crescimento e desenvolvimento e as classes de tamanho acima de 4,1 mm, por
abrigarem, quase que exclusivamente, indutores de quinto instar e adultos,
corresponderiam a galhas em fase de maturacdo. Relacdo semelhante foi constatada por
Ferreira et al. (1990) em galhas de Euphalerus ostreoides, outro Psylloidea, em
Lonchocarpus guilleminianus (Fabaceae). Apesar de haver mais de um instar por classe
de tamanho, observou-se uma correlagao relativamente alta entre o tamanho da galha e
ao instar do indutor, correspondendo os instares mais desenvolvidos as maiores galhas.
Além das variacbes de tamanho, chama a atencdo neste sistema a variacdo de cor e a
proporcao entre os tipos de galhas. Séiz e Nufiez (1997) relacionam esta caracteristica a
idades diferentes da mesma galha, sendo as galhas verdes fases anteriores as
vermelhas, que corresponderiam ao estadgio de maturacdo. Os resultados do presente
estudo, porém, refutam esta afirmagédo, uma vez que se visualizaram galhas vermelhas
portando instares jovens e galhas verdes com indutores de quinto instar. Os mesmos
autores, em outro estudo (Saiz & Nufiez 2000), relacionam galhas de diferentes
coloragbes a época do ano, em razdo de diferentes disponibilidades hidricas. Nestas
condi¢cdes seriam encontrados, ainda, dois indutores diferentes: Taynaris sordida e
Calophya mammifex cujas propor¢des variam de acordo com a cor da galha. Nas galhas

vermelhas predominaria C. mammifex, com mais de 90% do total, enquanto nas galhas
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verdes T. sordida seria a espécie predominante. A cor vermelha seria, portanto, um
reflexo da maior disponibilidade hidrica e sob estas condi¢cdes, C. mammifex se
beneficiaria. Ndo ha, porém, evidéncias da presenca de mais de uma espécie de indutor
para as galhas em estudo. De fato, houve variacdes sazonais da proporcado de galhas
verdes e vermelhas na populacdo estudada, mas sempre com predominio de galhas
vermelhas, com exceg¢do do observado em dezembro de 2008. As diferengcas marcantes
na proporcado de galhas verdes e vermelhas observadas por Saiz e Nufiez (2000) néo
foram verificadas.

Neste sistema, a diferenca de coloragédo pode estar relacionada a dois eventos:
patologias do indutor ou a presenca de parasitoides e inquilinos. Em dezembro de 2008, a
proporcao de galhas verdes foi maior, época na qual muitos indutores apresentavam
malformacdes morfolégicas. Nas demais amostras, foi grande o niamero de galhas com
parasitoides e inquilinos associados (69%). Considerando que o estimulo do galhador é o
responsavel pela manutencao da estrutura (Mani 1964, Mani 1992, Abrahamson & Weiss
1997) e da cor vermelha caracteristica da galha, agentes patogénicos e parasitoides ou
inquilinos parecem provocar sua senescéncia fisioldgica. Corrobora esta suposicdo o fato
de todas as galhas senescentes serem verdes.

Embora C. aff. duvauae Scott ndo tenha causado alteracfes significativas na area
foliar, aparentemente ndo havendo mudancas no padrdo de diferenciacdo e expansao
celular, outros parametros foram alterados, por exemplo o teor de pigmentos
fotossintéticos. Os teores de clorofilas a e totais foram semelhantes entre FNG e PIFG
(limbos foliares) e entre GVM e GVD (tipos de galhas), sendo maiores nos limbos quando
comparados as galhas. Por outro lado, em relac@o ao teor de clorofila b e carotendides,
verificaram-se diferencas de PIFG e FNG, refletindo a influéncia do galhador ndo apenas
em nivel local, mas também em tecidos vizinhos a galha. A razdo clorofila a/b, por sua
vez, foi maior em FNG. De fato, ha estudos demonstrando alteracdes bioquimicas e
fisioldgicas a nivel local (Mani 1964, Motta et al. 2005) ou também em regides préximas a
galha, dependendo do composto analisado (Nyman & Julkunen-Tiitto 2000).

A reducéo expressiva nos teores de clorofilas totais nas galhas demonstra a incapacidade
destas em sintetizar todos os fotoassimilados necessarios a sua manutencao,
comportando-se, portanto, como dreno de recursos, COmo Proposto por varios autores
(Weis et al. 1988, Burstein et al. 1994, Schronrogge et al. 2000, Raman et al. 2006,
Alvarez et al. 2009). Esta reducido nos pigmentos fotossintetizantes ja foi reportada em
outros sistemas (Khattab & Khattab 2005, Castro 2007, Fleury 2009) e pode ser devida a

35



realocacdo de esqueletos de carbono e nitrogénio para a sintese de compostos do
metabolismo secundario nestas galhas (Yang et al. 2003, Fleury 2009).

FNG e PIFG apresentaram teores similares de pigmentos fotossintéticos e teores
diferentes de antocianinas. Estes pigmentos relacionam-se a sinalizacdo para
polinizadores e dispersores, e protegem contra fatores de estresse, tais como radiagéo
ultravioleta, radicais livres, temperaturas extremas, seca, infec¢bes fangicas e virais,
injarias e herbivoria (Zuanazzi 2000, Hatier & Gould 2009). A maior concentracdo de
antocianinas ocorre em FNG em comparacdo as demais amostras. Apesar de possuir um
menor teor, as regides proximas as galhas mantiveram a capacidade de sintetizar
guantidades relativamente grandes destes pigmentos.

Apesar do reduzido teor de antocianinas das galhas em relagédo a FNG, o estimulo
do galhador é responsavel por manter praticamente o dobro deste teor nas GVM quando
comparadas as GVD. Nestas Ultimas, este estimulo diminuiu consideravelmente ou
cessou, resultando em menores teores de antocianinas e, consequentemente, na cor
verde observada. As GVM apresentam esta cor devido a reducdo de seu contetudo de
clorofilas totais que, em FNG, mascara o alto teor de antocianinas. Este padrdo de
alteracdo na cor da estrutura é relatado para folhas caducifélias, correspondendo a
coloracdo avermelhada das folhas senescentes a degradacéo de clorofilas e, em alguns
casos, a sintese de novas moléculas de antocianinas (Matile 2000).

As andlises realizadas no sistema S. polygamus-C. aff. duvauae Scott permitem
concluir que a inducédo de galhas na regido mediana das folhas parece potencializar a
forca do dreno, refletido pela reducdo de pigmentos fotossintéticos e fotoprotetores. O
nivel de infestacdo foi menor que o verificado em outros sistemas, refletindo estabilizacéo
da populacao de indutores, pela presenca de parasitoides e inquilinos e sitios de inducao
disponiveis durante todo o ano. Ndo houve alteracdes significativas na area foliar em
decorréncia da inducdo, o que se relaciona com a variabilidade fenotipica da planta
hospedeira.

A variacdo na forma das tecas alares, utilizada para diferenciar os instares no presente
trabalho, esta de acordo com outros trabalhos em Hemiptera, onde tal estrutura tem sido
usada com tal finalidade (e.g. Southwood 1956, Rodrigues & Moreira 2005). Embora se
constate que instares mais desenvolvidos sdo encontrados em maior quantidade em
galhas maiores, um mesmo tamanho de galha pode abrigar indutores em estagios

diferentes de desenvolvimento, o que resta a ser explorado.
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Em resumo, os dados sugerem que as galhas de Calophya aff. duvauae sé&o
vermelhas, sendo mantidas assim até a emergéncia do indutor, a menos que haja
mudancas no curso da ontogénese deste. Ou seja, tornam-se verdes pela diminuicdo do
estimulo do galhador, em virtude de sua morte ou menor taxa de alimentacdo, causada
por parasitoidismo e/ou inquilinismo, o que se reflete na menor quantidade de clorofilas e

antocianinas presente nestas galhas.
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Desenvolvimento das folhas e das galhas induzidas por Calophya aff. duvauae
Scott (Hemiptera: Calophyidae) em Schinus polygamus (Cav.) Cabrera

(Anacardiaceae)

Resumo

Galhas resultam da alteragéo do padrao normal de desenvolvimento e da fisiologia
do o6rgao vegetal de modo a beneficiar o indutor, conferindo-lhe abrigo, nutricdo e um
microambiente adequado. O estudo do desenvolvimento da folha ndo galhada de Schinus
polygamus e das galhas foliares induzidas por Calophya aff. duvauae Scott, e analises
cito e histométricas foram realizados em amostras provenientes de uma populacao
localizada no municipio de Cangucu, Rio Grande do Sul, Brasil. A presenca do ovo e,
posteriormente, a atividade alimentar da ninfa provocam alteracdes nos sistemas de
revestimento, fundamental e vascular nas folhas de S. polygamus. A epiderme adaxial
rediferencia-se na epiderme adaxial da galha, o parénquima paligadico origina o cortex
externo adaxial da galha e o parénquima lacunoso origina os feixes vasculares e o cortex
interno adaxial e o cortex abaxial da galha. A epiderme abaxial rediferencia-se na
epiderme abaxial da galha e a epiderme que reveste a camara ninfal. A galha madura
caracteriza-se por um aumento no numero de camadas celulares, da espessura do
mesofilo e na area das células parenquiméticas, além da neoformacdo de feixes
vasculares. Verificou-se diminuicdo da espessura da epiderme abaxial e da area das
células das duas faces da epiderme. As alteracBes celulares que originaram a galha
relacionam-se ao habito alimentar sugador de Calophya aff. duvauae Scott,
caracterizando-se pela homogenizacdo do paréngquima e auséncia de tecido nutritivo e
lignificacdo. O sistema S. polygamus-Calophya aff. duvauae Scott apresenta-se similar ao
encontrado em outro sistema de sugadores, provavelmente devido a semelhanca dos
hébitos alimentares. As peculiaridades de cada sistema podem ser atribuidas ao nimero

de indutores na camara.

Palavras-chave: anatomia vegetal, desenvolvimento foliar, galhas de sugadores,

histometria
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Abstract

Gall induction causes changes in the patterns of plant development and
physiology, which supposedly benefit the galling herbivores, by providing them with
shelter, nutrition and an appropriate microenvironment to live. Studies on the development
of non galled leaves and leaf galls induced by Calophya aff. duvauae Scott on Schinus
polygamus, as well as histometric analysis and histochemical tests were performed in
samples from a population of Cangucu Municipality, Rio Grande do Sul, Brazil. Oviposition
and the feeding activity of the nymphs caused changes in dermal, fundamental, and
vascular systems of the leaves of S. polygamus. The adaxial protoderm of non galled
leaves originated the adaxial epidermis of the gall, the palisade parenchyma originates the
outer cortex at the adaxial gall surface, and spongy parenchyma, the vascular
bundles and the innermost layers of the adaxial and abaxial gall cortex. Mature galls
presented greater number and area of parenchymatic cells, of mesophyll thickness as
well as regarding rate of neoformation of vascular bundles. The epidermis was thinner on
the abaxial surface, and cell area was reduced on both gall surfaces. The alterations of the
gall cells were related to the feeding habit of Calophya aff. duvauae Scott, i.e.,
homogenization of parenchyma, and absence of nutritive tissue and cell walls lignification.
S. polygamus-Calophya aff. duvauae Scott system is similar to that found in other sucking
insects systems, due to the similarity of their feeding habits. The peculiarities of each

system may be attributed to the number of inducers per chamber.

Palavras-chave: Hemipteran galls, histometry, leaf development, plant anatomy
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Introducao

Grupos filogeneticamente relacionados de insetos galhadores tendem a influenciar
de modo similar os tecidos vegetais (Rohfritsch 1992), especialmente se considerarmos
seu habito alimentar. As diferencas no tipo de alimentacdo dos galhadores podem explicar
as diferencas morfoldgicas das galhas (Crespi & Worobey 1998), especialmente da regido
mais interna destas (Stone & Schonrogge 2003), onde pode haver a diferenciagdo ou nao
de um tecido nutritivo.

Uma vez que os psiloideos (Hemiptera: Psylloidea) sdo geralmente sugadores de
floema (Burckhardt 2005), induzem galhas nas quais, supostamente, ndo héa diferenciacéo
de um tecido nutritivo tipico, apesar de alguns estudos citoldgicos mostrarem a indugéo
de um tecido nutritivo de reserva (Meyer 1987, Oliveira et al. 2006).

Independentemente da formacgéo ou ndo de um tecido nutritivo, a inducéo da galha
por um dado inseto se da em resposta a oviposicdo, atividade alimentar da ninfa de
primeiro instar, ou, em alguns casos, a alimentacdo do imago durante a oviposicao
(Rohfritsch 1992). Acredita-se que as respostas teciduais que originardo a galha ocorram
devido a acdo combinada de injuria tecidual e substancias presentes na saliva do indutor,
que ocasionam um desbalanco metabdlico e hormonal nos tecidos adjacentes (Hori
1992). Segue-se a este evento uma série de divisbes celulares e hipertrofia das células
(Mani 1964; Rohfritsch 1992, Isaias 1998; Oliveira et al. 2006), que aumenta em funcao
da alimentacdo do indutor (Rohfritsch 1992). Ademais, as caracteristicas anatdmicas das
galhas resultam de altera¢cdes no padrao normal de desenvolvimento do 6érgdo vegetal
hospedeiro.

Deste modo, acompanhar o desenvolvimento do 6rgdo hospedeiro e compara-lo
aquele da galha permite compreender os padrdes de diferenciacdo dos tecidos foliares
alterados pela acédo do galhador ao longo de seu ciclo de vida. Paralela as observacdes
estruturais, a quantificacdo destas alteragcbes de hipertrofia e hiperplasia fornece
subsidios para comparagfes estatisticamente confidveis (Thiébalt 2000). Na flora
neotropical, estudos semelhantes foram conduzidos nos sistemas Copaifera langsdorffii-
Cecidomyiidae (Oliveira & Isaias 2009b) e Lantana camara-Aceria lantanae (Moura et al.
2009). Partindo do pressuposto que as peculiaridades das galhas estéo relacionadas ao
hébito alimentar dos galhadores, espera-se que o0s processos de diferenciagdo e

rediferenciacdo observados no sistema Schinus polygamus-Calophya aff. duvauae Scott
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sejam similares aqueles também induzidos por insetos sugadores, como observado, por
exemplo, no sistema Lantana camara-Aceria lantanae.

Muito embora a presenca de galhas em S. polygamus tenha sido relatada por
diversos autores (Nufiez & Sdéiz 1994, Saiz & Nufez 1997, 2000, Burckhardt & Basset
2000, Caballero & Lorini 2000, Burckhardt 2005), os aspectos de desenvolvimento
envolvidos na interacdo desta espécie vegetal com C. aff. duvauae Scott permanecem
desconhecidos. Sendo assim, o estudo do desenvolvimento da folha e das galhas de C.
aff. duvauae Scott em S. polygamus tem por objetivos: (1) descrever o desenvolvimento
do 6rgdo hospedeiro, a folha, a fim de obter um padrdo para a andlise das alteracbes
anatbmicas induzidas pelo galhador; (2) descrever o desenvolvimento da galha induzida
por C. aff. duvauae Scott em S. polygamus, verificando as mudancgas estruturais ao longo
do desenvolvimento em relacdo ao ciclo de vida do indutor; e (3) analisar alteracdes
causadas pela inducdo na espessura dos tecidos e na area das células, quantificando
reagOes de hipertrofia e/ou hiperplasia.

Material e métodos

Andlises estruturais

Amostras de galhas em diferentes estagios de desenvolvimento foram obtidas de
uma populacdo de Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae) localizada em
uma propriedade rural existente no Rincdo da Ronda, municipio de Cangucu, Rio Grande
do Sul (32°15’00”’S, 65°58'00”W). As coletas ocorreram em junho, setembro e dezembro
de 2008 e marco de 2009. Cada amostra consistiu de 10 ramos de 10 individuos
diferentes, dos quais foram separadas 10 folhas de cada individuo, escolhidas
aleatoriamente, galhadas ou ndo galhadas e 6 por¢des apicais do caule. Em cada coleta,
o material foi acondicionado em sacos plasticos, submetido a refrigeracéo e enviado para
analises no Laboratério de Anatomia Vegetal da UFMG. O material vegetal fértil esta
depositado no herbario do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), sob o numero ICN 42884.

Para andlises estruturais, gemas apicais, folhas jovens e expandidas ndo galhadas,
galhas e fragmentos com indicios de indugcédo foram fixados em Karnovsky (O’Brien &
McCully 1981, modificado para tampéao fosfato pH 7,2), em FAAs, (formaldeido 37%,
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acido acético glacial e etanol 50%, 1:1:18, v/v) por 48 horas (Johansen 1940) e
posteriormente estocadas em etanol 70%.

Laminas semipermanentes foram preparadas com sec¢des transversais realizadas a
mao livre com auxilio de lamina de barbear em suporte de isopor. Estas se¢cbes foram
submetidas a clarificacdo em hipoclorito de sodio comercial diluido a 50%, lavadas em
agua destilada, coradas com solucdo aquosa de azul de astra-safranina (9:1) (Kraus &
Arduin 1997) e montadas com gelatina glicerinada de Kaiser (Johansen 1940).

Para a preparacdo de laminas permanentes, fragmentos do terco médio das folhas
ndo galhadas com cerca de 0,5 cm? e galhas dissecadas foram desidratados em série n-
butilica (Johansen 1940) e infiltrados em Paraplast® (Kraus & Arduin 1997) em estufa a
60° C. Cortes transversais seriados (12-14 um de espessura) foram obtidos em micrétomo
rotatério (Leica® 2035 BIOCUT). Os cortes foram afixados as laminas com adesivo de
Bissing (Bissing 1974) e secos sobre placa aquecedora a 42° C. Apés a retirada do
Paraplast® com acetato de butila a 45° C em banho-maria, as se¢des foram hidratadas
em série etilica decrescente. As laminas foram imersas rapidamente em acido acético 5%,
lavadas em agua destilada e coradas em solucdo aquosa de azul de astra-safranina (9:1)
(Kraus & Arduin 1997). Posteriormente, os cortes foram banhados em agua, desidratados
em série etilica (Johansen 1940) seguida de acetato de butila absoluto e montados em
verniz vitral incolor Acrilex® (Paiva et al. 2006). A presenca de cristais foi verificada por
luz polarizada; posteriormente a natureza quimica destes foi testada com solucédo aguosa
de &cido sulfarico (5-10%) (Chamberlain 1932).

Para os estudos em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), amostras dos
fragmentos com indicios de inducéo e galhas separadas de acordo com a fase de vida do
indutor foram fixadas em Karnovsky (O’'Brien & McCully 1981, modificado para tampao
fosfato pH 7,2), pés-fixadas em tetroxido de ésmio 1% por duas horas e desidratadas em
série etilica crescente (Johansen 1940), seguida de ponto critico com gas carbénico (Bal-
Tec® CPD 030). O material foi fixado a um porta-amostras com auxilio de cola branca e
metalizado (O’Brien & McCully 1981) com 30 nm de ouro em metalizador (Bal-Tec® SCD
050). A captura das imagens foi realizada em microscopio eletrénico de varredura (LEO
EVO® 40).

Para obtencdo de epidermes isoladas, foram utilizadas 10 folhas ndo galhadas e 10
galhas maduras (com indutores de 4° ou 5° instar) dos quais foram obtidos fragmentos de
cerca de 1 cm? de epidermes isoladas. Estes fragmentos foram submetidos & solucéo de

hipoclorito de sddio comercial diluido a 50% a temperatura ambiente. Apds destacamento,
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as epidermes foram lavadas em &gua destilada e coradas com solugdo aquosa de
safranina 0,5% em etanol 95% (Johansen 1940) e montadas com gelatina glicerinada de
Kaiser (Johansen 1940).

Para o calculo do indice estomatico, foram contados os estdmatos e as células
epidérmicas em sete campos de 1 mm? dos fragmentos de folhas ndo galhadas (n = 35
campos) e das galhas maduras (n = 35 campos) com auxilio de camara clara acoplada a
microscoépio optico (Olympus CH 30). Este indice foi calculado segundo Cutter (1978).

Os cortes transversais de folhas em diferentes estagios de desenvolvimento, galhas
desde a inducao até a senescéncia, bem como fragmentos epidérmicos, foram analisados
e fotografados com camera digital (Canon® Power Shot A630) em microscopio 6ptico
(Olympus® BHS) ou estereomicroscopio (Zeiss® Stemi 2000-C). Diagramas foram feitos a
partir de fotomicrografias no programa grafico Adobe Photoshop CS® (Adobe Systems Inc.
1990-2003) com o auxilio de mesa digitalizadora (Trust® TB-6300).

As andlises estruturais das folhas ndo galhadas e das galhas foram acrescidas de
dados histométricos e citométricos. Estes dados foram obtidos a partir de fotomicrografias
de cortes transversais da regido mediana de cinco folhas ndo galhadas totalmente
expandidas e de cinco galhas maduras, na regido adaxial e oposta a abertura. O nimero
de células foi contado a partir de um transecto. Avaliou-se a espessura do mesofilo das
folnas ndo galhadas e da parede adaxial da galha, dos feixes vasculares na por¢ao
mediana e das epidermes adaxial e do revestimento da camara (n = 40 campos). Avaliou-
se a area das células do parénquima lacunoso nas folhas ndo galhadas e do cortex
interno na galha e das células da face adaxial da epiderme e do revestimento da camara
(n = 50 campos).

As medicdes foram realizadas através do programa grafico Axion Vision, Zeiss
Imaging Systems, versdo 4.7.2 (Zeiss 2008) e submetidas a andlises estatisticas,
realizadas com auxilio do programa JMP (SAS Institute, US, 1989-2002). Foram feitos
testes de normalidade (Teste de Shapiro Wilk). Quando satisfeitas tais premissas, 0s
dados foram comparados por ANOVA, seguida de testes multiplos de Tukey. Quando ao
contrario, foram comparados por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido de testes multiplos de Dunn. Em todos os testes utilizou-se alfa = 0,05. Os
graficos foram gerados pelo programa GraphPad Prism® para Windows, versédo 5.0
(Motulsky 1992-2009).
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Resultados

Desenvolvimento foliar

Durante o desenvolvimento foliar diferencia-se primeiramente a protoderme, seguida
do meristema fundamental, que por sua vez, origina o procambio. No mesofilo, o
parénquima palicadico é o ultimo tecido a se diferenciar e a folha estara expandida, com
tecidos completamente diferenciados no sexto nd. No apice (fig. 1), observa-se o
promeristema em inicio de diferenciacdo e as células da C1 mostram divisdes anticlinais.
No primeiro n6, o primeiro primérdio foliar apresenta dois dos meristemas primarios
diferenciados, a protoderme e o meristema fundamental (fig. 2). Na protoderme as
divisbes sdo anticlinais, e nas camadas submarginais ocorrem divisbes anticlinais e
periclinais (fig. 3).

No segundo né, o primordio foliar (fig. 4) apresenta protoderme com células em
divisbes anticlinais e meristema fundamental com mais camadas celulares. As células do
meristema fundamental sdo isodiamétricas, produto de divisbes anticlinais e periclinais.
Na regido mediana do meristema fundamental as células se dividem em vérios planos e
percebe-se a diferenciacdo do corddo procambial central, com células menores (fig. 5).

No terceiro no, o meristema fundamental apresenta trés regides distintas, definidas de
acordo com sua localizacdo: meristema adaxial, abaxial e mediano (fig. 6). Observa-se a
presenca de um ducto secretor associado ao floema (fig. 7), com epitélio integro,
sugerindo origem esquizdgena. O meristema mediano apresenta maior numero de
camadas. As células do meristema abaxial sdo isodiamétricas (fig. 8), evidenciando a
ocorréncia de divisdes peri e anticlinais. Verifica-se também um aumento na frequéncia
de idioblastos com contetudo fendlico, que comecaram a ser visualizados a partir do
segundo né. Este aumento é gradual, ocorrendo ao longo do desenvolvimento da folha.

No quarto n6 (fig. 9), o meristema adaxial apresenta divisdes nos dois planos e
alongamento das células no sentido anticlinal. Divisdes periclinais do procambio séo
responsaveis pelo desenvolvimento do sistema vascular (fig. 10). O meristema mediano,
além do sistema vascular, origina as camadas centrais do parénquima lacunoso, com 4-5
camadas de células isodiamétricas, enquanto o meristema abaxial forma duas camadas.
Pode-se observar neste estagio o inicio da diferenciagdo das nervuras secundarias, que

ainda ndo apresentam ductos secretores (fig. 11).
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No quinto nd, a lamina foliar apresenta parénquima palicadico com duas camadas
celulares alongadas anticlinalmente, um aumento no nimero de células do parénquima
lacunoso e estdmatos diferenciados (fig. 12). Na nervura principal, observam-se de dois a
trés ductos secretores associados ao floema.

No sexto né, a lamina foliar esta completamente diferenciada e a regido da nervura
principal apresenta-se biconvexa (fig. 13). O sistema vascular é constituido por 3-5
unidades com arranjo colateral e crescimento secundario evidente (fig. 14 e 15). O floema
acha-se voltado para a superficie abaxial da folha e possui ductos secretores associados
(fig. 13 e 14). As células epiteliais e do parénquima vascular apresentam contetdo
fendlico. Na porgéo adaxial do cortex da nervura, pequenos corddes floematicos isolados
podem ser visualizados (fig. 16). Endoderme e periciclo possuem células com contetdo
fendlico, havendo cristais prismaticos de oxalato de célcio na endoderme de alguns
individuos (fig. 14). Na regido mais externa da nervura, internamente as epidermes,
visualizam-se duas a trés camadas de colénquima anelar e células parenquimaticas
isodiamétricas (fig. 16 e 17). As células da epiderme nesta regido apresentam aspecto
papiloso e cuticula espessa (fig. 17). As nervuras secundarias possuem feixes colaterais e
ductos secretores associados ao floema (fig. 18). As nervuras de menor calibre
apresentam poucas células condutoras e ndo possuem ductos (fig. 19).

O mesofilo é dorsiventral (fig. 20), com parénquima palicadico geralmente bisseriado,
voltado para a superficie adaxial e parénquima lacunoso com numero variavel de
camadas celulares entremeadas por feixes vasculares. Idioblastos cristaliferos contendo
drusas de oxalato de calcio estdo presentes (fig. 21). A maioria das células dos
parénquimas lacunoso e palicadico apresenta acumulo de polifendis (fig. 20).

A folha é anfiestomatica com células epidérmicas alongadas no sentido periclinal (fig.
20) e diferentes distribuicbes dos estdmatos nas duas faces epidérmicas (fig. 22 e 23). O
indice estomatico foi de 11,48 na face abaxial e 4,26 na face adaxial. As células
epidérmicas apresentam-se retangulares em vista frontal na regido das nervuras. H4 mais
estbmatos, que sao ciclociticos (fig. 24), na superficie abaxial. As demais células
epidérmicas apresentam-se irregulares e com paredes levemente sinuosas (fig. 25).
Raros tricomas tectores com células dispostas radialmente em torno destes foram
observados (fig. 26). Com auxilio de luz polarizada, observam-se pequenos cristais na

cuticula (areia cristalifera) (fig. 21).
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Desenvolvimento da galha

As galhas foliares induzidas por C. aff. duvauae Scott em S. polygamus séo esféricas,
com coloracéo variando entre vermelho a verde e atingindo 5-6 mm de altura (fig. 27). A
inducdo se da na superficie abaxial da folha e promove uma depressao no limbo (fig. 28),
seguida por formagédo de emergéncias cujos tricomas obliteram a abertura da galha na
fase de crescimento e desenvolvimento. A fase de maturacao (fig. 29) é caracterizada
pelo maior tamanho da galha. Na fase de senescéncia ocorre suberificacdo da epiderme
da camara ninfal e da regidao de abertura.

Pode-se observar um ovo pedunculado (fig. 30) inserido entre duas células
epidérmicas, causando aumento de fendlicos na regido (fig. 30 e 31). Deste ovo, eclode
uma ninfa de primeiro instar que se alimenta por insercdo dos estiletes na epiderme,
sendo responsavel por continuar as alteragdes celulares iniciadas pela presenca do ovo
(fig. 32). O sistema vascular ndo apresenta alteragdes nesta fase.

A inducado apresenta-se inicialmente como uma depresséao (fig. 33) em torno da qual
os tecidos vegetais se desenvolvem (fig. 34), envolvendo a ninfa. A epiderme abaxial e as
células parenquimaticas adjacentes iniciam divisdes em diferentes planos (fig. 35) e
ocorre diferenciacdo de tricomas (fig. 36), que ocasionardo o fechamento da galha (fig.
37). Este fechamento é ocasionado pela justaposicdo dos tricomas (fig. 38), ndo havendo
soldadura. A epiderme que reveste a camara ninfal estd em continuidade com a epiderme
da face abaxial da folha e € constituida por células isodiamétricas (fig. 39) que passam
por sucessivas divisdes anticlinais.

Enquanto a galha se fecha, o parénquima lacunoso torna-se homogéneo e se divide.
Células deste parénquima se rediferenciam localmente em corddes procambiais
responsaveis pela neoformacéo de feixes vasculares (fig. 39 e 40).

No inicio da fase de crescimento e desenvolvimento, o parénquima € homogéneo e
ocorre aumento no numero e tamanho das células (fig. 41 e 42), resultando em maiores
diametro e espessura da galha. Os corddes procambiais apresentam-se mais
desenvolvidos, ainda ndo havendo a formacao de ductos secretores, que se diferenciam e
aumentam em diametro no fim desta fase. A regido de abertura (abaxial) ndo é
vascularizada (fig. 41).

Na fase de maturacdo, a galha apresenta varias camadas de parénquima, intensa
vascularizacdo na parede adaxial e ductos secretores com grande lumen (fig. 43 e 44). Na

regido de abertura visualizam-se inumeros tricomas justapostos (fig. 45), que apresentam
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lignificacdo das paredes celulares (fig. 46) e que se projetam interna e externamente (fig.
47) a camara ninfal. A parede adaxial apresenta células parenquimaticas e epidérmicas
isodiamétricas (fig. 48).

As células do revestimento da camara ninfal sdo de pequenas dimensdes (fig. 49)
guando comparadas aquelas da epiderme externa da galha (fig. 50) na qual a cuticula é
bastante espessa e contém areia cristalifera abundante, especialmente na regido proxima
a abertura (fig. 46 e 50). Estes cristais ndo foram observados na epiderme que reveste a
camara. O indice estomatico foi 8,42 na face abaxial e 6,85 na face adaxial, tendo sido
avaliado apenas nas faces epidérmicas externas das galhas, uma vez que ndo se
diferenciam estdmatos na epiderme que reveste a camara ninfal.

A vascularizacdo dos tecidos da galha ocorre apenas na parede adaxial (fig. 51),
havendo vérias células parenquimaticas, do parénquima vascular e do epitélio secretor
repletas de contetdo fendlico (fig. 51 e 52). Drusas sao abundantes no mesofilo adaxial
da galha (fig. 53) e ausentes na parede abaxial. A epiderme adaxial apresenta-se
revestida por cuticula espessa e com células isodiamétricas em secéo transversal (fig.
54). As células parenquimaticas e epidérmicas apresentam auséncia ou diversas formas
de acumulo de substancias fendlicas (fig. 55-59), sendo mais abundantes no cortex da
parede adaxial (fig. 51).

Na fase de senescéncia, ocorre eclosdo do indutor através da abertura, que se
expande (fig. 60). A principal alteracdo anatdmica apresentada é a auséncia de tricomas
na regiao e suberificacdo da abertura e da epiderme que reveste a camara proxima a ela
(fig. 61-63). Os tecidos e conteudos celulares apresentam-se integros em algumas
porcdes e desorganizados em outras, tanto na epiderme que reveste a camara quanto no
parénquima. Isso se observa pela presenca de células rompidas e com formatos e
conteudos alterados (fig. 64 e 65).

As modificacbes decorrentes da inducdo promovem a rediferenciacdo dos tecidos da
folha. Neste processo, a epiderme abaxial forma o revestimento interno da camara ninfal,
o parénguima lacunoso forma o cértex abaxial da galha, o cOrtex interno adaxial e os
feixes vasculares. O parénquima palicadico e a epiderme adaxial originam o cortex

adaxial externo e a epiderme adaxial da galha, respectivamente (fig. 66).
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Histometria

Todos os parametros histométricos analisados revelaram alteracbes decorrentes
da inducdo, com excecdo apenas a espessura da epiderme adaxial (fig. 67-74). Os
valores do numero de camadas celulares e da espessura do mesofilo e dos feixes
vasculares foram praticamente o dobro na galha madura (GM), quando comparados a
folha ndo galhada (FNG) (fig. 67-69). A espessura da epiderme adaxial ndo se alterou (fig.
70), enquanto ocorreu reducao significativa dos valores da espessura da epiderme que
reveste a camara (fig. 71). A &rea das células parenquimaticas aumentou na GM (fig. 72),
enquanto houve reducdo da é&rea das células da epiderme adaxial (fig. 73) e do

revestimento da camara (fig. 74).
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Figuras 1-11. Inicio do desenvolvimento foliar de Schinus polygamus (Cav.) Cabrera
{Anacardiaceae). Secoes transversais. 1) Diagrama do apice. Visualizam-se divisdes anticlinais (seta)
das células da C1. 2) Diagrama do primérdio foliar, no primeiro nd. 3) Primdrdio foliar no primeiro nd.
Divis6es anticlinais na protoderme (setas) e periclinais no meristerna fundamental (ponta de seta). 4)
Diagrama do segundo nd, com procadmbio em diferenciacdo (circulo). 5) Detalhe dos corddes
procambiais, no segqundo né. 6) Diagrama do terceiro nd. Maior diferenciagdo dos meristemas adaxial,
mediano e abaxial e do ducto secretor. 7) Detalhe do feixe vascular e inicio da formacao do ducto
secretor associado ao floema, no terceiro nd. 8) Detalhe da protoderme e parte do meristema abaxial, no
terceiro nd. 9) Diagrama do quarto nd. Inicio do alongamento do parénquima paligadico (seta). 10)
Detalhe do feixe wvascular, evidenciando divisdes periclinais do procdmbio (seta). 11) Inicio da
diferenciagiao de nervuras secundarias no quarto nod. ds= ducto secretor, mad= meristerna adaxial, mab=
meristera abaxial; mm= meristerna mediano. Barras: 1-5; 7-8,10 -11= 20 pm; 6 e 9 = 40 pm.
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Figuras 12-19. Expansao da folha de Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae). Secoes
transversais. 12) Quinto nd, com parénguima paligadico em alongamento. 13) Nervura principal da folha
expandida, no sexto nd. 14) Nervura principal. Em destaque, a endoderme (seta), que pode possuir
cristais prismaticos de oxalato de calcio (detalhe). 15) Detalhe do feixe vascular, com crescimento
secundario (setas). 16) Regido adaxial da nervura principal, evidenciando colénquima e feixes
floematicos (setas). 17) Regido abaxial da nervura, com epiderme papilosa com cuticula espessa (seta) e
floema (ponta de seta). 18) Nervura colateral de segunda ordem, evidenciando xilema (xi) e floema
(ponta de seta). 19) Bordo foliar com células epidérmicas repletas de conteddo fendlico e um pequeno
feixe vascular (ponta de seta). coF colénquima; ds= ducto secretor, fl= floema; p= parénquima, pp=
parénquima paligadico; xi= xilema. Barras: 12; 15-17; 19 =25 pm; 13-14;, 18 =50 pm.
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Figuras 20-26. Folha expandida de Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae). 20) Secao
transversal do mesofilo evidenciando drusas no parénquima palicadico (setas), parénquima lacunoso e
elementos de vaso. 21) Parénquima palicadico com idioblastos cristaliferos contendo drusas (setas) e
epiderme adaxial apresentando cuticula espessa com areia cristalifera (ponta de seta). Secao transversal.
Fig. 22-26: vista frontal. 22) Epiderme abaxial. 23) Epiderme adaxial. 24) Detalhe da epiderme abaxial, com
estdmatos ciclociticos e células epidérmicas retangulares. 25) Detalhe da epiderme adaxial, mostrando
estdmatos ciclociticos e células epidérmicas com paredes sinuosas. 26) Insercdo de tricoma tector na
epiderme adaxial (seta). el= elemento de vaso; pl= parénquima lacunoso; pp= parénquima palicadico.
Barras: 20-23 = 50 ym; 24-26 = 25 pm.
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Figuras 27-35. Formagio da galha de Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae) em
Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae). Fig. 27-29: visdo macroscipica e ao
estereomicroscopio. 27) Ramo com galhas. 28) Indugdo (superficie abaxial). 29) Galha madura. Em
detalhe, indutor recoberto por cera. Fig. 30-35: fase de indugéo. 30) Ovo com peddnculo (seta) inserido
na epiderme. Ha acimulo de fendlicos possivelmente devido & injuria. 31) Inicio do afundamento da
lamina foliar, em resposta ao estimulo provocado pelo ovo. 32) Ninfa se alimentando, inserindo os
estiletes (seta) na epiderme. 33) "Depressao” ocasionada pela indugdo. Observar remanescentes
(exoesqueleto) de um inseto (seta). (MEY). 34) Células iniciando o crescimento que envolvera a ninfa
(seta) (MEV). 35) Crescimento com divisies em varios planos no parénquima (setas), divisdes e
alongamento celular na epiderme (pontas de seta). MEV = Microscopia Eletrénica de Varredura. Barras:
27 =1cm; 28 e 29 =500 pm; 30-32; 35=20 pm; 33 e 34 =100 pm.
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Figuras 36-42. Galha de Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae) em Schinus
polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae): fase de crescimento e desenvolvimento. Secoes
transversais. 36) Emergéncia com tricomas neoformados (setas) a partir da epiderme e células do
parénquima (pontas de seta). 37) Diagrama do inicio da fase de crescimento e desenvolimento. 38)
Detalhe da regido de abertura da galha, evidenciando justaposicdo dos tricomas (seta). 39) As células do
revestimento da ca@mara se dividem anticlinalmente (pontas de seta). O parénquima apresenta-se
homogéneo, entremeado com feixes vasculares neoformados (setas). 40) Parénguima com células de
diferentes conteddos celulares e neoformacgdo de feixes vasculares (pontas de seta). 41) Diagrama de
galha ja fechada. 42) Regido adaxial da galha fechada. As células dos feixes procambiais (setas) e
parenguimaticas continuam a se multiplicar e se diferenciar, resultando no aumento da parede da galha.
cn= camara ninfal; fv= feixe vascular, p= parénquima. Barras: 36 37 41 42 = 50 pm; 38-40 = 20 pm.
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Figuras 43.50. Galha de Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae) em Schinus
polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae): fase de maturagio. Secoes transversais. 43) Diagrama
da galha madura. 44) Galha madura. Os feixes vasculares j& apresentam ductos secretores associados
ao floema (seta). 45) Regido da abertura com tricomas justapostos, onde permanece uma pequena
abertura (seta). 46) Mesma reqido sob luz polarizada, evidenciando a lignificagdo dos tricomas e
epiderme externa com areia cristalifera (seta). 47) Tricomas no local da abertura (seta) (MEVY). 48)
Parede abaxial da galha, sem vascularizagao. 49) Revestimento da camara ninfal. 50) Epiderme externa
da galha, proxima a regido da abertura, sob luz polarizada, demonstrando cristais de areia cristalifera.
cn= camara ninfal, ds= ducto secretor;, eab= face abaxial da epiderme fl=floema; fv= feixe vascular, xi=
xilema. Barras: 45 46 48 = 50 pm; 43, 44 = 200 pm; 47 = 100 pm; 49 =10 pm; 50 = 20 pm.
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Figuras 51-59. Galha de Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae) em Schinus
polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae): fase de maturacao. Se¢oes transversais. 51) Parede
adaxial da galha, altamente vascularizada e mostrando células parenquimaticas com fenodlicos. 52)
Detalhe de feixe vascular, com células endoteliais e do parénquima vascular repletas de conteudo
fendlico (setas). 53) Idioblastos cristaliferos na galha (seta). 54) Detalhe da regiao adaxial, mostrando
as células com conteudo fendlico. 55-59) Gradacao de fendlicos das células do parénquima. cn=
camara ninfal; ds= ducto secretor; ead= face adaxial da epiderme. Barras: 51 = 100 pm; 52 = 40 um;
53=10pum; 54-59 =20 um.
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Figuras 60-65. Galha de Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae) em Schinus
polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae): fase de senescéncia. 60) Regido da abertura, vista ao
estereomicroscopio. Fig. 61-65: secdes transversais. 61) Regido da abertura mostrando tecido de
cicatrizacao (suber). 62) Revestimento da camara, proximo a regido da abertura. 63) Regidao de abertura
da galha, onde observam-se tecido de cicatrizacao (suber) e auséncia de tricomas. 64) A parede adaxial
da galha degrada-se, tanto no revestimento da camara, com células desorganizadas, quanto no
parénquima. 65) Detalhe do revestimento da camara, na regido oposta a abertura. Barras: 60 = 1cm; 61,
64=100pum; 62=10 um; 63,65 = 20 um.
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Discusséao

O desenvolvimento da folha de S. polygamus segue o padréo descrito por Foster
(1936) para Pelargonium zonale, onde a camada adaxial do meristema fundamental da
origem ao parénquima palicadico e as camadas medianas originam as células
procambiais e parte do parénquima lacunoso, cujas células também se originam da
camada abaxial do meristema fundamental. Padrdo semelhante foi encontrado por
Oliveira e Isaias (2009b) nos foliolos de Copaifera langsdorffii.

O sistema de revestimento da folha de Schinus polygamus deriva exclusivamente
da protoderme e é constituido por apenas uma camada de células, desde o primeiro né
até o sexto, no qual as folhas estdo plenamente expandidas. A superficie adaxial da
epiderme originou-se da protoderme adaxial e a superficie abaxial da epiderme, da
protoderme abaxial (Fahn 1990, Moura et al. 2009, Oliveira & Isaias 2009b). Tricomas sao
raramente observados, a exemplo do descrito por Fleig (1985) para S. polygamus em
Cangucu. Os estdbmatos sdo numerosos e associados as nervuras, como descrito por
Alvarez et al. (2008) para Pistacia terebinthus (Anacardiaceae).

No mesofilo, drusas de oxalato de calcio sdo observadas, especialmente no
parénquima palicadico, enquanto cristais prisméaticos ocorrem na endoderme e areia
cristalifera nas duas superficies epidérmicas. A deposicdo destes cristais € comum em
Anacardiaceae (Solereder 1908, Alvarez et al. 2008) e pode estar relacionada a varios
fatores, dentre eles protecdo contra herbivoria (Fernandes 1994), regulacdo de célcio,
suporte tecidual e detoxificagdo (Nakata 2003).

As células do procambio se originam a partir das camadas medianas a exemplo do
observado para Pelargonium zonale, Copaifera langsdorffii e Lantana camara (Foster
1936, Moura et al. 2009, Oliveira & Isaias 2009b). Estas células come¢cam a diferenciacéao
da nervura principal no segundo no, e as nervuras secundarias a partir do quarto no.
Além destas, as células das camadas medianas originam o epitélio secretor dos ductos,
sempre associados ao floema, caracteristica comum em Anacardiacae (Solereder 1908,
Metcalfe & Chalk 1983, Carmello-Guerreiro & Paoli 2005, Simpson 2006, Lacchia &
Carmello-Guerreiro 2009). Estes ductos, secretores de goma-resina (Fahn 1979),
comecam a se diferenciar a partir do terceiro n6, estando relacionados a protecao precoce
das folhas ainda em expansdo, a exemplo das substancias fendlicas, presentes em

células do mesofilo desde o segundo né.
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Nas galhas de C. aff. duvauae Scott em S. polygamus, durante a oviposicdo, 0
pedunculo do ovo € inserido com precisdo entre duas células epidérmicas. De acordo com
Burckhardt (2005), a maioria das galhas de psiloideos é induzida pela atividade alimentar
da ninfa e este autor sugere que no género Calophya, a ninfa de primeiro instar seja a
responsavel pela inducdo das galhas de Schinus. Observaram-se, porém, alteractes
celulares ja em resposta a presenca do ovo, caracterizadas pelo acumulo de fendlicos e
inicio da proliferacdo de células ao redor deste, resultando no inicio da depressédo no
limbo foliar. A ninfa, neste caso, é responsavel por continuar os estimulos que se
iniciaram no momento da oviposi¢cdo. Muito provavelmente esta nova informagdo advém
da andlise anatbmica, a qual permite a evidenciacdo de alteracBes ndo perceptiveis a
olho desarmado. De fato, sdo conhecidas as respostas da planta a deposicdo de ovos de
insetos, como secrecdo de substancias ovicidas e volateis, que atraem parasitoides e
predadores, além de reacBes de hipersensibilidade (Hilker & Meiners 2006). Tais
respostas também podem ser verificadas em galhas, uma vez que o estimulo iniciador
desta pode ser a propria oviposicdo (Rohfritsch 1992, Hilker & Meiners 2006). A
depressao e o crescimento dos tecidos ao redor do sitio de oviposicdo parecem seguir 0
padréo jA observado anteriormente em galhas de algumas espécies de Psylloidea
(Bouyjou & Nguyen Than Xuan 1974 apud Meyer 1987, Taylor 1992). As células
epidérmicas subjacentes ao ovo e, posteriormente a ninfa, se dividem anticlinalmente e
formardo o revestimento da camara ninfal. Este ndo apresenta estdbmatos diferenciados e
possui células de pequenas dimensdes recobertas por cuticula delgada, como observado
nas galhas de Pistacia terebinthus (Anacardiaceae) (Alvarez et al. 2009). A epiderme
adaxial também passa por inUmeras divisbes anticlinais, acompanhando o crescimento da
estrutura, que se projeta para esta face. Emergéncias constituidas de células epidérmicas
e parenguimaticas se diferenciam e originam a regido da abertura da galha, por onde
saira o imago.

Nas extremidades das emergéncias, células epidérmicas se rediferenciam em
tricoblastos e crescem em extensao, originando os tricomas que obliteram a abertura. A
presenca de tricomas nesta regido estd relacionada a protecdo mecéanica contra
invasores, tais como predadores, parasitoides e cecidéfagos, além de favorecer a
manutencao da temperatura e umidade (Johnson 1975 apud Moura et al. 2005, Arduin et
al., 2005, Oliveira et al. 2006, Alvarez et al. 2009). Nas galhas de Forda formicaria
induzidas em Pistacia terebinthus (Anacardiaceae), os tricomas sdo remanescentes da

fase jovem dos foliolos hospedeiros; em S. polygamus, contudo, ha neoformagéo destes,
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a semelhanca do observado nas galhas de Lonchocarpus muehlbergianus Hassl.
(Fabaceae) na borda das valvas e no revestimento interno (Oliveira et al. 2006).

Em galhas induzidas em tecidos maduros, ocorre rediferenciacdo celular, gerando
tecidos especializados (Oliveira & Isaias 2009a). Nas galhas de C. aff. duvauae Scott em
S. polygamus, tanto o sistema vascular quanto o fundamental derivaram das células do
meristema fundamental. Devido a sua posi¢ao relativa no limbo foliar, € possivel tracar a
origem dos tecidos rediferenciados a partir dos parénquimas palicadico e lacunoso.

Em resposta ao estimulo do indutor, as células do parénquima retomam a capacidade
de divisdo e apresentam-se hipertroficas. As divisbes celulares ocorrem em Varios planos
e resultam no aumento das camadas celulares e espessura do mesofilo, além de conferir
aspecto homogéneo ao parénquima cortical. Tanto a homogenizacdo do parénquima
guanto a hipertrofia celular sdo fendbmenos comuns a formacdo de galhas e foram
verificados em outros sistemas (Isaias 1998, Souza et al. 2000, Oliveira 2007, Moura et al.
2008, Fleury 2009, Moura et al. 2009). Tais fenbmenos estdo ligados a reducdo da
capacidade fotossintética na galha (Cf. Dias 2010, cap. 1; Moura et al. 2008) e estariam
relacionados as novas funcbes que o mesofilo assume, barreira protetora e local de
alimentacao do galhador (Mani 1964, Rohfritsch 1992, Moura et al. 2008).

Drusas de oxalato de calcio sdo observadas no parénquima da regido adaxial da galha
e areia cristalifera na epiderme externa, especialmente nas proximidades da abertura. O
acumulo de cristais de diferentes formas parece estar relacionado a protecdo do indutor
(Fernandes et al. 1989, Arduin & Kraus 1995, Alvarez et al. 2009), o que n&o impede que
0 mesmo sofra o ataque de organismos especializados (Wiebes-Rijks & Shorthouse
1992). Este fato ressalta que a acdo do galhador comumente ndo provoca o surgimento
de caracteristicas inéditas no 6rgdo hospedeiro, antes redireciona substancias e padrdes
de desenvolvimento ja verificados no 6rgdo ndo galhado (Rohfritsch & Shorthouse 1982
apud Weis et al. 1988, Schronrogge et al. 2000, Fleury 2009).

A neoformacao de feixes vasculares é observada em toda a porcao adaxial da galha
de S. polygamus, de modo similar ao relatado por Oliveira (2007) para Copaifera
langsdorffii. Esses feixes sdo essenciais, pois € a partir deles que ocorre a nutricdo das
células da prépria galha e também do galhador, que se alimenta pela insercdo de seus
estiletes nas células floeméaticas. O fato de os feixes nas galhas serem muitas vezes
predominantemente floematicos favorece a mobilizacdo de nutrientes (Motta et al. 2005).
Nas galhas de S. polygamus estes feixes se originam da camada mediana do parénquima

lacunoso, indicando um retorno das potencialidades meristematicas destas células, fato
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frequentemente relatado para galhas (Mani 1992, Isaias et al. 2000, Oliveira & Isaias
2009a). H4, ainda, um aumento consideravel na espessura destes feixes, resultado do
aumento do numero de células vasculares. Esta hiperplasia dos feixes vasculares foi
também verificada nas galhas de Euphalerus ostreoides, um sugador, em Lonchocarpus
muehlbergianus (Fabaceae) (Oliveira et al. 2006). A auséncia de feixes vasculares no
cortex abaxial da galha é justificada pela origem desta regido, produto de rediferenciagédo
das camadas mais externas do parénquima lacunoso, que também ndo eram
vascularizadas.

Nas galhas, os ductos secretores associados ao floema sé terminam sua diferenciacéo
no inicio da fase de maturacdo. Este fato confirma o retorno a atividade meristematica do
parénquima lacunoso mediano, uma vez que se repete na galha o padrdo observado no
desenvolvimento da folha: primeiro surgem os corddes procambiais, e a partir destes, 0s
ductos secretores.

Os resultados cito e histométricos confirmam as alteracdes celulares ocorridas durante
a maturacao da galha. As células que revestem a camara ninfal e estdo em contato direto
com o indutor apresentaram reducao de espessura e area celulares. Na epiderme adaxial,
a espessura se manteve semelhante ao encontrado na folha, mas houve reducéo da area
celular. Estas alteragcbes na epiderme refletem a grande hiperplasia deste tecido para
acompanhar o crescimento da galha. O aumento do numero de células e da espessura do
mesofilo e dos feixes vasculares, além do aumento consideravel da area das células
parenquimaticas reflete a hiperplasia e hipertrofia tipicas da formacédo de galhas (Mani
1964, Isaias 1998, Oliveira 2007, Moura et al. 2009).

No momento em que o inseto atinge a fase adulta, este sai da galha através da regido
obliterada pelos tricomas. Estudos adicionais devem ser conduzidos a fim de se verificar
se a auséncia dos tricomas na fase de senescéncia deve-se a abscisdo ou a retirada
mecanica destes no momento da saida do indutor. Esta regido passa a apresentar-se
revestida por felema, a semelhanca do observado em galhas de Lantana camara
(Verbenaceae), resultando, possivelmente, do término do estimulo alimentar do indutor
(Moura et al. 2009). A porgdo abaxial da galha degrada-se em maior velocidade,
apresentando tecidos com aspecto desorganizado. A senescéncia desta galha nao é
caracterizada por lignificacdo, como observado nas galhas de C. langsdorffii (Oliveira
2007). Neste instante, também ocorrem mortes celulares na parede adaxial, pois sem o
estimulo constante do inseto, os tecidos da galha entram em fase de senescéncia, o que

também explica a mudanca de cor da galha, de vermelha para verde.
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Assim, Calophya aff. duvauae Scott altera os padrées morfogénicos dos tecidos
vegetais de S. polygamus, provocando homogenizacdo do parénquima, supressao do
desenvolvimento de estdmatos na epiderme que reveste a camara ninfal e neoformacao
de feixes vasculares e tricomas na regido da abertura.

Comparativamente aos dois sistemas estudados na regido neotropical, utilizadas como
exemplo, as galhas de S. polygamus apresentam maiores similaridades com o sistema L.
camara-Aceria lantanae do que com o sistema C. langsdorffii-Cecidomyiidae. Este ultimo
apresenta especializacfes teciduais, como a presenca de tecido nutritivo, em resposta ao
habito alimentar do indutor. Aceria lantanae, por sua vez, induz galhas com parénquima
homogéneo, sem lignificagdo e com suberificacdo na fase de senescéncia, caracteristicas
resultantes de seu habito sugador. As peculiaridades de cada sistema sdo definidas pelo
namero de indutores na camara, ou seja, L. camara abriga uma colénia de A. lantanae em

cada uma das galhas, enquanto em S. polygamus h&a apenas um indutor por camara.
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Influéncia de Parasitoides e Inquilinos na Estrutura das Galhas de Calophya aff.
duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae) em Schinus polygamus (Cav.) Cabrera

(Anacardiaceae)

Resumo

Galhas sdo crescimentos anormais que resultam da capacidade de plantas hospedeiras
em responder aos estimulos do galhador, sendo consideradas fenétipos estendidos deste.
As galhas foliares de Schinus polygamus sédo induzidas por Calophya aff. duvauae Scott
(Hemiptera: Calophyidae) e abrigam duas espécies de inquilinos e um endoparasitoide.
Este estudo explora as alteracfes anatdmicas e histométricas provocadas pela presenca
destes insetos no sistema. Um morfotipo de endoparasitoide (Hymenoptera sp. 1 - H1)
ndo causou alteracdes anatbmicas ou, alternativamente, induziu células nutritivas
isoladas, projetadas para o interior da camara ninfal. Um dos inquilinos (Hymenoptera sp.
2 - H2) induziu tecido nutritivo abundante. O outro, (Lepidoptera sp. - LP) ndo promoveu
alteracdes celulares, tendo sido verificados apenas vestigios de sua atividade alimentar
nas ceélulas epidérmicas da camara ninfal. H1 foi encontrado nas galhas vermelhas e
verdes, H2 predomina nas verdes e o LP ocorre apenas nas vermelhas. A presenca de
H2 parece afetar numericamente a populacdo de H1l e vice-versa, visto haver maior
proporcao de H2 justamente na amostra com menor propor¢cao de H1. A cor da galha
contendo apenas o indutor, sem ataque de parasitoide ou inquilino, foi sempre vermelha.
Assim, as alteracdes observadas nas galhas de Calophya aff. duvauae Scott deveram-se
a cessacdo do estimulo do indutor associada ao ataque do parasitoide H1 (cor) e do
inquilino H2 (anatomia e cor). Em consequéncia, impdem-se limites a aplicacdo do
conceito de fenétipo estendido a génese da morfologia de galhas no sentido stricto na
pratica, visto que devido a esses fatores, pode haver variagdo em fenétipo dentre as
galhas de uma mesma populagéo de indutor.

Palavras-chave: anatomia da galha, inquilinos, parasitoides, variacao de cor
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Abstract

Galls are abnormal growths, which are products of the plants in response to the stimuli of
specific galling herbivores, being considered as their extend phenotype. One of the leaf
gall morphotypes of Schinus polygamus is induced by Calophya aff. duvauae Scott and
also present two species of inquilines and one of an endoparasitoid. This study concerns
the anatomical and histometric alterations caused by the presence of these insects in the
system. The endoparasitoid (Hymenoptera sp. 1 - H1) induced the differentiation of
isolated nutritive cells prominent towards the nymphal chamber, while one of the inquilines
(Hymenoptera sp. 2 - H2) induces abundant nutritive tissue. The other inquiline
(Lepidoptera sp. — LP), does not promote any cellular alterations, and leaves just traces of
its feeding activity; a cicatrisation of epidermal cells surrounding the nymphal chamber. H1
was found either in red or green galls; H2 galls were predominantly green.LP was
occasionally found only in the red ones. The presence of H2 seems to numerically affect
the population of H1 and vice versa, a greater proportion of H2 being found in samples
with the lowest proportion of H1. The color of the gall without either parasitoid or inquiline
was always red, which is thus related to that colour. Thus, the anatomical and color
changes observed in galls of Calophya aff. duvauae Scott were due to cessation of the
stimuli provided by the gall inducer in association with attack of parasitoid H1 (colour) and
inquiline H2 (anatomy and colour). As a consequence, in the strictus senso, there are
limits the practical appliance of the extend phenotype concept in the cases, since in these
populations there are more than one phenotype for a giving indutor.

Key words: color variation, gall anatomy, inquilines, parasitoids
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Introducao

Galhas sao exemplos claros de fendétipo estendido dos insetos indutores (Dawkins
1982), pois muito embora sejam compostas de tecidos vegetais, seu desenvolvimento &
amplamente controlado pelos genes dos insetos (Stone & Schronrogge 2003). Muitas
vezes, além da relacdo planta hospedeira-indutor, existe uma variedade de organismos
associados as galhas, como inquilinos, predadores, ecto- e endoparasitoides, espécies
detritivoras, fungos, consumidores destes fungos e microorganismos (Wiebes-Rijks &
Shorthouse 1992).

Um exemplo de planta hospedeira que abriga diversos indutores e,
consequentemente, diversos outros niveis troficos € Schinus polygamus (Cav.) Cabrera
(Anacardiaceae). Esta espécie vegetal apresenta sete diferentes morfotipos de galhas,
entre foliares, florais e caulinares (Saiz & Nufiez 1997). Dentre as galhas foliares, chama
a atencao aquelas induzidas por Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae),
devido a diferenca de coloracdo observada, variando de vermelho a verde. Nas galhas
verdes é alta a frequéncia de outros insetos em relacdo ao observado nas galhas
vermelhas (Cf. Dias 2010, cap. 1), que podem ser inquilinos ou parasitoides. Além de
diferentes galhadores, a presenca de outros integrantes nas galhas de Schinus é descrita
na literatura (Burckhardt & Basset 2000), havendo relatos, inclusive, de endoparasitoides
em S. polygamus (Séiz & Nufiez 1997).

Muito embora diversos organismos utilizem a galha como habitat, apenas os
galhadores séo capazes de realizar a indugao de fato. Contudo, o exato mecanismo da
inducdo ainda néo foi elucidado e até 0 momento € aceito que esta ocorra em resposta a
injaria tecidual e substancias liberadas durante a alimentacdo do indutor (Hori 1992, Mani
1992, Farmer 2000). Os estimulos envolvidos na inducdo parecem ser especificos,
mesmo em grupos proximamente relacionados (Dreger-Jauffret & Shorthouse 1992,
Rohfritsch 1992), gerando galhas que séo, por conseguinte, resultado da interacdo dos
genadtipos da planta hospedeira e do galhador (Weis et al. 1988). Espera-se, portanto, que
secre¢fes de outros organismos provoquem respostas bioquimicas e/ou estruturais
diferentes nas galhas. De fato, é sabido que os inquilinos, por exemplo, 0s quais nao sao
capazes de induzir a formacdo de sua propria galha, mas que usam a de outros,
provocam modificagdes teciduais, induzindo hipertrofia celular, causando modificagbes no
tamanho das galhas (Wiebes-Rijks & Shorthouse 1992, Laszl6 & Téthmérész 2006). A
influéncia dos parasitoides na estrutura das galhas, por sua vez, ndo € usualmente

referida, provavelmente devido ao pouco impacto tecidual que causam.
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De acordo com a definicdo de Wiebes-Rijks & Shorthouse (1992) o termo
‘parasitoide” refere-se a espécies entoméfagas e o termo “inquilino” a espécies fitofagas.
Embora parasitoides sejam entomofagos, podem eventualmente consumir os tecidos da
galha apos terem se alimentado do indutor (Wiebes-Rijks & Shorthouse 1992), as vezes
simplesmente para cavar o canal de saida. DefinicAo semelhante de inquilino €
apresentada por Laszl6 e Tothmérész (2006), sendo este um inseto que ndo possui a
habilidade de iniciar galhas, mas cujas larvas se desenvolvem e se alimentam nestes
tecidos, podendo provocar neles modificacdes anatdomicas (Noort et al. 2007). Tanto
parasitoides quanto inquilinos contribuem substancialmente na mortalidade dos indutores,
afetando numericamente suas populacdes (Ferreira et al. 1990, Wiebes-Riks &
Shorthouse 1992, Ito & Hijii 2004, Laszlo & Tothmérész 2006).

Os parasitoides sao insetos com estilo de vida intermediario entre predadores e
parasitas verdadeiros, j& que findam por matar o hospedeiro, no caso o galhador (Wiebes-
Rijks & Shorthouse 1992), e tem vida livre no estagio adulto. Podem ser endoparasitoides,
desenvolvendo-se dentro do corpo de seus hospedeiros, ou ectoparasitoides, se
alimentando externamente destes. A oviposicdo dos endoparasitoides esta restrita a uma
janela de oportunidade temporal que depende das fases de desenvolvimento do
hospedeiro e da galha. No primeiro caso, € necessario que estes entrem no corpo do
galhador quando ainda nos instares mais jovens, ja no segundo caso, 0 ovipositor deve
ser capaz de atravessar os tecidos da galha (Wiebes-Rijks & Shorthouse 1992, Noort et
al. 2007).

Tendo em vista que as alteracdes estruturais e quimicas decorrentes do processo
de formacdo das galhas tém grande influéncia na manutencdo do ciclo de vida dos
galhadores, e consequentemente dos demais herbivoros associados, a analise da
presenca dos outros niveis tréficos no sistema Schinus polygamus-Calophya aff. duvauae
Scott objetiva verificar: (1) quais sao os integrantes da guilda de insetos associados; (2)
alteracbes anatémicas e histométricas decorrentes da entrada de outros integrantes da
guilda, em relagcéo ao padrao de desenvolvimento apresentado pela galha apenas com o
indutor; (3) se ha relacdo entre a cor da galha e a presenca de cada um dos outros
integrantes no sistema; e (4) se a proporcao entre indutores e parasitoides/inquilinos e

entre estes ultimos varia ao longo do ano.
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Material e métodos

Andlises estruturais

Amostras de folhas ndo galhadas e de galhas de C. aff. duvauae Scott (Hemiptera:
Calophyidae) foram obtidas de uma populacdo de Schinus polygamus (Cav.) Cabrera
(Anacardiaceae) localizada em uma propriedade rural existente no Rincdo da Ronda,
municipio de Cangucu, Rio Grande do Sul (32°15°00”S, 65°58’00”"W). As coletas
ocorreram em junho, setembro e dezembro de 2008 e marco de 2009. Cada amostra
consistiu de 10 ramos de 10 individuos diferentes, dos quais foram separadas 10 folhas
de cada individuo, escolhidas aleatoriamente, galhadas ou ndo galhadas. Em cada coleta,
o material foi acondicionado em sacos plasticos, submetido a refrigeracdo e enviado para
analises no Laboratorio de Anatomia Vegetal da UFMG. O material vegetal fértil esta
depositado no herbério do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), sob o nimero ICN 42884.

Folhas ndo galhadas e galhas foram fixadas em Karnovsky (O’Brien & McCully
1981 modificado para tampao fosfato pH 7,2) ou em FAAs, (formaldeido 37%, &cido
acético glacial e etanol 50%, 1:1:18, v/v) por 48 horas (Johansen 1940). Os maiores
didmetro e altura das galhas foram medidos com auxilio de paquimetro digital
(Digimess®, modelo 100.174B), sendo criadas classes artificiais de tamanho com base na
medida de altura, com intervalo de 1 mm entre as classes (Cf. Dias 2010, cap. 1).
Considerando-se a cor, vista na superficie adaxial, as galhas foram separadas em trés
categorias: vermelhas, verdes e verde-avermelhadas. As galhas maiores de 1 mm foram
dissecadas sob estereomicroscoépio (Olympus® SZH) e inicialmente separadas em dois
grupos: galhas contendo apenas o indutor (grupo 1) e galhas com outro nivel tréfico
associado (grupo 2). As galhas do grupo 2 foram separadas de acordo com o tipo de
inseto encontrado e posteriormente estocadas em etanol 70%. Os insetos foram enviados
a especialistas para identificacao.

Laminas semipermanentes de folhas ndo galhadas e das galhas foram preparadas
com secdes transversais realizadas a mao livre com auxilio de lamina de barbear em
suporte de isopor. Estas secfes foram submetidas a clarificacdo em hipoclorito de sodio
comercial diluido a 50%, lavadas em agua destilada, coradas com solu¢édo aquosa de azul
de astra-safranina (9:1) (Kraus & Arduin 1997) e montadas com gelatina glicerinada de
Kaiser (Johansen 1940).
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Para a preparacao de laminas permanentes, fragmentos do terco médio das folhas
nao galhadas com cerca de 0,5 cm? e galhas fechadas ou dissecadas foram desidratados
em série n-butilica (Johansen 1940) e infiltrados em Paraplast® (Kraus & Arduin 1997) em
estufa a 60 °C. Cortes transversais seriados (12-14 ym de espessura) foram obtidos em
micrétomo rotatorio (Leica® 2035 BIOCUT). Os cortes foram afixados as laminas com
adesivo de Bissing (Bissing 1974) e secos sobre placa aquecedora a 42 °C. Apoés a
retirada do Paraplast® com acetato de butila a 45°C em banho-maria, as secbes foram
hidratadas em série etilica decrescente. As laminas foram imersas rapidamente em acido
acético 5%, lavadas em agua destilada e coradas em solugdo aquosa de azul de astra-
safranina (9:1) (Kraus & Arduin 1997). Posteriormente, os cortes foram lavados em 4gua e
desidratados em série etilica (Johansen 1940), seguida de acetato de butila absoluto e
montados em verniz vitral incolor Acrilex® (Paiva et al. 2006).

As andlises estruturais das folhas ndo galhadas e das galhas foram acrescidas de
dados histométricos e citométricos. Estes dados foram obtidos a partir de fotomicrografias
de cortes transversais da regido mediana de cinco folhas ndo galhadas, totalmente
expandidas, e de cinco galhas com altura entre 3,0-4,0 mm, dos grupos 1 e 2 na regiao
adaxial e oposta a abertura. O numero de células foi contado a partir de um transecto.
Avaliou-se a espessura do mesofilo das folhas ndo galhadas e da parede adaxial da
galha, dos feixes vasculares na porcdo mediana e das epidermes adaxial e do
revestimento (n = 40 campos). Avaliou-se a area das células do parénquima lacunoso nas
folhas ndo galhadas e do cortex adaxial interno, das células epidérmicas das faces
adaxial e do revestimento e das células mais internas do tecido nutritivo, nas galhas que o
possuiam (n = 50 campos). As medi¢Bes foram realizadas através do programa gréafico

Zeiss Imaging Systems, versao 4.7.2 (Zeiss 2008).
Proporc¢éo de insetos

Apés a dissecacdo das galhas em cada amostra e subsequente separacdo em
grupos, o numero de individuos destes grupos foi anotado e os dados resultantes foram

submetidos a analises estatisticas, para comparacao de frequéncia em relacdo a cor da

galha e ao longo do ano.
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Andlises estatisticas

Andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa JMP (SAS Institute,
US, 1989-2002). Foram feitos testes de normalidade (Teste de Shapiro Wilk). Quando
satisfeitas tais premissas, os dados foram comparados por ANOVA, seguida de testes
multiplos de Tukey. Quando ao contrario, foram comparados por meio do teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de testes multiplos de Dunn. Em todos os testes
utilizou-se alfa = 0,05. Os graficos foram gerados pelo programa GraphPad Prism® para
Windows, versao 5.0 (Motulsky 1992-2009).

Resultados

Os integrantes do sistema Schinus polygamus-Calophya aff. duvauae Scott

O sistema analisado possui galhas foliares, esféricas, vermelhas, verde-
avermelhadas ou verdes, induzidas por C. aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae)
(fig. 1) com outros trés integrantes associados (morfotipos): um Hymenoptera
endoparasitoide, referido como “Hymenoptera sp. 1”7 (H1); um Hymenoptera inquilino,
referido como “Hymenoptera sp. 2” (H2); e um Lepidoptera inquilino, referido como
“‘Lepidoptera sp.” (LP).

Individuos H1 em diferentes fases de desenvolvimento foram observados em C. aff.
duvauae Scott, de diferentes instares, ndo havendo aparente relacdo entre o instar do
indutor e a fase de desenvolvimento do endoparasitoide. Estes s&o visualizados,
inicialmente, como um pequeno ponto escuro no abdémen do indutor e aumentam
progressivamente de tamanho, ocupando todo o seu abdémen e torax (fig. 2 e 3).
Posteriormente, emergem do indutor e empupam na galha (fig. 4). Em algumas galhas,
apenas o exoesqueleto do indutor foi observado, provavelmente por este ter sido
consumido previamente a eclosdo do endoparasitoide (fig. 5). O término do ciclo de vida
de H1 parece nédo depender do estagio ninfal do indutor.

Individuos H2 foram encontrados nas amostras de junho e setembro de 2008 e
mar¢co de 2009, medem cerca de 3 mm e apresentam corpo fusiforme, com apéndices

ausentes ou em inicio de desenvolvimento nas galhas analisadas (fig. 6).

81



Influéncia de Inquilinos e Parasitoides

Individuos LP medem cerca de 4 mm de comprimento (fig. 7) e foram encontrados

raramente (n = 3), apenas em junho de 2008.

Alterac6es morfoldgicas e anatbmicas

As galhas contendo apenas o indutor (H1) s&o, em sua maioria, vermelhas,
projetadas para a superficie adaxial e possuem camara ninfal cujo revestimento apresenta
aspecto liso e homogéneo (fig. 8), assim como as galhas portando individuos H1 (fig. 9).
Galhas com individuos H2 desenvolvem um tecido nutritivo que se projeta para o interior
da camara ninfal (fig. 10) e que apresenta sinais de necrose quando cessa a atividade
alimentar do inquilino (fig.11). Quando senescentes, as galhas contendo apenas o indutor
se abrem totalmente na superficie abaxial, na regido antes fechada por tricomas (Cf. Dias
2010, cap. 2) (fig. 12). Individuos de outro nivel tréfico, quando emergem da galha, cavam
um canal de saida, cuja abertura pode ser vista ao lado da abertura original (fig. 13).

As alteracdes anatdbmicas decorrentes da entrada de outros integrantes, quando
presentes, ocorreram no sistema de revestimento da camara ninfal ou no sistema
fundamental adjacente a este, ndo havendo modificacbes aparentes no sistema vascular
destas galhas.

A maioria das galhas com H1 nao apresentou alteracBes anatomicas (fig. 14).
Contudo, em alguns casos, iniciaram-se divisdbes anti e periclinais na epiderme que
reveste a camara e no parénquima subjacente (fig. 15), originando células de tamanho
semelhante as vizinhas. Em um estagio posterior, verifica-se um aumento consideravel no
didmetro de algumas destas células (fig. 16).

As galhas contendo individuos H2 desenvolveram tecido nutritivo abundante (fig.
17 e 18). O inicio da formacéo deste tecido é semelhante ao evidenciado na galha com
endoparasitoide (fig. 15 e 16), havendo divisbes peri e anticlinais no revestimento da
camara e no parénquima adjacente. Este tecido apresentou-se como um aglomerado de
células, frequentemente globosas, conferindo-lhe aspecto papiloso (fig. 17), localizado
guase sempre em contato com o sistema vascular (fig. 18). Verificou-se uma diminuicéo
consideravel na quantidade e tamanho das drusas de oxalato de célcio nestas galhas.

Nas galhas contendo Lp ndo se observaram alteragcfes estruturais ou anatémicas,
exceto pelo revestimento da cémara, com células necrosadas, sinais de atividade

alimentar da larva (fig. 19).
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A presenca de outros integrantes no sistema S. polygamus-C. aff. duvauae Scott
altera os parametros histo e citométricos das galhas (fig. 20-27), apesar de algumas
excecdes. O aumento do numero de células (fig. 20) e da espessura do feixe vascular (fig.
22) e a diminuicdo da espessura da epiderme abaxial (fig. 24) provocados pela inducdo
por C. aff. duvauae Scott se mantiveram na presenca de H1 e H2. A espessura média
total (fig. 21) e da epiderme adaxial das galhas com H1 (fig. 23) foi significativamente
maior que o observado nas galhas com IN e H2. A area das células do parénquima
aumentou quando comparada a area de FNG, sendo ligeiramente maior nas galhas
contendo H1 (fig. 25). A reducdo da area das células da epiderme adaxial foi menos
evidente nas galhas com H1 e H2, quando comparada as galhas com C. aff. duvauae
Scott (fig. 26). Quando analisada a area das células da epiderme abaxial, verificou-se
uma reducédo drastica nas galhas, especialmente naquelas com H2 (fig. 27). As células do
tecido nutritivo de H2 aumentaram muito seu volume, apresentando area média cerca de
treze vezes maior quando comparada aquela das células do revestimento da camara
(874,2 + 340,93 mm?e 65,62 + 19,38 mm?, respectivamente).

A baixa frequéncia de LP inviabilizou analises histométricas nestas galhas.

Proporcéao de insetos e cores das galhas

A proporcéo dos insetos integrantes desta guilda varia nas galhas em relacdo a
coloragéo destas (fig. 28). As galhas vermelhas contém predominantemente o inseto
indutor, pequenas propor¢cbes de H1 e LP, correspondendo a cerca de 9% e 1%,
respectivamente, e nenhum individuo H2 (fig. 28A). Proporcdo semelhante € verificada
nas galhas verde-avermelhadas (fig. 28B), ocorrendo pequenas mudang¢as na proporcao
dos demais integrantes: 7% de H1, 0,5% de H2 e nenhum LP. As galhas verdes,
somando-se todas as amostras, apresentaram grande proporcdo de IN e proporcoes
semelhantes entre H1 e H2 (fig. 28C). Porém, uma vez que se constatou grande nuimero
de indutores com malformagfes morfoldgicas na amostra de dezembro, realizou-se novo
céalculo das propor¢des entre os insetos, desta vez, desconsiderando-se esta amostra. A
nova proporcao obtida reflete o padrdo verificado nas amostras isoladamente: galhas
verdes apresentam proporcao reduzida de indutores e predominio de H2, correspondendo
a 55% do total de insetos encontrados nas galhas desta cor, além de cerca de 3% das
galhas contendo H1 (fig. 28D).
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A proporcéo entre os insetos integrantes do sistema S. polygamus-C. aff. duvauae
Scott também variou ao longo do ano de amostragem (fig. 29). A propor¢do de indutores
manteve-se mais ou menos constante, sendo um pouco maior em dezembro de 2008. A
proporcao de H1 foi menor em junho, com cerca de 3% (fig. 29A), e maior em setembro
de 2008, com 12% do total de insetos (fig. 29B). A maior proporgdo de H2 coincidiu com o
periodo de menor frequéncia de H1. Nenhum representante deste grupo foi encontrado na
amostra de dezembro de 2008 (fig. 29C). Em marco de 2009, verificou-se a presenca de
H1 e H2, sendo H1 em maior proporcao (fig. 29D). A presenca ocasional de LP (n = 3) foi

verificada apenas em junho de 2008.
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Figuras 1-7: Integrantes do sistema Schinus polygamus (Cav.) Cabrera
(Anacardiaceae)-Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae). 1) Ninfa de 4°
instar do indutor, C. aff. duvauae Scott. 2-3) Ninfas de C. aff. Duvauae, com endoparasitdide
(Hymenoptera sp.1). 2) Inicio do desenvolvimento. 3) Estagio avancado do
desenvolvimento. 4) Pupa do Hymenoptera sp.1. 5) Exoesqueleto de C. aff. duvauae, do
qual emergiu o Hymenoptera sp. 1. 6) Larva de Hymenoptera sp. 2. 7) Larva de Lepidoptera
sp. Barras:1,3,5-7=500pum; 2,4 =100 um.
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Figuras 8-13: Sistema Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae)-Calophya aff.
duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae). Galhas ao estereomicroscopio. Figuras 8-11)
Galhas abertas transversalmente. 8) Aspecto da galha madura, apenas com o indutor. Parede
adaxial (seta) com coloracdao vermelha. 9) Galha com Hymenoptera sp. 1, dentro do
exoesqueleto de Calophya aff. duvauae. 10) Galha em fase de crescimento e
desenvolvimento, com Hymenoptera sp. 2. Evidencia-se o tecido nutritivo onde o inquilino se
alimenta (setas). 11) Galha madura, com pupa de Hymenoptera sp. 2. As regibes de
alimentacao (setas) apresentam sinais de necrose. 12) Abertura de galha senescente, de onde
emergiu o indutor. 13) Galha senescente, de onde emergiu imago de outro nivel trofico. Em
destaque, a abertura do canal de saida(seta), ao lado da regido de abertura (ponta de seta).
Barras = 500 um.
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Figuras: 14-19: Sistema Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae)-Calophya aff. duvauae
Scott (Hemiptera: Calophyidae). Alteragoes anatomicas nas galhas decorrentes da presencga de
inquilinos. 14-16: Alteracdes provocadas pela presenca do Hymenoptera sp. 1. 14) Calophya aff. duvauae.
com endoparasitéide no abdémen. Revestimento da camara uniforme, sem tecido nutritivo diferenciado. 15)
Células epidérmicas e parenquimaticas com indicios de divisGes em varios planos. 16) Células epidérmicas
e parenquimaticas hipertrofiadas, projetadas para o interior da camara ninfal, com vacuolo claro e conteudo
fendlico granuloso no citoplasma. 17 e 18: Alteragbes decorrentes da presenca do Hymenoptera sp. 2. 17)
Aspecto papiloso das células do tecido nutritivo. Resultado positivo para aglcares soluveis. 18) Tecido
nutritivo préximo ao feixe vascular. 19) Revestimento da camara apresentando sinais de atividade alimentar
do Lepidoptera sp. Barras: 14,17,18 =50 um; 15,16,19=10 pm.
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Figuras 20-27: Sistema Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae)-Calophya aff. duvauae
Scott (Hemiptera: Calophyidae). Analises cito e histométricas de folhas nao galhadas (FNG) e de
galhas maduras com indutor (IN), Hymenoptera sp. 1 (H1) e Hymenoptera sp. 2 (H2), em secdio
transversal. 20) Ndmero de camadas celulares. 21) Espessura total. 22) Espessura dos feixes vasculares.
23) Espessura da epiderme adaxial. 24) Espessura da epiderme abaxial e do revestimento da cdmara. 25)
Area de celulas do paréngquima. 26) Area de celulas da epiderme adaxial. 27) Area de células da epiderme
abaxial e do revestimento da cémara. Barras seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente
diferentes (Kruskall-Wallis, sequido por testes mdltiplos de Dunn; o = 005). Os dados séo representados
pela medianas e respectivos quartis.
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Figura 28: Proporgoes de integrantes do sistema Schinus polygamus (Cav.) Cabrera
(Anacardiaceae)-Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae). nas amostras de
junho (A), setembro (B) e dezembro de 2008 (C) e margco de 2009 (D). IN= indutor; H1=
Hymenopterasp. 1; H2= Hymenoptera sp. 2; LP= Lepidoptera sp.
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Figura 29: Sistema Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae)-Calophya aff.
duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae). Proporgoes de integrantes nas galhas vermelhas
(A), verde-avermelhadas (B) e verdes (C), excluindo-se os dados da amostra de dezembro

de 2008 (D). IN= indutor; H1= Hymenoptera sp. 1;: H2= Hymenoptera sp. 2; LP= Lepidoptera
sp.
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Discusséao

Os integrantes do sistema Schinus polygamus-Calophya aff. duvauae Scott

Os parasitoides e inquilinos presentes no sistema S. polygamus-C. aff. duvauae
Scott pertencem as ordens Hymenoptera e Lepidoptera. De fato, a maioria dos
parasitoides descritos na literatura pertence a ordem Hymenoptera (Weis 1982, Wiebes-
Rijks & Shorthouse 1992, Andrade et al. 1995, Hanson 1995, Maia & Monteiro 1999,
Espirito-Santo et al. 2004, Ito & Hijii 2004, Cuevas-Reyes et al. 2007) e atacam a fase
larval do hospedeiro (Maia & Monteiro 1999). Estudos com inquilinos foram raramente
realizados (Ferraz & Monteiro 2003, Laszl6 & Tothmérész 2006) embora, nos sistemas
em que sdo encontrados, sua proporcdo tenda a ser menor que a de parasitoides
(Schonrogge et al. 2000, Chust et al. 2007).

Alteracdes morfolégicas e anatémicas

A maioria dos estudos envolvendo inquilinos e parasitoides em galhas aborda o
papel destes na dinamica da comunidade (Wiebes-Rijks & Shorthouse 1992, Andrade et
al. 1995, Hawkins et al. 1997, Maia & Monteiro 1999), sendo pouco referida sua influéncia
nos tecidos da galha. As referéncias encontradas dizem respeito a mudanc¢as no formato
e tamanho da galha em resposta ao inquilino, sem maiores esclarecimentos quanto a
diferencas anatbmicas (Fernandes et al. 1987, Ferraz & Monteiro 2003, Laszlo e
Tothmérész 2006). As alteracBes anatbmicas decorrentes da entrada de inquilinos e
parasitoides neste sistema parecem estar relacionadas ao habito alimentar destes
organismos. E compreensivel que as galhas com H1, por este se desenvolver dentro do
indutor, ndo apresentem tecidos adicionais diferenciados, pois ndo ha impacto nos tecidos
da galha, como foi verificado por Laszl6 e Tothmérész (2006) nas galhas de Diplolepsis
rosae contendo parasitoides. Ja H2, promove alteracbes teciduais necessarias para a
obtencdo de seus recursos nutricionais devido ao seu habito alimentar mastigador. O
tecido nutritivo presente nesta galha se assemelha ao observado para galhas de
Hymenoptera (Cynipidae) (Bronner 1992, Rohfritsch 1992) e parece ser a unica fonte de
alimento para estes insetos. O surgimento deste tecido demonstra a capacidade da planta
em responder a estimulos variados (Moura et al. 2008). Neste caso, o estimulo do indutor

foi necessario para a formacdo da galha e a atividade alimentar do inquilino resulta no
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surgimento de células nutritivas ausentes na galha contendo apenas o primeiro. Ou seja,
os resultados demonstram que um inquilino ndo apenas utiliza os tecidos existentes
previamente na galha, mas que € capaz de induzir a producédo de tecidos nutritivos em
seu proprio beneficio, conforme sugerido por Noort et al. (2007).

Os individuos LP n&o séo capazes de alterar os tecidos da galha em seu beneficio,
deixando apenas, como vestigios de sua alimentacdo, células necrosadas na camara. A
auséncia de alteracGes anatdbmicas e a baixa frequéncia encontrada sugerem o habito
cecidéfago oportunista, sendo esta espécie, provavelmente, um cecidéfago facultativo
(Shinji & Kazuo 2009). Estes autores citam, inclusive, que este habito ocorre em
Lepidoptera.

As analises histo e citométricas revelam que o nimero de camadas celulares das
galhas foi significativamente maior do que aquele de FNG sem, contudo, haver grandes
diferencas entre as galhas com IN, H1 e H2. Galhas contendo H1 apresentaram maior
espessura total e da epiderme adaxial quando comparadas as galhas com IN e H2, que
nao diferiram entre si. A espessura dos feixes vasculares aumentou significativamente em
relacdo a folha ndo galhada, mas néo diferiu entre a galha de IN e os demais integrantes
da guilda. Comportamento similar foi observado para a espessura da epiderme abaxial e
a area das células parenquimaticas. Em relacdo a area celular da epiderme adaxial,
verificou-se reducdo na galha com IN quando comparada a FNG, e aumento resultante da
entrada de H1 e H2. J4 na epiderme abaxial, observou-se reducdo das areas celulares
nas galhas, sendo esta reducédo mais pronunciada na galha com H2. Galhas induzidas por
H2 exibiram reducdo da &rea do revestimento da camara e marcante hipertrofia nas
células do tecido nutritivo.

Muito embora a presenca do endoparasitoide provoque alteracbes estruturais,
percebidas por divisées nas células do revestimento da camara ninfal e do parénquima
adjacente, estas galhas apresentaram maior espessura total. Isto se deve ao aumento em
espessura e area das células da epiderme adaxial. Tal fato denota que embora o
endoparasitoide ndo impacte diretamente os tecidos da galha, sua presenca provoca sutis
alteracdes citologicas.

A presenca de H2 tem efeitos localizados, gerando dois tipos de reacdes. Sitios de
hiperplasia resultam em células de dimensdes reduzidas e sitios de hipertrofia

relacionam-se a diferenciacéo de tecido nutritivo.
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Proporcao de insetos e cores das galhas

A propor¢cdo dos insetos variou nas diferentes cores das galhas, sendo
encontrados endoparasitoides em todos os tipos de coloracdo, H2 predominantemente
nas galhas verdes e LP somente nas vermelhas. Sabe-se que é necessaria a presenca e
estimulo constante do galhador para a manutencdo da integridade da galha (Mani 1992,
Bronner 1992) e, neste sistema, a galha estad vermelha quando abriga apenas o indutor,
gue deve estar saudavel. Corrobora esta afirmacao o fato de, na amostra de dezembro de
2008, muitas galhas serem verdes, apesar de abrigarem apenas o indutor. Estes
indutores, porém, apresentavam malformacfes dos olhos compostos e demais partes do
corpo, patologia esta que, por sua vez, pode resultar na diminuicdo do estimulo por parte
deste indutor. E reconhecido ha tempo na literatura entomoldgica que os endoparasitoides
de larva e pupa geralmente ndo matam seus hospedeiros logo apds o ataque (Askew
1971). Ou seja, seus instares iniciais alimentam-se do contetdo interno do hospedeiro,
principalmente corpos gordurosos, quando ainda vivo. Assim, € de se esperar que as
ninfas de C. aff. duvauae permanecam se alimentando da planta por algum tempo apés o
ataque destes. Em consequéncia, a mudanca da cor da galha ocorreria progressivamente
apos esse evento, com a diminuicdo da alimentacdo por parte do indutor e atenuagéo do
estimulo de inducédo correspondente. De fato, verificou-se um continuo na coloracédo das
galhas, do vermelho para o verde, quando da presenca do endoparasitoide. Excluindo-se
a amostra de dezembro, a proporcéo entre indutores e H2 nas galhas verdes muda, com
predominancia deste inquilino em mais de 50% destas galhas.

A entrada de H1 nas galhas ocorre quando IN ainda esta nos primeiros instares de
desenvolvimento e a galha ainda é vermelha, concordando com as afirmacbes de
Wiebes-Rijks & Shorthouse (1992). Com o desenvolvimento de H1 em seu interior, IN,
diminui gradualmente sua alimentacédo e, consequentemente, o estimulo que mantém a
galha, resultando na mudanca gradual de coloracdo do vermelho para o verde e a
presenca deste inseto em galhas com varias gradagfes de cor. Portanto, mesmo estando
os indutores encontrados nas galhas verdes e verde-avermelhadas, aparentemente
saudaveis, estes ja podem estar abrigando o endoparasitoide, em um estagio ainda nao
detectavel nas observacgdes ao estereomicroscopio.

O inquilino H2 provoca a morte de IN rapidamente, visto este néo ter sido

encontrado em nenhuma das galhas que continham H2. Na auséncia do indutor, se
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processa a mudanca de cor nas galhas, mais rapido que verificado para H1, o que explica
a totalidade dos registros destes inquilinos em galhas verdes ou verde-avermelhadas.

A ocorréncia ocasional e apenas em galhas vermelhas sugere a incapacidade de
Lp em alterar os tecidos da galha, a excecdo das células necrosadas no revestimento da
camara.

As galhas séo vermelhas pela reducdo do teor de pigmentos fotossintéticos e as
galhas verdes, além desta reducéo, apresentam a metade do conteddo de antocianinas
exibido nas galhas vermelhas (Cf. Dias 2010, cap. 1). Estes resultados confirmam que a
presenca de inquilinos e parasitoides, ao matarem o indutor, suprime o estimulo
necessario a manutencgao da fisiologia da galha.

As galhas, portanto, sdo induzidas e mantém sua integridade estrutural enquanto o
indutor se alimenta de seus tecidos. Quando por patologias ou por acédo de parasitoides e
inquilinos, este estimulo cessa, a galha deixa de apresentar as caracteristicas préprias
desta interacdo. Tais conclusbées, em consequéncia, impdem limites a aplicacdo do
conceito de fenétipo estendido de Dawkins (1982) a génese da morfologia de galhas no
sentido stricto, visto que devido a esses fatores, pode haver variagdo em fenétipo dentro

de uma mesma populacéo de indutor.
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Histoquimica das folhas e galhas de Schinus polygamus

Impacto de Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae) e demais
habitantes da galha nos perfis histoquimicos das folhas de Schinus polygamus

(Cav.) Cabrera (Anacardiaceae)

Resumo

A inducdo de galhas depende de processos de reconhecimento entre o0s
organismos, 0s quais envolvem sinalizacdes ligadas a caracteres morfolégicos e quimicos
das plantas hospedeiras. O estabelecimento do galhador, por sua vez, depende da sua
capacidade de manipular o perfil quimico da planta. Desta capacidade advém parte do
valor adaptativo das galhas para nutricdo e defesa contra inimigos naturais. O estudo
comparativo dos perfis histoquimicos dos tecidos ndo galhados e das galhas de Calophya
aff. duvauae Scott em Schinus polygamus, contendo somente o indutor (IN) ou outros
niveis tréficos (endoparasitoide “Hymenoptera sp. 17 — H1 e inquilino “Hymenoptera sp 2”
— H2) permitiu evidenciar a estabilidade da sintese de compostos e a variabilidade dos
sitios de acumulo destes nas diferentes amostras. As galhas apresentaram acucares
redutores e goticulas lipidicas no cortex interno. Verificaram-se reacbes de maior
intensidade para conteddos fendlico e flavonoidico na galha madura,
principalmente no cértex externo na superficie adaxial. Na galha senescente, a
menor intensidade das reacfes para goticulas lipidicas, acucares redutores,
fendlicos e alcaldides, e as reacbes negativas para flavondides e terpenos
indicaram reducdo do metabolismo ap6s a saida de IN. A quantidade e
distribuicio de substancias nutricionais ou de defesa foram alteradas
principalmente nas galhas contendo H2, com reacfBes positivas para lipidios,
acucares redutores, flavondides e terpenos no tecido nutritivo. Galhas com
IN e H1 apresentaram perfis histoquimicos semelhantes, com diferencas
apenas na localizacdo dos terpenos. As diferencas entre as galhas com IN, H1 e

H2 foram relacionadas aos niveis de impacto dos organismos nos tecidos vegetais.

Palavras-chave: defesas  quimicas, inquilinismo, nutricao, parasitoidismo
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Abstract

Gall induction is dependent on the recognition between the corresponding host plant and
gall inducer, whose processes involve signals related to the morphological and chemical
features of the host plant. Therefore, the establishment of the gall inducer depends on its
ability to manipulate the chemical profile of the plant. This capacity confers part of the
adaptive value of the galls for nutrition, and defense against natural enemies. The
comparative study of the histochemical profiles of the non-galled tissues and of the galls of
Calophya aff. duvauae Scott in Schinus polygamus, containing only the gall inducer (IN) or
other trophic levels (endoparasitoid “Hymenoptera sp. 1” — H1 and inquiline “Hymenoptera
sp. 2° — H2) allowed to highlight the stability of the synthesis of compounds, and the
variability of the sites of accumulation within the samples. Galls presented sugars and lipid
droplets in the inner cortex. There were more intense reactions for phenolic and flavonoid
contents especially in the outer cortex on the adaxial surface, in mature galls. Senescent
galls exhibit the less intense reactions to lipids, reducing sugars, phenolics and alkaloids,
and negative reactions for flavonoids and terpenes, indicating their lower metabolism after
the leaving of the inducing insect. The amount and distribution of nutritional or defense
substances have changed mainly in galls containing H2, with positive reactions for lipids,
sugars, flavonoids and terpenes in the nutritive tissue. Galls with the inducing insect and
H1 showed similar histochemical profiles, with differences only in the location of terpenes.
The differences between the galls with IN, H1 and H2 were related to the levels of impact

of organisms in plant tissues.

Key words: chemical defense, inquilinism, nutrition, parasitoidism
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Introducao

O sucesso na inducdo de galhas entomdgenas depende de processos de
reconhecimento entre o indutor e a planta hospedeira, 0s quais envolvem sinalizacdes
ligadas a caracteres morfologicos e quimicos destas (Rohfritsch 1992). Por parte do
galhador, a inducdo e seu estabelecimento dependem da sua capacidade de promover
alteracdes nas substancias dos metabolismos primario e secundario (Hartley 1998).
Destas alteracdes, em geral, decorre parte do valor adaptativo das galhas para nutricdo e
defesa contra inimigos naturais (Weis & Abrahamson 1986).

Uma das ferramentas que permite a deteccdo dos metabdlitos nos tecidos das
galhas é a histoquimica. Através de testes in situ, € possivel ndo somente detectar, mas
também localizar os metabdlitos nas camadas de tecidos especializados das galhas. Seu
perfil histoquimico depende, sobretudo, das potencialidades quimicas das plantas
hospedeiras e da capacidade de manipulacdo destas potencialidades por parte dos
indutores.

Schinus polygamus, a espécie hospedeira de galhas de Calophya aff. duvauae
Scott, abordadas neste estudo, apresenta composi¢cdo quimica peculiar que lhe garante
propriedades anti-inflamatorias e antissépticas (Burckhardt & Basset 2000; Erazo et al.
2006). Estas propriedades séo atribuidas a compostos secundarios, tais como flavonéides
€ mono e sesquiterpenos, compostos com reconhecida atividade antimicrobiana e anti-
herbivérica. Este trabalho objetiva verificar a presenca e localizacdo de substancias
guimicas nas galhas em comparacao as folhas nédo galhadas, visando compreender se e
como a espécie galhadora manipula o perfil histoquimico da planta hospedeira em seu
préprio beneficio. A influéncia, neste perfil histoquimico, de dois habitantes desta galha,
pertencentes a ordem Hymenoptera, sendo um endoparasitoide (Hymenoptera sp. 1 — H1)

e um inquilino (Hymenoptera sp. 2 — H2) também € avaliada.

Material e métodos

Coleta do material

Amostras de folhas ndo galhadas e de galhas de C. aff. duvauae Scott (Hemiptera:

Calophyidae) foram obtidas de uma populagédo de Schinus polygamus (Cav.) Cabrera
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(Anacardiaceae) localizada em uma propriedade rural existente no Rincdo da Ronda,
municipio de Cangucu, Rio Grande do Sul (32°15'00”S, 65°58’00”W). As coletas
ocorreram em junho, setembro e dezembro de 2008 e marco de 2009. Em cada coleta, o
material foi acondicionado em sacos plasticos, submetido a refrigeracédo e enviado para
andlises no Laboratério de Anatomia Vegetal da UFMG. O material vegetal fértil esta
depositado no herbério do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), sob o numero ICN 42884.

Anédlises histoquimicas

Amostras de folhas ndo galhadas (FNG) e de galhas maduras (GM) e senescentes
(GS) foram cortadas a méao livre utilizando-se laminas de barbear. Estes cortes foram
recolhidos em &gua e submetidos diretamente as analises histoquimicas. Outra parte
destas amostras foi fixada em Karnovsky (O’Brien & McCully 1981, modificado para
tampédo fosfato pH 7,2) e transferidas para etanol 70%. Este material foi reidratado,
desidratado em série crescente de polietilenoglicol 6000 (PEG) em estufa a 60 °C e
incluido em PEG 100% a baixa temperatura. As secdes transversais (20 pym) foram
obtidas em micrétomo rotatério (Leica® 2035 BIOCUT), transferidas para placas de Petri
contendo agua e submetidas as reacdes histoquimicas.

Testes para deteccdo de substancias do metabolismo primério, ligadas aos aspectos
nutricionais das galhas (lipidios, amido, acucares redutores e proteinas), foram realizados.
Para deteccdo de substancias lipidicas, as se¢Bes foram submetidas diretamente ao
vermelho B do Sudéo (C.I. 26050) em etanol (Brundett et al. 1991). O reagente de Lugol
(Johansen 1940) foi utilizado para deteccao de amido. O teste para acucares redutores foi
feito com reagente de Fehling (Sass 1951) e, para deteccédo de proteinas, foram utilizados
o azul mercurico de bromofenol (Mazia et al. 1953) e o azul brilhante de Coomassie (Dunn
1993).

A presenca e localizacdo de compostos do metabolismo secundario relacionados a
sinalizacdo ou defesa contra inimigos naturais (polifendis, proantocianidinas, taninos
condensados, derivados flavonoidicos, ligninas, alcaldides, terpenos e triterpenos) foram
avaliadas. Para deteccdo de polifenois, as amostras foram submetidas ao cloreto férrico
(Johansen 1940). A presenca de proantocianidinas foi testada pela fixagdo dos cortes em
cafeina/benzoato de sodio em butanol, e imersdo em solucdo etilica de p-

dimetilaminocinamaldeido (DMACA) (Feucht et al. 1986). Taninos condensados foram
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verificados apés a reacdo com vanilina cloridrica (Gardner 1975). Derivados flavonoidicos
foram testados pela reacdo com 4&cido sulfarico (Zuanazzi 2000) e ligninas pela
submersao dos cortes em solucédo acidificada de floroglucinol (Johansen 1940). Reagente
de Draggendorff (Yoder & Mahberg 1976), mistura de Jeffrey (Johansen 1940), reagente
de Dittmar (Furr & Mahlberg 1981) e acido picrico (Faure 1914) foram utilizados para
deteccdo de alcaldides. A presenca de terpenos foi verificada pela imersdo dos cortes em
solucdo de alfa-naftol em etanol/solucdo de cloridrato de dimetil-parafenilenodiamina
(NADI) (David & Carde 1964) e triterpenos pelo reagente de Lieberman-Buchard (acido
acético-acido sulfarico concentrado) (Wagner et al. 1984).

Os testes-controle foram realizados conforme sugerido nas respectivas referéncias
bibliograficas. Testes-controle e reacdes também foram analisados em comparacdo com
cortes-branco.

As secdes submetidas as reacgfes histoquimicas foram montadas em laminas com
agua e imediatamente fotografadas em microscépio 6ptico (Olympus BHS) com camera
digital (Canon® Power Shot A630).

Resultados

O perfil histoquimico dos tecidos das galhas mostrou peculiaridades em
comparacao aos tecidos ndo galhados, bem como dentre aqueles com a presenca do
endoparasitoide e do inquilino (tabela 1). Em relacdo as substancias envolvidas nos
aspectos nutricionais das galhas, as rea¢6es foram positivas para lipidios, proteinas e
acucares redutores, e negativas para amido. Lipidios foram detectados no revestimento
cuticular, mesofilo e nos ductos secretores em todas as amostras. Em galhas contendo
H2, verificou-se menor concentracdo de goticulas lipidicas nas células do mesofilo,
guando comparada as galhas contendo IN, e maior concentracdo destas no tecido
nutritivo.

Acucares redutores foram observados nos parénquimas lacunoso e palicadico de
FNG, havendo uma reacdo mais intensa neste ultimo tecido. Em GM e nas galhas
contendo H1 ou H2, a reacao para acucares redutores foi positiva e homogénea por todo
0 parénquima cortical, sendo mais intensa na regido proxima a camara ninfal e no tecido
nutritivo, no caso de H2. Em GS, a reacao foi negativa no mesofilo e ténue nas células

proximais e no epitélio dos ductos secretores.
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Poucos granulos protéicos foram evidenciados em células no mesofilo e
parénquima vascular de FNG e no parénquima cortical de GM, GS e galhas com H1 ou
H2. Em GS, a reacao foi um pouco mais intensa nas células adjacentes a camara ninfal.

Nas células epidérmicas, ndo foram detectadas substancias do metabolismo primario.

Tabela 1: Testes histoquimicos realizados em folhas ndo galhadas (FNG), e em galhas de Calophya aff.
duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae) maduras (GM), senescentes (GS), com Hymenoptera sp. 1 (H1) e
Hymenoptera sp. 2 (H2), em populagcdo de Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae), em Cangucu,
RS. A quantidade de sinais positivos indica a intensidade da reacdo. (+) = reagéo positiva; (-) = reacdo negativa

Reagentes Substancias alvo FNG GM GS H1 H2
Vermelho B do Sudéo Lipidios +++ ++ + ++ +
Lugol Amido - - - - -
Fehling AcUcares redutores +++ +++ + ++ ++
Azul de Coomassie Proteinas + + + + +
Azul Mercurico de Proteinas + + + + +
Bromofenol

Floroglucinol Ligninas + + + +++ +++
Acidificado

Cloreto Férrico Polifenodis +++ ++++ + +++ +++
DMACA Proantocianidinas + ++++ - +++ +
Acido Sulfarico Derivados flavonoidicos + +++ - ++ i
Vanilina-HCI Taninos condensados ++ + ++ + +
Jeffrey Alcalbides +++ - + ++ -+
Draggendorff Alcaléides ++ ++ + ++ +
Dittmar Alcalbides +++ +++ + +++ +
Acido Picrico Alcaloides ++ ++ + ++ +
NADI Terpenos + + - + +
Lieberman-Buchard Triterpenos ++ ++ ++ ++ ++
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Com relagdo as substancias do metabolismo secundario, fendlicos e alcaldides
foram detectados distintamente nas camadas de tecidos das galhas. A reacdo para
ligninas foi positiva apenas nas paredes celulares dos elementos de vaso e traqueides,
tanto em FNG quanto nas galhas e nos tricomas da abertura destas. Os polifenéis foram
detectados como conteudo enegrecido no vacuolo das células do mesofilo e no
citoplasma daquelas do parénquima vascular de FNG e de GS, nas quais a reacéo foi
também positiva na epiderme externa. Em GM e galhas contendo H1, a reacdo para
polifendis foi mais pronunciada na regido cortical externa, enquanto nas galhas contendo
H2, a reacdo foi mais intensa nas camadas celulares do cortex interno. A natureza
tanifera destes compostos foi verificada pelo resultado positivo a reacdo com a vanilina-
cloridrica em todas as amostras.

Em FNG, GM e galhas contendo H1, proantocianidinas e derivados flavonoidicos
foram detectados por todo o parénquima, floema, parénquima vascular e epitélio secretor.
Contudo, verificou-se um aumento consideravel na intensidade da reacdo em GM,
especialmente nas camadas celulares mais externas do cértex. Em GS, estes compostos
nao foram detectados. Na galha contendo H2, a reac&o foi conspicua no cortex, sendo
mais intensa nas células adjacentes a cAmara ninfal, especialmente no tecido nutritivo.

Alcalbides foram encontrados no contetdo vacuolar das células do parénquima em
todas as amostras. No caso de GS, embora a reacdo tenha sido mais ténue nos quatro
testes utilizados, foi relativamente mais intensa nos ductos secretores. Nas galhas com
H2, os alcal6ides ocorreram na forma de granulos no citoplasma de todas as células do
coértex e da epiderme, havendo um gradiente de concentracdo do revestimento externo da
galha em direcéo ao revestimento da camara.

A natureza terpénica da secrecao lipidica foi verificada nos ductos secretores de FNG,
GM, galhas contendo H1 ou H2 e no revestimento da camara ninfal de todas as galhas.
Em GS, a reacdo para terpenos foi negativa. A reacao para triterpenos foi positiva em
células isoladas no parénquima lacunoso e na cuticula de FNG, no cértex externo e
epiderme adaxial de GM, GS, e nas galhas contendo H1 ou H2. Na galha com H1,
verificou-se reacdo positiva em varias células parenquiméticas do cértex interno e da
epiderme que reveste a camara ninfal. Na galha com H2, os sitios de reacdo para
terpenos foram similares aqueles da galha com IN, além da deteccdo nas células do

tecido nutritivo.
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Discussao

A inducdo das galhas de C. aff. duvauae Scott em S. polygamus n&o provocou
supressao ou expressdo de nenhum composto pesquisado pelos testes histoquimicos em
relacdo aos tecidos ndo galhados. As diferencas foram percebidas em relacdo a
localizagdo de alguns destes compostos nos tecidos especializados das galhas. A
similaridade entre os perfis histoquimicos de tecidos galhados e ndo galhados pode ser
devida ao habito alimentar sugador de C. aff. duvauae Scott. De fato, Larson e Whitham
(1997) ja haviam observado que sugadores de floema sdo menos influenciados pelos
niveis de compostos nas galhas, quando comparados aos herbivoros mastigadores.
Consequentemente, é plausivel supor que os tecidos vegetais também sejam menos
impactados por estes galhadores quando comparados aqueles impactados por insetos de
habito mastigador.

Nas galhas de S. polygamus, a reacao pelo vermelho B do Sudao evidenciou uma
guantidade de goticulas lipidicas relativamente menor nas galhas do que nas folhas néo
galhadas. Por se tratar de insetos sugadores de floema (Burckhardt 2005), a presenca de
tecido nutritivo contendo lipidios ndo € esperada, e estes compostos podem ser
metabolizados e convertidos em componentes estruturais e metabdlicos. Estes
componentes seriam fundamentais para o desenvolvimento da galha e do galhador,
conforme proposto por Oliveira et al. (2006) para galhas de Lonchocarpus
muehlbergianus. A deteccao de lipidios em galhas de sugadores foi registrada por Moura
et al. (2008) em Lantana camara e atribuida a caracteres intrinsecos a espécie vegetal.
De fato, esta pode ser uma explicacdo para a deteccdo de lipidios em galhas de S.
polygamus, haja visto esta substancia ser integrante do perfil quimico das Anacardiaceae
(Lacchia 2006, Sant'Anna-Santos et al. 2006).

A deteccdo de acucares redutores nas galhas, especialmente nas camadas do
coértex interno e no tecido nutritivo de galhas com H2, indica sua condi¢cdo de dreno de
fotoassimilados (Weis et al. 1988, Raman et al. 2006, Motta et al. 2005, Alvarez et al.
2009, Schroénrogge et al. 2000, Burstein et al. 1994). Por conseguinte, a localizacao
histoquimica destas substancias nas galhas indica a maximizagédo da potencialidade de S.
polygamus, gerando maior valor nutricional. A menor quantidade de goticulas lipidicas e
acucares redutores em GS reflete 0 menor metabolismo dos tecidos apds o fim do

estimulo por parte do inseto indutor.
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Nas galhas contendo outros niveis troficos, mudancas nos metabdlitos primarios
foram mais pronunciadas naquelas contendo H2. Em relacéo as galhas contendo IN e H1,
as respostas foram semelhantes, com deteccdo de lipidios, aclUcares redutores e
proteinas nos mesmos sitios. Nas galhas contendo H2, verifica-se menor quantidade de
goticulas lipidicas no cortex em relacdo ao encontrado no tecido nutritivo, onde também
se verificou a presenca de agucares redutores. A presenca de lipidios e aglcares é tipica
de tecidos nutritivos encontrados em galhas de Cynipidae e Cecidomyiidae,
respectivamente (Bronner 1992, Rohfritsch 1992). Tendo em vista que o acumulo destes
metabdlitos ndo é caracteristica comum em galhas de sugadores (Rohfritsch 1992,
Oliveira et al. 2006), a acdo alimentar de H2, o qual apresenta aparelho bucal do tipo
mastigador, parece influenciar a sintese destas substancias e o direcionamento para seu
sitio de alimentacdo. Pode-se, pois, concluir que a presenca de outros integrantes da
guilda associada as galhas de S. polygamus altera os compostos nutricionais, dentro de
limites estabelecidos pela planta hospedeira.

Outro aspecto relevante das interacdes quimicas ligado ao estabelecimento e
desenvolvimento das galhas diz respeito a deteccdo e localizagdo dos compostos
secundarios envolvidos na defesa quimica contra inimigos naturais. Neste aspecto, ha
relatos tanto de diminuicdo (Nyman & Julkunen-Tiitto 2000) quanto de aumento
(Abrahamson et al. 1991, Pascual-Alvarado et al. 2008) destas substancias em resposta a
presenca do galhador.

Dentre os metabdlitos secundarios relacionados as interacdes que resultam nas
galhas, os polifendis (dentre estes os taninos), os derivados flavonoidicos e os alcaldides
sédo bastante explorados (Henriques et al. 2000, Nyman e Julkunen-Tiitto 2000, Motta et
al. 2005, Fleury 2009). Em S. polygamus, durante o desenvolvimento da folha nao
galhada ocorreu um aumento gradual na concentracdo de fendlicos, substancias
detectadas em algumas células da protoderme, ja no primeiro né (Cf. Dias 2010, cap. 2).
A sintese precoce destas substancias esta relacionada na literatura a defesa quimica
contra inimigos naturais ou como inibidoras de oviposicéo (Alvarez et al. 2008, Moura et
al. 2008), uma ameaca crescente a medida que a folha se expande, oferecendo maior
superficie. As FNG apresentaram reacao positiva para polifenéis nas células epidérmicas,
do mesofilo e do parénquima vascular, reacdo similar a observada para Pistacia
terebinthus (Alvarez et al. 2008), na qual os autores relacionam os polifendis com
protecdo anti-herbivoria, por reduzirem a digestibilidade. A reacdo para o cloreto férrico

formou manchas enegrecidas no citoplasma das células parenquimaticas, reacdo esta
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mais intensa no cortex das galhas contendo IN ou H1, & semelhanca do observado por
Nyman e Julkunen-Tiitto (2000). Em galhas com H2, verificou-se uma distribuicao
diferencial de compostos fendlicos, havendo maior reatividade ao cloreto férrico nas
camadas do cortex interno, assim com verificado por Oliveira et al. (2006) para
Lonchocarpus muehlbergianus, Moura et al. (2008) para Lantana camara e Alvarez et al.
(2009) para Pistacia terebinthus.

Um aumento da concentracdo de fendlicos nas galhas em relacdo as folhas foi
evidenciada por Motta et al. (2005) em Tibouchina pulchra. Segundo Abrahamson et al.
(1991), as maiores concentracbes destas substancias se relacionam com os niveis de
auxina, refletindo a taxa de crescimento dos tecidos das galhas. De fato, os fendlicos
participam da inibicdo das AIA oxidases (Hori 1992), o que aumenta 0s niveis de auxina
nos sitios de reacao, resultando na maior taxa de divis6es celulares (Formiga et al. 2009)
e na neovascularizagcdo observada nas galhas (Aloni 2001). A maior concentracao de
fendlicos nas células proximas ao tecido nutritivo das galhas de S. polygamus contendo
H2 corrobora esta afirmacdo, uma vez que o incremento nas divisbes celulares ocorre
exatamente nas regides de alimentacédo destes insetos. Ademais, a propria injaria imposta
nas células devido a atividade alimentar do inquilino, neste caso, aumenta a forca do
dreno e estimula o fluxo de nutrientes, resultando na constante regeneragcao deste tecido
enquanto houver estimulo alimentar (Raman et al. 2006).

Dentre os fendlicos, os taninos, compostos que participam da defesa contra
herbivoros vertebrados e invertebrados, e contra micro-organismos patogénicos,
especialmente fungos (Abrahamson et al. 1991, Nyman & Julkunen-Tiitto 2000, Pascual-
Alvarado et al. 2008) sao também bastante estudados. O resultado positivo para estas
substancias no cortex das galhas com IN e H1 é similar ao encontrado em diversos
sistemas (Bronner 1992, Nyman & Julkunen-Tiitto 2000, Schronrogge et al. 2000, Harper
et al. 2004).0s taninos geralmente causam inibicdo da atividade alimentar pela diminui¢éo
da palatabilidade, causando dificuldades na digestdo pela complexacdo com enzimas
digestivas e/ou proteinas da planta ou através da formacdo de subprodutos téxicos
decorrentes da hidrdlise destes taninos (Alvarez et al. 2008, Santos & Mello 2000). A
distribuicdo destes compostos nas camadas de tecidos das galhas é atribuida a defesas
contra invasores (Abrahamson et al. 1991, Pascual-Alvarado et al. 2008) quando
localizadas no cortex externo. Ao mesmo tempo, evitaria 0s problemas decorrentes de

sua alta concentracdo proximo ao indutor (Nyman & Julkunen-Tiitto 2000). O inquilino H2
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parece nao sofrer os efeitos deletérios dos taninos, uma vez que em suas galhas foram
detectados no cortex interno, inclusive nas células de tecido nutritivo.

Com relacdo aos flavondides, os testes histoquimicos realizados permitiram a
deteccédo de proantocianidinas e derivados flavonoidicos com distribuicdo diferencial entre
tecidos ndo galhados e galhas. Verificou-se reacdo mais intensa no cortex de GM, GS e
galhas contendo H1, além do tecido nutritivo de galhas contendo H2. Na regido mais
externa do cértex, os derivados flavonoidicos podem estar relacionados a protecao contra
radicais livres, radiacéo ultravioleta e luz visivel (Zuanazzi 2000), enquanto, nas camadas
mais internas, protecao contra fungos, virus e bactérias (Dai et al.1996, Zuanazzi 2000).
Estas substancias também podem agir como sinalizadores interferindo na oviposi¢do de
co-especificos e na localizagdo da galha por predadores e parasitoides (Drummond 2005,
Oliveira et al. 2006, Simmonds 2001). Muito embora o papel dos flavondides seja ainda
pouco esclarecido nas galhas, sua ocorréncia tem sido constantemente detectada nos
sistemas na regido neotropical (Oliveira et al. 2006, Castro 2007, Lima 2008, Fleury
2009). Deste modo, é possivel que sua funcdo seja a sinalizacéo de sitios de oviposicéo
para o galhador ou outros integrantes da guilda, como o préprio H2.

Reacbes relativamente semelhantes para compostos alcaloidicos foram observadas
em FNG, GM, GS e galhas contendo H1, sendo menos intensa nas galhas com H2.
Segundo Henriques et al. (2000), herbivoros evitariam plantas com altas concentracdes
de alcaldides devido a sua toxicidade ou ao sabor amargo destes compostos. C. aff.
duvauae Scott, portanto, € capaz de sobrepujar este mecanismo de defesa potencial de
S. polygamus, enquanto H2 parece regular sua sintese, uma vez que estes compostos
estdo em menor teor proximo ao seu sitio de alimentacdo. Além disso, os alcaldides sao
mais abundantes em tecidos com crescimento ativo (Henriques et al. 2000), fato que pode
relacionar-se com a juvenilidade fisiologica da galha (Weis et al. 1988) e justificar sua alta
concentracao nestes tecidos.

Compostos terpénicos foram verificados nos ductos intrafloeméticos de FNG, GM, GS
e galhas com H1, além do revestimento da camara de GM e galhas com H1. Nas galhas
contendo H2, a reacao foi positiva nestas mesmas regides e no tecido nutritivo. Estes
compostos também sdo sinalizadores contra herbivoria e atrativos de parasitas e
predadores (Simdes & Spitzer 2000, Taiz & Zeiger 2004), havendo relatos de alteragdes
na quantidade e qualidade destas substancias ja em resposta a oviposi¢cdo (Hilker &
Meiners 2006). De modo geral, o papel dos compostos terpénicos nas galhas € pouco

explorado e, no sistema em estudo, sua deteccdo parece ser reflexo de uma
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caracteristica inerente a planta hospedeira. Os herbivoros associados possivelmente
conseguem inativar a toxicidade potencial destas substancias.

A interagdo metabodlica de C. aff. duvauae Scott com os tecidos foliares de S.
polygamus parece ser mais proxima daquela de H1 pois, as reacdes histoquimicas foram
semelhantes na presenca e localizagdo de compostos secundarios, com excecdo apenas
para a localizacdo dos terpenos e triterpenos. Tomando como base o papel dos habitos
alimentares como principais fatores reguladores da interacdo entre os herbivoros e os
tecidos vegetais, esta similaridade ndo seria esperada, uma vez que IN é sugador e H1 é
mastigador. Contudo, devido ao endoparasitoidismo de H1, seu habito alimentar nédo
impacta diretamente os tecidos vegetais da planta hospedeira.

Os perfis histoquimicos observados permitem evidenciar a similaridade entre tecidos
nao galhados e de galhas no sistema S.polygamus-Calophya aff. duvauae Scott. Contudo,
devido as especializacdes teciduais das galhas e aos diferentes habitos alimentares dos
inquilinos e parasitoides, pode-se concluir que cada um destes integrantes da guilda
consegue manipular o perfil histoquimico da planta hospedeira de forma diferencial. As
galhas contendo H1 apresentam maior similaridade aquelas contendo IN e aquelas
contendo H2 sdo as mais diversas, 0 que se explica pelo maior impacto destes ultimos
nos tecidos vegetais.
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Consideracdes finais

Considerago®es finais

O estudo do sistema Calophya aff. duvauae Scott (Hemiptera: Calophyidae)-
Schinus polygamus (Cav.) Cabrera (Anacardiaceae) permitiu avaliar a extensdo do
impacto causado pelo galhador na planta hospedeira, bem como a influéncia de
parasitoides e inquilinos na populacdo e na estrutura das galhas de Calophya aff.
duvauae Scott.

As folhas sdo os 6rgaos preferencialmente atacados pelos galhadores, contudo,
variagbes de cor em um mesmo morfotipo de galha sé&o pouco relatadas. As variacoes de
cor observadas neste sistema relacionam-se a presenca de patdgenos ou inquilinos e
parasitoides. Por ser a maioria das galhas verdes portadora de indutores com
malformacdes ou outros niveis troficos, conclui-se que a cor vermelha decorre do estimulo
constante do indutor. Além disso, instares finais correspondem as galhas de maiores
dimensdes e galhas vermelhas predominam sobre as verdes. Ha uma reducao expressiva
do teor de pigmentos fotossintéticos e fotoprotetores nas galhas, reducdo esta, no caso
de antocianinas totais, maior nas galhas verdes.

A taxa de infestacdo de Calophya aff. duvauae Scott em S. polygamus € menor que
a verificada em outros sistemas na regiao neotropical, o galhador ataca preferencialmente
a regido mediana da folha, ndo causando alteracdes significativas na area foliar,
provavelmente pela inducdo ocorrer comumente em folhas ja expandidas.

O desenvolvimento destas folhas segue um dos padrdes descritos para folhas
simples, repetindo o observado para outras hospedeiras de galhas. Em decorréncia da
inducao, os tecidos foliares maduros se rediferenciam. A epiderme adaxial se rediferencia
na epiderme adaxial da galha, o parénquima palicadico no cértex externo adaxial da galha
e 0 parénquima lacunoso nos feixes vasculares e no coértex interno adaxial e abaxial da
galha. A epiderme abaxial se rediferencia na epiderme abaxial da galha e na epiderme
gue reveste a camara ninfal. Os padrées de desenvolvimento destas galhas conferem as
peculiaridades do sistema. Na galha madura constatou-se hipertrofia e hiperplasia
celulares, repetindo os principais processos registrados na literatura.

A presenca de parasitoides e inquilinos alterou os tecidos e o perfil histoquimico da
galha, o que parece ser um novo registro para a super-hospedeira S. polygamus. O
endoparasitoide provocou nenhuma ou poucas alteragdes teciduais, ao passo que um dos
inquilinos (H2) induz a formacéo de um tecido nutritivo abundante. O inquilino Lepidoptera

sp. ndo induziu alteracbes nos tecidos da galha, deixando apenas vestigios de sua
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atividade alimentar. Variagdes na localizagdo de substancias nutricionais e/ou de defesa
também foram constatadas em relagdo aos integrantes da guilda. Estas variagdes foram
mais expressivas nas galhas contendo H2, devido ao impacto de seu habito alimentar nos
tecidos vegetais.

Os aspectos abordados permitiram compreender melhor as alteracdées provocadas
pela inducdo de galhas de um sugador, Calophya aff. duvauae Scott, na morfologia,
fisiologia, histoquimica e anatomia de S. polygamus. Além disso, abre perspectivas para a
delimitacdo da especificidade dos morfotipos de galhas, haja vista a influéncia de outros
niveis troficos em seu fendtipo, nos niveis morfolégico e anatdbmico. Em consequéncia,
demonstra-se indiretamente que a aplicacdo do conceito de fenotipo estendido a génese
da morfologia de galhas no sentido stricto, é limitada na pratica, visto que devido a esses

fatores, pode haver variacdo em fenétipo dentro de uma mesma populacéo de indutor.
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