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Fluorescéncia inicial indicando maior emissao pelo tecido galhado (Fo); C) Fluorescéncia
maxima demonstrando niveis semelhantes entre o tecido ndo galhado e tecido galhado
(Fm); D) Rendimento quantico potencial, onde se percebe que o tecido nao galhado possui
maior rendimento que a galha (QYmax); E) Dissipacdo ndo fotoquimica durante o dltimo
pulso de luz saturante sob emissao da luz actinica, onde se percebe uma maior eficiéncia
de dissipacdo de calor pelo tecido ndo galhado em relacdo ao galhado (NPQL.); F)
Dissipa¢do ndo fotoquimica durante pulso de luz saturante apds o desligamento da luz
actinica, onde se percebe uma maior eficiéncia de dissipacdo de calor pelo tecido ndo
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tecidos da folha galhada durante o pulso de luz saturante no momento apds a inativacao
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INTRODUCAO GERAL

Os tecidos vegetais estdo sujeitos a agdo de organismos externos capazes de desviar os
processos naturais do desenvolvimento vegetal redefinindo-os em prol de seu sucesso, tecidos
estes que adquirem novas funcionalidades (Rohfritsch & Shorthouse 1982). Insetos galhadores
sdo capazes de manipular os tecidos da planta hospedeira levando ao desenvolvimento de
galhas, 6rgdos vegetais neoformados (Mani 1964; Shorthouse et al. 2005; Oliveira et al. 2016).
Este novo 6rgdo, que apresenta tecidos com novas funcionalidades em relacdo aos tecidos da
planta hospedeira (Oliveira & Isaias 2010a e b), quando induzidos por insetos formam a galha,
uma estrutura geralmente simétrica com morfologia bem definida (Raman 2007). Insetos
galhadores provocam uma série de modificacdes estruturais e fisioldgicas nos tecidos da planta
hospedeira (Mani 1964; Oliveira et al. 2016). Desta forma se instala um quadro de estresse,
culminando na formacao de uma estrutura que cresce a partir da hipertrofia celular e hiperplasia
do tecido (Oliveira & Isaias 2010a).

O processo de estabelecimento e desenvolvimento da galha estimula a formacdo de um
dreno de fotoassimilados em direcao aos tecidos neoformados (Wingler & Roitsch 2008; Castro
et al. 2012). Consideravel parte dos metabdlitos e nutrientes, antes normalmente alocados para
formacdo de estruturas essenciais da planta hospedeira, sdo desviados para a galha, levando ao
desenvolvimento de uma estrutura ndo essencial a custo das essenciais (Price er al. 1987). Desta
maneira, o galhador manipula o metabolismo de compostos nutricionais, como carboidratos,
proteinas e lipidios, bem como o acimulo de substancias de defesa, como compostos fendlicos
(Oliveira & Isaias 2010b). A deteccdo e a histolocalizacdo destes compostos quimicos nos
tecidos da galha sdo ferramentas importantes para compreensdo do hébito alimentar do inseto
galhador e dos mecanismos de defesa quimica utilizados na galha. (Oliveira et al. 2006; Oliveira

& Isaias, 2010b).
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Segundo Das & Roychoudhury (2014), a tolerancia ao estresse oxidativo depende da
producdo de mecanismos antioxidantes O estabelecimento da galha depende da habilidade do
indutor de driblar as barreiras de defesas da planta hospedeira e equalizar o balanco redox
provocado pelo estresse oxidativo que € gerado no tecido galhado (Oliveira et al. 2011a;
Ferreira et al. 2015; Carneiro et al. 2014, 2015; Isaias et al. 2015). Atualmente muito se tem
discutido sobre o papel crucial da geracdo do estresse oxidativo pelo galhador em orquestrar a
cascata de eventos que culminam na formacao da galha (Oliveira et al 2010; Oliveira & Isaias
2010a e b; Oliveira et al. 2011a e b; Carneiro et al. 2014; Carneiro & Isaias 2015; Isaias et al.
2015). Entretanto discussdes sobre os mecanismos utilizados pelas plantas para dissipar o
excesso de estresse induzido pelos galhadores, podem vir a auxiliar na compreensdo dos
mecanismos que culminam no estabelecimento da galha.

Além de alteracdes estruturais, o estabelecimento do estresse oxidativo pode influenciar
na conformac¢do do sistema de membranas dos tilacoides nos cloroplastos, teores de pimentos
fotossintetizantes e acimulo de substincias antioxidantes, bem como o desenvolvimento de
mecanismos de dissipacdo de EAO (Isaias et al. 2014). Consequentes alteracdes nas taxas de
fotossintese do tecido galhado podem ocorrer devido a estas alteragdes no fotossistema II dos
tecidos galhados (Oliveira et al. 2011). Junto a isso, € comum que se tenha uma saturacio de
CO» e deficiéncia de O> nestes tecidos, potencializando o estresse (Haiden et al. 2012;
Pincebourde & Casas 2016). Segundo estes ultimos, a manutencdo da fotossintese nas galhas
pode ter um papel fundamental no controle da difusdo destes gases e permitir a sobrevivéncia
do inseto.

As galhas de Pouteria ramiflora (Sapotaceae), aqui estudadas sdo induzidas por uma
espécie  ndo identificada do género Ceropsylla (Hemiptera-Psyllidae), que sdo
reconhecidamente indutores de galhas em plantas vasculares (Burckhardt 2005) e sdo

especializados em se alimentar por meio da succao de fluidos em pontos especificos nas folhas
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(Raman 1991; Raman et al. 1997). Estes galhadores sdo altamente especializados em sua planta
hospedeira induzindo principalmente galhas foliares (Burckhardt 2005; Yang & Raman 2007),
com diferentes morfotipos (Yang & Raman 2007). P. ramiflora (Mart.) Radlk. (Sapotaceae) é
uma arvore frutifera comumente distribuida nas regides de Cerrado, centro sul do Brasil e
Amazonia (Santana et al.2008; Condessa et al. 2013; Lorenzi 1992). Floresce entre agosto e
outubro, e frutifica geralmente nas estacdes imidas (novembro-fevereiro), possuindo a zoocoria
como sua maior forma de dispersdo (Lorenzi 1992; Dalponte & Lima 1999). E uma planta
lactescente medindo entre 15 e 30 metros, com folhas simples glabras, medindo entre 7 e 12
centimetros de comprimento (Lorenzi 1992).

Estudos recentes abordando o desenvolvimento de galhas, o estabelecimento de
gradientes histolégicos e histoquimicos e sua relacdo com fotossintese (Oliveira et al. 2011;
Castro et al. 2012; Carneiro et al. 2014; Isaias et al.2015) tem gerado importantes informagdes
sobre as alteragdes causadas pela acdo do inseto galhador nas plantas Neotropicais. Neste
trabalho, pela primeira vez, se realizaram estudos sobre as alteracOes quimicas e estruturais nas
galhas foliares de Ceropsylla sp. induzidas em Pouteria ramiflora, bem como suas implicacdes
na performance fotossintética dos tecidos e mecanismos de dissipacao de estresse. Desta forma
as seguintes hipdteses foram testadas:

1. Por ser induzida por um inseto sugador, espera-se que as galhas induzidas por
Ceropsylla sp. em Pouteria ramiflora seja estruturalmente simples e ndo estabeleca um
gradiente estrutural e quimico nos tecidos da galha.

2. O aumento do estresse oxidativo, causado pela presenca do galhador, provocaria danos
ao aparato fotoquimico e um desequilibrio na efici€éncia quantica, com consequente decréscimo

no P e NPQ. Associados a presenga de substancias antioxidantes, os derivados fendlicos

agiriam como um fator de dissipacdo de EAO.
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RESUMO

Insetos manipulam os tecidos da planta hospedeira visando seu sucesso adaptativo.
Dependendo do habito alimentar destes insetos, as galhas podem apresentar tecidos mais ou
menos complexos. Geralmente insetos sugadores induzem galhas estruturalmente simples e
consequentemente, poucas alteragdes histoquimicas sdo observadas. Ceropsylla sp.
(Hemiptera) induz galhas intralaminares nas folhas de Pouteria ramiflora (Sapotaceae). A
galha se forma principalmente através dos processos de hipertrofia celular e hiperplasia do
tecido clorofiliano da folha ndo galhada, além de neoformacio de feixes vasculares. O tecido
da galha pode ser espacialmente dividido em cortex adaxial e abaxial, entremeados por feixes
vasculares. As laterais do cortex abaxial apresentam-se intensamente lignificadas. Embora
estruturalmente simples, nota-se o estabelecimento de um gradiente centrifugo de aguicares
redutores e a presenca de amido ao redor dos feixes vasculares. Além disso, um gradiente
centrifugo de fendlicos, auxinas e EAO (espécies ativas de oxigénio) foram observados no
cortex adaxial. Estas moléculas estdo associadas ao processo de alongamento celular observado
no cortex da galha. Ainda, a presenca de compostos secundarios e o processo de lignificacao
seriam essenciais no controle do burst oxidativo no tecido da galha. Os processos de
desenvolvimento do tecido galhado e morfologia da galha, demonstram ser um reflexo do perfil

metabdlico estabelecido zoneamento histoquimico no tecido galhado, induzido pelo galhador.

Palavras — chave: Herbivoria; morfogénese; gradiente histoquimico; estresse oxidativo,

neoformacao.
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ABSTRACT

Galling insects manipulate host plant tissues towards its adaptive success. However, depending
on insect’s taxa and feeding habits, gall structure may have different levels of tissue complexity.
In general, sucking insects induce structurally simple gall, and consequently, few histochemical
changes are also observed. Ceropsylla sp. (Hemiptera) induce intralaminar galls on leaves of
Pouteria ramiflora (Sapotaceae) and we hypothesized that this gall followed the simple
structural and histochemical patterns proposed for sucking insects. Gall development occurs by
processes of cell hypertrophy and hyperplasia from cells of chlorophyllous leaf tissue to form
gall cortex. This cortex can be spatially divided into adaxial and abaxial, where there is
neoformation of vascular bundles. In the abaxial gall cortex of gall there ir intense lignification
on both sides of nimphal chamber. Although structurally simple, gall tissue form a centrifugal
gradient of reducing sugars, and starch granules were detected around the vascular bundles. In
addition, centrifugal gradients of phenolics, auxins and ROS (reactive oxygen species) were
observed in the adaxial cortex. These molecules are associated with the processes of cell
elongation as observed in the gall cortex. Furthermore, the presence of phenolic compounds,
proanthocyanidins, and lignified tissue, are important in the control of oxidative burst in gall

tissues.

Keywords: Herbivory; morphogenesis; histochemical gradient; oxidative stress, neoformation.
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INTRODUCAO

Insetos galhadores representam a mais sofisticada guilda de herbivoros que alteram a
morfogénese e a quimica de vérios grupos de plantas hospedeiras (Mani 1964; Shorthouse &
Rohfritsh 1992). Estas alteragdes ocorrem por meio de estimulos quimicos e/ou mecanicos
induzidos pelo inseto galhador (Hori 1992), culminando no desenvolvimento da galha
(Shorthouse & Rohfritsh 1992). Diversas substancias quimicas t€ém sido propostas como gatilho
inicial para formacdo destas estruturas, incluindo fitohormonios, aminodcidos e proteinas
(Cornell 1983; Shorthouse & Rohfritsh 1992; Higton & Mabberly 1994; Bedetti et al. 2013).
Este 6rgdao vegetal neoformado (Shorthouse et al. 2005; Oliveira et al. 2016), apresenta
diferentes padrdes de arranjos estruturais e histoquimicos, em funcdo das necessidades de
defesa contra inimigos naturais, demanda nutricional do inseto galhador e proporciona um
microambiente favordvel para o desenvolvimento do inseto (Mani, 1964; Stone & Schonrogge
2003; Oliveira et al. 2006, Oliveira & Isaias 2010a; Vecchi et al. 2013).

A morfogénese da planta hospedeira € alterada por meio da rediferenciacdo do tecido
da hospedeira em outro tecido especializado, demonstrando a habilidade do inseto galhador em
manipular os processos metabdlicos das células do tecido galhado (Oliveira et al. 2014a e b;
Oliveira et al. 2016). Entretanto, dependendo do hdbito alimentar do indutor, diferentes
impactos sdo gerados, levando a rediferenciacdo (sensu Lev Yadun 2003) de tecidos
especializados ou ndo. Em geral, galhas induzidas por Cecidomyiidae e Cynipidae sdo
estruturalmente mais complexas apresentando tecidos especializados em protecdo contra
inimigos naturais e nutri¢do (Rohfristh 1992; Stone & Schonrogge 2003). Galhas induzidas por
insetos sugadores (Hemiptera) sdo, classicamente, consideradas estruturalmente simples (Mani
1964), embora galhas induzidas por Euphalerus ostreoides (Hemiptera) em Lonchocarpus
muelhbergianus (Fabaceae) demonstrem certo grau de complexidade (Oliveira et al. 2006;

Isaias et al. 2011). A formacao deste novo 6rgdo vegetal € acompanhada de alteracdes quimicas
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nos tecidos da hospedeira (Bronner 1992). Estas substancias quimicas podem ser
compartimentalizadas no tecido da galha e atuarem na defesa quimica contra inimigos naturais
e na nutri¢do do inseto galhador (Bronner 1992; Oliveira et al. 2006). Sendo assim, o inseto
galhador Ceropsylla sp. (Hemiptera: Psyllidae) possivelmente induz a formacdo de galhas
estruturalmente simples em Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. (Sapotaceae) e que o impacto
quimico nos tecidos da galha reflita esta simplicidade estrutural.

Diferentes taxa de insetos galhadores sdo capazes de gerar um gradiente histoquimico
durante o desenvolvimento de galhas (Mani 1964). Este gradiente € dependente do nivel do
estresse oxidativo causado pela acdo alimentar do galhador (Oliveira et al. 2010; Oliveira &
Isaias 2010a e b; Oliveira et al. 2011a). O habito alimentar de insetos galhadores determina,
muitas vezes, a necessidade de formacdo de um tecido nutritivo (Broner 1992). Desta forma,
acredita-se que a atividade alimentar do inseto galhador pode ser o gatilho para geracdo do
estresse e consequente desenvolvimento do gradiente histoquimico nos tecidos da galha (Price
et al. 1987). O desenvolvimento da galha estd relacionado com a formagao de espécies ativas
de oxigénio (EAO) (Oliveira et al. 2010; Oliveira & Isaias 2011b, Isaias et al. 2015; Oliveira
et al. 2016) que, concomitantemente ao acimulo de compostos secunddrios, e substincias
reguladoras de crescimento (Bedetti et al. 2014; Carneiro et al. 2015), estabelecem e coordenam
os eventos de rediferenciacdo celular.

Insetos sugadores, em geral, ndo acumulam substincias de reserva no tecido da galha
(Bronner 1992). Entretanto, recentes estudos na regido Neotropical indicam que algumas
espécies de insetos galhadores com hébito alimentar sugador podem induzir a formacao de
tecido de reserva (Oliveira et al. 2006; Oliveira & Isaias 2010b; Carneiro & Isaias 2015). Além
do aporte de substancias com potencial nutricional, o acimulo de metabdlitos secundarios pode
atuar como um mecanismo de protecdo contra fatores bioticos e abidticos (Oliveira et al. 2006),

quando localizado nos tecidos mais externos da galha (Stone & Schonrogge 2003).
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Assim, como a maioria das interacdes entre insetos e plantas que leva a formacdo de
gallhas, o sistema Ceropsylla sp. — P. ramiflora é extremamente especifico. Desta forma,
estudos de anatomia e histoquimica visam compreender os mecanismos que levam a formagao
galha e comportamento alimentar do galhador. Espera-se que a galha induzida por este inseto
sugador seja estruturalmente simples e ndo estabeleca um gradiente estrutural e quimico nos
tecidos. Esta hipétese levantou com base nas seguintes questdes: (I) As alteragdes celulares
provocadas pelo inseto, levam a formagdo de um gradiente histolégico nos tecido galhado em
relacdo ao tecido nao galhado (II) O estabelecimento de um novo perfil quimico e estrutural

nos tecidos galhados indica o desenvolvimento de novas funcionalidades nestes tecidos?

MATERIAIS E METODOS
Sistema galhador-planta hospedeira

Pouteria ramiflora (Sapotaceae) é uma espécie frutifera, distribuida em areas de
cerrado (Dalponte & Lima 1999). E uma planta lactescente com altura entre 15 e 40 metros.
Possui folhas simples, glabras, de tamanho e forma varidveis, possuindo entre 7 — 12
centimetros de comprimento (Lorenzi 1992). Ceropsylla sp. (Hemiptera: Psyllidae) induz
galhas em folhas jovens de P. ramiflora durante o pico de brotacdo. As coletas foram realizadas
na Reserva Ecoldgica do Clube Caca e Pesca Itoror6 em Uberlandia (CCPIU), situada a 8 km
oeste do perimetro urbano de Uberlandia, MG (18°60°S — 48°°0), na regido do Tridngulo
Mineiro, entre junho e dezembro de 2014. A reserva possui 127 ha, onde predomina a vegetagao

de cerrado sentido restrito (Lima et al. 1989), entre outros tipos fitofisiondmicos.

Analises histoquimicas e anatomicas
Para andlises anatomicas, folhas completamente expandidas e galhas maduras foram

coletadas e levadas ao laboratorio. As amostras foram seccionadas a mao livre utilizando-se
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navalhas descartdveis e coradas com azul de astra 0,5% e safranina 0,5% em solu¢do aquosa
(9:1) (Bukatsch 1972, modificado). Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série
etilica (Johansen 1940) e montadas com verniz vitral (Paiva 2006). Amostras de material recém
coletado foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% e formaldeido a 4,5% em tampao fosfato 0,1
M (pH 7,2) (Karnovsky 1965, modificado), desidratadas em série etilica e infiltradas em
historesina (Leica®). As sec¢des de 7 um foram obtidos por meio de um micrétomo rotatdrio
(Leica BIOCUT® 2035) e montados em laminas histoldgicas. Posteriormente, os cortes foram
corados com azul de toluidina 0,05% (pH 4,6) (O’Brien & Feder 1965) durante 15 min e secas
em estufa a 60°C.

Andlises histoquimicas foram realizadas usando os seguintes reagentes: vermelho de
Ruténio para detec¢do de pectinas, lugol para amido, reagente de Fehling para agucares
redutores, azul de mercirio de bromofenol para proteinas, Sudan III para lipidios, Sulfato
Ferroso para fendlicos, DMACA para proantocianidinas (derivados flavonoidicos),
Draggendorf para alcaloides, Ehrlic para auxinas, Wiesner para ligninas e DAB para EAO. Os
procedimentos histoquimicos estdo descritos detalhadamente na Tab. 1. Para controle, foram
utilizados cortes-branco para fim de comparacdo. Todas as laminas foram observadas e
fotografadas em microscépio 6ptico (Leica® DMS500) com uma camera acoplada (Leica®

ICC50HD).

RESULTADOS
Caracteristicas gerais do sistema galhador — planta hospedeira

As folhas de P. ramiflora hospedam galhas intralaminares (Fig. 1 A, detalhe) induzidas
por uma espécie nao identificada de Ceropsylla (Hemiptera: Psyllidae) (Fig. 1B). A galha
madura € caracterizada por uma intumescéncia voltada para superficie adaxial da folha (Fig.

1C), uma abertura concava voltada para a face abaxial (Fig. 1D). A galha permanece aberta
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durante todo seu desenvolvimento e ciclo do inseto galhador. A camara ninfal abriga somente
um inseto galhador e nenhum parasitoide foi encontrado até o momento. O dorso do inseto
galhador fica exposto na face abaxial da galha, sendo impregnado por uma substincia
aparentemente cerosa de coloragdo branca (Fig. 1D). O inseto induz alterac¢des tanto estruturais

quanto quimicas nos tecidos da planta hospedeira para formar a galha.

Perfil anatomico do tecido nao galhado e galha
Tecido ndo galhado

A folha completamente expandida apresenta epiderme unisseriada onde se denota a
cuticula (Fig. 2A — C). A nervura principal possui um feixe vascular bicolateral envolvido pelas
fibras do floema (Fig. 2D e E). As nervuras de menor calibre também apresentam lignificacao
nas fibras (Fig. 2F). Colénquima € observado no cértex da nervura principal (Fig. 2G), o qual
¢ permeado por ductos laticiferos (Fig. 2A). O mesofilo é dorsiventral, com duas camadas de

parénquima palicadico e trés a cinco de lacunoso (Fig. 2C e H).

Galha

Na galha nota-se a estratificacdo dos tecidos havendo hipertrofia celular, hiperplasia
parenquimatica e a neoformar¢do de tecido vascular (Fig. 3A). O tecido galhado € dividido em
trés camadas de tecidos distintas: cortex adaxial, tecido vascular e cortex abaxial (Fig. 3B). Na
primeira camada, o crescimento das células é predominantemente anticlinal com distribuicao
ligeiramente radial em direcdo a camara ninfal (Fig. 3C) e, as paredes celulares sdo
primordialmente primérias. Na segunda camada, hd formacao de feixes vasculares, circundados
por parénquima interfascicular. Esta camada entremeia o cortex adaxial e abaxial da galha (Fig.
3B e D). No parénquima interfascicular as células apresentam um alongamento anticlinal

relativamente menos acentuado que as células do cortex adaxial (Fig. 3D). Na terceira camada,
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o cortex abaxial circunda a camara ninfal e é formado por duas regides também distintas (Fig.
3B e E). A regido lateral do cortex abaxial possui células com alongamento anticlinal, e a regido
adjacente a camara ninfal possui de trés a cinco camadas de células menores e forma irregular.
A regido lateral do cértex abaxial € completamente lignificada (Fig. 3C e 3F), enquanto a regidao
adjacente possui células de paredes primdrias e finas (Ficugra 3G). A epiderme adaxial da galha

frequentemente apresenta fissuras suberizadas que adentram ao cortex (Fig. 3H).

Histoquimica de substancias do metabolismo primario
Tecido ndo galhado

Graos de amido foram observados apenas no floema da nervura central (Fig. 4A).
Acucares redutores foram detectados principalmente na epiderme e no mesofilo (Fig. 4B).
Proteinas foram amplamente encontradas no parénquima pali¢ddico e no floema da nervura
principal (Fig. 4C). Lipidios foram detectados em todo o mesofilo da folha ndo galhada na
forma de goticulas e na cuticula (Fig. 4D). Nos ductos laticiferos da folha nao galhada também

foram detectados lipidios.

Galha

Nas galhas, graos de amido formaram um gradiente centripeto em dire¢do aos feixes
vasculares adjacentes a camara ninfal, na por¢a@o superior do cortex abaxial (Fig. SA e B). Nota-
se a formagdo de um gradiente centrifugo de acucares redutores na galha, substincias estas
detectadas principalmente no cortex adaxial e cortex abaxial adjacente a camara ninfal (Fig. 5SC
e D). Proteinas foram observadas no apoplasto e simplasto das células do cortex adaxial e
abaxial (Fig. SE), e apresentaram intensa colorac@o nos feixes de floema (Fig. SF). Na galha,
lipidios foram detectados no cortex, formando um gradiente centripeto em direcdo ao tecido

vascular (Fig. 5G). Lipidios foram detectados também nos feixes de floema (Fig. SH).
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Histoquimica de substiancias do metabolismo secundario
Tecido ndo galhado

Proantocianidinas foram detectadas na epiderme, no parénquima clorofiliano e no
floema da folha ndo galhada (Fig. 6A). Alcaloides foram observados nos vacuiolos das células
do floema da folha ndo galhada (Fig. 6B). Auxinas foram detectadas nas células do mesofilo e
no cortex adaxial da nervura principal (Fig. 6C). EAO foram detectadas em sitios semelhantes
aos de auxinas: no parénquima palicadico, epiderme, lacunoso, floema e paredes das células do
cortex da nervura central (Fig. 6D). Compostos fendlicos foram detectados no mesofilo e no

floema da folha ndo galhada (Fig. 6E).

Galha

Proantocianidinas obtiveram intensa marca¢do na epiderme abaxial das galhas e nas
células adjacentes a camara ninfal (Fig. 7A). Estas substancias também foram encontradas nas
células do cortex adaxial (Fig. 7B). Alcaloides foram detectados nas células do parénquima
interfascicular (Fig. 7C e D). Auxinas foram coradas abundantemente no cértex adaxial (Fig.
7E e F) e no cortex adjacente a camara ninfal. EAO foram detectadas no floema, nas células
que revestem a camara ninfal (Fig. 8A), de forma intensa nas paredes celulares das células do
cortex adaxial (Fig. 8B). Compostos fendlicos foram detectados em sitios semelhantes aqueles

de auxinas e EAQ, ou seja, principalmente no cortex adaxial (Fig. 8C e D).

DISCUSSAO

A rediferenciacdo celular (sensu Lev Yadun 2003) orquestrada pelo inseto galhador é
um processo fundamental durante a morfogénese da galha (Oliveira & Isaias 2010a; Oliveira et
al. 2016). Entretanto, este processo de rediferenciacdo pode ndo acontecer ou ser limitado a um

tecido ou grupo de células. Esta limitacdo no processo de rediferenciacao acontece, comumente,
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em galhas induzidas por Hemiptera, consideradas estruturalmente simples quando comparadas
aquelas induzidas por outros taxa de insetos, especialmente Diptera e Hymenoptera (Bronner
1992; Rohfritsch & Anthony 1992).

Curiosamente, no sistema Ceropsylla sp. (Hemiptera: Psyllidae) — Pouteria ramiflora
(Sapotaceae), além da hipertrofia celular e hiperplasia do mesofilo da folha ndao galhada, sao
observadas a neoformacdo de tecido vascular e lignificagdo das paredes das células do cortex
abaxial. A neoformacdo deste tecido € importante, uma vez que estes insetos se nutrem
diretamente pelo floema da planta hospedeira (Burckhardt 2005; Carneiro et al. 2013; Carneiro
& Isaias, 2015). Apesar de ser induzida por um sugador, ser aberta e ndo possuir tecidos
especializados em nutricdo, a galha induzida em P. ramiflora exibe certa complexidade
estrutural, apresentando tecidos lignificados e neoformacdo de tecido vascular. Nota-se a
histolocaliza¢do de substancias quimicas sistematicamente distribuidas nos tecidos da galha.
Esta compartimentalizacdo e formagdo de gradiente histoquimico contrasta com a baixa

complexidade estrutural da galha foliar induzida por Ceropsilla sp. em folhas de P. ramiflora.

Alteracoes anatomicas induzidas pelo inseto galhador

A modificagdo do parénquima é uma resposta comum durante o desenvolvimento de
galhas (Kraus et al. 2009; Arduin et al. 2005; Moura 2009; Oliveira & Isaias 2010a e b); Isaias
et al. 2011; Carneiro et al. 2014; Isaias et al. 2014). No sistema Ceropsylla sp. — P. ramiflora
a galha se forma principalmente pela hipertrofia das células do parénquima pali¢adico, que se
alongam anticlinalmente, dando origem ao cortex adaxial. O cértex abaxial, que também se
alonga anticlinalmente, € originado a partir do parénquima lacunoso. O alongamento anticlinal
das células do cortex adaxial, e em menor escala das células do cortex abaxial, é responsavel
pela forma intralaminar da galha foliar em P. ramiflora. Ja é claro na literatura que a hipertrofia

celular nos diferentes extratos de tecidos das galhas sdo fatores importantes que definem a
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morfologia externa de cada morfotipo de galha (Oliveira & Isaias 2010a, Isaias et al. 2011;
Magalhaes et al. 2014; Carneiro et al. 2014; Isaias et al. 2014). O processo de alongamento
celular, dentre outros aspectos, depende de alteracdes nas propriedades da parede celular,
especialmente no grau de metil-esterificacao das pectinas (Albersheim et al. 2011). Diferencas
no grau de metil-esterificacao das pectinas, bem como a disposicao das microfibrilas de celulose
tém sido reportadas na literatura como fundamentais para o processo de desenvolvimento de
galhas (Formiga et al. 2013; Oliveira et al. 2014a; Carneiro & Isaias 2015). A dindmica entre
estas alteragdes nos padrdes de desenvolvimento do tecido atua de maneira a estabelecer o
morfotipo da galha.

O tecido vascular na galha localiza-se entre e o cortex adaxial e abaxial, onde se
destacam diversos feixes vasculares neoformados se interligam. Os feixes vasculares ficam
proximos a camara ninfal e voltados para a superficie ventral do inseto galhador. Esta
caracteristica anatdmica da galha facilita a alimentacao do inseto, uma vez que ele € sugador de
floema. Também, a neoformacao e distribuicdo de feixes vasculares supre a demanda hidrica
do tecido da galha (Lalonde & Shorthsouse 1983; Dorchim et al. 2002; Castro et al. 2012). Esta
demanda hidrica permite também o processo de alongamento celular durante o
desenvolvimento da galha (Meyer & Boyer 1972; Marty 1999), além do aporte nutricional
adequado para o metabolismo do (Bronner 1992; Isaias et al. 2011; Isaias et al. 2014; Carneiro
& Isaias 2015).

A sustentagdo mecanica dos tecidos da galha € suportada pela lignificagdo das camadas
de células laterais do cortex abaxial lateral da galha (Oliveira et al. 2006; Carneiro et al. 2014).
Lignificacdo esta que provavelmente atua como defesa contra inimigos naturais (Stone &
Schonrogge 2003; Oliveira et al. 2006) e mecanismo de dissipagdo de estresse (Isaias et al.
2015). O estresse pode ser abiotico ou bidtico (Lee et al. 2007), e frequentemente ocorre nos

mesmos locais onde ha o acimulo de EAO (espécies ativas de oxigénio), como o proposto por
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Carneiro et al. (2014) para as galhas de Nothotrioza myrtoidis em Pisidum myrtoides. Assim, a
lignificacdo seria dependente da producdo de EAO local ou na camada de tecido adjacente,
promovendo um eficiente mecanismo de dissipacdo de estresse e, consequentemente,
permitindo estabelecimento do inseto galhador (Isaias et al. 2015). Entretanto, nas galhas
induzidas por Ceropsylla sp. em P. ramiflora o acimulo de EAO, bem como fendlicos e
proantocianidinas ocorre na regido adjacente aquela na qual as paredes celulares se lignificam.
A diferenciacao destes tecidos lignificados, pode ser associada a defesa contra inimigos naturais
(Stone & Schonrogge 2003). Contudo, acreditamos que neste sistema a lignificagdo nao esté

relacionada a defesa contra inimigos naturais, uma vez que a galha € aberta.

Estabelecimento do gradiente funcional

Ainda que seja pouca, a complexidade morfolégica da galha de Ceropsylla sp. induzida
em folhas de P. ramiflora ndo segue os padrdes propostos por Bronner (1992) e Mani (1964)
para galhas induzidas por insetos sugadores. A hipertrofia celular e a hiperplasia, do tecido sao
0s principais processos observados, em galhas menos complexas. Segundo estes autores, nestes
casos, nao ha grandes alteracdes nos tecidos da planta hospedeira, como a notéria formacgao de
tecidos de nutri¢do e de reserva, como observa-se em galhas de Cecidomyiidae e Cynipidae
(e.g. Bronner 1992). Embora o inseto sugador Ceropsylla sp. modifique, estruturalmente, pouco
os tecidos da hospedeira, nota-se a forma¢do de um acentuado gradiente histoquimico. Estas
substancias do metabolismo primdrio e secundario detectadas evidenciam a habilidade do
galhador em manipular o metabolismo da planta em virtude de seu estabelecimento e
desenvolvimento. Isso garante um alto valor adaptativo da galha para o inseto (Price et al. 1987,
Stone & Schonrogge 2003).

A formacdo de um gradiente estrutural e/ou quimico € dependente do estabelecimento

de um gradiente de estresse, formado pelo acimulo de EAO nos tecidos da galha (Oliveira et
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al. 2016). Na galha induzida por Ceropsylla sp. em P. ramiflora o gradiente de estresse gerado
pelas EAO € responsavel pelo estabelecimento do gradiente histoquimico, como ja observado
por Carneiro ef al. (2014) em galhas de insetos sugadores. De fato, o acimulo de EAO (Isaias
&Oliveira 2012; Oliveira et al. 2014b; Isaias et al. 2015), é o gatilho para que ocorra as
alteracdes no metabolismo (Del Rio & Puppo 2009) e a morfogénese desta estrutura (Isaias et
al. 2014).

De acordo com Bolwell et al. (2002), Torres et al. (2002) e Bindschedler et al. (2006),
EAO sao produzidos em ondas oxidativas (bursts) como resposta ao ataque de patdgenos ou
por eventos bioquimicos durante a maturacao celular. Uma vez acumulados no tecido, exercem
um papel adverso ao de substancias antioxidantes (Mitler et al. 2004), estimulam a lignificagao
das paredes internas das células (Gottlieb et al. 1993), intensificam o estresse oxidativo no
tecido (Schonrogge et al. 2000; Oliveira & Isaias, 2010b; Isaias et al. 2011) e podem atuar
como sinalizadores em diversos processos celulares (Del Rio & Puppo 2009). Para controlar os
niveis de EAO e proteger as células das condicdes de estresse, as plantas utilizam enzimas
dissipadoras (superéxido dismutases, catalases e peroxidases) e antioxidantes de baixa massa
molecular como ascorbato, tocoferdis e compostos fendlicos (Blokhina et al. 2003). Pouteria
ramiflora sofre um grande estresse oxidativo devido a formagdo da galha, que causa
importantes modificacdes nos sistemas de tecidos da folha ndo galhada. O mecanismo de
dissipacdo do estresse usado nos tecidos desta galha s@o a lignificacdo e o investimento no
aciumulo de fendlicos. Ambos os processos sdo classicamente citados na literatura como

controladores do excesso de EAO (Gottlieb 1993).

Histoquimica de metabdlitos primarios
Insetos galhadores alteram o metabolismo da planta hospedeira de maneira a obterem

alimentacdo de qualidade (Bronner 1992; Motta et al. 2005). No cortex interno, proximo a
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camara larval, geralmente hd um aumento na concentragdo de substincia nutricionais (Isaias et
al. 2014), enquanto no cortex externo sdo detectados compostos secunddérios, relacionados a
defesa. Nas galhas induzidas por Ceropsylla sp. em P. ramiflora o gradiente de substancias do
metabolismo primdrio ocorre principalmente em dire¢cdo a cAmara ninfal, com excegdo dos
acucares redutores que apresentam um gradiente centrifugo em relagdo a camara larval. No
cortex abaxial da galha, especialmente nas laterais da camara ninfal, ndo h4d acimulo de
metabolitos primdrios. A formacdo de um gradiente histoquimico ja foi anteriormente reportada
na literatura para galhas induzidas por diferentes taxa de insetos (Oliveira et al. 2006; Oliveira
& Isaias 2010a e b; Oliveira et al. 2011a). Estes recursos disponiveis proximos a camara ninfal,
ou armazenados nos tecidos mais externos, seriam utilizados para a manutenc¢do da maquinaria
celular da galha (Oliveira et al. 2006).

A formacao de um gradiente de amido estd, geralmente, associada a formacao de tecido
de reserva em galhas induzidas por Diptera: Cecidomyiidae (Bronner 1992). Em galhas
induzidas por Ceropsylla sp. em P. ramiflora, ha acimulo de amido no tecido adjacente
superior a camara ninfal e ao redor do tecido vascular da galha. Embora ndo seja comum, o
acumulo de amido em galhas induzidas por insetos sugadores j4 foi anteriormente reportado em
galhas induzidas por Euphalerus ostreoides (Psyllidae) em Lonchocarpus muelhbergianus
(Fabaceae) (Oliveira et al. 2006), Pseudophacopteron aspidospermi (Psyllidae) em
Aspidosperma australe (Apocynaceae) (Oliveira et al. 2010) e em trés morfotipos de galhas em
Pistacia terebinthus Alvarez et al. 2009). Graos de amido constituem uma reserva insolivel
que deve ser quebrada em acucares menores para serem entao metabolizados (Koch 2004; Heldt
& Piechulla 2010). Assim, enzimas como invertase e sacarose sintase catalisam a quebra deste
polissacarideo em monossacarideos como glicose e frutose, disponibilizando — os para varios
processos metabdlicos (Koch 1996; Smeekens 2000; Kock & Zeng 2005). Dentre estes

processos estd a sintese de 4cido abscisico, auxinas e citocininas, hormonios atrelados a
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crescimentos atipicos em vegetais (Koch 2004). A presenca de acticares redutores concomitante
ao amido indica alta atividade destas enzimas na galha intralaminar de em P. ramiflora. A
atividade da sacarose sintase e invertase aumentam a disponibilidade de agucares para a
respiragdo (Roitsch & Gonzalez 2004) e consequentemente os niveis de proteinas (Sturm &
Tang 1999; Sturm 1999).

Um fator potencial que pode influir no estabelecimento de galhas pode ser a
concentracdo e fracionamento de proteinas nos tecidos das plantas hospedeiras. Detoni et al.
(2011) sugeriram que as proteinas podem estar envolvidas com o grau de susceptibilidade de
plantas ao ataque de insetos herbivoros. Proteinas geralmente sdo associadas com a formacgdo
de um tecido nutritivo e alto metabolismo celular da galha (Bronner 1992; Oliveira et al. 2010;
Schorogge et al. 2000). O acimulo de proteinas no sistema Ceropsylla sp.-P. torta parece estar
relacionado ao estresse oxidativo provocado pelo galhador (Oliveira et al. 2010). De fato,
Schonrogge et al. (2000) propuseram uma relacao entre um proteinas e o estresse respiratorio
provocado pelo galhador. Resultados semelhantes foram encontrados para outros sistemas
galhador-planta hospedeira nos Neotropicos (Oliveira et al. 2010; Oliveira & Isaias 2010a; b).
Neste estudo, os sitios de sintese agucares, proteinas e EAO sdo os mesmos, indicando alto
metabolismo celular no cortex adaxial, distante da cAmara ninfal.

A folha ndo galhada de P. ramiflora possui grande quantidade de ductos laticiferos, nos
quais se detectou presenga marcante de lipidios. Tais ductos sdo aparentemente suprimidos na
galha. Lipidios se configuram como importante reserva energética que nio € prontamente
utilizada pelos insetos galhadores, embora estejam relacionados com o metabolismo de
nutrientes essenciais para o desenvolvimento e manutencdo da galha (Buchanan ef al. 2000;
Oliveira et al. 2006; Moura et al. 2008; Oliveira & Isaias 2010b). Além disso sdo precursores
de importantes componentes do metabolismo da planta (Buchanan ez al. 2000). Segundo

Bronner (1992), o acimulo de lipidios na galha pode significar um resultado da hiponutri¢dao

36



do tecido, e o acimulo de amido, por sua vez, a hipernutricdo. Entretanto, em galhas induzidas
por Ceropsylla sp. em P. ramiflora, o acimulo de lipidios pode simplesmente refletir o

metabolismo intrinseco da planta hospedeira.

Histoquimica de metabdlitos secundarios

Bedetti ef al. (2013) mostraram que os sitios de hipertrofia celular e hiperplasia dos
tecidos, em galhas foliares de Piptadenia gonocantha, estdo associados a presenca de auxinas,
seus precursores imediatos, fendlicos e EAO. De acordo com estes autores, compostos fendlicos
podem atuar em consonancia com reguladores de crescimento, estabelecendo o padrdao de
desenvolvimento da galha. Altas concentracdes de fendis nos tecidos de galhas estdo
relacionadas com o alto indice de crescimento deste novo 6rgao (Abrahamson ezl al. 1991; Hori
1992). Em galhas induzidas em Pistacia terebinthus e Lonchocarpus muehlbergianus, ha
formacdo de um gradiente de actimulo de fendlicos, associado ao estresse gerado e a producao
de EAO (Alvarez et al. 2009; Isaias et al. 2011). Ambos, fendlicos e EAQO, estdo associados a
processos de divisao e expansao celular (Del Rio & Puppo 2009; Bedetti ez al. 2013). Em galhas
induzidas por Ceropsylla sp. em P. ramiflora, ha sobreposicao de fendlicos, auxinas e EAO
principalmente no cértex adaxial. Esta caracteristica, evidencia o sitio com maior grau de
hipertrofia detectado.

Compostos fenolicos estdo associados ao processo de rediferenciacdo de feixes
vasculares (Aloni et al. 2001; Lev Yadun 2003). Uma vez que Ceropsylla sp. possui habito
alimentar sugador, a diferenciacio de feixes vasculares aumentaria o aporte de nutrientes para
seu desenvolvimento. Compostos fendlicos sdo acumulados no cortex adaxial da galha,
atuando, em conjunto com os alcaloides, na defesa quimica contra inimigos naturais (Cornell
1983; Hartley 1998). Outro grupo de compostos secundarios detectados neste sistema, as

proantocianidinas (flavonoides), exibe uma gama de fun¢des como coordenacgdo do transporte
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de auxinas (Murphy et al. 2000; Peer & Murphy 2007), e controle de EAO (Buer et al. 2010).
Assim como os fendlicos, as proantocianidinas podem atuar como sinalizadores para a escolha
do sitio de oviposi¢cdo na hospedeira e protecdo contra raios ultravioleta, como proposto por
Oliveira et al. (2006) no sistema Euphalerus ostreoides (Hemiptera) — L. muelhbergianus

(Fabaceae).

CONCLUSOES

O inseto galhador Ceropsylla sp. induz galhas foliares anatomicamente simples em P.
ramiflora. A forma intralaminar desta galha se deve ao processo de alongamento celular
anticlinal, principalmente do parénquima palicddico da folha ndo galhada, que alonga
anticlinalmente para formar o cértex adaxial da galha. Uma vez que o inseto é sugador, nao ha
formacdo de tecido nutritivo ou de reserva na galha, porém nota-se a neoformacgao de tecido
vascular que confere maior aporte nutricional ao galhador. Mesmo sendo considerada uma
galha de baixa complexidade estrutural, foram observadas intensas alteragdes quimicas no
tecido. Neste sistema, pela primeira vez, foi observada a formac¢ao de um gradiente centrifugo
de acucares redutores. Fenodlicos e flavonoides localizados nos tecidos da galha, em um
gradiente centrifugo, podem atuar no mecanismo de dissipacdo de EAQO, assim como o processo
de lignificag@o detectado nas laterais do cortex abaxial. Estas moléculas geradoras de estresse,
junto com fendlicos e auxinas sdo responsdveis pelo alongamento das células no cortex da

galha.
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Tab. 1: Testes histoquimicos usados para detec¢cdo de compostos estruturais, metabdlitos
primdrios e secunddrios e espécies ativas de oxigénio. Todos os testes foram realizados com

material recém-coletado de folhas ndo galhadas e galhas de Pouteria ramiflora.

Tab. 2: Histolocalizacdo quimica em folhas ndo galhadas de Pouteria ramiflora e galhas de

Ceropsylla sp.

Fig. 1: Aspecto geral da galha de Pouteria ramiflora induzida por Ceropsylla sp. A) Ramo de
Pouteria ramiflora com folhas galhadas; estrutura intralaminar da galha no detalhe (barra: 0,5
mm); B) Ninfa de Cerospylla sp., em seu terceiro instar, com o aparelho bucal (estilete) do
inseto em evidéncia (seta); C) Projecdo adaxial da galha com fissuras; D) Superficie abaxial da

galha mostrando a secrecao cerosa produzida no dorso do indutor.

Fig. 2: Perfil anatdmico e estrutural da folha ndo galhada de Pouteria ramiflora. A) Aspecto
geral da nervura principal mostrando feixe vascular do tipo bicolateral; B) Representacao
esquematica da nervura central; C) Mesofilo com duas a trés camadas de parénquima pali¢adico
e trés a cinco de lacunoso, além de nervura de menor calibre, cuticula espessa pode ser
observada na superficie adaxial da epiderme; D) Detalhe anatdomico da nervura principal; E)
Teste histoquimico com floroglucina acidificada mostrando ligninas no xilema e fibras do
floema (seta); F) Detalhe de nervura secundaria no mesofilo da folha ndo galhada indicando a
presenca de ligninas no xilema e fibras (seta); G) Teste histoquimico com vermelho de ruténio
para pectinas na nervura principal da folha ndo galhada; seta indicando intensa rea¢do no floema
e colénquima (seta); H) Pectinas no mesofilo da folha ndao galhada; seta indicando intensa

presenca na parede periclinal interna da epiderme adaxial. Ad: epiderme adaxial; Co:
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colénquima; Fl: floema; Xi: xilema; Ns: nervura secunddria; Ff: fibras do floema; Cx: Cértex;

Cu: cuticula; Ab: epiderme abaxial; Pp: parénquima pali¢ddico; Pl: parénquima lacunoso.

Fig. 3: Aspecto anatomico e estrutural da galha foliar em Pouteria ramiflora induzidas por
Ceropsylla sp. A) Anatomia da galha intralaminar mostrando a distribui¢do dos tecidos em
relagcdo a camara ninfal; B) Representacdo esquematica da galha; C) Detalhe do cértex da galha
mostrando o alongamento celular anticlinal no cértex adaxial e lignificacdo no cortex abaxial;
D) Detalhe do feixe vascular neoformado na galha ladeado pelo parénquima intefasciular; E)
Cortex abaxial da galha mostrando feixes vasculares e células menores de forma irregular
adjacentes a camara ninfal; F) Teste histoquimico com floroglucina acidificada com reacao
positiva para ligninas no cértex abaxial da galha (seta) e feixes vasculares; G) Pectinas na galha,
principalmente no floema (setas); H) Fissura suberizada que pode ocorrer na superficie da galha
(seta). Ad: epiderme adaxial; Cad: cortex adaxial; Fv: feixe vascular; Cab: Cértex abaxial; Cn:
Camara ninfal; Ra: Regido adjacente a camara ninfal d6 coértex abaxial; Rl: Regido lateral do

cortex abaxial; Pi: Parénquima interfascicular.

Fig. 4: Histoquimica de metabdlitos primarios em folhas de Pouteria ramiflora. A) Amido na
regido central da nervura principal (seta); B) Acucares redutores no parénquima pali¢ddico da
folha ndo galhada (seta); C) Proteinas no floema da nervura principal (seta); D) Goticulas de

lipidios no mesofilo (seta), e na cuticula da folha ndo galhada.

Fig. 5: Histoquimica de metabdlitos primarios na galha foliar em Pouteria ramiflora induzidas
por Ceropsylla sp. A) Amido na porg¢ao superior do cortex abaxial, especialmente proximos aos
feixes vasculares adjacentes a camara ninfal; B) Detalhe dos graos de amido (seta); C)

Gradiente centrifugo de agucares redutores no cortex adaxial da galha; D) Detalhe do cortex da
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galha com agucares redutores (seta); E) Gradiente centrifugo de proteinas no cortex da galha;
F) Detalhe do feixe vascular na galha com intensa presenca de proteinas (seta). G) Gradiente
centripeto de lipidios em relacdo aos feixes vasculares na galha; H) Detalhe de feixe vascular

na galha com intensa presenca de lipidios (seta).

Fig.6: Histoquimica de metabdlitos secundarios, auxinas e EAO (espécies ativas de oxigénio)
em folhas de Pouteria ramiflora. A) Proantocianidinas no mesofilo e floema da folha nao
galhada (seta); B) Alcaloides nas fibras da nervura principal da folha nido galhada (seta); C)
Auxinas na folha ndo galhada (seta); E) EAO na folha n3o galhada (seta); E) Compostos

fendlicos no parénquima pali¢adico da folha ndo galhada (seta).

Fig. 7: Histoquimica de metabdlitos secunddrios, auxinas e EAO (espécies ativas de oxigénio)
de galhas em Pouteria ramiflora induzidas por Ceropsylla sp A) Proantocianidinas na galha;
B) Detalhe do cortex superior da galha contendo proantocianidinas (seta); C) Alcaloides na
galha; D) Detalhe do cortex interfascicular da galha contendo alcaloides (seta); E) Auxinas na

galha; F) Detalhe do cortex superior da galha contendo intensa presenca de auxinas (seta).

Fig. 8: Histoquimica de fendlicos e EAO (espécies ativas de oxigénio) de galhas em Pouteria
ramiflora induzidas por Ceropsylla sp. A) EAO na galha; setas indicam regidoes com marcagao
mais intensa para EAO; B) Detalhe do cortex superior da galha indicando forte marcag@o nas
paredes celulares; C) Compostos fendlicos na galha; D) Detalhe do cortex superior contendo

compostos fenodlicos.
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Tab. 1

Teste/Substancia reagente Procedimento Referéncias

Compostos estruturais

Reagente Wiesner — Ligninas. Imersdo das amostras em Floroglucinol a 2% em  Johansen (1940)
solucdo acidificada durante 5 minutos.

Reagente Vermelho de Ruténio — Imersdo das amostras reagente durante 15 Jensen (1965)

Pectinas. minutos.

Composotos primdrios e

secunddrios

Reagente Lugol — Amido. Imersdo das amostras em Iodeto de potdssio Johansen (1940)
iodado a 1% durante 5 minutos.

Reagente Fehling — Agtcares Imersdo das amostras em partes iguais de “A” (I Sass (1951)

redutores.

Reagente Azul Merctirio de
Bromofenol — Proteinas.

Reagente Sudan III — Lipidios.
Reagente Sulfato ferroso —
Fendlicos totais.

Reagente DMACA —

Proantocianidinas

Reagente Dragendorff —
Alcaloides.

Reagente Ehrlich — Auxinas.

Espécies ativas de oxigénio (EAO)

Reagente DAB

sulfato cuprico a 6,93% m:v) e “B” (tartarato
de sédio e potdssio a 34,6% e hidréxido de
sodio a 12% m:m:v) aquecidas até atingir a
pré — ebulicdo.

Imersdo das amostras em azul de bromofenol a
0,1% em uma solucao saturada de cloreto de
magnésio em 4lcool a 70% durante 15
minutos.

Imersdo das amostras em solugdo saturada de
Sudan III em 4lcoll a 70% durante 5 minutos.

Imersao das amostras em sulfato ferroso a 2%
formalina a 10% Durante 10 minutos.

Fixagdo das amostras em cafeina — benzoato de
sédio por 5 minutos, e imersdo em p —
dimetilaminacinamaldeido por 2 horas.

Imersdo das amostras no corante durante 15
minutos. Lavagem rdpida em Nitrito de
Sédio a 5%.

Imersdo das amostras em p —
dimetilaminacinamaldeido em 1 M de
HCI;(w:v) durante 15 minutos.

Imersao das amostras em 3,3’ diaminobenzidina
durante 20 minutos no escuro em
refrigeracdo. Lavagem rdpida e montagem
em 4gua destilada.

Mazia et al. (1953)

Sass (1951)

Gahan (1984)
Feucht et al. (1986)
Svendsen &
Verpoorte (1983)
Leopold &

Plummer (1961)

Rossetti & Bonnatti
(2001)
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Tab. 2

Substancias SHHOS AETEACA ||| eeeeeeeemctes st s s bbb bbb a R R bbbt
detectadas Folha Galha
Lioninas Fibras do floema; xilema; Gradiente homogéneo no cértex abaxial; xilema da

& colénquima (Fig. 2 Ee F) galha (Fig. 3F)

Nervura central; floema;
colénquima; porcdo interna das Gradiente centripeto (mais intenso no cdrtex superior);

Pectinas epidermes; discretamente no tecido vascular; tecido perivascular; floema préximo
parénquima lacunoso (Fig. 2G a camara ninfal (Fig. 3G)
e H)

Porc¢do central da nervura central Gradiente centripeto; parénquima perivascular e

Amido (Fig. 4A) cortex inferior (Fig SA e B)

Epiderme e células adjacentes;

. ~ . PP . Gradiente centrifugo em direcdo a epiderme adaxial;
Actcares redutores  parénquima pali¢adico (Fig. & ¢ P

Células adjacentes a camara ninfal (Fig. 5C e D)

4B)
Floema; Parénquima palicddico e Gradiente levemente centrifugo em direcdo a
Proteinas lacunoso, sendo mais intenso epiderme adaxial; floema dos feixes vasculares (Fig.
no ultimo (Fig. 4C) 5EeF)

N . Gradiente centripeto em direcdo ao tecido vascular e
Parénquima palicadico;

Lipidios . o . perivascular; floema dos feixes vasculares; cuticulas
laticiferos; cuticula. (Fig. 4D) (Fig. 5G ¢ H)
Floema; epidermes; parénquima  Gradiente centrifugo no cértex adaxial em dire¢ao a
Proantocianidinas palicadico e discretamente no epiderme adaxial; epiderme abaxial e células que
lacunoso (Fig. 6A) reveste a cAmara ninfal (Fig. 7A e B)
~ Parénquima perivascular; gradiente que se intensifica
. Porcdo central da nervura central . N . . .
Alcaloides (Fig. 6B) a partir da camara ninfal em direcéo ao tecido
& vascular (Fig. 7C e D)
Auxinas Parénquima palicddico e Cértex adaxial; parénquima perivascular; células que
lacunoso; epiderme (Fig. 6C) revestem a camara ninfal (Fig. 7E e F)
EAO Floema; parénquima palicddico e Cértex adaxial; epidermes; floema; floema adjacente a

lacunoso; epidermes (Fig. 6D) camara ninfal (Fig. 8A e B)

Gradiente centripeto no cértex adaxial em direcio ao
tecido vascular e perivascular, sendo mais intenso
nestes dltimos; camada de células que revestem a
cAmara ninfal (Fig. 8C e D)

Floema; epidermes; parénquima
Fendlicos totais palicadico e discretamente no
lacunoso (Fig. 4E)
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Fig. 6
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Fig. 8
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Relacao entre o desempenho fotossintético e o estresse oxidativo em galhas induzidas por
Ceropsylla sp. (Psyllidae) em Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. (Sapotaceae)
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RESUMO

O processo de indugio e estabelecimento de galhas induz um alto estresse oxidativo nos tecidos
da planta hospedeira. Este estresse € o gatilho para uma série de transformagdes estruturais e
funcionais nos tecidos da galha. Também, o impacto causado pelo inseto galhador altera as
taxas fotossintéticas dos tecidos, levando os tecidos galhados a desenvolverem diferentes
mecanismos de dissipacdo de estresse para seu funcionamento. Cerospsylla sp. (Hemiptera:
Psyllidae) induz galhas foliares intralaminares em Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.
(Sapotaceae), estruturalmente pouco complexas, e histoquimicamente complexas, mantendo
um pronunciado tecido clorofiliano. A formac¢do da galha compromete o desempenho
fotossintético potencial e dificulta a dissipacdo de energia ndo fotoquimica, embora a
capacidade fotossintética seja mantida. O acimulo de fendlicos e a intensa lignificacdo nos
tecidos galha configuram eficientes dissipadores do estresse oxidativo, ajustando o equilibrio
redox nos tecidos galhados. Uma vez mantida, a fotossintese contribui para a oxigenacdo do
tecido galhado e captura de gis carbdnico, evitando a hipdxia e hipercarbia. A dindmica entre

estes processos sao fundamentais para o estabelecimento desta interagdo.

Palavras — chave: Efeito Kautsky; espécies ativas de oxigé€nio; hipercarbia; hipdxia;

fotossintese.
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ABSTRACT

The processes of gall induction and establishment induces high oxidative stress in the host plant
tissues. This stress is the initial trigger for a series of structural and functional transformations
in gall tissues. In addition, the impact promoted by galling insect alters the photosynthetic rates,
leading the gall tissues to develop different mechanisms of energy dissipation. Cerospsylla sp.
(Hemiptera: Psyllidae) induces structurally simple galls on leaves of Pouteria ramiflora (Mart.)
Radlk. (Sapotaceae) that with a complex histochemical gradient and a pronounced area of
chlorophyll tissue. Gall formation alters the photosynthetic performance and energy dissipation,
but the photosynthetic capacity is maintained. The accumulation of phenolic compounds and
intense cell wall lignification in gall tissue configure an efficient oxidative stress scavenging
system, and consequently redox imbalance adjustment in gall tissues. Once maintained,
photosynthesis contributes to oxygen diffusion in galled tissues and capture of carbon dioxide,
avoiding hypoxia and hypercarbia. The dynamics between these processes are fundamental to

the establishment of the host plant — gall interaction.

Keywords: Kautsky effect; oxygen reactive species; hypercarbia; hypoxia; photosynthesis.
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INTRODUCAO

Com grande habilidade em manipular o metabolismo da planta hospedeira, os insetos
galhadores podem promover o desenvolvimento de tecidos complexos que fornecem
alimentacdo especializada e de alta qualidade nutricional, prote¢do contra inimigos naturais e
intempéries do ambiente (Price et al. 1987, Bronner 1992; Stone & Schonrogge 2003, Oliveira
etal. 2016). A nova organizacao tecidual € produto de reacdes estruturais e quimicas nos tecidos
vegetais que levam a rediferenciacdo celular (sensu Lev Yadun 2003), e consequente a
formacdo da galha (Oliveira et al. 2010). Estas alteracdes estruturais ocorrem de maneira
concomitante as alteracdes funcionais no tecido galhado, embora, por exemplo, muitas galhas
ainda mantenham similaridades com o tecido ndo galhado, tal como um tecido clorofiliano
tipico com capacidade fotossintética (Oliveira et al. 2011a).

A manutencdo da capacidade fotossintética em galhas, associada ao aumento do
metabolismo celular e presenga do inseto galhador, aumentam o estresse oxidativo nos tecidos
(Oliveira & Isaias 2010, Oliveira et al. 2010 Isaias ef al. 2015). O aumento do estresse gera um
desequilibrio no potencial redox dentro dos compartimentos celulares, simplasto e apoplasto da
galha (Isaias et al. 2015). Este estresse pode ser avaliado através da detecc@o histoquimica de
moléculas conhecidas como espécies ativas de oxigénio (EAO) que, em excesso, podem levar
a morte do tecido atacado e ao fim da interacdo (Doke et al. 1996). O aumento na producdo de
EAO e consequente estresse oxidativo j4 foi anteriormente verificada em galhas induzidas em
Aspidosperma australe (Oliveira & Isaias, 2010), Aspidosperma spruceanum (Oliveira et al.
2011a), Lonchocarpus muehlbergianus (Isaias et al. 2011), Psidium myrtoides (Carneiro et al.
2014) e Psidium cattleianum (Carneiro & Isaias 2015). Neste trabalho, nds propomos investigar
mecanismos de dissipagdo de EAO no sitio de desenvolvimento da galha, bem como a discussado

sobre sua importancia no metabolismo da galha.
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O estresse gerado pelos insetos galhadores nos tecidos da hospedeira podem causar
efeitos tanto positivos (Oliveira et al. 2011a), quanto negativos na atividade fotossintética na
regido da galha (Florentine et al. 2005; Castro et al. 2012). Os efeitos negativos ocorrem, muitas
vezes, pelas alteragdes causadas na estrutura do tecido clorofiliano e no teor de pigmentos
fotossintéticos (Oliveira et al. 2011a). Estas alteracdes provocariam danos a fotoquimica da
fotossintese, que € avaliada através da fluorescéncia da clorofila (Baker & Oxborough 2004).
A atividade fotoquimica da fotossintese além de atuar na regulacdo do potencial redox nos
tecidos da galha (Foyer 2005; Isaias et al. 2015), aumenta a disponibilidade e difusdao de O>
dentro do tecido da galha e na camara larval, além de evitar a hipercarbia (Pincebourde & Casas
2015).

A fase fotoquimica da fotossintese ¢ dependente da absor¢do de luz, que excita as
moléculas de clorofila a um estado de alta energia, permanecendo assim por Varios
nanossegundos (10%s) até retornar ao estado basal (e.g. Papageorgiou & Govindjee 2004). Esta
diferenca de energia é usada para mover o aparato fotoquimico, quenching fotoquimico — qP, e
o excesso pode ser dissipado como calor (quenching ndo fotoquimico, NPQ) ou reemitido na
forma de fluorescéncia (Pavlovi¢ 2012). Estes trés processos competem entre si, € 0 aumento
de eficiéncia de um provoca o decréscimo da efici€éncia dos outros dois (Maxwell & Johnson
2000). Esta eficiéncia quantica pode ser avaliada pela variacdo da florescéncia da clorofila no
PSII em cloroplastos, conhecido como efeito Kautsky (Kautsky & Hirsch 1931, Papageorgiou
etal. 2007). A analise de fluorescéncia da clorofila se configura como uma excelente ferramenta
para avaliar e quantificar o estresse oxidativo em plantas (Baker 2008), incluindo o estresse
bidtico gerado por insetos galhadores nos tecidos vegetais (Oliveira et al., 2011a).

Neste estudo, a relacdo entre o quenching e a dissipacdo de estresse foi avaliada nas
galhas foliares de Pouteria ramiflora Radlk. (Sapotaceae) induzidas por uma espécie nao

descrita de Ceropsylla (Hemiptera: Psyllidae), através da inducdo do efeito Kautsky e da
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histolocalizag@o de peréxido de hidrogénio e derivados fendlicos. Desta forma, o aumento do
estresse oxidativo, causado por fatores bidticos, provocaria danos ao aparato fotoquimico e um
desequilibrio na eficiéncia quantica, com consequente decréscimo no qP e NPQ. que
permitiriam entdo o estabelecimento da galha. O efeito Kaustky seria contrabalanceado pelo
aumento de fenodlicos no sitio da galha, para os quais se propde um novo papel crucial
auxiliando no desenvolvimento da galha. Com base na hipétese proposta, foram elaboradas as
seguintes questdes: I) Quais mecanismos antioxidantes sdo estabelecidos para que ocorra a
dissipacdo do estresse na galha? II) Ha diferenca entre o rendimento fotossintético da galha e

do tecido nao galhado?

MATERIAIS E METODOS
Area de estudo e coleta

Foram coletadas folhas completamente expandidas e com galhas maduras na Reserva
Ecolégica do Clube Caga e Pesca Itororé (CCPIU), situada a 8 km a oeste do perimetro urbano
de Uberlandia, MG (18°60°S — 48°°0O), na Regido do Tridngulo Mineiro, entre junho e
dezembro de 2014. A reserva possui 127 ha, onde predomina a vegetacdo de cerrado sentido
restrito (Lima et al. 1989), entre outros tipos fisionomicos. De acordo com o sistema de
classificacdo de Koppen o clima da regido € do tipo Cwa com duas estacdes bem definidas:
uma seca (abril a setembro) e outra chuvosa (outubro a mar¢o) com as temperaturas médias
mais baixas no periodo seco e as mais altas no verdo (acima de 35°C) (Alvares et al. 2013). As
amostras foram levadas para o Laboratdrio de Anatomia e Desenvolvimento Vegetal (LADEV),

da Universidade Federal de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.
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Analises Histoquimicas

Para deteccdo de EAO (Espécies Ativas de Oxigénio), amostras de material recém-
coletado foram seccionadas a mao livre com auxilio de 1amina descartdvel. As amostras foram
incubadas em 3.3’ diaminobenzidina (DAB) em solucdo tampao fosfato pH 7,4 de Img/ml
durante 20 min, no escuro e a 4°C (Rosseti & Bonatti 2001). Posteriormente foram lavados e
montados em tampao fosfato para observagdo em microscépio.

Para a detec¢do de compostos fendlicos e ligninas, cortes transversais da por¢ao central
da lamina foliar e das galhas foram realizados a méo livre em material fresco e observados em
microscopio Optico. Para a deteccdo de compostos fendlicos, os cortes foram imersos em
Sulfato Ferroso 2% em formalina durante 15 minutos, lavados em dgua destilada e montados
em lamina histoldgica (Johansen 1940). Para detec¢do de ligninas as amostras foram imersas
em Floroglucinol a 2% em solugdo acidificada durante 5 minutos e montados em laminas
histolégicas (Johansen 1940). Todas as l1aminas foram observadas e fotografadas por meio de
um microscopio optico Leica® DMS500 acoplado a uma camera digital ICCS0HD.

A intensidade da coloragdo, em escalas de cinza, e consequentemente a estimativa das
concentracdes de EAO e fendlicos nos tecidos das galhas (n=4), foram realizadas no software
Imagel®, segundo proposto por Juszczak & Baier (2014) através das imagens digitais. A
porcentagem de 4rea marcada pelos reagentes foi avaliada em dreas pré-selecionadas de
0,016mm?. Quanto maior o valor em escala de cinza nestas dreas pré-selecionadas, menor a

concentracao da substancia analisada.

Dosagem de Pigmentos Fotossintéticos e Fluorescéncia da clorofila a
Folhas ndo galhadas (maduras e totalmente expandidas) e com galhas maduras foram
coletadas, acondicionadas em caixa térmica com gelo e levadas imediatamente ao laboratério,

onde foram processadas. Para dosagem dos teores de pigmentos fotossintéticos, cada amostra
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foi composta por dois discos de aproximadamente 0,62cm? de tecido ndo galhado ou galha
(n=20). As amostras foram pesadas em balanca analitica (Sartorius®, Alemanha), imersas em
vidros ambar contendo 5ml de acetona a 80% e armazenadas em geladeira por 48 horas.
Posteriormente, foram maceradas e centrifugadas durante 3 min a 3000 rpm. Em seguida as
amostras foram submetidas ao espectrofotometro para leitura da absorbancia nos comprimentos
de onda de 470, 646 ¢ 663 nm. Os teores de clorofila a, clorofila b, e carotenoides foram
quantificados segundo Lichtenthaler & Wellburn (1983) e os resultados submetidos ao teste de
Kruskal — Wallis (Jump®, Sas Institute).

Para avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a, ramos com folhas galhadas e maduras
foram armazenados em caixa de isopor com gelo e levados ao laboratério. As folhas (n=6)
foram cobertas com papel aluminio durante 30 min para adaptagdo ao escuro. Dados da cinética
de fluorescéncia transitéria entre as fases de adaptac@o ao escuro e ao claro foram obtidos com
o equipamento Handy FluorCam — PSI (Photon Systems Instruments, Republica Tcheca) e
representados de acordo com Genty et al. (1989). A curva de Kautsky e seus parametros
associados (minima fluorescéncia adaptada ao escuro — Fo; maxima fluorescéncia adaptada ao
escuro — Fr; rendimento quéntico potencial —QY max; rendimento quantico efetivo durante a
adaptacdo a luz - QYvrn; quenching nao fotoquimico apds adaptagcdo a luz no steady-state -
NPQ Lss; quenching nao fotoquimico durante a adaptacdo a luz - NPQ ,; rendimento quantico
efetivo no steady-state - QYLss; razao do declinio da fluorescéncia na luz — Rfdis; razdo do
declinio da fluorescéncia no steady-state — Rfdyss) foram obtidos com o auxilio do software
Fluorcam7 (protocolo Quenching). Os resultados dados foram submetidos ao teste de Kruskal

— Wallis (Jump®, Sas Institute).
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Conteudo relativo de agua (CRA), saturacio hidrica (AHsat), area foliar especifica (AFE)
e massa foliar especifica (MFE)

Foram coletadas 20 amostras constituidas por trés discos de tecido nao galhado e trés
discos da galha (n=60), com didmetro aproximado de 1,2 cm?. As amostras foram pesadas
(massa fresca — MF) em balanca analitica (Sartorius®, Alemanha) e imersas em dgua destilada
por 48 horas. Decorrido este tempo, os discos foram novamente pesados para a obtencao da
massa tirgida (MT) e levados a estufa (60 — 70°C) durante 48 horas para obten¢do da massa
seca (MS). A drea foliar especifica (AFE) foi determinada pela razdo entre a drea e a massa
seca (cm?/g!), enquanto a MFE (massa foliar especifica) foi calculada pela razdo entre a massa
seca e a drea foliar (g/cm™) (Turner 1981). Conteddo hidrico relativo (CHR) e o déficit de
satura¢do hidrica (Ahsat) foram determinados de acordo com a metodologia proposta por Barrs
&Wheatherley (1962), onde CHR=(MF — MS)/(MT — MS)x100 e o Ahsat = (MT = MF)/(MT —

MS)x100.

RESULTADOS
Aspecto geral da galha

As galhas induzidas por Ceropsylla sp. em folhas de Pouteria ramiflora possuem em
média 6 mm de didmetro por 3,2 mm de altura. Apresentam projecdao concava voltada para
superficie adaxial do limbo foliar, podendo ou nio conter fissuras na superficie adaxial da
epiderme (ver capitulo 1). Na superficie abaxial, ¢ observada uma convexidade na qual o
indutor se insere e forma a camara ninfal. Esta é ocupada por um tnico inseto galhador com o
dorso voltado para o ostiolo. Uma secrecao de aspecto ceroso, produzida pelo galhador, é

projetada para fora da galha. Nos tecidos da galha (ver capitulo 1) observa-se a presenca de

parénquima clorofiliano, especialmente no cortex adaxial (Fig. 1A).
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Analises Histoquimicas

Espécies ativas de oxigénio (EAO) foram detectadas tanto no apoplasto quanto no
simplasto das células dos parénquimas palicddico e lacunoso, e na epiderme da folha ndo
galhada. Nos feixes vasculares, a reacdo foi mais intensa no floema. Nas galhas, a reagcdo para
EAO foi mais intensa no cortex adaxial, floema (Fig. 1B) e no cértex abaxial adjacente a cAmara
ninfal. No cértex abaxial, onde ocorre intensa lignificagdo (Fig. 1C), a concentracdo de EAO ¢é
baixa (Tab. 1). Compostos fendlicos foram detectados no mesofilo das folhas ndo galhadas
(Capitulo 1) e no cortex adaxial da galha (Fig. 1D). A concentracdo de compostos fendlicos
mostrou resultados semelhantes aqueles observados para EAO. Ou seja, a maior intensidade de

marcacdo ocorreu no cortex adaxial e no tecido vascular (Tab. 1).

Dosagem de Pigmentos Fotossintéticos e Fluorescéncia da clorofila a

Enquanto na folha ndo galhada os teores totais de clorofilas e de carotenoides foram em
média de 124,6 £ 36,7 ugcm™?e 29,9 + 11,0 pgem respectivamente, nas galhas estes valores
foram de 29,1 + 7,1 uygecm? e 7,0 = 2,3 ugcm? em média (Tab. 2). Entretanto nido houve
diferengas significativas nas razdes clorofilas a/b e carotenoides/clorofilas entre os tecidos
analisados (Tab. 2).

Os resultados obtidos pela curva de Kautsky (Fig. 2) mostraram diferencas significativas
entre o tecido ndo galhado e o da galha (Fig. 3A). A fluorescéncia inicial (Fo) do tecido ndo
galhado foi menor do que na galha (Fig. 2 e 3B), ao passo que a fluorescéncia maxima (Fm) ndo
apresentou diferencas estatisticas entre os tecidos (Fig. 2 e 3C), até o segundo pulso saturante
(representado por Fp na figura 2). O pico de fluorescéncia durante o inicio do efeito Kautsky
(Fp) foi equivalente entre os dois tecidos (Fig. 2). Entretanto, a dissipac@o de energia, através
do quenching nao fotoquimico (NPQ), foi mais eficiente no tecido ndo galhado do que na galha.

Isso pode ser observado pela sequéncia de pulsos sob a luz durante a indugdo do efeito
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Kaustsky, que apresenta declinio mais acentuado na folha ndo galhada (Fig. 2). Estes dados sdao
corroborados pela andlise de imagem (Fig. 3E e F), onde o quenching nao fotoquimico durante
a adaptacdo a luz (NPQr.) e apds a adaptacdo a luz no steady-state (NPQrs), foram
significativamente maiores no tecido nao galhado do que na galha. Diferente da galha, o NPQ
no tecido ndo galhado foi mais eficiente, trazendo a curva de Kaustsky préxima do mesmo valor
de Fo apds o ultimo pulso saturante no steady — state (Fig. 2). A razdo do declinio da
fluorescéncia na luz (Rfdr,) e no steady — state (Rfdiss) (Fig. 3F e 4A), valores empiricos
utilizados para estimar a vitalidade dos tecidos, foi maior no tecido ndo galhado (1,72 + 0,69;
2,63 + 0,32 respectivamente) do que nas galhas (0,52 + 0,11; 0,63 £ 0,17). O rendimento
quantico efetivo (QYLss) foi maior nos tecidos ndo galhados (0,8 + 0,01; Fig. 4B), quando
comparado aos tecidos da galha (0,7 £ 0,02; Fig. 4B). Entretanto, o rendimento quantico efetivo
durante a adaptacdo a luz (QYr.) e no steady-state (QYLss) ndo apresentaram diferencas

significativas entre os tecidos analisados (Fig. 4C e D).

Area e massa foliar especifica (AFE e MFE), contetido hidrico relativo (CHR) e saturacao
hidrica (AHsat)

Nao houve diferencas significativas entre o CHR da folha ndo galhada e da galha, 72,46
+7,1 %e 69,1 £7,1% (P=0,11) respectivamente, bem como para o AHsat, 27,55 + 7,2 % na
folha e 30,9 = 11,6 % na galha (P =0,11). Por outro lado, os valores de MFE e AFE mostraram
diferencas estatisticas entre os diferentes tecidos (Tab. 2). A AFE foi maior no tecido ndo
galhado em relagcdo ao tecido galhado (151,8 £ 17,7 e 71,55 + 18,45 respectivamente), em
contrapartida, a MFE foi menor no tecido ndo galhado do que na galha (0,007 £ 0,0008 e 0,015

+ (0,003, respectivamente).
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DISCUSSAO

O inseto galhador Ceropsylla sp. gera um alto estresse oxidativo nos tecidos foliares de
P. ramiflora. Este estresse pode ser notado pelo aumento da producdo de espécies ativas de
oxigénio (EAO), queda nas taxas de fotossintese e perda da capacidade de dissipacdo de energia
durante o efeito Kautsky. O estresse oxidativo gerado em resposta ao ataque de insetos
galhadores j4 foi anteriormente reportado na literatura (Oliveira et al. 2014; Bedetti et al. 2014;
Carneiro et al. 2014). Entretanto, os mecanismos pelos quais este estresse € dissipado em galhas
que apresentam capacidade fotossintética foram, pela primeira vez, discutidos neste estudo. A
andlise da curva de Kautsky durante a inducdo da fluorescéncia da clorofila a, mostrou que o
tecido ndo galhado apresenta maior efici€éncia na dissipacao de energia comparada ao tecido
galhado. Contudo, o actimulo de fendlicos e a intensa lignificagdo dos tecidos na galha podem
funcionar como um mecanismo secunddrio de dissipa¢@o de energia e consequente manutencao
do equilibrio redox. Também, a atividade fotossintética € importante para manter os niveis de

oxigénio e gas carbdnico nos tecidos da galha e na cdmara ninfal.

Manutencio do equilibrio redox

A producdo de EAO ¢é advinda do fluxo de elétrons provenientes dos processos
fotossintéticos e respiratdrios (Foyer & Noctor, 2005). Segundo estes autores, estas moléculas
podem ser dissipadas através de substincias antioxidantes, que sdo responsdveis pela
homeostase redox nas plantas. Devido ao aumento da respiracdo, a manutencao da fotossintese
e atividade do galhador, o fluxo de elétrons € intensificado nas galhas (Oliveira et al., 2011a;
2014; Isaias et al. 2015). No sistema Ceropsylla sp.-P. ramiflora hd um grande estresse
oxidativo nos tecidos da galha, especialmente junto ao tecido clorofiliano. Assim, o controle
deste estresse € essencial para a manutencdo da atividade fotossintética e para evitar uma

resposta de defesa sistémica dos tecidos da hospedeira contra o inseto. A resposta sistémica do
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tecido, decorrente do aumento na produ¢do de EAO, pode inviabilizar o desenvolvimento da
interacdo. Os mecanismos de dissipacdo podem ser atrelados a atividade enzimética
antioxidante da superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e tioredoxina
peroxidase. Além destes complexos enzimdticos, o envolvimento do dcido ascorbico (ASA),
glutationa, tocoferdis e carotenoides (Mittler 2002), assim como a lignificacdo dos tecidos
proximos aos sitios de estresse e producdo de compostos fendlicos, estdo associados aos
mecanismos de dissipacao deste estresse (Apel & Hirt 2004).

A biossintese de ligninas depende da geracdo de EAO, em um processo catalisado por
peroxidases (Lewis & Yamamoto 1990; Boerjan et al. 2003; Apel & Hirt 2004), e ocorre em
reposta ao estresse celular. Este processo € mediado por meio um complexo mecanismo de
“feedback-loop” entre as EAO e Jasmonatos, um sinalizador quimico de estresse (Denness et
al. 2011). Além do mais, uma alta concentracdo de fendlicos nos mesmos sitios de EAO e
Jasmonatos, pode estimular a producdo da fenilalanina liases, enzimas que estimulam o
metabolismo de fenilpropanoides, envolvidos na producdo de ligninas (Kim ez al. 2006). Assim,
o intenso processo de lignificacdo nas células do coértex abaxial da galha de P. ramiflora, indica
um eficiente mecanismo de sequestro de EAO e consequente dissipacdo de estresse, bem como
o acimulo de metabdlitos secunddrios. A fun¢do primordial destes tultimos, especialmente
fendlicos, é proteger as células dos efeitos nocivos dos radicais livres, atuando como potentes
antioxidantes (Gotlieb 1993, Aboul-Enein et al. 2007). Desta forma, em galhas, a funcdo dos
compostos fendlicos pode ser atrelada aos processos de dissipacdo e prevencdo de estresse
oxidativo (Akhtar et al. 2010, Dai & Mamper 2010, Isaias et al. 2015). O aumento da
concentracdo de fendlicos e a lignificacdo dos tecidos em galhas induzidas por Ceropsylla sp.
em P. ramiflora, atua na manutencdo da homeostase dos tecidos e contribui para manter a

atividade fotoquimica na galha.
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Alteracoes no aparato fotossintético

O decréscimo no contetido de pigmentos fotossintéticos nos tecidos das galhas tem sido
relatado em vdrias galhas, tais como aquelas induzidas por Cecidomyidiae em Copaifera
langsdorffii (Castro et al. 2012) e Aspidosperma spruceanum (Oliveira et al 2011), e por
Psylloidea em Psidium myrtoides (Carneiro et al. 2014) e em Aspidosperma australe (Oliveira
etal.2011). Segundo Castro et al. (2013) e Haiden et al. (2012), o déficit na taxa de fotossintese
pode ser consequéncia da reducdo da drea do parénquima clorofiliano durante a fase de
crescimento e desenvolvimento da galha, ou suberizacdo e lignificagdo das paredes celulares
nas fases de maturacdo a senescéncia. No sistema Ceropsylla sp.-P. ramiflora, hd um
decréscimo no conteddo de pigmentos fotossintéticos, embora a razao entre estes permaneca
inalterada em relacdo a folha ndo galhada. Isso € um indicativo de que ndo ocorre degradacao
dos pigmentos pelo aumento do estresse oxidativo, como proposto para A. australe (Oliveira et
al. 2011a). O decréscimo no teor de pigmentos pode ser explicado, portanto, pelo aumento do
nimero e tamanho das células, o que, de certa forma, proporciona a dilui¢do dos pigmentos no
tecido. O aumento na massa foliar especifica (MFE) nos tecidos da galha corrobora esta
hipétese. A presenga de clorofila indica capacidade fotossintética do tecido da galha mesmo

que este tecido esteja exposto ao alto estresse oxidativo induzido pelo galhador.

Estabelecimento da galha x manutencao do potencial fotossintético

O tecido ndo galhado apresentou uma dissipagcdo de energia mais eficiente durante o
efeito Kautsky. Mantendo assim a taxa de rendimento quéntico potencial superior a das galhas.
O maior declinio nas taxas de fluorescéncia no tecido ndo galhado, demonstrado pelos valores
de Rfdr, (1,72 £ 0,69) e RfdLss (2,63 £0,32) indica maior vitalidade dos tecidos (Lichtenthaler
& Miehe 1997). Estes valores empiricos mostram maior eficiéncia da atividade do Ciclo de

Calvin Benson (Lichtenthaler et al. 1986), onde valores abaixo de 1 sugerem um
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comprometimento no processo de fixacdo de CO: e consequente estresse (Haitz &
Lichtenthaler, 1988). A reducdo da atividade do Ciclo de Calvin, nas galhas, pode ser
consequéncia de alteracdes metabdlicas (que interferem na producdo de enzimas e
intermedidrios do préprio ciclo) decorrentes da acdo do inseto galhador.

Os baixos valores de rendimento quantico potencial na galha de P. ramiflora podem
indicar fotoinibicdo do PSII (Liittge 1998). Durante o processo de fotoinibi¢do, as EAO
(principalmente o 'O2) danificam a proteina D1 do centro de reagdo dos PSII. Por sua vez, estas
proteinas sdo degradadas ou removidas, resultando em uma baixa eficiéncia quantica capaz de
prejudicar a produgdo de energia fotoquimica para o Ciclo de Calvin (Nishiyama & Murata
2014). O dano nos centros de reagdao do PSII também € evidenciado pelos baixos valores de Fo
observado nas galhas de P. ramiflora, assim como nas galhas induzidas por Eugeniamyia dispar
(Diptera: Cecidomyiidae) nas folhas de Eugenia uniflora (Myrtaceae) (Isaias et al. 2015). A
fluorescéncia inicial (Fo) em tecidos adaptados ao escuro € varidvel e seu valor pode aumentar
caso os centros de reacdo do PSII estejam comprometidos, ou se a transferéncia da energia de
excitacdo do complexo antena para os centros de reacdo esteja prejudicada (Bolhar —
Nordenkampf et al. 1989). Sendo assim, os niveis mais altos de Fo indicam comprometimento
dos PSII nos tecidos das galhas de P. ramiflora.

Como consequéncia do aumento do estresse geralmente hd um decréscimo no
rendimento quantico efetivo (QYrn), diminuindo o quenching fotoquimico (qP) e ndo
fotoquimico NPQ no tecido ndo galhado (LIchtenthaler & Miehe 1997; Ruban, et al. 2004).
Ambos gP e NPQ ajudam a minimizar a produgdo de 3Chl” (Clorofila tripleto). Esta molécula
transfere energia para o O, gerando oxigénio singleto ('02"), uma EAO extremamente t6xica
(Pavlovic¢ 2012), que ¢ prontamente convertida na forma mais estavel, o peroxido de hidrogénio
(H202) (Bhattacharjee 2010; Wahid et al. 2014). Por meio de mecanismos que resultam em

liberacao de calor e fluorescéncia, as plantas conseguem, naturalmente, dissipar a energia nao
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usada na fase fotoquimica da fotossintese (Baker & Oxborough 2004). Algumas galhas, como
esta, tém grandes concentracdes de compostos fendlicos que possuem como fungdo primordial
a protecao das células dos efeitos toxicos de radicais livres (Gottlieb & Kaplan 1993). Além
disso, estas substancias podem constituir uma importante defesa quimica contra vérios tipos de
estresses abiodticos (Akhtar er al. 2010; Heldt & Piechulla 2010), e sdo mecanismos eficientes

para a protecdo contra raios UV no tecido da galha (Price 1997).

Importancia da manutencao da atividade fotossintetica na galha

O arranjo compacto dos tecidos, devido a hipertrofia celular e homogeneizacao durante
o desenvolvimento da galha, contribui para evitar a perda de dgua (Kraus 2009; Castro et al.
2012; Heldt & Piechulla 2010). De fato, a galha mantém o CHR e saturacdo hidrica semelhantes
aqueles encontrados no tecido ndo galhado. Por outro lado, o limitado espaco intercelular e
manutencao dos niveis de 4gua no tecido dificultam a difusdo de gases, podendo levar a hip6xia
e hipercarbia (Haiden et al. 2012; Oliveira et al. 2011b, Isaias et al. 2015). Haiden et al. (2012)
reportaram que a fotossintese ocorre até 2mm de profundidade nos tecidos das galhas de
Trichilogaster acaciaelongifoliae induzidas em Acacia longifolia. Assim, quanto mais espessa
a galha, mais profunda é a camara larval, e quanto menor a disponibilidade de O, mais intensa
¢ a concentracdo de CO2 nos tecidos.

A hipercabia gerada pela respiracdo do inseto, pode fornecer substrato para a
fotossintese no tecido interno adjacente a camara, j4 que este ndo estd em contato com ar
atmosférico (Haiden et al. 2012). Por outro lado, Zhou e? al. (2000) constataram que a privagao
de Oz pode limitar o metabolismo respiratorio do inseto, ao passo que a enquanto a alta
concentracdo de CO; € capaz de inibir a atividade de enzimas respiratdrias resultando no
declinio na produgdo de ATP. Alternativamente, o galhador 7. acaciaelongifoliae, demonstrou

grande habilidade em controlar seu metabolismo, de acordo com os niveis de Oz e CO
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disponiveis na galha induzida em A. longifolia, aumentando ou diminuindo a respira¢do
conforme lhe for necessario (Haiden et al. 2012).

O desenvolvimento da galha pode levar a formacgdo de estomatos andmalos (Moura et
al. 2008). Por outro lado, em alguns sistemas galhador — planta hospedeira em que h4d a auséncia
de estdmatos, € comum que ocorram fissuras na epiderme que se adentram ao tecido, facilitando
a difusdo de gases (Pincebourde & Casas 2015). Tais fissuras foram observadas nas galhas de
Ceropsylla sp. em P. ramiflora e podem auxiliar na difusio de gases. A capacidade fotoquimica
¢ importante tanto para producdo de carboidratos, utilizados para manutencdo da estrutura e
metabolismo da galha e/ou do galhador, quanto para produzir O, viabilizando a respiracao
aerdbica (Oliveira et al. 2011, Castro et al. 2012, Isaias et al. 2015). O consumo de CO> no
ciclo de Calvin durante a atividade fotossintética nos tecidos da galha evita a hipercarbia nos
tecidos adjacentes e na camara ninfal. Também, a atividade fotoquimica da fotossintese nos
tecidos da galha libera O, responsavel pela evitacdo da hipoxia no sitema Ceropsylla sp.-P.

ramiflora.

CONCLUSOES

Mesmo com o alto estresse detectado nos tecidos da galha em P. ramiflora, as taxas
fotossintéticas sdo mantidas gracas aos mecanismos secundarios de dissipacdo como: acimulo
de fendlicos e lignificagdo. A fotossintese que ocorre nos tecidos galhados ndo € suficiente para
suprir a demanda dos processos metabdlicos e estruturais durante o desenvolvimento da galha.
Entretanto, esta parece desempenhar um papel fundamental na manutencdo do maquinério
celular, bem como na prevencao da hipoxia e hipercabia nos tecidos. A disponibilidade de Oz
e o controle na concentragdo de CO2 sdo importantes para o metabolismo da galha e do inseto

galhador.
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Tab. 1: Medi¢des obtidas com o software ImageJ® para quantificar, através de andlises
histoquimicas, compostos fendlicos e espécies ativas de oxigénio. A porcentagem de 4drea
marcada foi avaliada em dreas pré-selecionadas de 0,016 mm?. Quanto maior o valor na escala

de cinza menor a concentra¢io da substancia analisada.

Tab. 2: Teor de pigmentos cloroplastidicos (clorofilas a, b e carotenoides) na folha ndo galhada
e em galhas induzidas por Ceropsylla sp. Pouteria ramiflora. Letras iguais na mesma coluna

nao se diferenciam estatisticamente com P > 0,05 pelo teste de Kruskal-Wallis (n = 20 £ DP).

Tab. 3: Contetddo hidrico relativo, nivel de saturacdo hidrica, drea foliar especifica e massa
foliar especifica das folhas ndo galhadas e galhas induzidas por Ceropsylla sp. em Pouteria
ramiflora. Letras iguais na mesma coluna ndo se diferenciam estatisticamente com P > 0,05

pelo teste de Kruskal-Wallis (n = 60 + DP).

Fig. 1: Anatomia e histoquimica da galha de Ceropsylla sp. em Pouteria. ramiflora em seccoes
transversais. A) Corte-branco demonstrando o coértex da galha, evidenciando o
desenvolvimento do parénquima clorofiliano (setas); B) Alta concentracao de EAO no cortex
adaxial da galha, principalmente nas paredes celulares das células dos feixes vasculares e
parénquima; C) Detalhe da regido lateral do cortex abaxial da galha com intensa lignificacao

(seta); D) Concentragdo de compostos fendlicos no cortex adaxial da galha.

Fig 2: Curva de inducdo de fluorescéncia demonstrado o efeito Kautsky na folha e galha, no
sistema Ceropsylla sp. — Pouteria ramiflora. O eixo horizontal (X) corresponde ao tempo (s) €
o eixo vertical (Y) corresponde a intensidade da emissdo de fluorescéncia (umol m™2 s7').

Curvas verdes representam a fluorescéncia nos tecidos da galha e as vermelhas na folha nao
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galhada. FO ¢ o momento de fluorescéncia inicial antes do primeiro pulso saturante, onde a
galha exibe uma fluorescéncia mais intensa que a folha; Fy, representa a fluorescéncia maxima
dos tecidos, durante o primeiro pulso de luz saturante, onde a galha emite uma fluorescéncia
ligeiramente menor; F, representa o segundo pulso, onde a emissdo de fluorescéncia de ambos
os tecidos é proxima. Entre F, e Fin_Lss € ativada uma luz actinica, que promove a fase
fotoquimica da fotossintese. Durante este periodo, pulsos de luz saturante sd@o emitidos (Fm_r1,
Fm 12, Fim 13 € Fin14). Em Fi_1ss € emitido um pulso de luz saturante e, sem sequéncia, uma luz
no comprimento vermelho longo é emitida, deixando os centros de reacdo do fotossistema I
abertos. Fm p1, Fm_p2 € Fu p3, sdo emitidos pulsos de luz saturante, ao passo que a luz de

comprimento vermelho longo continua acionada.

Fig. 3: Aspecto geral da superficie adaxial da folha galhada no sistema Ceropsylla sp.-Pouteria
ramiflora, perfil morfolégico e emissao de fluorescéncia; os circulos serrilhados demarcam a
regido onde a galha ocorre. A) Superficie adaxial da folha com galha; B) Fluorescéncia inicial
indicando maior emiss@o pelo tecido galhado (Fo); C) Fluorescéncia maxima demonstrando
niveis semelhantes entre o tecido ndo galhado e tecido galhado (Fm); D) Rendimento quantico
potencial, onde se percebe que o tecido ndo galhado possui maior rendimento que a galha
(QYmax); E) Dissipagdo nao fotoquimica durante o dltimo pulso de luz saturante sob emissao
da luz actinica, onde se percebe uma maior eficiéncia de dissipagcdo de calor pelo tecido ndo
galhado em relagdo ao galhado (NPQLry); F) Dissipacdo ndo fotoquimica durante pulso de luz
saturante apds o desligamento da luz actinica, onde se percebe uma maior eficiéncia de

dissipagdo de calor pelo tecido ndo galhado em relagdo ao galhado (NPQLss).

Fig. 4: Emissdao de fluorescéncia dos tecidos ndo galhados e tecidos galhados no sistema

Ceropsylla sp. — Pouteria ramiflora. A) Indice de vitalidade dos tecidos da folha galhada
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durante o ultimo pulso de luz saturante sob emissdo da luz actinica, demonstrando maior vigor
do tecido nao galhado em relacdo ao galhado (Rfdi,); B) Indice de vitalidade dos tecidos da
folha galhada durante o pulso de luz saturante no momento apds a inativagdo da luz actinica,
demonstrando maior vigor do tecido ndo galhado em relacdo ao galhado (Rfdis); C)
Rendimento quantico efetivo no tecido ndo galhado e tecido galhado, indicando que os dois
tecidos tém capacidade fotossintética (QYrn); D) Rendimento quantico efetivo dos tecidos no
momento apds a inativagdo da luz actinica, demonstrando que nao ha diferencas significativas

entre o tecido ndo galhado e galhado (QYLss).
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Tab. 1

Area marcada (%)

Média na escala de cinza

Fendlicos EAO Fendlicos EAO Tab. 2
Cortex adaxial 97,69+3,2 87,89 +16,31 62,92 + 69,73 £ 14,51
12,13
Cortex abaxial (lateral) 23,23 + 3,07+1,75 200 + 28,59 188,58 +30,09
7,04
Cértex abaxial (adjacente a 99,20 + 96,77 £2,93 43 +17, 85 4924 + 14,14
camara) 1,27
Tecido vascular 95,94 + 99,39 + 1,22 75,09 + 34,51 + 13,37
3,37 13,23
Clorofilas totais Carotenoides Clor. a/b  Carot/clor.
mg g'! pgem? mg g pgem?
Tecido ndo galhado 2,9 +1,0*° 124,6 £ 36,7* 0,7 +£0,3* 299 +11,06 29+12* 0,3+0,23"
Galha 2,0+ 29,1 £7,1° 0,49+0,1> 7,0£273° 24+18 0,3+0,25°
0,4°
P 0,0007 <0,0001 0,0068 <0,0001 0,076 0,914
Tab. 3
CHR (%) AHsat (%) AFE (cm? g'!) MFE (g cm™)
Folha ndo galhada 72,46 £7,1* 27,55 +£7,2* 151,8 £ 17,7* 0,007 £ 0,0008*
Galha 69,1 +7,1* 30,9 +£11,6* 71,55 + 18,45 0,015 £ 0,003°
P 0,11 0,11 <0,0001 0,001
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Fig. 1
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Fig. 4
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECIVAS

As galhas induzidas por Hemiptera desenvolvem tecidos estruturalmente simples,
entretanto, histoquimicamente estes tecidos podem se mostrar complexos. Nas galhas induzias
por Ceropsylla sp. em P. ramiflora, a formacdo de gradientes histoquimicos, claramente
evidenciam o acimulo de EAO e mecanismos de dissipacdo do estresse oxidativo. Além dos
impactos quimicos, observam — se alteragdes no rendimento fotossintético, provavelmente
devido a degradacdo dos aparatos fotossintéticos. Entretanto, ainda que haja um déficit
fotoquimico, a galha ainda mantém a capacidade fotossintética do tecido, o que € essencial para
a manuten¢io da mesma. O impacto resultante da inducao das galhas, provocado pelo acimulo
de EAO e o restabelecimento da homeostase redox nos tecidos da galha, pode contribuir para
estudos posteriores envolvendo galhas.

Como perspectivas, andlises microquimicas podem consistir em ferramentas
interessantes para se quantificar o acimulo de substancias nos tecidos da galha, e assim
dimensionar o grau do estresse.

o Testes imunocitoquimicos de pectinas e celulose podem fornecer um melhor
entendimento sobre os padrdoes de alongamento celular, e, consequentemente sobre a
morfogénese do 6rgio neoformado.

o Estudos sobre o sincronismo entre a biologia do inseto e a fenologia da
hospedeira concedem importantes informacdes acerca de estratégias reprodutivas do inseto,
bem como o melhor entendimento do valor adaptativo para o galhador.

o A investigacdo da acdo de enzimas pode auxiliar na compreensao dos processos
metabolicos que acontecem nos tecidos galhados.

o Ensaios sobre o particionamento de carbono e nitrogénio entre as folhas e tecidos

nao galhados podem permitir uma avaliacao sobre a translocag¢do de metabdlitos na hospedeira,
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e assim fornecer informacdes sobre a relacdo fonte — dreno nos sistemas galhador — planta

hospedeira.
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