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Resumo

Insetos galhadores sdo capazes de manipular os tecidos da planta hospedeira
formando galhas, estruturas consideradas 6rgdos vegetais neoformados. O estresse
celular bidtico causado pelo galhador envolve uma série de alteracdes na composicdo e
conformacgdo da parede, altera os padrdes citolégicos e histoquimicos da hospedeira, e
por consequéncia confere alto valor adaptativo ao inseto. Pseudophacopteron
longicaudatum (Hemiptera: Psyllidae) induz galhas foliares em Aspidosperma
tomentosum (Apocynaceae), que exibe processo de hiperplasia e hipertrofia
desenvolvendo formato ovalado. Neste estudo, espera-se encontrar um gradiente
citolégico, histoquimico, e alteracdes do metabolismo fotossintético na galha, assim
como j4 observado em outros sistemas neotropicais. Como resultado, foi observado que
o impacto causado pelo inseto galhador durante o desenvolvimento da galha altera os
padrdes citolégicos e histoquimicos da hospedeira, aumentando a atividade das células
proximas a regido de alimentacio da ninfa, e acumulando substincias na regido adaxial
da galha. A parede celular apresenta modificacdo principalmente na metilesterificagao
das HGAs, na galha as HGAs permanecem com alta metil-esterificagcdo quando jovens,
enquanto que nos tecidos ndo galhados foram encontradas HGAs de baixa metil-
esterificacdo na fase jovem. Por fim, o desenvolvimento da galha também altera as
atividades metabdlicas, de forma que sua capacidade fotossintética se mostra debilitada.
Com a fotossintese debilitada e a formacdo de um parénquima por hiperplasia e
hipertrofia, galha induzida por P. longicaudatum em A. tomentosum se configura como

um dreno de fotoassimilados.

Palavras-chave: Galhas, Histoquimica, Citologia, Fotossintese



Abstract

Galls insects are capable to alter plants tissues to a different future, and create a
new organ called gall. The stress made by this biotic interaction involves a chain of
modifications in the conformations and composition of the cell wall, changing citologic
and histochemistry patterns from his host, what increase the adaptativa value of the
insect. Pseudophacopteron longicaudatum (Hemiptera: Psyllidae) induce gall in
Aspidosperma tomentosum (Apocynaceae), the development infested tissue start
hypertrophy and hyperplasia, forming an oval gall, and, is expected to have citologic,
histochemistry gradient, and a fotosynthetic change, as observed in others neotropical
systems. The injure made by the gall insect during the gall development alters the
citologic and histochemistry patterns from the host, boosting the cell activity close to
ninfa feeding area. The photosynthetic yield seems to be weakened, and the cell wall
presents HGAs high metylesterified. Although the photosyntesis is weakened and
parenchyma is formed, Pseudophacopteron longicaudatum (Hemiptera: Psyllidae)

induced galls don’t configure as a photoassimilated drain.

Keywords: Galls, Histochemistry, Citology, Photosynthesis



Introducao geral

O estresse bidtico e abidtico pode causar mudangas no desenvolvimento vegetal.
Como exemplo dessas mudangas geradas por fatores bidticos, temos a formacdo de
galhas, resultado da interacdo geralmente entre um inseto galhador e uma planta
hospedeira (Mani 1964). Tal interagcdo causa indimeras mudangas citoldgicas,
bioquimicas e fisioldgicas do 6rgdo hospedeiro, que fornece ao galhador um ambiente

protegido e favordvel para o seu desenvolvimento (Castro ef al. 2013).

A nova estrutura que forma a galha € mantida pelo estimulo constante do
galhador (Mani 1964), seu hébito alimentar, fluidos da oviposicdo, e fitohormdnios
como &cido jasmonico, acido salicilico, etileno, auxinas, citocininas, além de espécies
reativas de oxigénio (ROS), sdo os gatilhos para oestabelecimento e a formacdo da
galha (Hori 1992; Giron et al. 2013; Oliveira et al. 2016). Galhas induzidas por insetos
causam uma rediferenciacdo para formacdo de tecidos com caracteristica e funcdes
tipicas de um novo orgdo(Raman 2007; Oliveira et al. 2010). A modificacdo
ultraestrutural da célula, alteracdes quimicas geram grande complexidade estrutural e
histoquimica dos tecidos de uma galha, essas mudangas, em geral, depende do taxa do
inseto galhador, da forma da galha, e do habito alimentar do inseto (Oliveira et al.
2016). A modificagdo estrutural envolve uma série de passos citoldgicos, dentre os
quais as alteragdes na composi¢do e conformacgdo da parede celular sdo determinantes
para a forma final da galha (Formiga et al. 2013; Carneiro et al. 2014a; Magalhaes et al.
2014; Oliveira et al. 2014). A nova organizagdo e composi¢do tecidual estabelece um
novo balango redox na galha (Isaias et al. 2015), podendo comprometer diretamente a

fotossintese do tecido galhado e sua movimentagao de soluto.

A forma como os insetos se alimentam determina um novo gradiente

histoquimico formado no tecido da hospedeira; Insetos galhadores com aparelhos bucais
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mastigadores causam danos em diferentes dire¢des e consomem rapidamente as células
(Bedetti et al. 2013; Vecchi et al. 2013); insetos galhadores com hdbito sugador
(Hemiptera) se alimentam durante dias sem trocar de lugar, dando origem a diferentes
morfotipos de galhas (Bronner 1992). Apesar da literatura discutir a ndo formacdo de
tecido nutritivo em galhas de mastigadores (Bronner 1992), Ferreira & Isaias (2013)
encontraram este tecido em galhas induzidas por Lepidoptera em Marcetia taxifolia. Do
mesmo modo, em galhas de sugadores nas quais ndo é esperada a formacdo de um
tecido nutritivo propriamente dito (Bronner 1992), foi encontrado acumulo de
metabolitos primérios (Hartley 1998; Castro et al. 2012; Castro et al. 2013; Malenovsky

et al. 2015; Carneiro & Isaias 2015).

Galhas induzidas por insetos t€ém como caracteristica marcante hipertrofia e
hiperplasia de todos os tecidos, modificando a parede celular vegetal (Formiga 2013).
Esta é composta por celulose e por elementos nao celulésicos, como as pectinas, as
hemiceluloses e as proteinas (Willats et al. 2000), sendo as pectinas pecas chave no
desenvolvimento do tecido (Knox 1997). As pectinas sdo polissacarideos, € um dos
principais constituintes da parede. Seu grau de metil-esterificacdo determina o estado
fisico e consequentemente a funcionalidade da parede celular (Knox 1997; Albersheim
et al. 1996; Wolf & Greiner 2012). A rapida expansao do tecido e das células causa uma
varia¢do no grau de metil-esterificagdo das pectinas (Formiga et al. 2013; Carneiro et al.
2014a; Carneiro et al. 2014b; Dheilly 2016).

Aspidosperma tomentosum Mart. (Apocynaceae) (peroba-do-campo) possui
ampla distribuicdo no Cerrado e sofre inducdo de galha pelo Pseudophacopteron
longicaudatum Mart. em suas folhas. Dentre as caracteristicas importantes do
hospedeiro destaca-se a presenca de laticiferos, com seiva leitosa, glicosideos

cianogénicos, varios alcaldides e frequentemente iridoides (Judd er al. 2002). A



brotagdo foliar tem inicio em sincronia com a oviposi¢ao do galhador P. longicaudatum
no més de agosto com as chuvas. O desenvolvimento foliar da A. tomentosum comeca
com muitos tricomas tectores, epiderme uniestratificada e células isodiamétricas
(Fuzaro 2015). Na fase madura, ocorre uma grande deposicdo de cuticula e duas
camadas justapostas de parénquima pali¢cddico na face adaxial da folha. H4 formacgao de
um parénquima lacunoso, com grandes espacos intercelulares, projetado para a face
abaxial. O desenvolvimento da galha comeca na face abaxial da folha jovem, quando os
tecidos ainda estdo se diferenciando. Ocorre uma hipertrofia e hiperplasia de todos os
tecidos, e as células sofrem um intenso processo de alongamento e divisdo no
parénquima lacunoso formando o parénquima cortical da galha. A epiderme faz divisdes
anticlinais que permitem o fechamento da galha, e também diminui o nimero de
tricomas. Em seu estagio final ela apresenta uma forma globular e verde, preenchida

principalmente por parénquima cortical (Fuzaro 2015).

Considerando a formacao da galha induzida por P. longicaudatum em folhas de
A. tomentosum, junto com todas as alteracOes estruturais observadas, o presente trabalho
propOs as seguintes perguntas; A acdo do galhador P. longicaudatum (habito alimentar
sugador) gera alto estresse oxidativo capaz de influenciar na formacdo de um gradiente
citolégico e histoquimico? H4 a formagdo de um tecido nutritivo? Existe variagdo no
grau de metil-esterificacdo das HGAs, e de outras proteinas de parede durante o
desenvolvimento da galha? E qual seria o papel delas na estabilidade estrutural da
galha? As alteragdes estruturais e o gradiente bioquimico podem comprometer

diretamente a fotossintese do tecido galhado e a movimentagao de solutos?

Referéncias
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hypothesis: the same six polysaccharides are components of the primary cell
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Resumo

Insetos galhadores sdo capazes de manipular os tecidos da planta hospedeira
formando galhas, estruturas consideradas 6rgdos vegetais neoformados. O estresse
bidtico gerado pelo galhador altera os padrdes citoldgicos e histoquimicos da
hospedeira, e por consequéncia confere alto valor adaptativo ao inseto.
Pseudophacopteron longicaudatum (Hemiptera: Psyllidae) induz galhas foliares em
Aspidosperma tomentosum (Apocynaceae) e, embora esta familia de inseto galhadores
geralmente ndo induz a formacdo de tecido nutritivo, espera-se que haja um gradiente
citolégico e histoquimico na galha capaz de acumular substancias nutritivas que serdo
utilizadas para manuten¢@o da maquinaria celular, assim como ja observado em outros
sistemas neotropicais. Para verificar a presenca deste gradiente, anédlises de microscopia
eletronica de transmissao e testes histoquimicos (amido, acucares redutores, proteinas,
lipideos e espécies ativas de oxigénio) foram realizadas em tecidos jovens, maduros e
senescentes de galhas e folhas ndo galhadas. Na galha jovem ocorre hipertrofia celular,
com as células de paredes delgadas e sinuosas, além de poucos espagos intercelulares.
Na galha madura ocorre aumento do nimero e tamanho dos corpos multivesiculares,
fragmentacao do vacuolo, cloroplastos com muitos plastoglobulos e graos de amido. Foi
observado aciimulo de amido especialmente na galha madura, resultado que indica
baixa atividade metabdlica nesta fase. Proteinas, lipideos e acticares redutores foram
detectados no tecido clorofiliano e estariam relacionados a manutencdo da maquinaria
celular da galha. As espécies ativas de oxigénio foram detectadas nas paredes celulares
e no protoplasma de células mais externas do tecido ndo galhado e na epiderme interna
da galha. Desta forma, o estresse gerado pela presenca do inseto galhador altera os
padrdes citolégicos e histoquimicos da hospedeira e nota-se a formacao de um gradiente

histoquimico em geral projetado para face adaxial da galha.

Palavra-chave: galhas foliares, espécies reativas de oxigénio, gradiente citoldgico,

Aspidosperma.
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Introducao

Durante o processo de evolucdo entre insetos e plantas, surgiu uma guilda
extremamente especializada de herbivoros capaz de manipular os tecidos da planta
hospedeira em seu beneficio, formando um novo 6rgio vegetal, a galha (Mani 1964;
Rohfritsch & Anthony 1992; Stern 1995; Shorthouse et al. 2005; Oliveira et al. 2016).
O desenvolvimento desta nova estrutura é mantido pelo estimulo constante do inseto
galhador (Mani 1964), como o habito alimentar, fluidos da oviposi¢do, fitohormdnios
como 4cido jasmonato, 4cido salicilico, etileno, auxinas, citocininas, e espécies ativas de
oxigénio (EAQ); gatilhos iniciais para a formacdo e estabelecimento da galha (Hori
1992; Giron 2013; Oliveira et al. 2015). O desenvolvimento de galhas induzidas por
insetos apresenta caracteristicas marcantes como hiperplasia do tecido e hipertrofia
celular, desorganizagao ultraestrutural da célula, alteracdes quimicas e, muitas vezes,
rediferenciacdo para formacgao de tecidos com caracteristica e fungdes tipicas deste novo

orgdo (Raman 2007; Oliveira et al. 2010).

A complexidade estrutural e histoquimica dos tecidos de uma galha depende, em
geral, do taxa do inseto galhador, da morfologia da galha, e do habito alimentar do
inseto (Oliveira et al. 2016). Guildas de insetos galhadores com aparelhos bucais
mastigadores (Bedetti ef al. 2013; Vecchi et al. 2013) causam estimulos em diferentes
direcOes e consomem rapidamente as células, assim, a formacdo de um tecido nutritivo
nao € esperada (Dreger-Jauffret & Shorthouse 1992). Entretanto, a ocorréncia deste
tecido nutritivo foi reportada em galhas induzidas por mastigadores na regido
Neotropical (Ferreira & Isaias 2013). O tecido nutritivo apresenta duas dreas distintas
uma mais externa que acumula amido e agucares redutores, € outra mais interna que
acumula lipideos (Meyer 1987; Rohfritsch 1992; Bronner 1992; Oliveira et al. 2015).

Insetos galhadores com hébito sugador (Hemiptera) se alimentam durante dias sem
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trocar de lugar, se contrapondo ao rdpido consumo das células por outros grupos. Nestas
galhas os tecidos se desenvolvem e acumulam grande quantidade de fotoassimilados e,
por isso, sdo caracterizadas como drenos (Hartley 1998; Castro et al. 2012). Galhas
induzidas por insetos sugadores a principio ndo desenvolvem tecido nutritivo
propriamente dito (Bronner 1992). Andlises histoquimicas mostram, por exemplo, o
acumulo de vérios metabdlitos primdrios em galhas induzidas por Pseudophacopteron
longicaudatum (Hemiptera) em Aspidosperma macrocarpon Mart. (Apocynaceae)
(Castro et al. 2013). De fato, embora P. longicaudatum possua héabito alimentar sugador
e ndo forme tecido nutritivo, espera-se que um alto estresse oxidativo seja estabelecido e
consequentemente um gradiente citoldégico e histoquimico. Apesar de se esperar o
acimulo de substancias nutritivas em direcao a camara ninfal, estas seriam utilizadas na

manutencdo da maquinaria celular.

Aspidosperma tomentosum Mart. (Apocynaceae) possui ampla distribuicdo no
Cerrado. Dentre as caracteristicas importantes da familia destaca-se a presenca de
laticiferos com seiva leitosa, onde se encontram glicosideos cianogénicos, alcaldides e
frequentemente iridéides (Judd er al. 2002). A folha no inicio do desenvolvimento
possui muitos tricomas tectores, protoderme uniestratificada e células isodiamétricas.
Na fase madura, foi verificada uma grande deposicdo de cuticula e duas camadas
justapostas de parénquima pali¢ddico na fase adaxial, além de formacdo de um
parénquima lacunoso com grandes espacos intercelulares na face abaxial. A indugdo da
galha acontece depois da expansdo foliar e queda dos tricomas, com a oviposi¢do na
parte abaxial da folha. O desenvolvimento da galha segue com grande divisao celular na
regido intralaminar da folha, diminuindo drasticamente os espagos intracelulares

(Fuzaro 2015). Neste momento, nosso objetivo € avaliar quais os modificacOes
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citolégicos do estresse oxidativo gerado pelo galhador durante o desenvolvimento da

galha e, se hd formacdo de um gradiente citolégico e histoquimico nos tecidos.

Material e métodos

A populacdo de Aspidosperma tomentosum utilizada neste estudo localiza-se na
Reserva Ecolégica do Clube Caca e Pesca Itororé de Uberlandia (CCPIU), situada a
oeste do perimetro urbano de Uberlandia, MG (18°60°S — 48°°0O), na Regido do
Triangulo Mineiro. Todos os individuos marcados possuem galhas induzidas por
Pseudophacopteron longicaudatum (Hemiptera: Psyllidae). A reserva possui 127 ha
onde predomina a vegetacdo de cerrado sentido restrito (Lima et al. 1989), entre outros

tipos fisiondmicos.

Andlises citologicas em microscopia eletronica de transmissdo

Amostras de tecido ndo galhado (TNG) e galhas, em diferentes estagios de
desenvolvimento, foram coletadas e fixadas em Karnovsky 4% 0,IM (pH 7.2) por 24
horas (Karnovsky 1965, modificado para tampao fosfato) e pos-fixadas em tetroxido de
O0smio 1% em tampao fosfato 0,1M (pH 7.2). As amostras foram desidratadas em série
de acetona e embebidas com resina Epon Embed-812 (Cotta-Pereira et al. 1976).
Seccdes transversais ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranil a 2% (20 min),
lavadas duas vezes com dgua destilada, imersas em solucdo de citrato de chumbo 2% (6
min), e lavadas novamente duas vezes com dgua destilada. As andlises da ultraestrutura
foram realizadas usando microscopio eletronico de transmissdao (JEM 2100, Jeol, United
States), equipado com espectrometro dissipador de energia raio-x (Thermo Fisher

Scientific Inc., United States).
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Andlises histoquimicas
Amostras de material recém-coletado, ndo galhado e galhas em diferentes
estdgios de desenvolvimento, foram submetidos a testes histoquimicos padronizados de

acordo com a Tabela 1.

Resultados

Caracteristicas gerais do sistema galhador-planta hospedeira

O inseto galhador Pseudophacopteron longicaudatum induz galhas na face
abaxial de folhas jovens de Aspidosperma tomentosum, 1ogo ap0s o inicio da queda dos
tricomas. A galha cresce e se desenvolve concomitantemente ao processo de
desenvolvimento e maturacdo foliar. Em seu estigio de maturacdo apresenta
protuberancia para ambas as faces da folha (Figura 1A), com coloracdo verde, abertura

voltada para face abaxial e abrigando apenas um individuo (Figura 1B).

Andlises citologicas

Na folha ndo galhada jovem, duas regides cito-histolégicas sao bem delimitadas,
o parénquima palicddico e o lacunoso (Figura 2A). As células do parénquima pali¢ddico
possuem cloroplastos com sistema de membranas pouco desenvolvidos (Figura 2B). As
células do parénquima lacunoso apresentam vacutolos maiores. Na folha madura, o
vactuolo ocupa grande parte do volume das células do parénquima pali¢ddico, os
cloroplastos assumem posicdo periférica e o seu sistema de membrana € bem
desenvolvido, com plastoglébulos associados (Figura 2C). H4 ocorréncia de muitas
mitocOndrias, e dentro dos vactolos sdo encontrados corpisculos multivesiculares

(Figura 2D).
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Na galha jovem é possivel observar a hipertrofia celular e a hiperplasia dos
tecidos, as células mais distais a camara ninfal sdo maiores, e nota-se um aumento do
tamanho do vacuolo nas células do parénquima lacunoso que apresentam paredes
celulares finas e sinuosas (Figura 3A). Em algumas regides ocorre espessamento da
parede (Figura 3D) e reducdo dos espagos intercelulares. O nimero de cloroplastos
observados diminui, e estas organelas apresentam grande quantidade de plastoglébulos
(Figura 3B). Observa-se ainda muitas mitocondrias associadas a estes cloroplastos
(Figura 3B). E observado grande quantidade de corpos multivesiculares (Figura 3C). As
células mais préximas a cadmara ninfal t€ém seu vactolo aparentemente fragmentado, e o
protoplasmas apresenta diferentes corpos multivesiculares (Figura 3D). O parénquima
clorofiliano da galha possui menor nimero de cloroplastos, entretanto, sdo observados
muitos plastoglébulos e um desarranjo do sistema de membranas do tilacéide (Figura
3E). Amiloplastos, mitocondria e peroxissomos também sdo observados. O tecido
proximo ao sitio de alimentagdo do inseto possui poucos espacos intercelulares, com

paredes sinuosas e sistema de membranas com aspecto aspecto deteriorado (Figura 3F).

Andlises de Histoquimica

Uma sintese dos resultados das andlises histoquimicas encontra-se na tabela 2
(Figura 4). No TNG, a parede celular e o protoplasma das células mais externas da
nervura central mostram maior reacdo para EAO. Proteinas aparecem principalmente
nas células do parénquima clorofiliano e nos feixes vasculares, especialmente no
floema. Lipidios, evidenciados por sudan III, ocorrem por toda a regido abaxial e
adaxial da folha na cuticula, e também na nervura principal. Graos de amido, foram

evidenciados nas células proximas aos vasos do xilema presente na nervura principal.

Na galha, as espécies ativas de oxigénio (EAO) foram encontradas em todos os

estdgios de desenvolvimento de todos os tecidos. A parede celular € o principal sitio de
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reacdo junto com os tecidos clorofilianos. Algumas células da epiderme adjacente a
camara ninfal também tiveram seu protoplasto marcado (Figura 5A). Graos de amido
foram detectados no dpice da camara ninfal e nas regides distais, congruentes com 0s
feixes vasculares da galha jovem (Figura 5B). Na galha madura notou-se um gradiente
de amido que diminui em direcdo a camara ninfal (Figura 5C), desaparecendo na galha
senescente. Os acucares redutores foram detectados ao longo dos feixes vasculares na
galha jovem e madura (Figura 5D). O teste com azul de bromofenol indicou presenca de
proteinas proximas a cadmara ninfal da galha madura (Figura 6A), e congruente com o0s
tecidos clorofilianos. Sua distribuicio € bem intensa nas fases jovem e madura,
entretanto, quando a galha estd senescente a reacdo para proteinas se limita ao feixe
vascular que corta o 6rgdo (Figura 6B). Goticulas de lipideo apresentaram distribui¢do
centrifuga em direcdo a camara ninfal e pelo parénquima na galha madura (Figura 6C).
Durante a senescéncia, goticulas lipidicas se restringem ao tecido clorofiliano e cuticula
(Figura 6D). Na galha madura, nota-se a formacdo de gradientes histoquimicos

especialmente na regido dos tecidos vasculares (Figura 4).

Discussao

P. longicaudatum altera o padrao citolégico e histoquimico dos tecidos foliares
sadios durante o desenvolvimento da galha em A. fomentosum. Entre os sintomas
citolégicos do estresse gerado pelo galhador destacam-se a formacao de paredes finas e
sinuosas, plastoglébulos nos cloroplasto e corpos multivesiculares nas células da galha.
Ha formacdo de um gradiente de amido, agucares redutores e proteinas na galha que

estd, em geral, relacionado a manuten¢do da maquinaria celular da galha.

Sintomas citologicos do estresse oxidativo gerado pelo inseto na galha
A presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS), detectada através de testes

histoquimicos, foi marcante em todos os tecidos da galha induzida por P.
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longicaudatum em folhas de A. tomentosum, especialmente proximos a camara ninfal. O
estresse induzido pelo galhador € discutido na literatura como sendo o gatilho inicial
para a indugdo e estabelecimento de um gradiente histoquimico e citoldgico na galha
(Isaias et al. 2016; Oliveira et al. 2016). Assim, vdrios sintomas citoldgicos deste
estresse oxidativo podem ser observados com destaque para a presenca de
plastoglébulos nos cloroplastos de galhas intralaminares induzidas por Cecidomyiidae
em Aspidosperma spruceanum (Oliveira et al. 2011), em folhas de Marcetia taxiflora
(Ferreira et al. 2015), e galhas induzidas por P. longicaudatum em Aspidosperma
australe (Oliveira et al. 2011). Plastoglébulos sdo corpisculos acoplados ao sistema de
membrana dos tilacéides que em geral acumulam carotendides, terpendides, tocoferol e
plastoglobulinas (Austin et al. 2006). Estas substancias antioxidantes atuam como
mecanismo de reparo dos fotossistemas e evitam danos ao aparato fotossintético devido
ao alto estresse oxidativo (Assada 2006; M@ller et al. 2007). Em galhas, nota-se um
aumento no numero de plastoglobulos devido ao estresse oxidativo gerado pelo
galhador e, estes corpusculos, seriam responsdveis pela dissipacdo do estresse e
manutencdo da atividade fotossintética das galhas (Oliveira et al. 2011). Nas galhas
intralaminares de A. fomentosum ha presenca de estresse oxidativo (reacdo positiva ao
DAB), resta saber se o aumento no nimero de plastoglébulos é capaz de proteger os
fotossistemas e, desta forma, manter a atividade fotossintética do tecido clorofiliano

semelhante ao tecido ndo galhado.

Nas galhas foliares de A. fomentosum, além dos plastoglobulos nos cloroplastos,
destaca-se também a presenca de corpusculos multivesiculares (CMs). Estes
corpusculos também sdo relacionados ao estresse gerado pelo galhador durante o
desenvolvimento da galha (Ferreira et al. 2015). Os corpos multivesiculares sdo

organelas endosOmicas esféricas contendo pequenas vesiculas formadas por invaginagao
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interna da membrana (An et al. 2007). CMs ja foram anteriormente detectados no tecido
nutritivo de galhas induzidas por Lepidoptera em Tibouchina pulchra e Marcetia
taxiflora (Vechi et al. 2013; Ferreira et al. 2015), e foram relacionados ao intenso
metabolismo, divisdes celulares e reciclagem de membranas no tecido nutritivo
(Ferreira et al. 2015). Em folhas de cevada atacadas por fungos, a presenca de
corpusculos multivesiculares contendo compostos fendlicos, peréxido de hidrogénio, e
quando associados a parede celular seria um mecanismo de defesa da planta ao ataque
de patdgenos (An et al. 2006). Nas galhas foliares de A. fomentosum, também nota-se a
presenca de corpuisculos multivesiculares associados a parede celular, especialmente na
galha madura, sendo considerada um dos sintomas citolégicos do estresse gerado pelo

inseto galhador.

Perfil citolégico e histoquimico nos tecidos da galha

A morfologia e a citologia da galha induzida por P. longicaudatum em A.
tomentosum € similar a outras galhas induzidas em Aspidosperma, especialmente
aquelas induzidas por P. aspidospermi em A. australe (Oliveira & Isaias 2010; Oliveira
et al. 2010). As paredes sinuosas, o0 maior numero de plastoglébulos e os sistemas de
membranas deteriorando parecem caracteristicas comuns a tecidos galhados (Oliveira et
al. 2010; Oliveira et al. 2011; Isaias et al. 2011; Carneiro et al. 2014; Ferreira et al.
2015). As alteracOes citologicas foram bastante evidentes, separando duas regides
parenquimaticas distintas: células proximas a camara ninfal com maior estresse e
organelas; e células afastadas da camara ninfal com vacuolo desenvolvido ocupando até
90% da area celular. A rediferenciacdo do parénquima lacunoso para formar a galha
comega com um aumento considerdvel no tamanho das células e das divisdes celulares.
Estes processos de hipertrofia e hiperplasia tornam as paredes celulares delgadas e

sinuosas, em especial nas células distais a camara ninfal. Essa grande expansao celular
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provoca a perda dos espacos intercelulares e dificulta as trocas gasosas nas camadas

mais internas, levando a hipéxia no tecido (Castro et al. 2012; Oliveira et al. 2016).

O vactolo € a principal organela que preenche as células originadas do
parenquima lacunoso da galha jovem, assim, seu baixo metabolismo faz com que o
tecido tenha e exigéncia reduzida consequentemente acumule amido; padrao diferente
do encontrado por Oliveira & Isaias (2010) em galhas induzidas por P. aspidospermi
em A. australe. O parénquima palicddico distal a cAmara larval da galha permanece
morfologicamente semelhante ao da folha sadia, indicando que a galha pode ter
potencial fotossintético inalterado em relacdo a folha. Nas galhas, a manutencdo da
estrutura do cloroplasto seria essencial, mantendo a capacidade fotossintética e
consequentemente a oxigenagao dos tecidos compactos (Castro et al. 2012). Nas células
proximas ao sitio de alimentag¢do da ninfa os cloroplastos diminuiram de tamanho e em
nimero, tiveram o sistema de membranas afetado, aumentando os plastoglébulos e

diminuindo os arranjos dos grana (Oliveira et al. 2010; Isaias et al. 2015).

O sinergismo entre a acdo de compostos fendlicos, reguladores do crescimento e
espécies ativas de oxigénio € discutido como essencial ao estabelecimento da galha
(Bedetti et al. 2014; Oliveira et al. 2016). As andlises histoquimicas no sistema P.
longicaudatum - A. tomentosum mostram um aumento na producdo das EAO, que
reagem principalmente na parede celular. Este estresse na parede pode liberar Ca**
associados as pectinas e, consequentemente possibilitar a hipertrofia do tecido com o
relaxamento da parede (Rohfritsch 1992; Olson & Varner 1993; Bell et al. 2009;
Braidwood 2013) nas regides mais distais da galha. Os tecidos ndo galhados e galhas
apresentam sempre associados ao tecido clorofiliano proteinas e lipideos, o que difere
dos padrdes encontrados em outros sistemas (Oliveira & Isaias 2010; Oliveira et al.

2010; Oliveira et al. 2011). A presenga de proteinas no feixe vascular provavelmente se
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d4 pelo acimulo de aminodcidos no floema, favorecendo a alimentagdo do galhador;
enquanto a distribuicdo de proteinas no cortex da galha é proveniente de enzimas e
proteinas associadas ao processo fotossintético. Os lipideos formaram goticulas ao redor
dos ductos secretores de latex e por todo o tecido nao galhado e galhado, provavelmente
um investimento intrinseco da planta (Demarco et al. 2006; Oliveira et al. 2010). O
acimulo de amido j4 era esperado como reportado por Oliveira & Isaias (2010), uma
vez que as alteragdes citoldgicas deixaram as células do parenquima lacunoso quase que
totalmente sem organelas e com baixa exigéncia metabdlica. Os autores observaram
enzimas ligadas ao metabolismo dos carboidratos que marcaram os feixes vasculares
presentes no parénquima cortical das galhas jovens, como sendo precursores de amido
(ver Figura 4C). O gradiente formado pelo amido difere de outros sistemas por
apresentar-se mais distal da regido de alimentacdo do galhador, enquanto a maioria dos
estudos mostra uma maior distribuicio na parte adaxial da folha e, em especial,

proximas ao apice da camara ninfal.

Conclusao

O estresse gerado na regido de inducdo da galha causa uma modificacdo
citolégica nitida. Essas mudangas, associadas a grande hipertrofia e hiperplasia do
tecido, formam gradientes tanto citoldgicos quanto histoquimicos, evidenciando a
presenca de substincias nutritivas proximas a camara ninfa. Entretanto, esta regiao nao
caracteriza um tecido nutritivo propriamente dito. As células proximas a regido de
alimentacdo do galhador mostram sinais de intensa atividade fisiolégica e estresse, com
presenca de corpus multivesiculares, cloroplastos com plastoglébulos, sistema de
membranas deteriorando e paredes sinuosas com espacos intercelulares, essas sao

caracteristicas incomuns ao parénquima cortical da galha, possivelmente evidenciando a
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preferéncia por um sitio de alimentagcdo. O parénquima mais afastado da camara ninfal é

quase que totalmente preenchido pelo vactolo e sem espagos intercelulares.
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Figura 1 — Sistema Aspidosperma tomentosum - Pseudophacopteron longicaudatum.
(A) Folha com galha (seta) projetada para face adaxial. (B) Corte longitudinal da galha

com detalhe da camara ninfal.
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Figura 2 - Eletromicrografias de transmissdo do tecido foliar ndo galhado de
Aspidosperma tomentosum. (A) Aspecto do parénquimas palicadico (PP) e lacunoso
(PL). (B) Cloroplastos pouco desenvolvido no tecido jovem (seta). Detalhe de
lisossomo (L). (C) Cloroplastos desenvolvidos na folha madura, com presenca de
plastoglébulos (setas). (D) Detalhe corptisculos multivesiculares em folha madura

(setas).
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Figura 3 — Eletromicrografias de transmissdo das galhas jovens e maduras ocorrentes
em Aspidosperma tomentosum. (A) Células do parénquima lacunoso rediferenciado ja
na galha jovem, com paredes celulares sinuosas e delgadas (seta). (B) Cloroplasto de
galha madura, com grande ndmero de plastoglébulos (seta) e mitocondrias associadas
(*). (C) Galha madura com c6rpus multivesiculares (seta). (D) Galha madura com alta
desorganizacdo do protoplasto. (E) Detalhe de cloroplasto no parénquima pali¢adico da
galha madura com tamanho reduzido e grana pouco desenvolvidos (seta). (F) Galha
madura com tecido préximo ao sitio de alimentacdo do inseto com poucos espacos

intercelulares, paredes sinuosas e sistema de membranas com aspecto deteriorado (seta).
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Figura 4 — Diagrama de gradientes energéticos em galhas maduras de Aspidosperma
tomentosum, induzidas por Pseudophacopteron longicaudatum. Azul representa

proteinas, vermelho, lipideos e verde escuro, os agucares redutores.
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Figura 5 — Fotomicrografias dos resultados dos testes histoquimicos em galhas
ocorrentes em Aspidosperma tomentosum. (A) Espécies ativas de oxigénio (EAO) em
galha madura, marcando parede celular e a epiderme da camara ninfal (seta). (B) Amido
acumulando nos feixes vaculares da galha jovem (seta). (C) Gradiente de amido
centripeto a camara ninfal na galha madura. (D) Acucares redutores (setas) na galha

madura, com gradiente centripeto a favor feixe vascular.
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Figura 6 — Fotomicrografias dos resultados dos testes histoquimicos em galhas foliares
ocorrentes em Aspidosperma tomentosum. (A) Teste de proteinas marcando a epiderme
da camara ninfal. (B) Proteinas restritas ao feixe vascular em galha senescente. (C)
Lipideos com gradiente centrifugo a camara ninfal. (D) Lipideos restritos a células

clorofilianas em galha senescente.
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Tabela 1 — Testes histoquimicos aplicados em galhas foliares de Aspidosperma

tomentosum.

Teste/Substincia reagente

Procedimento

Referéncias

Reagente Lugol — Amido

Imersao das amostras em iodeto de potassio a
1% durante 5 minutos

Johansen (1940)

Reagente Fehling — Actcares
redutores

Imersao das amostras em partes iguais de “A”
(IT sulfato cuprico a 6,93% m:v) e “B”
(tartarato de sédio e potdssio a 34,6% e

hidréxido de sédio a 12% m:m:v) aquecidas
até atingir a pré-ebuligdo

Sass (1951)

Reagente Azul Merctirio de
Bromofenol — Proteinas

Imersao das amostras em azul de bromofenol
a 0,1% em solugdo saturada de cloreto de
magnésio em dlcool 70% durante 15 minutos

Mazia et al. (1953)

Reagente Sudan IIT —
Lipidios.

Imersdo das amostras em solugdo saturada de
Sudan III em dlcool 70% durante 5 minutos

Sass (1951)

Reagente DAB — Espécies
ativas de oxigénio (EAO)

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

montagem em dgua destilada

Rossetti & Bonnatti
(2001)
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Tabela 2. Quadro resumo de resultados obtidos nas andlises histoquimicas realizadas

em galhas foliares de Aspidosperma tomentosum.

Substincias detectadas

Sitio de reacao

Folha Galha
Espécies ativas de oxigénio Floema; parénquima pali¢ddico ~ Parede celular; epiderma e da camara
(EAO) e lacunoso; epidermes. larval em todos os estagios (Fig. 5SA)

Porc¢ao central da nervura

Amido
central

Deposicdo nos feixes vaculares de
galha jovem (Fig 5B). Um gradiente
centrifugo a partir da cadmara ninfal em
galhas maduras (Fig 5C). E auséncia na
senescente

Células adjacentes; parénquima

Acticares redutores .
pali¢adico

Gradiente centrifugo em a partir da
epiderme adaxial; marcagdes ao longo
do feixe vascular em galhas jovens,
maduras e senescentes (Fig. SD)

Floema; Parénquima pali¢adico

Proteinas
e lacunoso

Marcagao adjacente ao tecido
clorofiliano na galha jovem e madura.
E no floema dos feixes vasculares em
todos os estagios Na galha madura, um

acumulo de proteinas na parede da
camara ninfal (Fig. 6A e B)

Parénquima pali¢adico;

Lipidios . 5
p laticiferos; cuticula

Em galhas jovens presente na cuticula.
Gradiente centripeto em dire¢do ao
tecido vascular e perivascular; tecido
clorofiliano; cuticulas na galha madura
(Fig. 5C) e restrito ao tecido
clorofiliano na galha senescente (Fig.
6D)
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Resumo

Galhas de insetos sdo umas das intera¢cdes mais intrigantes da natureza. O inseto € capaz
de manipular os tecidos da hospedeira em seu beneficio obtendo assim abrigo, nutricdao
e protecdo contra inimigos naturais. A formagdo da estrutura da galha é dependente de
alteracdes celulares, incluindo na composi¢do péctica e proteica da parede celular.
Galhas induzidas por Pseudophacopteron longicaudatum (Hemiptera) em
Aspidosperma tomentosum (Apocynaceae) sdo intralaminares e apresentam uma sO
camara ninfal com um tunico inseto galhador. O tecido galhado sofre um processo de
hiperplasia e hipertrofia, formando uma galha ovalada. O estudo avaliou se houve
varia¢do no grau de metil-esterificacdo das HGAs, na presenca de AGPs e RGI durante
o desenvolvimento da galha. As galhas alteram a estrutura e desenvolvimento dos
tecidos e 6rgdo hospedeiro. Estas alteracdes passam pela reestruturacdo da parede
celular durante o desenvolvimento da galha, especialmente quando o grau de metil-
esterificacdo da HGAs. A parede celular da galha, diferente do tecido nao galhado,
apresenta HGAs de alta metil-esterificac@o, alterando sua dinamica de transporte de
soluto e crescimento quando comparada a folha. Ao entrar em senescéncia, nota uma

perda no grau de metil-esterificacdo das HGAs nos dois tecidos.

Palavras-chave: Imunocitoquimica, pectinas, Aspidosperma
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Introducao

Insetos galhadores manipulam os tecidos da planta hospedeira para formar estruturas
conhecidas como galhas, que sdo consideradas 6rgdos vegetais neoformados (Shorthouse et
al. 2005; Oliveira et al. 2010; Isaias et al. 2014; Oliveira et al. 2016). O desenvolvimento
desta estrutura é dependente de estimulos mecanicos e/ou quimicos do inseto galhador,
incluindo acdes hormonais que agem de forma sinergética no tecido vegetal (Hori 1992;
Rawat et al. 2012; Giron et al. 2013; Oliveira et al. 2014). O inseto passa praticamente todo o
seu ciclo de vida no interior da galha (Mani 1964), sendo tal hébito possibilitado pela criagdo
de um ambiente com tecidos de disposi¢do e funcionalidade adequados ao fornecimento de
alimento ao galhador, além de abrigo e protecdo contra inimigos naturais (Stone &
Schonrogee 2003; Formiga et al. 2009; 2011).

O desenvolvimento da galha ocorre através da hiperplasia dos tecidos e hipertrofia
celular (Mani 1964; Meyer 1987), processo que pode ser dividido em trés fases: jovem, com
alta taxa de divisao celular; madura, com tecidos totalmente formados; e senescente, onde os
indutores deixam a galha. Essa morfogénese envolve uma série de passos citolégicos, dentre
0s quais as alteracdes na composi¢do e conformacio da parede celular sdo determinantes para
a morfologia final da galha (Formiga et al. 2013; Carneiro et al. 2014a; Magalhaes et al.
2104; Oliveira et al. 2014). A parede celular vegetal € composta por celulose € por elementos
ndo celulésicos, como as pectinas, as hemiceluloses e as proteinas (Willats et al. 2000), com
destaque para as pectinas por estarem envolvidas em funcdes importantes no desenvolvimento
de células, tecidos e 6rgaos vegetais (Knox 1997).

As pectinas sdo polissacarideos ricos em 4cido galacturdnico (GalA) e classificadas
em Homogalacturonanos (HGAs), Rhamnogalacturonanos I (RG-I) e Rhamnogalacturonanos
IT (RG-II) (Albersheim et al. 1996; Ridley et al. 2001; Pérez et al. 2003). As HGAs sdo

homopolimeros lineares com aproximadamente 100 moléculas de acido (1-4)-a-linked-D-
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Galacturonanos (GalA), maior constituinte da parede celular, representando 65% de todas as
pectinas. As RG-I sdo similares, porém, com canais laterais de arabinose e galactose,
representando 20-35% das pectinas. As RG-II possuem estrutura mais complexa e
representam 10% das pectinas. O grau de metil-esterificacdo das HGAs determina o estado
fisico e consequentemente a funcionalidade da parede celular, regulando o desenvolvimento e
o crescimento da célula, tecidos e 6rgdos (Albersheim et al. 1996; Knox 1997; Wolf &
Greiner 2012). Assim, o grau de metil-esterificacdo influencia na adesdo, expansio,
porosidade, sinalizacdo celular, morfogénese e defesa (Knox 1992; Jones et al. 1997;
Albersheim et al. 1996; Ridley et al. 2001; Willats et al. 2001; Rose 2003; Wolf & Greiner
2012). As proteinas arabnogalactanos (AGPs) também podem auxiliar na regulagdo do
desenvolvimento dos tecidos da galha (Braidwood 2013), sendo caracterizadas por terem
consisténcia mucilaginosa e por estarem envolvidas na adesdo entre as células, no
crescimento, nutricdo e proliferacdo celular (Pennel & Roberts 1990; Majewska-Sawka &
Nothnagel 2000).

Aspidosperma tomentosum pertence a familia Apocynaceae e apresenta galhas
intralaminares (Isaias et al. 2014) induzidas Pseudophacopteron longicaudatum (Hemiptera).
Essas galhas contém apenas uma camara ninfal, que € ocupada por um inseto galhador, que
também € capaz de induzir galhas foliares em A. macrocarpon (Malenovsky et al. 2015).
Partindo do pressuposto que a indugdo dessa galha provoca rediferenciacdo de tecidos
foliares, espera-se que haja alteracdes na composi¢ado da matriz péctica das folhas para a galha
e entre as fases jovem, madura e senescente, especialmente em relacdo ao grau de metil-
esterificacdo das HGAs, devido ao ganho de novas fungdes no 6rgao neoformado. Assim, esse
estudo busca avaliar se héd variagdo no grau de metil-esterificacio das HGAs, na presenca de
AGPs e RGI durante o desenvolvimento da galha intralaminar A. fomentosum e o seu papel na

manutencao estrutural da galha.
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Material e métodos

Area de estudo

Folhas ndo galhadas e galhas induzidas por Pseudophacopteron longicaudatum
(Hemiptera) em Aspidosperma tomentosum Mart. (Apocynaceae), ambas adquiridas nas fases
jovem, madura e senescente (n=9), foram coletadas no Clube Caca e Pesca Itorord (18°60°S —
48°°0), que se localiza a oeste do perimetro urbano de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. A
reserva possui 127 ha, onde predomina a vegetacdo de cerrado stricto sensu (Lima et al.

1989).

Andlises anatomicas

Fragmentos da nervura mediana e regido intercostal do terco mediano das folhas nao
galhadas e das galhas foram fixados em glutaraldeido (2,5% em tampao fosfato 0,1M e pH
7,2) (Roland & Vian 1991), desidratados em série etandlica, e emblocados em 2-hidroxietil
metacrilato (Historesin, Leica® Instruments, Alemanha). Cortes de 7 um foram obtidos por
meio de um micrétomo rotatério e coradas com azul de toluidina 0,05%, pH 4,7 (Figueiredo et
al. 2007). As laminas foram montadas com Entellan® (Kraus & Arduin 1997) e analisadas em

microscopio de luz (Lieca® DM?2500, pais) com camera HC500 acoplada.

Andlises imunocitoquimicas

As andlises de imunocitoquimica foram desenvolvidas em amostras similarmente
processadas como descrito no subitem anterior, porém sem a realizacdo das etapas de
coloragdo e montagem. Os cortes em Historresina foram imersos em uma solucdo 5%
bloqueadora de leite em p6 Molico®/PBS durante 30 minutos. Em seguida, foram incubados
por duas horas com os anticorpos monoclonais JIMS, JIM7, LM1, LM2 e LM6 (Centre for
Plant Sciences, University of Leeds, UK) (Tabela 1) diluidos em solugdo leite em pé

Molico®/PBS (1:10). Ap6s incubagdo, os cortes foram lavados em PBS e re-incubados com o
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anticorpo secundério FITC (1:100 em 3% leite/PBS) durante duas horas e lavados novamente
em PBS. As incubacdes sempre foram realizadas na auséncia de luz. Testes controle foram
conduzidos através da supressdo da incubag¢do com o anticorpo primdrio. As imagens foram
obtidas usando um microscépio de fluorescéncia (Lieca® DM2500) com camera HC500

acoplada.

Resultados

Caracteristicas estruturais do sistema

A galha induzida por Pseudophacopteron longicaudatum nas folhas de Aspidosperma
tomentosum sao intralaminares com a maior parte do tecido projetado para a face abaxial
(Figuras 1A-C). A galha € induzida nas folhas ainda t€nues e em processo de expansio,
apresentando menor tamanho quando jovem. Na galha (Figura 1B) o ostiolo fica voltado para
a face abaxial e conecta a regido externa a camara ninfal, que abriga somente um inseto
galhador (Figura 1C). A folha ndo galhada apresenta epiderme uniestratificada com parede
periclinal externa espessa, tecido clorofiliano com apenas uma camada de parénquima
palicddico, uma camada de parénquima paravenal e cerca de duas camadas de parénquima
lacunoso (Figura 1D). A nervura mediana apresenta feixe vascular bicolateral circundado por

laticiferos (Figura 1E).

Na galha jovem nota-se hipertrofia das células ao redor do sitio de indugdo (Figura
2A) e perda na organizacdo tecidual. A galha madura é formada apds intensa divisdo e
hipertrofia das células do parénquima palicddico, paravenal e especialmente do parénquima
lacunoso, cuja hipertrofia e hiperplasia forma todo cértex da galha (Figura 2B). Feixes
vasculares irrigam a face adaxial da galha, onde ainda pode se observar resquicios de
parénquima palicadico (Figura 2C) e estdmatos voltados para o interior da galha (Figura 2D).

A epiderme ao redor da camara ninfal, que estd em contato direto com o inseto galhador,
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apresenta parede celular fina muitas vezes com sinais de injuria (Figura 2E). A galha
senescente tem a abertura do ostiolo maior para saida do inseto, com tecidos que come¢am a

necrosar. Em alguns casos, pode ocorrer a permanéncia da exuivia do inseto (Figura 2F).

Andlises de imunocitoquimica da parede celular

Epitopos de Homogalacturananos (HGAs) de baixa metil-esterificacdo, marcados pelo
JIMS, marcaram principalmente a epiderme adaxial do tecido ndao galhado jovem (Figura 3A,
Tabela 2) e jungdes celulares das primeiras camadas do cortex (Figura 3B). Durante o
desenvolvimento da folha, a marcagdo continua (Figura 3C) e encontra-se no parénquima
palicadico quando madura (Figura 3D). Durante a senescéncia foliar, epitopos de HGAs de
alta metil-esterificacdo reconhecidos pelo JIM7 foram marcados em menor intensidade no
parénquima (Figura 3E) e no xilema (Figura 3F). Epitopos para f-D-galactanos reconhecidos
pelo LM5 marcaram os laticiferos na folha senescente (Figura 3G), enquanto que o
parénquima do tecido vascular foi marcado pelos epitopos para a-L-arabinanos, reconhecidos

pelo LM6 (Figura 3H, I).

Nos tecidos galhados, epitopos de HGAs de baixa metil-esterificagdo reconhecidos
pelo JIMS foram detectados com baixa intensidade na epiderme adaxial da galha jovem
(Figura 4A, Tabela 2), e na epiderme da cdmara larval na galha madura (Figura 4B). Nos
tecidos senescentes, a epiderme (Figura 4C) e o cortex sdo marcados pelo JIM5 com
intensidade moderada. Epitopos de HGAs de alta metil-esterificacdo (reconhecidos pelo
JIM7) foram marcados no tecido jovem, especialmente nas células que se dividem para
formar a camara larval (Figura 4D). Apds a maturacdo da galha, tal composto nio foi
encontrado no cortex, estando presente somente na parede da epiderme da camara larval
(Figura 4E). Na senescéncia, a marcagdo de HGA de alta metil-esterificacdo diminui

drasticamente em todos os tecidos da galha (Figura 4F).
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Discussao

Pseudophacopteron longicaudatum altera o padrdo tecidual das folhas de
Aspidosperma tomentosum levando a formacdo da galha. Esta galha intralaminar é formada
especialmente pela hiperplasia, hipertrofia e expansao das células a partir do parénquima
lacunoso. A hipertrofia e a expansdo celular no cértex da galha, com grau de anisotropia
variado, é comum e estd relacionado as novas funcionalidades deste novo 6rgao (Shorthouse
et al. 2005; Oliveira et al. 2010; Carneiro et al. 2014a; Isaias et al. 2014). Galhas induzidas
em Baccharis dracunculifolia apresentam expansdo anisotropica do cortex (Magalhdes et al.
2014), semelhante ao observado no sistema A. tomentosum-P. longicaudatum. Entretanto, em
galhas induzidas por Nothotrioza myrtoidis em Psidium myrtoides o padrao de expansao
mostrou-se isotropico (Carneiro et al. 2014a), como observados em outros morfotipos de
galhas (Oliveira & Isaias 2010; Isaias er al. 2011). Pode-se inferir que estes padroes de
expansdo celular s3o extremamente importantes e estdo intimamente ligados ao
desenvolvimento da galha, uma vez que sdo completamente relacionados a natureza quimica e
disposi¢do de pectinas na parede celular (Willats et al. 2000). As galhas induzidas por P.
longicaudatum em A. tomentosum tem sua parede celular alterada em relagcdo ao tecido nao
galhado, principalmente no grau de metil-esterificagdo da HGAs. De forma geral, os tecidos
da galha tem marcacdo mais intensa para epitopos de HGA com alta metil-esterificacdo,
reconhecidos pelo JIM7, enquanto nos tecidos da folha ndo galhada epitopos de baixa metil-
esterificacdo sdo reconhecidos de forma mais intensa.

Em galhas neotropicais, a marcacdo de epitopos pécticos usando anticorpos
monoclonais mostram resultados convergentes, dependentes do grau de metil-esterificacao
das HGAs. Plantas tem a capacidade de controlar sua elasticidade, capacidade de trocas
ionicas, porosidade, adesdo celular e ataques de patégenos (Lionetti ef al. 2012; Braidwood et

al. 2013; Salazar-Iribe et al. 2016) pela alteracdo dindmica da sua composi¢do celuldsica e
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péctica. Em galhas foliares de Baccharis reticularia (Formiga et al. 2013), Psidium myrtoides
(Carneiro et al. 2014b) e P. cattleianum (Carneiro et al. 2014a) a presenca de epitopos de
baixa metil-esterificacdo reconhecidos pelo JIMS indicam aumento da rigidez celular. Nestes
sistemas, epitopos de alta metil-esterificacdo reconhecidos por JIM7 foram relacionados
essencialmente ao aumento da elasticidade da parede, divisdo e adesao celular. No sistema A.
tomentosum — P. longicaudatum, a presenga de HGAs de alta metil esterificacdo pode ser
reflexo de uma maior producdo de cadeias laterais, e possivelmente indicar uma resposta do
hospedeiro ao ataque. A presenca de HGAs de alta metil esterificacdo na galha também causa
um funcionamento distinto da rota apopléstica na galha, visto que a heterogeneidade da matriz
de pectina proporciona diferentes fungdes fisiologicas na parede celular (Peréz 2003;
Braidwood er al. 2013; Salazar-Iribe et al. 2016).

A variacdo no grau de metil-esterificagdo nas pectinas depende da ag¢do da pectina
metil esterase ou poligalacturonase, que retiram os grupos metil das HGAs da parede celular
(Willats et al. 2000; Hongo et al. 2012). O decréscimo na intensidade da marcacdo de
epitopos de alta metil esterificacdo durante o desenvolvimento da galha foliar em A.
tomentosum, indicam um processo continuo e linear de de-metil esterificacio. O processo
linear de de-metil esterificacio das HGAs ocorre em geral pela acdo das pectinas metil
esterases e estd associado ao processo de enrijecimento celular (Jiang et al. 2005). Ao
contrdrio, quando o processo de de-metil esterificacio ocorre pela acdo das
poligalacturonases, sd@o observados sintomas de perda da integridade estrutural como lise
celular, necrose e morte celular programada (Hongo et al. 2012); caracteristicas nao
observadas na galha foliar de A. tomentosum. Em geral, o processo de perda de grupos metil
durante o desenvolvimento da galha ocorre de forma concomitante ao processo de hipertrofia

celular, como observado em embrides de Arabidopsis thaliana (Sala et al. 2013), galhas
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foliares em Baccharis dracunculifolia (Oliveira et al. 2104) e na galha foliar em A.
tomentosum.

A associacdo de epitopos (1— 4) B-D-galactano e (1 — 5) a-L-arabinanos com
HGAs aparentemente mantém a integridade estrutural (Schindler et al. 1995; Gao et al. 1999)
e aumenta a porosidade da parede celular (Foster ef al. 1996). Em galhas, estes epitopos estdo
associados ao processo de hipertrofia celular e rigidez da parede (galactanos) (Formiga et al.
2013; Oliveira et al. 2014; Carneiro et al. 2014a; Carneiro et al. 2014b). Em galhas foliares
de A. tomentosum estes epitopos nao foram detectados e aparentemente nao exercem nenhum
papel importante no estabelecimento deste novo 6rgdo. Extensinas foram detectadas em baixa
intensidade nas galhas madura e senescente, e tecidos ndo galhados (folha madura e
senescente). Assim como em galhas de Baccharis reticularia (Formiga et al. 2013), as

extensinas nao seriam essenciais ao processo de hipertrofia e expansao celular.

Conclusao

O estudo mostrou que existe uma diferenca na metil esterificacio da matriz péctica
entre o tecido galhado e ndo galhado, mas também entre diferencas entre galhas de outros
estudos. A marcacdo de HGAs de alta metil esterificacdo no tecido das galhas indica uma
alterac@o na dindmica do apoplasto, porém, ndo estd claro se as cadeias laterais nio se soltam,
ou se aumentam o numero de cadeias sintetizadas pelo complexo de Golgi. Mais estudos com

PMEs e modifica¢des pécticas em resposta a ataques de patégenos sao necessarios.
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Figura 1. Caracteristicas morfologicas e anatdmicas de folhas nio galhadas de Aspidosperma tomentosum e
galhas induzidas por Pseudophacopteron longicaudatum. A- Vista frontal da folha com galhas jovens. Setas
indicam galhas; B- Detalhe de galhas senescentes; C- Galha madura; D- Corte transversal da folha madura ndo
galhada; E- Corte transversal da nervura mediana. AbreviacOes: Ep- Epiderme; Pa- Parénquima; CN- Cimara
ninfal; PP- Parénquima pali¢ddico; PL- Parénquima lacunoso; Es- Estdmato; Cr- Cristais; Fl- Floema; Xi-

Xilema; La- Laticifero; Tr- Tricomas. D e E - Barra= 50 pum.
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Figura 2. Caracteristicas anatdmicas da galha jovem (A), madura (B - E) e senescente (F) de Aspidosperma
tomentosum induzidas por Pseudophacopteron longicaudatum. A- Inicio da formacio da galha na folha jovem
(seta); B- Visdo geral com hiperplasia e hipertrofia celular formando cértex da galha; C- Detalhe da epiderme na
face superior da galha e conservacio do parénquima pali¢ddico; D- Detalhe da epiderme na face interna da
galha; E- Detalhe do cértex interno mostrando injurias na epiderme; F- Visfo geral da galha senescente.
AbreviacOes: FV- Feixe vascular; Pa- Parénquima; CN- Céimara ninfal; Ep- Epiderme; PC- Parénquima

palicddico; Es- Estdmato; CSE- Camara subestomadtica; Ex - exuvia.
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Figura 3. Distribuicdo de compostos pécticos na parede celular de folhas jovens (A,B), maduras (C,D,E) e
senescentes (F,G,H,I) de Aspidosperma tomentosum. A-D- Epitopos de Homogalacturananos (HGAs) de baixa
metil-esterificacdo, marcados na epiderme adaxial (A) e jungdes celulares do cortex (B) de galhas jovens, e no
parénquima (C e D) de folhas maduras; E, F- Epitopos de Homogalacturananos (HGAs) de alta metil-
esterificacdo, marcados no parénquima palicadico (E) e no xilema (F) de folhas senescentes; G- Epitopos de (1—
4) B-D-galactano nos laticiferos; H, I- Epitopos de (I — 5) o-L-arabinanos reconhecidos no parénquima

vascular.
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Figura 4. Distribui¢do de compostos pécticos na parede celular em tecidos de galhas jovens (A,D), maduras (B,E) e
senescentes (C,F) de Aspidosperma tomentosum induzida por Pseudophacopteron longicaudatum. A, B, C- Epitopos de
Homogalacturananos (HGAs) de baixa metil-esterificacdo, reconhecidos pelo JIM5 D, E, F- Epitopos de

Homogalacturananos (HGAs) de alta metil-esterificacdo, reconhecidos pelo JIM7.
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Tabela 1. Anticorpos monoclonais e seus respectivos epitopos.

Epitopos Anticorpos Referéncias
monoclonais
HGA parcialmente metil-
JIM S Willats et al. 2000, Clausen et al. 2004
esterificado até 40 %
HGA (15-80% metil-esterificado) | JIM 7 Willats et al. 2000, Clausen et al. 2004
Extensinas LM1 Leroux et al. 2011, Cassab 1998.
AGP glicano LM2 Smallwood et al. 1995.
(1— 4) p-D-galactano LM S5 Jones et al. 1997
(1 — 5) a-L-arabinanos LM 6 Willats et al. 1998

Tabela 2. Intensidade de reag@o dos epitopos.

Anticorpos Folha

Galha

monoclonais

Jovem Madura

Senescente Jovem Madura Senescente

Jim 5 ++ ++ ++
Jim 7 - + ++
ILM1 - + +
LM 2 - - -

LM S - + ++
LMo + + ++

+ +
+++ ++
- +

+

+
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Resumo

O processo de indugdo e estabelecimento de galhas provoca um alto estresse oxidativo nos
tecidos da planta hospedeira. Esse impacto causado pelo inseto galhador durante o
desenvolvimento da galha altera a capacidade fotossintética e as relagdes fonte-dreno entre
tecido ndo galhado e galha. Pseudophacopteron longicaudatum (Pseudophacopteronidae)
induz galhas foliares intralaminares em Aspidosperma tomentosum (Apocynaceae), mantendo
um pronunciado tecido clorofiliano. A formacdo da galha compromete o desempenho
fotossintético potencial e dificulta a dissipacdo de energia ndo fotoquimica, embora a
capacidade fotossintética seja mantida a baixos niveis. Durante o efeito Kautsky fica claro a
deficiéncia dos tecidos maduros galhados, especialmente, uma grande quena na fluorescéncia
do tecido ndo galhado senescente. Esta deficiéncia favorece a formagdo de radicais livres e o
aumento do estresse oxidativo. Uma vez mantida, a fotossintese contribui para a oxigenacao
do tecido galhado e a captura de gds carbOnico, evitando a hipdxia e a hipercarbia. A galha
induzida por P. longicaudatum em A. tomentosum se configura como um dreno de

fotoassimilados.

Palavras-chave : Galha de sugadores, dosagem de carboidratos, efeito Kautsky,

Aspidosperma
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Introducao

O estresse gerado pelos insetos galhadores nos tecidos da planta hospedeira pode
causar efeitos tanto positivos (Oliveira et al. 2011a) quanto negativos na atividade
fotossintética da galha (Florentine et al. 2005; Castro et al. 2012). Os efeitos negativos sdao
produtos, muitas vezes, de alteracdes causadas na estrutura do tecido clorofiliano, no teor de
pigmentos fotossintéticos, densidade e ma formacdo de estomatos (Oliveira et al. 2011a;
Castro et al. 2012) A nova organizacdo e composi¢cdo tecidual € decorrente de reacdes
bioquimicas e biofisicas que ocorrem na membrana plasmética e parede celular e,envolvem o
estabelecimento de um novo balango redox na galha (Isaias et al. 2015). Tal balanco tem sido
descrito como ponto chave na coordena¢do, manutencdo e/ou modificacdo de varios processos
metabodlicos. A célula busca um equilibrio entre a alta producdo de espécies reativas de
oxigénio, maximizada pelo estresse bidtico na regido da galha, e a dissipacdao destas
moléculas como uma tentativa de manutencdo das atividades metabdlicas vitais, como
respiracdo e fotossintese (Oliveira et al. 2011b; Isaias et al. 2015). Como produto final, em
alguns casos, o estresse oxidativo, juntamente com as alteragdes no tecido clorofiliano (desde
sua organizacdo até na estrutura do aparato fotossintético), comprometem de forma direta o
metabolismo fotossintético. A atividade fotoquimica da fotossintese, por sua vez, além do
papel primordial na produgdo fortes redutores, também atua na regulacao do potencial redox
nos tecidos da galha (Foyer & Noctor 2005; Isaias et al. 2015), aumentando a disponibilidade
e difusdo de Oz em seus tecidos e na camara ninfal, além de reduzir a hipercarbia no tecido
vegetal (Pincebourde & Casas 2015).

A fotoquimica da fotossintese é dependente da absor¢do de luz, que excita as
moléculas de clorofila a um estado de alta energia, permanecendo assim por nanosegundos
(10) até retornar ao estado basal (Papageorgiou & Govindjee 2004). Esta diferenca de

energia € usada para mover a cadeia transportadora de elétrons (quenching fotoquimico — Qy),
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e seu excesso pode ser dissipado como calor (quenching ndo fotoquimico, NPQ) ou reemitido
na forma de fluorescéncia (Pavlovic 2012). Estes trés processos competem entre si, € O
aumento de eficiéncia de um provoca o decréscimo da efici€éncia dos outros dois (Maxwell &
Johnson 2000). A eficiéncia quantica pode ser avaliada pela variacdo da fluorescéncia da
clorofila no PSII em cloroplastos, conhecido como efeito Kautsky (Kautsky & Hirsch 1931;
Papageorgiou et al. 2007). Andlises de fluorescéncia da clorofila se configuram como uma
excelente ferramenta para avaliar e quantificar o estresse em plantas (Lichtenthaler &
Rinderle 1988; Kooten & Snel 1990; Lichtenthaler & Miehé 1997). Paridmetros da
fluorescéncia da clorofila tém sido uma importante ferramenta na deteccao de modificagoes
ou danos no aparato fotossintético causados pelo estresse abidtico ou bidtico, como o gerado
por insetos galhadores nos tecidos vegetais (Oliveira et al. 2011a), ou mesmo em nivel
molecular, como o impacto do estresse oxidativo sobre o aparato fotoquimico (Baker 2008).
Neste estudo, o balanco entre o quenching fotoquimico e ndo fotoquimico foi avaliado
em Aspidosperma tomentosum (Apocynaceae), tanto no tecido ndo galhado (TNG) quanto em
galhas induzidas por Pseudophacopteron longicaudatum (Hemiptera). O aumento do estresse
oxidativo, causado por fatores bidticos, provoca danos ao aparato fotoquimico e um
desequilibrio na eficiéncia quantica, com consequente decréscimo no qP e NPQ. Como
ferramentas para avaliar os danos, parametros associados a fluorescéncia da clorofila foram
estudados em conjunto com o conteudo relativo de dgua, a massa foliar especifica, pigmentos
totais, suculéncia e conteido de carboidratos foliares. Com base na hipétese proposta, foram
elaboradas as seguintes questdes. Ha diferenca entre o rendimento fotossintético da galha e do
tecido sadio? O tecido ndo galhado apresenta maior eficiéncia na dissipa¢do de energia na

fotossintese? A galha é um dreno de fotoassimilados?
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Material e métodos

Area de coleta e sistema galhador-planta hospedeira

A populagdo de Aspidosperma tomentosum (Apocynaceae) utilizada neste estudo
localiza-se na Reserva Ecoldgica do Clube Cacga e Pesca Itororé de Uberlandia (CCPIU),
situada a oeste do perimetro urbano de Uberlandia, MG (18°60°S — 48°°O), na Regido do
Triangulo Mineiro. A reserva possui 127 ha onde predomina a vegetacdo de cerrado sentido
restrito, entre outros tipos fisiondmicos. O clima da regido € do tipo Cwa (Alvares et al.
2013), megatérmico com duas estacdes bem definidas: um inverno seco (abril a setembro)
com temperaturas médias baixas, e um verao chuvoso (outubro a mar¢o) com as temperaturas

mais altas (acima de 35°C) (Alvares et al. 2013).

Todos os individuos da populagdo encontravam-se infestados com galhas induzidas
por Pseudophacopteron longicaudatum (Hemiptera) (Malenovsky et al. 2015). Uma vez que
foram encontradas poucas folhas sem infestacdo por galhas, dentro deste estudo foram
comparados o tecido da galha e tecidos ndo galhados (TNG) de folhas com galhas. As
amostras (tanto galhas quanto TNG) foram coletadas de folhas em diferentes estagios de
desenvolvimento (jovem, madura e senescente) entre 8 e 10 horas da manha. As folhas jovens
e maduras inteiras, expandidas e sem injurias foram coletadas durante a estacdo chuvosa,
enquanto que as folhas senescentes foram coletadas durante a estacdo seca, e distinguidas pela
coloracdo mais amarelada e algumas manchas de necrose. Galhas nos diferentes estagios de
desenvolvimento foram coletadas em sincronia com as folhas, ou seja, galhas jovens foram
coletadas em folhas jovens, galhas maduras em folhas maduras e, galhas senescentes em

folhas senescentes.
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Determinagdo do conteiido relativo de dgua, massa especifica e suculéncia

O conteudo relativo de agua (CRA), a massa especifica (ME) e a suculéncia foram
medidos em discos de 0,64 cm? de didmetro do limbo foliar (trés folhas de cinco individuos, n
= 15 folhas) e da galha (trés galhas de cinco individuos, n = 15 galhas). O CRA foi obtido
pela formula CRA = (MF-MS)/(MT-MS) onde MF refere-se a massa fresca, MS a massa seca
apos desidratag@o por 24 h em estufa a 50°C, e MT a massa turgida apds hidratacdo do tecido
fresco em dgua destilada por 24 h (Turner 1981). A ME foi obtida pela razdo entre a MS e a a
area do disco (ME = MS\A, Witkowski & Lamont 1991). A suculéncia (SU) das amostras

seguiu a formula proposta por Ogburn & Edwards (2012), onde SU = (MT-MS)/MS.

Dosagem de pigmentos fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila

Discos de 15 individuos, medindo 0.9 cm? foram pesados em balanga analitica e
imersos em acetona 80% por 48 h. Em seguida, foram macerados e a solu¢do centrifugada por
3 minutos a 3000 rpm para extracdo dos pigmentos fotossintéticos. Foram realizadas leituras
em espectrofotometro de luz (SP-220 Biospectro, Brasil) nos comprimentos de onda 470, 646
e 663 nm, sendo os valores utilizados para calcular os conteidos de clorofilas a e b, e

carotendides através das formulas propostas por Lichtenthaler & Wellburn (1983).

A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada em tecidos sadios (n = 15) e galhas (n = 15).
Dados da cinética de fluorescéncia transitoria entre as fases de adaptacio ao escuro e ao claro
foram obtidos com o equipamento Handy FluorCam (Photon Systems Instruments, Republica
Tcheca) e representados de acordo com Genty ef al. (1989). A curva de Kautsky e seus
parametros associados (minima fluorescéncia adaptada ao escuro — Fo; maxima fluorescéncia
adaptada ao escuro — Fn, rendimento quantico potencial —Fv/Fm; rendimento quantico efetivo
durante a adaptacdo a luz - QYwLs; quenching nao fotoquimico apds adaptacdo a luz no
steady-state - NPQ e razdo do declinio da fluorescéncia no steady-state — Rfd) foram obtidos

com o auxilio do software Fluorcam7 (protocolo Quenching).
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Dosagem dos teores de carboidratos

Os teores de carboidratos (agticares soldveis totais, polissacarideos soliveis em dgua e
amido) foram obtidos em 2 folhas de 6 individuos. Os teores de actcares soliveis totais
(AST) foram obtidos apds extracdo em metanol:cloroférmio:dgua, 12:5:3. O residuo foi
ressuspendido em etanol 10% para posterior determinagdo dos teores de polissacarideos
soliveis em 4gua (PSA). Nova ressuspensdo do residuo foi realizada com écido perclérico
30% e possibilitou a dosagem de amido. A dosagem de carboidratos foi realizada utilizando-
se o método colorimétrico do fenol-acido sulfirico (Dubois et al. 1956; Chow & Landhausser

2004) e glicose como padrao.

Andlises estatisticas

Tecidos ndo galhados e galhas foram utilizadas como unidades amostrais. Quando no
mesmo estdgio de desenvolvimento, os TNGs e galhas foram comparados utilizando-se
student-T. Os diferentes estdgios de desenvolvimento dos tecidos ndo galhados ou das galhas
foram comparados utilizando ANOVA, sendo testes de comparacdo de médias aplicados
posteriormente. A interacdo entre a presenca ou ndo da galha, e os estidgios de
desenvolvimento foi obtida através de uma ANOVA de 2 fatores. Para todas as andlises foi

utilizada a plataforma R e Rstudio.

Resultados

As galhas de Pseudophacopteron longicautadum induzidas nas folhas de
Aspidosperma tomentosum sdo intralaminares com abertura e maior projecdo para a face
abaxial (Fig. 1A - D). Na face adaxial da galha, o tecido clorofiliano é mantido em forma de
palicada (Fig. 1B). Na regido abaxial, o parénquima lacunoso sofre hipertrofia e hiperplasia
das células, e perde grande parte dos seus cloroplastos. Quando a folha entra em senescéncia e
perde a clorofila, algumas galhas permanecem verdes e com tecido clorofiliano, um fendmeno

demominado efeito de “Ilha verde” (Fig. 1C).
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Contetido relativo de dgua, massa especifica e suculéncia

Os TNGs e galhados diferem durante seu crescimento e desenvolvimento, sendo
observada interacdo entre a presenca ou ndo da galha e os estdgios de desenvolvimento dos
tecidos para o conteddo relativo de dgua (CRA, F=8,98 e p<0,001), a massa especifica (ME,
F=35,5 e p<0,0001) e suculéncia (SU, F=8,8 e p<0,001). O tecido galhado maduro apresentou
CRA 20% maior do que o TNG (Tabela 1). A ME foi sempre maior no tecido galhado,
diferindo significativamente em todos os estigios de desenvolvimento. A suculéncia
aumentou com o desenvolvimento e foi duas vezes maior na galha do que no tecido nédo

galhado, especialmente na galha madura e senescente.

Dosagem de pigmentos fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila

Também foi observada interacdo entre a presenca ou nio da galha e os estigios de
desenvolvimento dos tecidos para o conteido de pigmentos cloroplastidicos (F=10,6 e
p<0,0001 tanto para clorofilas totais quanto para catotendides; F=11,7 para razdo clorofila a/b
e F=4 e p<0,05 para a razdo clorofilas totais/carotenoides). Os TNG apresentaram maior
conteddo de clorofilas e carotenoides por unidade de massa do que as galhas. Tanto no TNG
quanto na galha, a concentracio de pigmentos fotossintetizantes diminuiu durante o
envelhecimento do tecido (senescéncia) (F=109,9 e p<0,0001). A razdo clorofila a/b foi 30%
maior nos tecidos nao galhados em comparagdo a galha somente no estdgio maduro, enquanto
que a razdo clorofilas totais/ carotenoides foi 22% maior. A razdo clorofila a/b foi maior no
estdgio maduro (até trés vezes maiores nos tecidos ndo galhados e duas vezes nas galhas),
comparando-se os estdgios de desenvolvimento, e a razdo clorofilas totais/carotenoides foi
maior nos tecidos jovens (quase trés vezes maior tanto nas galhas quanto nos tecidos nao

galhados).

Os valores da fluorescéncia minima no escuro (Fo) foram maiores nas galhas maduras

e senescentes quando comparadas aos tecidos sadios (F=92,37 e p<0,0001) (Tabela 3, Fig. 2).
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Nas galhas, a Fo aumentou com o amadurecimento dos tecidos, enquanto que nos tecidos nao
galhados, a Fo ndo se alterou durante os diferentes estigios de desenvolvimento. A
fluorescéncia mdxima (Fm) foi maior nos tecidos nao galhados jovens, mas ndo se diferindo
entre galhas e folhas maduras e senescentes. Nas galhas, os valores de Fm se mantiveram
constantes ao longo de seu desenvolvimento, enquanto que nos tecidos ndo galhados, os
valores de Fm reduziram das folhas jovens para as folhas senescentes, houve um relacio entre
os estdgios de desenvolvimento com F=38 e p<0,0001, também reflexo da menor varia¢do
entre o estagio maduro e senescente na galha. Durante os picos de luz no efeito Kautsky fica
claro que o tecido ndo galhado se recupera de forma mais eficiente, emitindo menores valores
de fluorescéncia, especialmente quando comparado aos tecidos maduro e senescentes da galha
(Figura 2). O rendimento quantico potencial dos fotossistemas adaptados ao escuro (Fv/Fm) e
0 quenching nao fotoquimico (NPQ) foram maiores nos tecidos ndo galhados quando
maduros, também reduzindo com o envelhecimento dos tecidos. O rendimento quantico
efetivo médio adaptado a luz (Qy_lss) foi maior no tecido ndo galhado, e se manteve maior
em todos os estdgios de desenvolvimento, apresentando uma diferenca entre os tecidos
(F=94,9 e p<0,0001). O indice Rfd foi maior nos tecidos ndo galhados maduros,
permanecendo constante nas folhas jovens e senescentes. Este indice foi menor durante o

estdgio de senescéncia, tanto para folhas quanto para as galhas.

Dosagem dos teores de carboidratos

Diferentemente dos outros parametros analisados, o contetido de carboidratos ndo
demonstrou interacdo entre a presenca ou nao da galha e os estdgios de desenvolvimento dos
tecidos, tanto para os AST quanto para os PSA. O tnico carboidrato que mostrou alguma
relacdo foi o teor de amido (F=30 e p<0,0001). Os TNG e as galhas ndo apresentaram
diferenca entre os teores de AST, apresentando e um acréscimo durante seu desenvolvimento

(F=95,3 e p<0,0001). Do mesmo modo, os PSA nao variaram entre os TNG e as galhas,
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porém as galhas tiveram um acréscimo menor durante o desenvolvimento. As andlises para
amido foram os que menos variaram entre os estdgios de desenvolvimento, porém, mostraram

menores teores durante a fase madura, e aumentando na senescéncia, especialmente na galha.

Discussao

O galhador P. longicaudatum gera um alto estresse oxidativo nos tecidos foliares de A.
tomentosum (ver cap. 1). Este estresse, por sua vez, aumenta a energia a ser dissipada e
sobrecarrega a dissipa¢do de energia na fotossintese, especialmente nas galhas maduras em
relacdo ao tecido sadio, conforme pode ser observado nos resultados de fluorescéncia inicial
(F=92,3 e p<0,0001) obtidos a partir da curva de Kautsky realizadas nos tecidos niao galhados
e nas galhas. O estresse oxidativo gerado em resposta ao ataque de insetos galhadores ja foi
anteriormente reportado na literatura e discutido considerando-se seu impacto na performance
fotossintética (Oliveira et al. 2011b; Oliveira et al. 2014; Carneiro et al. 2014). A manutencao
do aparato fotossintético pode manter os niveis adequados de oxigénio e gas carbdnico nos
tecidos, além de se configurar como um mecanismo eficiente de reducdo do estresse oxidativo
em galhas. O tecido da galha induzida por P. longicaudatum em A. tomentosum pode ser
caracterizado como um dreno de fotoassimilados, isso porque a quantidade de acticares nos
tecidos ndo galhados ndo difere daqueles encontrados nas galhas, apesar do maior conteido
relativo de d4gua e a maior capacidade de armazenamento hidrico (suculéncia) da galha reflexo
da hiperplasia e a hipertrofia celular nesta regidio. O maior volume nas galhas, diluem as

gramas de carboidrato, o que mostra um maior numero de carboidratos regido galhada.

Alteragoes na performance fotossintética

Ha um decréscimo no conteddo de pigmentos fotossintéticos das galhas quando
comparadas com os tecidos ndo galhados (F=96,5 e p<0,0001). O decréscimo de pigmentos
fotossintéticos em galhas tem sido relatado em vérios sistemas como: galhas induzidas por

Cecidomyidae em Copaifera langsdorffii (Castro et al. 2012) e Aspidosperma spruceanum
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(Oliveira et al. 2011b); e induzidas por Psylloidea em Psidium myrtoides (Carneiro et al.
2014) e Aspidosperma australe (Oliveira et al. 2011b). 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. No
sistema P. longicaudatum — A. tomentosum, o desempenho fotossintético foi comprometido
quando comparado com o dos tecidos ndo galhados, apresentando valores de rendimentos
quantico potencial e efetivo menores que do TNG, o que vai de encontro ao encontrado na
literatura para outros sistemas galhador — planta hospedeira. O tecido da galha ainda sofre
uma desorganizac¢do do parénquima lacunoso, diminuindo a eficiéncia no aproveitamento da
luz e difusdo de gases (Taiz & Zeiger 2004). Ambos os tecidos reduzem os teores de clorofila
e carotenoides com o envelhecimento. Tal fato poderia ser indicativo de degradacdo dos
pigmentos pelo aumento do estresse oxidativo, como proposto para A. australe (Oliveira et al.
2011a). Entretanto, o menor teor de pigmentos nas galhas pode ser explicado pelo aumento do
numero e tamanho das células, que de certa forma aumenta o CRA, a suculéncia, € a massa
especifica, diluindo os pigmentos no tecido. A expansdo celular também ocorre durante a
maturagdo dos tecidos, corroborando o fato dos tecidos jovens apresentarem maior conteido
de pigmentos. Embora a reducdo no conteido de pigmentos possa ser efeito de uma diluicao
decorrente da hiperplasia celular nas galhas, as andlises de fluorescéncia também mostram
uma reducdo no rendimento quantico potencial nos tecidos da galha. A presenca de clorofila
por si s6 jd indica capacidade fotossintética do tecido da galha, mas a reducdo nos teores de
clorofila e carotenoides, juntamente com o alto estresse oxidativo induzido pelo galhador,
pode afetar o balango final da fotossintese, como reportado anteriormente para outros
sistemas Neotropicais (Oliveira et al. 2010; Isaias et al. 2015). Os carotenoides sao
importantes agentes na dissipacdo de energia; o excesso de energia nos fotossistemas, leva a

de-epoxidacdo da violaxantina a anteraxantina e zeaxantina, sendo O processo reverso
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responsdvel por regular a dissipacdo de energia (Demmig-Adams 1996). Esta energia é
liberada principalmente na forma de calor, aumentando os valores do quenching ndo-
fotoquimico (NPQ) e assim menores teores de carotenoides nos tecidos nao refletem os
menores valores de NPQ (tabela 3). Na galha, a reducdo dos carotendides também acontece,
mas o NPQ sofre um aumento no estidgio maduro, o que pode reduzir as taxas de
fluorescéncia (Demmig-Adams et al. 1996).

Os baixos valores de rendimento quantico potencial na galha madura (inferiores a 0,8)
de A. tomentosum indicam fotoinibicdo do PSII (Liittge 1998). Durante o processo de
fotoinibic¢do, as espécies ativas de oxigénio (principalmente o '02) danificam a proteina D1 do
centro de reacdo dos PSII. Por sua vez, estas proteinas sdo degradadas ou removidas,
resultando em uma baixa efici€éncia quéntica capaz de prejudicar a producdo de energia
fotoquimica para o Ciclo de Calvin (Nishiyama & Murata 2014). O dano nos centros de
reacdo do PSII também € evidenciado pelos altos valores de Fo observado nas galhas de A
tomentosum, 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 indica comprometimento
dos PSII nos tecidos das galhas de A. tomentosum, e estresse oxidativo.

Como consequéncia do aumento do estresse em plantas, geralmente hd um decréscimo
no rendimento quantico, diminuindo o quenching fotoquimico e ndo fotoquimico
(Lichtenthaler & Miehe 1997; Ruban et al. 2004) nos tecidos da galha. Ambos Qy e NPQ
ajudam a minimizar a producdo de *Chl” (Clorofila tripleto). Esta molécula transfere energia

para o Oz gerando oxigénio singleto ('0,"), uma EAO extremamente téxica (Pavlovic 2012),
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que é prontamente convertida na forma mais estdvel, o peréxido de hidrogénio (H20»)
(Bhattacharjee 2010; Wabhid et al. 2014). Por meio de mecanismos que resultam em liberagdo
de calor e fluorescéncia, as plantas conseguem, naturalmente, dissipar a energia nao usada na
fase fotoquimica da fotossintese (Baker & Oxborough 2004). O decréscimo na eficiéncia de
dissipacdo de calor (NPQ) nos tecidos das galhas poderia levar a um efeito ainda mais
negativo no rendimento fotossintético e aumentar o estresse oxidativo. Esta deficiéncia na
capacidade de dissipacdo de energia pelas galhas também pode ser verificada na curva de
Kautsky que, logo apds os picos de luz, mostram menor taxa de recuperacdo quando
comparada ao tecido ndo galhado. Estratégias de combate ao estresse oxidativo, como
producdo de plastoglobulos que auxiliam na recuperacdo do aparato fotossintético, ja foram
descritas (Oliveira et al. 2011b) e detectadas nas galhas de A. fomentosum (Capitulo 1), assim
como lignificagdo e o investimento em compostos fendlicos tém sito discutidos como
eficiente estratégia de dissipacdo do estresse. De fato, a deficiéncia em dissipacdo de energia
na fotossintese das galhas maduras e senescentes pode levar a um aumento do estresse
oxidativo na forma de producdo de EAO. Estas moléculas precisam ser dissipadas para
manuten¢do do balango redox no tecido (Isaias et al. 2015).

O maior rendimento quantico potencial dos tecidos jovens e maduros reflete os
maiores valores de Rfd (2,24 + 0,13 e 2,61 + 0,40 nas folhas jovens e maduras, e 2,27 + 0,25
nas galhas jovens) indicando maior vitalidade destes tecidos (Lichtenthaler & Miehe 1997).
Assim, pode se concluir que o aparato fotossintético das galhas jovens ainda ndo foi
comprometido pela acdo do inseto galhador. Estes valores empiricos mostram maior
eficiéncia da atividade do Ciclo de Calvin Benson (Lichtenthaler et al. 1986), onde valores
abaixo de 1 sugerem um comprometimento no processo de fixacdo de CO> e consequente
estresse (Haitz & Lichtenthaler 1988). Entretanto, é importante ressaltar que a galha, em

nenhum estdgio de desenvolvimento avaliado apresentou valores de Rfd menor que 1,
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embora haja uma reducdo da vitalidade e eficiéncia do ciclo de Calvin nas galhas quando

comparadas as folhas, este processo permanece eficaz.

Importancia da manutengdo da atividade fotossintética 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 induzida por P. longicaudatum
em A. tomentosum possui altos valores de CRA, ME e SU indicando aumento de 4gua e
quantidade de massa por drea. A hipertrofia das células, e reducdo dos espacos intercelulares
dificulta a difusdo de gases, podendo levar a hipdxia e hipercarbia do tecido (Haiden et al.
2012; Oliveira et al. 2011b; Isaias et al. 2015). Haiden et al. 2012 reportaram que a
fotossintese ocorre até dois milimetros de profundidade nos tecidos das galhas de
Trichilogaster acaciaelongifoliae induzidas em Acacia longifolia. Assim, a fotossintese
concentra-se nos tecidos periféricos e, quanto mais espessa a galha mais profunda é a camara
larval, menor € disponibilidade de O> e mais intensa é a concentracdao de CO> nos tecidos
internos. Alternativamente, o galhador 7. acaciaelongifoliae, demonstra grande habilidade em
controlar seu metabolismo, de acordo com os niveis de O> e CO»> disponiveis na galha,
aumentando ou diminuindo a respiracdo conforme lhe for necessdrio (Haiden et al. 2012).
Entretanto, nos préprios tecidos da galha, a capacidade fotoquimica € importante tanto para
producdo de carboidratos, utilizados para manutenc¢do da estrutura e metabolismo da galha
e/ou do galhador, quanto para produzir O», viabilizando a respira¢do aerdbica (Oliveira et al.
2011; Castro et al. 2012; Isaias et al. 2015). O consumo de CO2 no ciclo de Calvin durante a
atividade fotossintética nos tecidos da galha evita a hipercarbia nos tecidos e pode ajudar a
reduzir a concentragdo de CO> na camara ninfal.

No sistema P. longicaudatum e A. tomentosum, os teores de carboidratos nao

apresentaram grande alteracdo entre os TNG e as galhas, indicando que esta galha nao € forte
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dreno de carboidratos. Os carboidratos sdo produto de uma das vias metabdlicas primarias dos
vegetais. Sdo responsdveis por suprir a demanda energética metabdlica e garantir o balango
osmotico dos tecidos (acticares soliveis totais), por constituir a parede celular na forma de
celulose e hemicelulose (polissacarideos soldveis em dgua) e, quando em abundancia, podem
ser armazenados na forma de amido (Preiss 1988). Os maiores valores de polissacarideos
soldveis em dgua nas galhas jovens, quando comparados com os tecidos sadios ndo galhados,
¢ reflexo da alta taxa de divisao celular e, portanto, da alta densidade do tecido nesta fase, se

preparando para a expansao da propria galha (Fuzaro 2014).

Conclusao

A andlise de parametros fisiol6gicos em galhas induzidas por Pseudophacopteron
longicaudatum em Aspidosperma tomentosum mostra que a estrutura neoformada é capaz de
manter seu metabolismo fotossintético em todas as fases de desenvolvimento. A fotossintese
que ocorre nos tecidos galhados desempenha papel fundamental na manuten¢do do
maquindrio celular, e talvez no controle do estresse oxidativo, bem como na prevencdo da
hipdxia e hipercarbia nos tecidos. A disponibilidade de Oz e o controle na concentracdo de
CO; sdo importantes para o metabolismo da galha e do inseto galhador. A galha induzida
Pseudophacopteron longicaudatum em Aspidosperma tomentosum nao pode ser considerada

como um forte dreno de fotoassimilados, pois ndo é acumuladora de carboidratos.
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Figura 1 — Galhas de Aspidosperma tomentosum induzidas por Pseudophacopteron
longicaudatum. (A) A.tomentosum com folhas maduras. (B) Detalhe de folha com
galhas jovem. (C) Folha senescente e galha formando o efeito “ilha verde”. (D) Galha

madura em corte tranversal sem colora¢do, evidenciando tecido clorofiliano.
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(Figura 2) Grafico da curva Kautsky em galhas de Aspidosperma

tomentosum induzidas por

Pseudophacopteron longicaudatum. 1 — Galha jovem e tecido ndo galhado jovem, 2 — Galha

madura e tecido ndo galhado maduro, 3 — Galha senescente e tecido ndao galhado senescente.
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Maturagao

CRA (%) ME (mg MS cm?) SU (mg H>O g2 MS)
do o6rgao
TNG Galha P TNG Galha p TNG Galha p
Jovem 62,51 £ 10°* 63,56 + 8,2°%4 0,76 9,2+ 1,17 13,46 + 1,74 <0,0001 2,52 + 3,11 0,024
0,574 0,76*4
Maduro 64,29 + 76,94 + <0,0001 14,60 +0,72°8 22,75 + <0,0001 0,9 +0,09B 2,10+ <0,0001
5,294 4,154 2,71°8 0,28°B

Senescente 71,22 + 4,258 7539+4,78°8 0,047 10,99+1,28°C 28,07 £ <0,0001  1,5540,18°¢ 3,23+0,26**  <0,0001
6,14%¢

p <0,01 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

*Letras maiusculas comparam os diferentes estdgios de desenvolvimento e minusculas os tecidos.

Tabela 1 - Conteddo relativo de dgua (CRA), massa especifica (ME) e suculéncia (SU) em galhas (induzidas por Pseudophacopteron
longicaudatum) e tecidos ndo galhados de Aspidosperma tomentosum em diferentes estdgios de desenvolvimento (jovens, maduros e
senescentes). Galhas (n=15) e folhas (n=15) em um mesmo estdgio de desenvolvimento foram comparados com o teste T-student e os diferentes

estdgios foram comparados utilizando-se ANOVA 2 fatores, todos considerando diferencas a 5% de probabilidade.
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Maturacao

Clorofilas totais (ug g'MF) Carotenoides (ug g'MF) Clorofila a/b Clotofilas totais/carotenéides
do érgdo
TNG Galha P TNG Galha P TNG Galha p TNG Galha p
Jovem 1,804 1,0£04 <0,0001  022+006" (,14 0,05 <0,001 24+£02% 241+04% 0,67 8,3+ 1,1 74+0,94 0,05
Maduro 1,3+£0,2°8  0,5+0,1°®  <0,0000 04%0,1*® 0,2+0,03¢ <0,0001 8303 56+2,1" <001 3,5+0,3® 27+0,7® <0,01

Senescente 0,4+0,3¢ 020,11 0,013 0,3+0,1°8 0,1 +£0,02° <0,0001  1,9+09°® 210,76 0,085 1,1 +0,8C 1,7+0,9° 0,47

p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

*Letras maiusculas comparam os diferentes estdgios de desenvolvimento e minusculas os tecidos.

Tabela 2 - Teor de pigmentos cloroplastidicos em galhas (induzidas por Pseudophacopteron longicaudatum) e tecidos ndo galhados de
Aspidosperma tomentosum em diferentes estdgios de desenvolvimento (jovens, maduros e senescentes). Os tecidos em um mesmo estigio de
desenvolvimento foram comparados com o teste T-student e os diferentes estdgios foram comparados utilizando-se ANOVA 2 fatores, todos

considerando diferengas a 5% de probabilidade.
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Fo

Fm
Fyv/F
Qy_Lss
NPQ

Rfd

Galhas Tecidos ndo galhados

Jovem Madura Senescente Jovem Maduro Senescente
53,4 +4,58 75,2 + 8,54 89,2 + 17,94 453 +2.8B 50,5 +4,34 49,0 + 4,248
147,54 + 158 2498 + 29,94 222.1 +41,64 22528 + 14,4* 256,6 +21,78 179,4 + 17,2€
0,69 + 0,024 0,69 + 0,034 0,59 £ 0,078 0,79+ 0,084 0,80 + 0,007 0,72 £0,01B
0,01+0,01B 0,07+0,034 0,07+0,04* 0,18+0,034 0,11+0,02B 0,11+0,02B
1,69 + 0,264 1,33 £ 0,204 0,92 + 0,338 1,7+ 0,124 222 +0,168 0,69 + 0,18
1,93 £0,354 1,57 £ 0,24 4B 1,20 £ 0,358 2,55+ 0,104 2,61 +0408B 1,22 +£0,11€

*Letras maiusculas comparam os diferentes estdgios de desenvolvimento.

Tabela 3 - Andlise da fluorescéncia da clorofila em galhas (induzidas por Pseudophacopteron longicaudatum) e tecidos ndo galhados de

Aspidosperma tomentosum em diferentes estdgios de desenvolvimento (jovens, maduros e senescentes). Galhas (n=5) e folhas (n=5) foram

comparados com o teste T-student e os diferentes estdgios de desesenvolvimento foram comparados utilizando-se ANOVA 2 fatores, todos

considerando diferengas a 5% de probabilidade.
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Maturacao Polissacarideos soliveis em agua (mg g

Acucares soliiveis totais (mg g!) Amido (mg g™
do 6rgao D!
TNG Galha P TNG Galha P TNG Galha p
Jovem 94,4 + 38,5 84,4 +28,64 0,52 11,4+9,1°%  302+14,7°2  <0,005 2357+ 2949 +102,5*4 0,14
67,14

Maduro 333,9+£96,7°8  258,7+96,6°® 0,099 65,1 +264® 51,3+12,1°8 0,15 1834 £372°%  162,2 + 55,28 0,33
Senescente 444.,6 507,6 £ 0,23 146,8 + 114,0 + 0,17 360,9 £ 410,7 + 35,3%¢ 0,072

112,6*¢ 116,0°¢ 63,4%C 36,7°A 72,58

*Letras maiusculas comparam os diferentes estdgios de desenvolvimento e minusculas os tecidos.

Tabela 4 — Teores de carboidratos em galhas (induzidas por Pseudophacopteron longicaudatum) e tecidos ndo galhados de Aspidosperma
tomentosum em diferentes estagios de desenvolvimento (jovens, maduros e senescentes). Galhas (n=???) e folhas (n=??) em um mesmo estagio
de desenvolvimento foram comparados com teste T-student e os diferentes estdgios de desenvolvimento foram comparados utilizando-se

ANOVA 2 fatores, todos considerando diferencas a 5% de probabilidade.
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Consideracoes finais

A avaliac@o dos gradientes funcionais da galha de Aspidosperma tomentosum
induzida pro Pseudophacopteron longicaudatum, possibilitou a compilacdo de dados
para discussdo do papel das pectinas durante o desenvolvimento da galha e do orgdo
vegetal, além de fornecer um material comparativo com outras galhas quanto ao padrio
de acumulo de nutrientes e alimenta¢do de galhadores. As andlises da fotossintese
mostraram sua maquinaria estressada, e fazendo parte da dissipacao de espécies reativas
de oxigénio, o que coloca a galha como um dreno. Foi visto também a capacidade de
manter o tecido clorofiliano pelo galha, uma vez que na senescencia apresentou menor

queda nos parametros medidos.
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