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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar os danos causados pelos insetos herbivoros em
Bauhinia brevipes Vogel (Fabaceae), uma espécie arbustiva tipica do Cerrado, e os efeitos
da taxa de concentracao do silicio nas folhas como um elemento indutor de resisténcia da
planta. Assim, algumas hipéteses foram norteadoras: (i) quanto maior a quantidade de
silicio na folha menor serd a taxa de herbivoria por mastigadores; (ii) insetos galhadores
selecionam folhas com menores taxas de silicio para o desenvolvimento da galha; (iii) a
reacdo de hipersensibilidade apresente efeitos positivos, aumentando a taxa de silicio; e por
fim, (iv) as galhas possam sobrepor as defesas da planta realocando mais silicio para os
tecidos das mesmas. A andlise da concentracdo de silicio foi feita em quatro conjuntos
distintos de folha desta espécie: folhas com herbivoria por herbivoros de vida livre, folhas
saudaveis, folhas com reacdo de hipersensibilidade e folhas com galhas de Schizomyia
macrocapillata. Os resultados mostram que quanto maior a concentracio de silicio menor
quantidade de herbivoria nas folhas; que ndo houve correlacio negativa entre a
concentracdo de silicio e a quantidade de galhas mostrando que insetos galhadores ndo
selecionam folhas com menores taxas de silicio para o desenvolvimento da galha; que
folhas com maior reacdo de hipersensibilidade possuem maior concentragdo de silicio; e
que a quantidade de silicio foi menor nos tecidos das galhas, com relagdo aos tecidos
adjacentes nas folhas galhadas, mostrando que estas nao realocam silicio das folhas do
hospedeiro.

PALAVRA-CHAVE: Galhas. Herbivoria. Reacdo de hipersensibilidade foliar. Silicio.
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1 INTRODUCAO

Interagdes entre plantas e insetos herbivoros sdo de fundamental importancia para a
manuten¢do de ecossistemas, pois favorecem o fluxo e a ciclagem de nutrientes, bem
como, a manutencdo e estruturacdo de populacdes e comunidades vegetais (Del-Claro &
Torezan-Silingardi, 2012). Assim, a herbivoria consiste em uma interagdo antagonista
entre consumidor e recurso, nos quais animais (vertebrados e invertebrados) se alimentam
do tecido vegetal vivo (Chapin III et al., 2002). Nesse tipo de interacdo, a acdo de
herbivoros confere inimeros prejuizos as plantas hospedeiras ao promoverem injurias nos
tecidos vegetais (reprodutivos e vegetativos), resultando em efeitos negativos no
crescimento, na taxa fotossintética e na sobrevivéncia das plantas (Marquis, 2012).

A remocao de tecido vegetal pode ser mais significativa através da acdo de insetos
herbivoros de vida livre (mastigadores e sugadores) (Ricklefs, 2010). No entanto, insetos
endofiticos, (galhadores e minadores), também se destacam em relacdo ao consumo de
tecido vegetal sobre as plantas hospedeiras (Cain, 2011). Um exemplo desse tipo de
interacao sdo as galhas, que podem ser causadas por agentes indutores, como nematoides,
fungos, bactérias, virus e, principalmente, por insetos (Santos et al., 2012).

Essas estruturas sdo ainda conhecidas como “tumores vegetais”, uma vez que nos
tecidos ou Orgdos atacados, ocorre aumento de volume celular e/ou numero de células
(Santos et al., 2008). Atuam como drenos fisiolégicos de nutrientes nas plantas
hospedeiras, uma vez que os nutrientes sdo deslocados dos tecidos sadios para o tecido da
galha (Raman et al., 2005). Tais estruturas podem ainda ser induzidas em todos os 6rgaos
da planta hospedeira, desde a raiz até os ramos apicais, em partes reprodutivas e
vegetativas (Raman et al., 2005). Uma vez que as galhas abrigam a prole do agente indutor
em uma camara, consistem em um sitio seguro para alimentacdo e protecdo contra 0s

inimigos naturais e as condi¢des ambientais adversas (Raman et al., 2005).



Diante da pressdao seletiva exercida pela acdo dos herbivoros, as plantas
desenvolveram diversas estratégias de defesas ao longo da sua histdria evolutiva (Marquis,
2012). Essas estratégias anti-herbivoria sdo classificadas como defesas fisicas
(constitutivas), constituidas por estruturas morfoldgicas que dificultam o acesso dos
herbivoros ao tecido vegetal, tais como tricomas ou espinhos (Aoyama & Labinas, 2012);
defesas quimicas (constitutivas), formadas por produtos do metabolismo secundario das
plantas que reduzem a palatabilidade e disponibilidade proteica, tais como taninos e
compostos fendlicos (Aoyama & Labinas, 2012) e actimulo de silicio nas folhas
(Korndorfer et al., 2010); As defesas induzidas, compreendem as alteracdoes que ocorrem
nas plantas, como mudancas fisicas, quimicas e nutricionais ocasionadas apds o dano ou
estresse causado por algum herbivoro (Santos et al., 2008).

Dentre as respostas induzidas, a Reacdo de Hipersensibilidade (RH) se caracteriza
por ser uma combinacdo de respostas fisicas, nutricionais e tragos aleloquimicos que leva,
imediatamente apds o ataque, o agente indutor a morte através da necrose do tecido
atacado (Fernandes & Negreiros, 2001). Essa reacdo consiste em uma mancha circular
marrom, circundando o sitio de oviposi¢do do inseto galhador, onde o tecido vegetal
invadido sofre necrose e acaba levando a morte do agente indutor (Santos et al., 2012).

Dentre as defesas fisicas, a deposi¢do e o acimulo de silicio (Si), em forma de
silica, nas folhas também vém sendo fortemente investigada como mecanismo fisico de
defesa contra a herbivoria (Korndorofer & Del-Claro, 2006; Korndorofer et al., 2010). O
silicio € o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre e estd disponivel nos solos
para as plantas, as quais depositam silica na parede celular, tornando a epiderme mais
rigida e reduzindo a palatabilidade vegetal, consequentemente, os danos causados por

insetos herbivoros (Laing et al. 2006, Massey et al., 2006).



Bauhinia brevipes Vogel (Fabaceae), espécie arbustiva do cerrado, € bastante
utilizada como modelo de estudo de interagdes entre insetos e plantas (Cornelissen et al.,
2002; Santos et al., 2008; Santos & Fernandes, 2010; Detoni et al., 2011). Essa espécie
possui amplo espectro de herbivoros associados (endofiticos e mastigadores) e variacdes
fenotipicas com relacdo ao desenvolvimento de defesas induzidas (RH) ao ataque do inseto
galhador Schizomyia macrocapillata (Diptera: Cecidomyiidae), principal galhador dessa
espécie (Cornelissen et al., 2002; Santos et al., 2008; Santos & Fernandes, 2010; Detoni et
al.,, 2011). Nesse sistema podemos observar a preferéncia e o desempenho dos insetos
herbivoros sobre a planta hospedeira, bem como, a respostas defensivas contra os insetos
herbivoros. No entanto, informacdes sobre o papel do silicio como mecanismo de defesa
contra insetos herbivoros ainda nio foram investigadas neste sistema.

Assim, este estudo teve como objetivo investigar se o conteudo foliar de silicio é
um fator controlador de dano e da presencga de galhadores em Bauhinia brevipes.

Para tal, elaboramos as seguintes questdes norteadoras: 1) Como o conteido de
silicio foliar estd diretamente relacionado a herbivoria por mastigadores e galhadores?
Nossa hipotese para essa questdo € que a quantidade de silicio se relacione negativamente
ao desempenho de insetos herbivoros, pois o acumulo de silica na epiderme reduz a
palatabilidade e a tenacidade foliar. Que, 1i) as galhas podem sobrepujar as defesas
vegetais via silicio? Acreditamos que as galhas possam realocar silica para o préprio
tecido, como um mecanismo de defesa contra inimigos naturais. iii)) Como plantas com
respostas previamente estimuladas por S. macrocapilatta respondem a alocacdo de silicio
nas folhas? Esperamos que haja relacdo positiva entre reacdes de hipersensibilidade e o
acimulo de silica nas paredes celulares de folhas previamente atacada por insetos

galhadores, como observado para outros sistemas de defesas induzidas.



2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

Este estudo foi realizado na Reserva Ecoldgica do Panga, pertencente a
Universidade Federal de Uberlandia, entre as coordenadas 19°09° - 19°11°S e 48°23° -
48°24°0. Possuindo uma area de 409,5 ha, situada a 30 km do municipio de Uberlandia. A
Altimetria varia de 750 a 830 m (Schiavini & Moreno, 2001) e o clima € do tipo Aw, de
acordo com a classificagdo de Koppen, com verdes chuvosos (de outubro a margo) e
inverno seco (de abril a setembro). A temperatura anual média € de 22°C e a pluviosidade é
de aproximadamente 1.500 mm. O solo € do tipo hidromorfico de textura arenosa, de
médio a intensamente acido, e sao classificados como latossolo vermelho, latossolo
vermelho — amarelo, profundo, bem drenado e com textura arenosa (Schiavini & Moreno,
2001). As fitofisionomias mais comuns dessa regido sdo pertencente ao Cerrado, como
formagio Campestre (Campo Sujo e Campo Limpo Umido), Savanicas (Cerrado sentido
restrito e Veredas) e florestais (Cerradao, Mata Seca e Mata de Galeria) (Ribeiro & Walter,

1998).
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2.2 Espécie de estudo

Bauhinia brevipes ¢ uma espécie arbustiva tipica de cerrado, porém também ¢é
encontrada na Caatinga (Vaz & Tozzi, 2003). Sua abrangéncia compreende os Estados da
Bahia, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Piaui, Rond6nia, Sao
Paulo e Tocantins (Vaz & Tozzi, 2003). E uma espécie arbustiva que pode atingir até trés
metros de altura e, decidua, com queda foliar entre maio e agosto. Seu periodo de floracio
compreende os meses de Junho a Setembro, sendo que em Outubro ocorre novos
brotamentos. A producdo de novas folhas ocorre em Outubro, no inicio da estagdo
chuvosa, e as folhas persistem até o final desse periodo, em Margo (Silveira et al., 2015).

Essa espécie tem associagdes com pelo menos sete espécies de galhadores, porém,
as galhas mais abundantes e frequentes, sdo induzidas por S. macropicallata e Asphondylia
microcapillata Maia (Diptera: Cecidomyiidae) (Santos et al., 2008). As galhas de S.
macrocapillata sdo esféricas, de coloragdo avermelhado-laranja e com uma tnica cAmara

induzida na superficie adaxial das folhas (S4 et al., 2009). Bauhinia brevipes reage
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fortemente contra esse galhador, através de uma resposta induzida, que elimina mais de

80% das tentativas de oviposicao (Santos et al., 2008).
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2.3 Amostragem

Durante o periodo de dezembro de 2014 a fevereiro de 2015 amostramos uma
populacdo de B. brevipes. Amostramos individuos adultos, com altura variando entre 0.5 e
trés metros e dispostos as mesmas condi¢des de solo. Nesse perfodo, compreendido na
estacdo chuvosa, é concomitante a producdo de novas folhas em B. brevipes, a qual se
inicia em outubro e se estende até fevereiro e ao pico reprodutivo de insetos galhadores
como S. macrocapillata (Silveira et al., 2015). Adicionalmente, consideramos as RH como
marcas circulares em tons de marrom na superficie adaxial das folhas (Fernandes et al.,

2000).

2.4 Quantificacdo da herbivoria foliar
Coletamos 30 folhas completamente expandidas de 40 individuos (n = 1.200
folhas). Em seguida, digitalizamos e analisamos tais folhas no programa “Imagel©”.

Determinamos o dano foliar pela diferenca da drea total estimada (cm?) e area foliar real

13



(cm?), obtendo assim uma média do dano foliar (%) por individuo, de acordo com a

seguinte equagao:

Areafoliartotal — Areafoliarreal
(Areaf f ) X100

Areafoliarreal

Além disso, coletamos as folhas com incidéncia de galhas de S. macrocapillata em
40 individuos de B. brevipes. Em seguida, no laboratério e com auxilio de lupa,
contabilizamos o nimero de camaras larvais por folha, sabendo que em cada estd para um

galhador.

2.5 Quantificag¢do do contetido de silicio foliar

Para avaliar se a concentracdo de Si foliar esta relacionada com o dano foliar, por
insetos mastigadores e galhadores, analisamos o conteiddo desse mineral em quatro
conjuntos de folhas: (1) em 15 folhas (n = 600 folhas) completamente expandidas,
sauddveis (sem qualquer indicio de dano foliar por herbivoros ou patégenos); (2) no
mesmo conjunto de folhas usadas para analisa da herbivoria por mastigadores (n = 600);
em 50 folhas com galhas de S. macrocapilata (n = 50 folhas) as quais separamos as galhas
do limbo foliar e realizamos a andlise do silicio no tecido da galha e no tecido foliar
adjacente a mesma; e, por fim, (4) em 50 folhas com marcas de RH e sem indicios de
dados por herbivoros ou patégenos (n = 50 folhas). Ressaltamos que individuos de B.
brevipes amostrados ndo apresentarem galhas ou marcas de RH e por esta razdo os
conjuntos de folhas apresentaram n = 50.

Realizamos as analises do Si foliar no Laboratério de Andlises de Fertilizantes-
LAFER, do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

Acondicionamos todas as folhas em estufa a uma temperatura média de 50 ° C por 72 horas

14



para total extracdo do conteddo de dgua e, em seguida, as folhas foram moidas em moinho
tipo Willey. Por fim, analisamos a concentragdo de Si foliar de acordo com os métodos

propostos por Korndorfer et al.(2004).

2.6 Andlise dos dados

Para avaliar se o contetido de silicio foliar esta relacionado a herbivoria por insetos
mastigadores e galhadores, realizamos uma correlacdo de Spearman entre dano foliar por
mastigadores (%) e o conteido de silicio foliar (%), e por galhadores (sendo este valor
considerado o nimero absoluto de camaras larvais) e o contetido de silicio foliar (%). Para
avaliar se plantas com respostas previamente estimuladas por S. macrocapilatta respondem
a alocacdo de silicio nas folhas, uma correlagdo entre o conteido de silicio foliar e a
quantidade de marcas de RH. Adicionalmente, realizamos uma andlise de variancias
(ANOVA e Teste de Tukey) para comparar as médias de conteido de silicio (varidvel
dependente) entre folhas sadias, com dano por insetos herbivoros mastigadores, tecido
foliar adjacente as galhas e folhas com marcas de RH (varidvel independente categdrica) e
comparamos, de forma pareada, as quantidades de silicio foliar entre folhas sadias x folhas

danos por insetos mastigadores.
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3 RESULTADOS
O contetdo de Si foi negativamente correlacionado com a porcentagem de dano
foliar por insetos mastigadores (r = -0,584, p = 0,001, Fig. 1), ou seja, quanto maior a

concentracdo de silicio foliar , menor serd o dano foliar por esse grupo de insetos.

16 ]
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Area foliar remivida por herbivoria (%)

0,10 0,12 0,14 0,16 0,18 0,20 0,22
Concentracao de silicio (%)

Figura 1. Correlagdo entre o conteido de Si e a porcentagem de herbivoria causada por
herbivoros mastigadores em Bauhinia brevipes (Fabaceae) na Reserva do Panga,

Uberlandia, MG.

A abundancia das galhas (Fig. 2) ndo apresentou correlacio com o contetdo de
silicio foliar (p > 0,05), ou seja, a quantidade de camaras larvais ndo variou em funcdo

desse mineral.
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Figura II. Correlagdo entre o contetido de Si foliar € o nimero de galhas induzidas por

Schizomyia macropillata (Diptera) em Bauhinia brevipes (Fabaceae) na Reserva do Panga,

Uberlandia, MG.

O conteddo foliar de silicio ndo apresentou relagdo com a quantidade de marcas
de RH e ndo diferiu entre o tecido adjacente as galhas e folhas com RH (p > 0,05, Fig. 3).
No entanto, esses dois conjuntos de folhas tiveram significativamente mais Si do que
folhas sadias (ANOVA, F = 11,11; gl = 3; p < 0,001; Fig. 4). Além disso, o tecido foliar
adjacente as galhas apresentou maior quantidade de Si em comparagdo ao tecido das galhas
(Fig. 4). Adicionalmente, o contetido de Si ndo diferiu entre as folhas sadias e galhadas

(Test t pareado, t = 4,83, gl = 58, p < 0,0001, n = 60, Fig. 5).
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Figura III. Correlacdio entre conteido de Si foliar e o ndmero de reacdes de
hipersensibilidade (RH) contra Schizomyia macropillata (Diptera) em Bauhinia brevipes

(Fabaceae) na Reserva do Panga, Uberlandia, MG.
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Figura IV. Diferencas entre contetido de Si de folhas com galhas (folhas galhadas), folhas
com RH (folhas com RH), folhas sadias e de tecidos de galhas induzidas por Schizomyia
macropillata (Diptera) em Bauhinia brevipes (Fabaceae), amostradas na Reserva do Panga,
Uberlandia, MG. (ANOVA, F = 11,11; gl = 3; p < 0,001). Médias que ndo compartilham a

mesma letra sdo significativamente diferentes. (Teste de Tukey).
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Figura V. Diferencas entre contetido de Si entre folhas atacadas por herbivoros
mastigadores e folhas sadias (sem ataque de herbivoros ou patdgenos) em Bauhinia

brevipes na Reserva do Panga, Uberlandia, MG.

21



4 DISCUSSAO

De forma geral, o conteido de silicio foliar se relacionou negativamente a
herbivoria por insetos mastigadores, corroborando as nossas expectativas. No entanto, ndo
observamos esse padrdo para insetos galhadores, para os quais, esperdvamos ter
preferéncia por folhas com menor contetido de silicio. Além disso, ndo houve relacao entre
defesas previamente estimuladas (marcas de RH) e o contetido de Si, também contrariando
as nossas expectativas. No entanto, o contetido de Si foi maior que folhas sadias, indicando
uma possivel relacdo entre o estimulo de formacdo de galhas e alocacdo desse mineral.

A primeira hipotese deste estudo havia previsto que quanto maior a taxa de silicio
na folha, menor seria os danos causados pelos herbivoros mastigadores e galhadores. De
fato, os resultados deste estudo mostraram folhas atacadas tiveram maiores taxas de Si do
que folhas ndo atacada por herbivoros mastigadores. Além disso, o aumento da taxa de Si
resultou em uma menor taxa de herbivoria pelos mastigadores, corroborando diversos
estudos neste sentindo (por exemplo, Massey et al. 2006, Kvedaras & Keeping 2007). No
entanto, até onde nds sabemos, este estudo foi pioneiro a testar a relacdo entre a taxa de Si
e a abundancia de insetos galhadores. Assim, contrariando as nossas expectativas, 0s
resultados mostraram que nao houve relagdo entre a taxa de Si e a abundancia de galhas de
Schizomyia macropillata. N6s acreditamos que isto se deve ao fato de que insetos
galhadores sejam capazes de manipular os tecidos e recursos da planta hospedeira para o
seu préprio beneficio (Shorthouse et al. 2005, Raman et al. 2005), sendo portanto, capazes
de manipular as taxas de Si nos tecido. Isto fica mais claro quando testamos a segunda
hipétese.

A segunda hipétese deste estudo previa que os insetos galhadores selecionariam as
folhas com menores teores de silicio para o desenvolvimento das galhas. Portanto, nds

esperamos que as folhas galhadas tivessem menos silicio do que as folhas ndo galhadas.
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Novamente, contrariando nossas expectativas, os tecidos onde a galha se estabeleceu
tiveram mais teores de Si do que os tecidos sem ataque de galhadores. NOs acreditamos
que B. brevipes seja capaz de mobilizar mais Si para aquelas folhas que foram atacadas
pelos galhadores. No entanto, aparentemente, o indutor é capaz de reduzir a concentragao
de Si nos tecidos das galhas. Nossos resultados mostraram que o tecido da galha teve
menor taxa de Si quando comparado com a por¢do adjacente de tecido ndo galhado de uma
mesma folha galhada. Além disso, as taxas de Si das galhas foram equivalentes as taxas de
Si de uma folha sadia. Estes resultados sdo fortes indicios que de o Si nos tecidos da galha
€ efetivamente reduzido pelo indutor da galha para deixd-lo para em nivel de palatabilidade
compativeis de tecidos sadios.

A terceira hipétese deste estudo previa uma relagdo positiva entre as taxa de defesa
induzida (RH) e a taxa de silicio. Nossos resultados mostram que a taxa de silicio nas
folhas com RH foram maiores quando comparados com tecidos sadios, no entanto, esta
taxa ndo foi correlacionada com o nimero de RH. Nos acreditamos que neste caso, a
mobilizacdo de silicio nos tecidos atue de maneira independente do mecanismo de
hipersensibilidade. Isto pode ser observado pelos resultados encontrados. Os resultados
mostraram que a taxa de Si nas folhas com RH e folhas galhadas foram estaticamente
semelhantes. De fato, embora tenhamos dois tipos distintos de folhas, onde as folhas com
HR ndo tem galhas e, portanto, seriam as folhas resistentes ao ataque dos galhadores, e as
folhas galhadas onde houve o desenvolvimento de galhas, e neste caso, seriam as folhas
susceptiveis; estes dois tipos de folhas possuem em comum o fato que ambos os tipos de
folhas foram selecionadas e atacadas por galhadores. Nesta situacdo de ataque, nds
acreditamos que o silicio em B. brevipes atue com uma defesa induzida como ja acontece
em outros sistemas (por exemplo, Gomes et al 2005), uma vez que nds observamos uma

maior contracdo deste nutriente apds situacdes bem- ou ndo-sucedidas de ataque de S.
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macropillata. Uma hipétese alternativa para o acimulo de Si nas folhas galhadas, € que
este nutriente poderia ser induzido pelo galhador e mantido durante todo o
desenvolvimento da galha no intuito de inibir o ataque de insetos mastigadores, evitando
assim competi¢do por um mesmo tipo de recurso, no caso as folhas, ou mesmo “predagao”
de herbivoros que consumem os tecidos das galhas levando a morte do indutor. Esta
hipétese € plausivel, mas precisa ser testada futuramente.

Finalmente, a quarta e tultima hipétese previa que os tecidos das galhas teriam
maior teor de silicio do que nos tecidos adjacentes numa mesma folha. N6s esperdvamos
que isto pudesse ocorrer como uma forma de mecanismo defesa do galhador contra
provaveis herbivoros consumidores de tecido da galha e de inimigos naturais tais como
parasitoides, os quais teriam mais dificuldade para inserir seus ovipositores no tecido da
galha. No entanto, como relatado anteriormente, nds encontramos justamente o contrario.
Os resultados mostraram que os tecidos adjacentes a galha tiveram maiores taxa de silicio
quando comparado com tecidos onde a galha se desenvolveu. Portanto, acreditamos que a
diminui¢do do Si nos tecidos das galhas seria mais vantajosa nutricionalmente para indutor
do que manter as altas taxas deste nutriente nos tecidos com o intuito de se defender contra

provaveis herbivoros/inimigos naturais.
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5 CONCLUSAO

Concluimos que este estudo mostrou que taxa de silicio é um importante
mecanismo de defesa contra o ataque de insetos mastigadores e aparentemente pouco
eficaz contra insetos galhadores. Além disso, € possivel que o Si esteja atuando como uma
defesa induzida contra herbivoros, mas de forma independente da reacdo de
hipersensibilidade, pois houve um aumento da concentragdo deste nutriente nos tecidos
atacados por galhadores e mastigadores. Por fim, sugere-se ainda que os insetos galhadores
sejam capazes de manipular as concentragdes de Si nos tecidos com o intuito de melhorar a

qualidade nutricional dos tecidos atacados.
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