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Soares-Junior, Ramon Lima. Universidade Federal do Recéncavo da Bahia. 05-2021.
Anatomia e Histoquimica de galhas foliares em Cnidoscolus pubescens Pohl.
(Euphorbiaceae). Fabiano Machado Martins.

Resumo

As galhas sdo estruturas que exemplificam a complexa interagdo entre vegetais e insetos, tanto
pelos métodos de defesa da planta contra herbivoria, quanto pelos atributos desenvolvidos
pelos insetos para tomar o controle do vegetal e formar as cdmaras de nutricdo e maturagdo. O
presente trabalho objetiva a descricdo anatbmica e histoquimica de galhas foliares em
Cnidoscolus pubescens Pohl (EUPHORBIACEAE), a qual ndo possui registros de galhas na
literatura. Desta forma, os resultados contribuem pela primeira vez com informag6es acerca
da presenca de galhas e dos processos de sua formagdo nesta espécie. As amostras foram
coletadas no Municipio de Santa Teresinha-Ba, estocadas em fixadores para posterior
formac&o das Iaminas histologicas, as quais foram analisadas quanto a anatomia, enquanto a
histoquimica foi realizada a partir da submissdo das amostras a diferentes testes histoquimicos.
Os resultados da anatomia demonstraram uma certa preferéncia do organismo galhador por
areas proximas ou sobre a nervura central, com certo grau de reorganizacdo de vasos
condutores e deformagdes em demais tecidos vegetais. Também foram registradas estruturas
relacionadas a linha de defesa direta do vegetal, com maiores concentragBes proximas as zonas
de formacdo das galhas. Os resultados histoquimicos apontaram a presenca de compostos
fendlicos e sinalizaram substancias nutricionais na forma livre e contidas em outras estruturas,
como lipidios livres e encontrados no interior de laticiferos e idioblastos e proteinas apenas
observadas no interior de laticiferos. O gradiente de amido encontrado, esta relacionado com

o tecido de armazenamento vegetal, fornecendo energia para o desenvolvimento da galha.

Palavras-chave: Interacéo, inseto-planta, nutri¢do, reorganizacao;



Soares-Junior, Ramon Lima. Universidade Federal do Recéncavo da Bahia. 05-2021.
Anatomia e Histoquimica de galhas foliares em Cnidoscolus pubescens Pohl.
(Euphorbiaceae). Fabiano Machado Martins.

Abstract

Galls are structures that exemplify the complex interaction between plants and insects, both by
the methods of defense of the plant against herbivory, and by the attributes developed by insects
to take control of the plant and form the chambers of nutrition and maturation. The present work
aims at the anatomical and histochemical description of leaf galls in Cnidoscolus pubescens Pohl
(EUPHORBIACEAE), which does not have gall records in the literature. In this way, the results
contribute for the first time with information about the presence of galls and the processes of their
formation in this species. The samples were collected in the city of Santa Teresinha-Ba, stored in
fixers for later formation of histological slides, which were analyzed for anatomy, while
histochemistry was performed from the submission of samples to different histochemical tests.
The anatomy results showed a preference for the galling organism for areas close to or on the
central rib, with a certain degree of reorganization of conductive vessels and deformations in other
plant tissues. Structures related to the plant's direct defense line were also recorded, with higher
concentrations close to gall formation areas. The histochemical results indicated the presence of
phenolic compounds and signaled nutritional substances in the free form and contained in other
structures, such as free lipids and found within the laticiferous and idioblast and proteins only
observed inside the laticiferous. The starch gradient found is related to the plant storage tissue,
providing energy for the development of the gall.

Key-words: Interaction, insect-plant, nutrition, reorganization.



1. Introducao

A familia Euphorbiaceae € uma das maiores representantes de angiospermas, com
enorme diversidade morfoldgica, compreendendo cerca de 8.000 espécies agrupadas em
317 géneros, distribuidos por regibes tropicais, subtropicais e temperadas de todo o
mundo (Malvaceae in Flora do Brasil, 2020). Seus exemplares geralmente sé&o latescentes,
mondicos ou didicos, com flores diclinas, gineceu sincarpico, ovario supero e

frequentemente tricarpelar e fruto tricoca (Satiro & Roque, 2008).

A familia ocupa a posicédo de sexta maior do mundo em diversidade, atras apenas
de Orchidaceae, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae e Rubiaceae (STEINMANN, 2002;
LUCENA & SALES, 2006). Euphorbiaceae retine inimeras espécies de relevancia para
economia nas mais diversas areas, como Hevea brasiliensis Mull. Arg. (seringueira), de
onde se extrai o latex para fabricacdo da borracha, Manihot esculenta Crantz, uma
cianogénica, conhecida popularmente como mandioca ou cassava, Jatropha curcas L.
(pinhdo-manso) utilizada na produgdo de biocombustiveis, (SECCO et al., 2005;
AMORIM et al., 2005b; LOUREIRO et al., 2013).

O género Cnidoscolus Pohl. concentra sua distribuicdo na América tropical,
principalmente no México e no Nordeste do Brasil, compreendendo cerca de 50-75
espécies atualmente conhecidas, popularmente chamadas de urtiga (WEBSTER 1994;
SOBRINHO et al., 2012). Pohl propbs este género para agrupar espécies que
apresentavam tricomas urticantes e apenas um verticilo no perianto (MELO & SALES,
2008). O género compreende vegetais com enorme valor ecossistémico, sendo bastante
empregados nas lavouras xerofitas como recuperacdo de areas degradadas e na pecuaria
como estratégia de sustentacdo do rebanho (MELO & SALES, 2008; MEDEIROS &
ALOUFA, 2015).

Popularmente conhecida como arre-diabo, cansangédo, pinha-queimada ou urtiga-
de-mamao, a espécie alvo deste trabalho: Cnidoscolus pubescens, apresenta tricomas
urticantes, folhas alternas, simples, sendo uma planta decidua, xeréfita e pioneira, com
caracteristicas exclusivas de caatinga arbdrea, ocorrendo nos estados de Goias, Bahia,
Piaui, Pernambuco, Minas Gerais e Espirito Santo. Por ser uma planta de rapido
crescimento, C. pubescens é frequentemente relacionado a programas de reflorestamento
de areas degradadas (LORENZI, 1998).



A relacgdo interespecifica entre espécies de organismos parasitas, incluindo insetos
galhadores e seus hospedeiros, causa a rediferenciacdo dos tecidos vegetais, levando a
formacéo de uma estrutura patologicamente desenvolvida denominada de galha (MANI
1964; VECCHlI et al., 2013), a qual tem sua regulacdo mediada pelo indutor (CARNEIRO
et al., 2013). No entanto, evidéncias sugerem que os galhadores sdo parasitas que
controlam a maioria dos aspectos do seu desenvolvimento (STONE &
SCHONNROGGE, 2003).

A complexidade estrutural das galhas pode variar desde simples dobras
relativamente abertas a estruturas completamente fechadas (FERNANDES et al., 1988).
A morfologia das galhas também varia, podendo receber diferentes classificacGes
(STONE & SCHONNROGGE, 2003; ASCENDINO & MAIA, 2017). Considerando o
morfotipo, as galhas podem ser uniloculares ou até mesmo conterem mais de dez cdmaras
internas (BREGONCI et al., 2010), com possibilidades de abrirem-se para o exterior
permitindo a saida do inseto ja na fase adulta, esta denominada de galha aberta, enquanto
no caso de galhas fechadas, o inseto ja desenvolvido perfura os tecidos vegetais para
alcancar o exterior (FERNANDES et al., 1988).

Estudos filogenéticos sobre galhas e seus habitos, sugerem uma evolucao a partir
de lamelas e dobras das folhas (FERREIRA et al., 2019). Do ponto evolutivo, as galhas
entomogenas sdo adaptacdes bem desenvolvidas que permitiram que 0s insetos se
alimentassem de tecidos de alta qualidade ao mesmo tempo em que é oferecida protecéo
contra fatores bidticos e abioticos (GONCALVES-ALVIM & FERNANDES, 2001).

As galhas podem levar a alteragdes em metabolitos primarios e secundarios e
também na expressao génica da planta (HARTLEY 1999), de modo a desviar substancias,
bloquear vasos condutores, levar ao crescimento de partes ndo essenciais para o vegetal
ou atrofiar determinados 6rgéos. Estas estruturas desenvolvem-se desde a extremidade da
raiz as gemas apicais do caule, com maior frequéncia em folhas e ramos (MANI, 1992;
FERNANDES & MARTINS, 1985; SANTOS et al., 2010; SILVA et al., 2011).

Em galhas entomogenas, o contato fisico e continuo com os tecidos do hospedeiro
é necessario por parte da larva galhadora para que a estrutura se desenvolva como

esperado e sejam induzidas modificagdes do metabolismo vegetal (ESPIRITO-SANTO



& FERNANDES 2007), ocasionando hiperplasia, hipertrofia, rediferenciacdo e/ou
metaplasia no tecido infectado (MANI 1964; ISAIAS E OLIVEIRA 2012; FERREIRA
etal., 2017).

Insetos galhadores sé&o organismos capazes de induzir a modificacdo de padrdes
de crescimento no vegetal hospedeiro. Sdo promovidas alteracdes de natureza tecidual
fornecendo alimentacéo e abrigo a estes indutores (FERNANDES E CARNEIRO, 2009).
Dentre 0s insetos, a ordem Diptera é apontada como os maiores galhadores, geralmente
relacionados a familia Cecidomyiidae (COSTA et al., 2014; BERGAMINI et al., 2017;
BREGONCI et al., 2010; FERNANDES et al., 2012). O vegetal encara a presenca do
Cecidomyiidae como uma infeccdo parasitaria, tomando medidas iniciais para nédo
instalacdo do mesmo em seus tecidos (ROHFRITSCH, 1980).

Tendo em vista a existéncia de insetos galhadores nessa espécie e no género, esse
estudo teve o objetivo de descrever a anatomia e histoquimica envolvidas na formacéao
das galhas foliares de Cnidoscolus pubescens, nossa hipotese é que: defesas fisicas e/ou
histoquimicas foram impostas pelo vegetal, em funcdo do organismo galhador em seus
tecidos, o qual utilizaria certas substancias tanto para sua nutricdo quanto manutencéo da

galha.

2. Revisdo bibliogréafica

Caatinga

O bioma Caatinga tem sua denominagdo de origem indigena e significa “Mata
Branca”, sendo a Unica regido natural que pertence exclusivamente aos limites brasileiros,
abrangendo a maior parte do nordeste do Brasil com territério de aproximadamente
800.000 km2 (LEAL et al., 2003 e RODAL et al., 2013). Tipica do semi-arido brasileiro,
é uma floresta xerofita decidua tropical, com predominio de arbustos e arvores de
pequeno porte no denominado agreste e de mata baixa espinhosa e suculenta no sertdo
(COLE, 1960).

Esta regido destaca-se por seu grande numero de vegetais endémicos ao bioma,
sendo uma vegetacao xerdfita com fisionomia e floristica diversificada (AMORIM et al.,
2005a e RODAL et al., 2013), com abundancia no nimero de espécies lenhosas, a

Caatinga é principalmente gerida por bromeliaceas e herbaceas delimitando seus estratos
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arboreos e arbustivos (ARAUJO FILHO, 1992). Embora com grande diversidade e
endemismo, a Caatinga apresenta um certo grau de desvalorizacdo quando comparada a
outros biomas naturais, sendo a regido menos explorada botanicamente e protegida por
UCs de todo territdrio brasileiro (LEAL et al., 2003; GIULIETTI et al., 2004).

InteracOes organismo-planta

Ao longo da evolugdo, as plantas desenvolveram interagbes com outros
organismos, capazes de beneficiar ou ndo ambas as linhagens (DEL-CLARO et al., 2009).
A diversificacdo e radiacdo adaptativa das linhagens, tanto no &mbito ecolégico quanto
evolutivo, levaram os vegetais a desenvolverem estratégias de crescimento, defesas
fisicas, quimicas e fenoldgicas (COLEY et al., 1985), permitindo-lhes melhor utilizacéo
dos recursos presentes em seu habitat, enquanto os animais aperfeicoaram seus méetodos
de obtencdo de recursos (DEL-CLARO et al., 2009).

A herbivoria é uma interacdo que exemplifica interagdes entre animais e plantas,
exercendo certa pressdo evolutiva sobre organismos especificos e por sua vez acarretando
efeitos negativos no padréo dos vegetais, de modo a diminuir seu crescimento, reproducéo
e competitividade, visto que, sua rede de nutricdo e diversidade da comunidade sdo
afetadas, com danos diretos na composicdo e produtividade de todo um ecossistema
(HUNTLY, 1991; COLEY & BARONE, 1996).

Dentre as interacdes ecoldgicas, tém-se as galhas, originadas a partir de uma
associacdo interespecifica, onde o organismo indutor interage com o tecido de plantas
hospedeiras. Essa associacao € considerada uma das mais complexas da relacdo inseto-
planta, ocasionando a diferenciacdo de celulas no tecido infectado do vegetal
(SHORTHOUSE et al., 2005).

Galhas

As galhas ou cecidias, também conhecidas como tumores de plantas, sdo
estruturas que representam a reacao do vegetal em funcéo da presenca outros organismos,
sendo insetos na maioria dos casos (FERNANDES et al., 2012), mas também bactérias,
virus, fungos, liquens nematoides e &caros. Estas estruturas sdo formadas em tecidos ou

orgaos de plantas, desenvolvendo hiperplasia ou hipertrofia, criando micro-habitats
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fechados para habitantes especializados e que estdo relacionados com atividades de
nutricdo do indutor (MANI, 1964; FERNANDES & MARTINS, 1985; STONE &
SCHONROGGE, 2003).

AlteracOes de alta complexidade s&o evidenciadas em estudos anatomicos e
ontogenéticos de galhas (MOURA et al., 2009), confirmando que essa interacao
interespecifica galhador-hospedeiro €, na verdade o fendtipo estendido do organismo
indutor, onde cada parasita induz alteracdes morfogenéticas semelhantes em diversos
hospedeiros (SHORTHOUSE et al., 2005; GIRON et al., 2016). As galhas apresentam
caracteristicas peculiares de cada espécie, distintas tanto fisiolégica quanto
morfologicamente (FERNANDES et al., 2012; ISAIAS & OLIVEIRA, 2012).

O desenvolvimento completo da galha depende da sincronizacéo perfeita entre o
inseto galhador e sua planta hospedeira, podendo ser dividido em estagios ontogénicos
de: indugéo, crescimento e desenvolvimento, maturacdo e senescéncia, de modo que
simples variagcdes no ciclo de vida vegetal podem acarretar problemas nutricionais para
as espécies indutoras (CARNEIRO et al., 2013).

Price et al., (1987) reuniram argumentos de diversos autores sobre o valor
adaptativo das galhas e sua finalidade, com discussdes que giram entorno destas
estruturas serem formadas a favor dos indutores, atuando como fonte de alimentacéo para
as larvas, ou auxiliando o vegetal na defesa, o qual possivelmente produz a galha para
neutralizar o organismo invasor. Contudo, o autor relata que as galhas possuem alto valor
adaptativo, dado que, além de fornecer alimento a larva indutora, essa estrutura cria um
microambiente propicio ao desenvolvimento larval, enquanto protege a mesma de fatores

externos.

Inseto galhador

Galhas de insetos sdo causadas principalmente por quatro grupos: Diptera,
Heteroptera, Hymenoptera e Cynipidae (Hymenoptera), estes grupos induzem formacao
de estruturas galigenas geralmente com um grau de complexidade superior as galhas
induzidas por outros organismos (HOUGH, 1953). A herbivoria por insetos, também
denominada de fitofagia, ndo ocorre por acaso, um dos fatores desta e de muitas outras
interacdes entre vegetais e insetos, pode ser elucidado por ambos serem 0s maiores grupos

em questdo de diversidade, ndo se tratando de uma relagdo acidental. Cada linhagem
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desenvolve atributos que garantem sua sobrevivéncia ao longo da sua coevolucéo,
interagindo harmonicamente ou nédo entre si (AOYAMA & LABINAS, 2012).

Os ceciddgenos como sdo chamados os insetos indutores, apresentam grande
especializacdo na obtencdo de recursos, uma vez que, possuem uma interagao direta com
os tecidos internos do vegetal. Ao alterar o genoma da planta, o inseto induz a formacao
de recursos nutricionais e protetores, garantindo o sucesso da reproducdo e
desenvolvimento da larva (SHORTHOUSE et al., 2005)

No ato do estabelecimento do inseto indutor, um morfotipo especifico desta
espécie iniciara seu desenvolvimento apds respostas ativas dos tecidos vegetais, gerados
pelo hospedeiro. O grau de diferenciagdo celular varia conforme o tempo de ciclo da
estrutura galigena, aumentando também sua complexidade estrutural, visto que, o
envelhecimento da folha, dita o tempo entre a maturacdo e a senescéncias da galha
(MAGALHAES et al., 2015).

Os Dipteros em sua maioria, utilizam a espatula protoracica para fazer uma
ruptura no tecido vegetal, seu fluido salivar induz o desenvolvimento de uma bolsa,
enquanto o liquido celular é digerido de forma extracorpérea e sugados pela larva
(FERREIRA et al., 2019). A familia Cecidomyiidae pertencente a ordem Diptera, possui
enorme facilidade em ocasionar galhas na grande maioria dos vegetais e em todos seus
6rgdos, tendo a folha como 6rgdo principal e uma gama de morfologias estruturais
galigenas, variando entre esferoides, fusiformes, clindricas, ovdides, coniformes, glabras
e pilosas de acordo com seu hospedeiro (FERNANDES & PRICE, 1988).

Segundo Rohfritsch (1980), a partir da eclosao, a larva de Cecidomyiidae ataca 0s
tecidos com seu aparelho bucal, causando inumeras lesbes ao vegetal, numa fase
denominada de pré-implantacdo, onde a mesma € bastante movel e agil. Apds instalar-se
completamente no tecido hospedeiro, a larva passa a ser imovel e torna-se menos violenta

para o vegetal.

Espécies com poder de penetracdo mais profunda nos tecidos vegetais, como
insetos com longos estiletes, sdo capazes de induzir a hipertrofia de tecidos mais internos
como o floema, enguanto os insetos sugadores mais superficiais e mastigadores,
promovem a formacao de tecidos nutritivos ao redor da cdmara larval (FERREIRA et al.,
2019).
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Habitat dos galhadores

LUZ et al., (2012) relataram maior riqueza de estruturas galigenas em habitats de
vegetacdo esclerdfila e sujeita a estresse hidrico (habitats xéricos), quando comparado a
ambientes mésicos. Resultado também encontrado por LARA et al., (2002) ao analisarem
a riqueza de galhas em altitudes constantes para habitats xéricos e mésicos, com maiores
numeros em sitios xéricos. Porém, a autora observou que entre 1200m e 1400m, houve-
se uma diminuicdo na riqueza de galhas em ambientes xéricos, sendo o ambiente mésico
detentor da maior média, tendo como explicacdo o aumento na umidade em altitudes

elevadas.

A sobrevivéncia de larvas galhadoras pode ser ameacada pela simples presenca de
outro organismo parasita, 0 fungo endofitico, o qual produz substancias quimicas nos
vegetais hospedeiros, levando a mortalidade do galhador. Estes patdgenos sdo menos
ativos em hébitats mais secos, entretanto, aumentam consideravelmente a mortalidade de

galhadores em ambientes mésicos (LARA et al., 2002).

Tanto o estresse hidrico quanto o ataque por outros patégenos sofrido pelos
vegetais, corroboram com a hipétese de estresse higrotérmico sugerida por Fernandes &
Price (1988), a qual propde que em ambientes mais secos (habitats xéricos) as plantas
oferecem maiores condi¢fes nutricionais para os insetos galhadores e uma frequéncia

menor na infestacdo por outros parasitas, possivelmente inimigos naturais dos insetos.

3. Objetivos

3.1. Geral

- Descrever a anatomia e histoquimica envolvida na formacéo da estrutura
galigena em Cnidoscolus pubescens (Euphorbiaceae)

3.2.  Especificos

- Identificar as alteracGes histoldgicas no tecido vegetal galhado.

14



- Descrever as estruturas de defesa (fisicas e/ou histoquimicas) utilizadas pelo
vegetal contra a herbivoria

- Histolocalizar as substancias histoquimicas envolvidas na nutricdo do indutor e
manutencdo da galha

4. Material e métodos

4.1. Coleta e desenvolvimento
Localizada no Centro Norte Baiano, 0 municipio de Santa Teresinha-Ba possui

cerca de 719,257 Km?, situada entre as coordenadas: latitude 12°46'19" Sul e longitude
39°31'24" Oeste, com altitude de 227 metros. O municipio tem a Caatinga como principal
bioma, entretanto, fragmentos de Mata Atlantica também sdo encontrados (IBGE, 2010).
A coleta foi realizada aos arredores da Rampa do Voo Livre (12° 42' 49.9"S 39° 32'
47.519"W) uma érea de Caatinga situada entre a Sede de Santa Terezinha e a localidade

do Boqueirdo.

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal do Reconcavo da Bahia no
municipio de Cruz das Almas-Ba, durante o periodo de marco a dezembro de 2019. Para
tanto, as amostras coletadas no municipio de Santa Teresinha-Ba foram depositadas na
colecéo cientifica do Laboratdrio de Anatomia e Histoquimica Vegetal da UFRB.
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Figura 1. Mapa do estado da Bahia evidenciando a localizagdo do municipio de
Santa Teresinha.
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Figura 2. Cnidoscolus pubescens e seu galhador. A. Cnidoscolus pubescens in
natura; B-C. Galhas foliares em Cnidoscolus pubescens; D. Galhador encontrado em

estagio larval.

4.2. Histoquimica e caracterizagdo anatdmica

Amostras foliares (nervura central, margem da folha e peciolo) provenientes de
trés individuos de Cnidoscolus pubescens foram fixadas em FAA (formaldeido, &cido
acético glacial, etanol 70%; 5:5:90; v/v), por 24 horas e estocadas em etanol 70%
(Johansen 1940), em FNT (formalina neutra tamponada; tampé&o fosfato, formalina, 9:1
v/V) por 48 horas e lavado a cada 1:30h por um periodo de 8 horas (Lillie, 1965), e SFF
(solucdo de sulfato ferroso, formalina, 9:1 v/v) 48 horas e apds lavadas cinco vezes em
etanol a cada 15 minutos em um periodo de 1:30h. Para testes histoquimicos ndo foram

utilizadas amostras fixadas em SFF.

Com o objetivo de identificar histoquimicamente as diferentes classes de
compostos na estrutura galigena, amostras dos materiais fixados foram seccionadas em

criomicrotomo (Leica 1800) e submetidas a diferentes testes histoquimicos (Tab. 1).

Tabela 1. Testes histoguimicos utilizados na deteccio de metabolitos para galhas foliares
de Cnidoscolus pubescens.

Grupos metabolitos Reagentes

Compostos fendlicos Compostos tenolicos gerais Dicromato de Potassio (Gabe,
1968
Taninos
Vambhina Clondrnea (Mace &
Howell, 1974)

Lipidios Lipidios totais Sudan Black B (Pearse, 1980)
Polissacarideos Amidos Lugol (Jensen 1962)
Pectinas Vermelho de Ruténio (Johansen,
19407
Proteinas Proteinas totais Kilimide Pounceau (Obrien &
Mecully, 1981)
Terpendides Borracha Oil Red O (Jayabalan & Sha,

1986)

Para caracterizacdo anatdbmica, as amostras sofreram desidratacdo em série
butilica, sendo inclusas em parafina histolégica com DMSO (Histosec/Merck), formando
blocos que foram seccionados transversal e longitudinalmente com espessura de 16 pm
em microtomo rotativo de avango automatico (modelo RM 2245 - Leica), com utilizagdo
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de navalhas de aco descartaveis. Apos desparafinizacdo em série xilolica crescente, 0s
cortes foram corados com safranina alcodlica e azul de astra e as laminas montadas com

resina sintética.

Observagoes e documentacdo fotografica tanto para histoquimica quanto para
caracterizacdo anatémica foram realizadas em microscépio de luz (modelo BX51,
Olympus Optical) equipado com sistema fotografico E330, do Laboratoério de anatomia e
histoquimica da UFRB. Com auxilio dos programas Photoshop CS6 e Power Point

montaram-se as pranchas com as imagens obtidas para analise dos resultados.

5. Resultados e discussao

Em vista frontal da folha de C. pubescens, observou-se a presenca de galhas em
ambas as faces, com maior registro na superficie abaxial em relacdo a face adaxial.
Resultados semelhantes foram encontrados por Luz et al., (2012) para vegetais de
ambientes xéricos e mésicos, apresentando superioridade de indugbes para a face abaxial
da folha. Carneiro et al., (2009) relataram que tecidos jovens como as folhas, sdo mais
propicios a reacdo de inducdo por apresentarem uma certa plasticidade ndo encontrada

em outros 0rgaos.

As galhas apresentaram em sua maioria uma coloracdo esverdeada e encontravam-
se distribuidas por todo o limbo foliar, com maior frequéncia préximas ou sobre a nervura
central e nervuras secundarias (Fig 2B e C). Esse fendmeno ocorre devido a presenca de
elementos de conducdo xilema e floema, que promovem um fluxo de substancias
nutritivas maior em feixes vasculares de maior espessura, possibilitando o
desenvolvimento do indutor (KRAUS et al., 1996). A coloragéo da estrutura galigena é
consequéncia de mudancas no acumulo de pigmentos vegetais, com possibilidade de
alteracdes de coloragcdo ao longo do desenvolvimento da galha, tendo sua evolucéo
relacionada a adaptacdo do vegetal a pressfes fisioldgicas e sinalizacdo defensiva
(INBAR et al., 2010).

Apenas um morfotipo de galha foi encontrado, o que indica que C. pubescens
sofreu ataque de apenas uma espécie de galhador, visto que, as caracteristicas das galhas

sdo exclusivas de cada espécie. Gongalves-Alvim & Fernandes (2001), relataram uma
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certa preferéncia por parte dos insetos galhadores, para plantas que sobrevivem em
condi¢cdes mais adversas, como de héabitats aridos e quentes e de vegetacdo esclerofila.
Segundo Carneiro et al., (2013), os insetos galhadores tendem a ser univoltinos ao
parasitar plantas deciduas, como no caso da espécie alvo e multivoltinos no caso de
vegetais perenes, 0 que pode influenciar para riqueza de galhas em espécies de

determinadas regides.

As galhas de C. pubescens foram classificadas como globoides de padréo isolado,
raramente sobrepondo umas as outras (Fig. 2A, 2B), semelhante aos trabalhos de
Magalhdes et al., (2008) e Coelho et al., (2012) para Cnidoscolus quercifolius, este ultimo
evidenciando galhas conicas também na face abaxial da folha. A morfologia globdide
descrita para as galhas deste estudo, inclui formas redondas que variam de elipsoides a
esferoides, com possibilidade de formacgdo em todos os 6rgaos vegetativos e reprodutivos
do vegetal hospedeiro. Este é o morfotipo mais comumente encontrado na natureza,
muitas vezes referidos com outros termos, sendo eles: esférico, globoso, globular, ovéide,

entre outros sindbnimos da morfologia globdide (ISAIAS et al., 2013).

A presenca de galhas em C. pubescens, corrobora com a hipltese de estresse
higrotérmico fundamentada por Fernandes & Price (1998), onde o estresse ambiental ao
qual plantas de regiGes xéricas estdo sujeitas, ou seja: altas temperaturas, radiacdo e
escassez de agua em determinados periodos do ano, aumentam sua susceptibilidade a
herbivoria. Segundo Aerts (1995), espécies deciduas apresentam altas taxas de herbivoria

por possuirem baixas concentracdes de defesas mecanicas e quimicas.

A maioria das galhas de C. pubescens encontravam-se fechadas (sem ecloséo),
demonstrando que as larvas galhadoras ainda ndo haviam atingido sua fase adulta
(FERNANDES et al., 1988). Embora o galhador ndo tenha sido identificado, registros
encontrados na literatura sobre relagdes inseto-planta, relacionam a maioria das galhas a
insetos da familia Cecidomyiidae, a qual é apontada em indmeros trabalhos
(FERNANDES et al., 2001; SANTOS et al., 2011b; FERNANDES et al., 2012) como
principais indutoras de galhas na familia Euphorbiaceae. Santos et al., (2011a) relataram
galhas induzidas pela familia Cecidomyiidae em trés espécies do género Cnidocolus:
Cnidoscolus loefgrenii, Cnidoscolus phyllacanthus e Cnidoscolus urens, para regides de

Caatinga no estado de Pernambuco.
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Em secéo transversal, regides sadias da folha apresentaram epiderme unisseriada,
coberta por cuticula em ambas as faces, adaxial e abaxial, um mesofilo dorsiventral (Fig.
3A). A nervura central (Fig. 3B-C) e nervuras secundarias apresentam feixes vasculares

colaterais como relatado por Metcalf & Chalk (1950) para familia Euphorbiaceae.

Em regides galhadas foram observadas um certo grau de reorganizagéo tecidual
do mesofilo. Tanto o parénquima palicadico quanto parénquima lacunoso apresentaram
deformacgdes em seus padrdes estruturais, como a homogeneizacdo de ambos 0s
parénquimas e o aumento do numero de células, bem como de seu tamanho,
caracterizando a hiperplasia e hipertrofia celular comumente encontrada em galhas. (Fig.
5A). Segundo Yamaguchi et al., (2012) e Bedetti et al., (2018) os fitormdnios auxina
(IAA) e citocinina (CKs), possuem papel importante na formacao e manutencao de galhas
entomogenas, uma vez que, Seus genes responsivos sdo positivamente regulados pela
presenca do indutor, levando aos processos observados de hiperplasia e a hipertrofia do
tecido afetado.

Anélises do laminario evidenciaram camara larval com léculo Unico, hospedando
o0 galhador, este ainda estagio de desenvolvimento (fig. 5A). De acordo com Felt (1936),
o0 estimulo para a formacéo das galhas ocorre em tecidos meristematicos ou tecidos com
plasticidade suficiente para o desenvolvimento de fungdes semelhantes, nos quais o
crescimento anormal da epiderme se da provavelmente enquanto suas células ainda estdo

em condigdes plasticas.

Tricomas tectores foram evidenciados em ambas as faces da folha (Fig. 3B)
idioblastos distribuidos em maior nimero na regido galhada (fig. 4A), assim como a
presenca de cristais de oxalato de calcio do tipo drusa (Fig. 4A) e laticiferos dispostos no

mesofilo e na regido cortical (Fig. 4B).

O conjunto destas estruturas, funciona como uma linha de defesa direta da planta
em resposta a herbivoria, seja por meio de protecbes mecanicas superficialmente
localizadas ou pela produgdo de substancias quimicas toxicas. Sdo formadas barreiras
repelentes e anti-nutricionais que evitam a acessibilidade de herbivoros ao recurso
alimentar vegetal (BECERRA et al., 2001; ARRUDA et al., 2009; BARBOSA et al.,
2010; WAR, 2012; RAYMUNDO et al., 2017). O grau de aceitabilidade ou resisténcia
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das plantas hospedeiras tem influéncia direta das caracteristicas fisicas e quimicas do
vegetal (ABRAHAMSON et al., 1991; RAMALHO & SILVA, 2010).

Elementos de protoxilema foram encontrados na regido galhada, evidenciando o
inicio para formag&o de novos vasos condutores, da mesma forma que tecidos vasculares
bem formados encontram-se orientados em funcao da irrigacdo dos tecidos no local do
ataque (Fig. 5B-C). Elementos de protoxilema surgem na formacéo do xilema primario,
em Orgdos ou partes do vegetal que ndo completaram seu alongamento e diferenciacéo

(Appezzato-da-Gldria e Carmello-Guerreiro, 2006).

A producdo de tricomas em 6rgdos foliares, esta associado a presséo sofrida pelo
vegetal em funcéo dos herbivoros (BARBOSA et al., 2010). Rodrigues et al., (2013) em
testes com cultivares de soja, observaram que o cultivar com a maior densidade de
tricomas, foi 0 menos suscetivel ao ataque do herbivoro Cerotoma arcuata, em funcéo da
menor média de area danificada em discos foliares. Segundo War (2012), a densidade
dessas estruturas afeta a ovoposicéo e nutricdo do organismo indutor no estéagio larval e
mecanicamente interferem na locomocdo de insetos adultos e outros organismos na

superficie vegetal.

Dentro da herbivoria, os idioblastos além de possuirem funcéo direta na formacao
de cristais de oxalato de célcio, auxiliam também nas regulagdes de célcio, desintoxicacao
de metais e defesas quimicas da planta, impedindo-a de sucumbir a diferentes estresses
ambientais (NAKATA, 2003; FRANCESCHI & NAKATA, 2005).

Os laticiferos sdo estruturas produtoras de latex que desempenham papéis de alta
relevancia, fisio, ecologica e evolutivamente, nas defesas anti-herbivoros dos vegetais,
diminuindo a palatabilidade do 6rgéo, dificultando a predacgéo e atuando de forma Unica
nas interagdes inseto-planta (KONNO, 2011: AOYAMA & LABINAS, 2012). A
presenca de laticiferos ndo é exclusivo de vegetais galhados, sendo relacionados também
com o transporte e fornecimento de produtos quimicos de defesa ao local de injaria por
um herbivoro, de forma imediata (KONNO, 2011).
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Figura 3. Secdo transversal de regides saudaveis da folha. A. Mesofilo foliar 20x;
B. Vista geral da nervura central 4x; C. Nervura central 20x; Cabeca de seta = Tricoma

tector; PP = Parénquima Palicadico; PL = Parénquima Lacunoso.
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Figura 4. Secédo transversal da galha e seu entorno, evidenciando presenca de

laticiferos e grande quantidade de cristais de oxalato de célcio do tipo drusa. A.
Laticiferos presentes no cortex 20x; B. Visdo geral da galha 20x. Elipse = presenca de
Cristais de oxalato de célcio; Cr = Cristais de oxalato de célcio; Id = Idioblastos; Lt =
laticiferos.
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Figura 5. Secdo transversal da galha e seu entorno. A. Cdrtex homogeneizado da

galha e organismo galhador 20x; B. Elementos de protoxilema 40x; C. Sistema vascular
formado na regido galhada 40x; Cabeca de seta = Mesofilo; Px = Protoxilema; SV =

Sistema vascular.
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Os testes histoquimicos foram positivos para presenca de fenolicos gerais, graos
de amido, lipidios totais e proteinas no interior de laticiferos (Tab. 2). Enquanto, pectinas,
taninos e borracha apresentaram negatividade nos testes (Tab. 2). Os metabolitos
detectados sdo frequentemente citados em diversos trabalhos (OLIVEIRA et al., 2010;
GUEDES et al., 2018; ISAIAS et al., 2018; SILVA & SANTOS, 2018) relacionados a

galhas e outros tipos de interacdo entre outros organismos e vegetais.

Compostos fenolicos gerais foram detectados em grande quantidade nos tecidos
mais internos da galha, os quais circundam a cAmara larval e menor nimero em tecidos
mais externos, proximos a epiderme (Fig. 7). O que de certa forma diferes da localizacdo
espacial esperada para compostos fendlicos em tecidos galhados, a qual apresenta maiores
concentracdes em tecidos mais externos (BRAGANCA et al., 2017), como evidenciados
por Andrade et al., (1995), em Vernonia polyanthes (Spreng.) Less (Asteraceae), onde 0s
compostos fendlicos apresentaram grande concentracdo principalmente na epiderme e
tecidos parenquimaticos do orgdo infectado. A diferenca no padrdo espacial para 0s
compostos fenolicos pode ser explicada pela particularidade de cada galha, uma vez que,

essa € uma interacdo espécie-especifica.

Embora compostos fenolicos estejam frequentemente relacionados com defesas
de vegetais, 0 mesmo nao impediu a ovoposicdo ou desenvolvimento da larva galhadora,
bem como foi relatado por Soares et al., (2000), ao realizarem experimentos com galhas
em folhas de Rollinia laurifolia Schdtl. (Annonaceae). Segundo Formiga et al., (2009) e
Braganca et al., (2017), os galhadores superam a presenca dos compostos fendlicos,
utilizando-os também, como barreiras quimicas para a protecdo dos possiveis ataques de

seus inimigos naturais.

O alto nivel de compostos fendlicos, é uma das reacdes do vegetal como método
de defesa contra ataques de alguns organismos (KOSUGE, 1969; ABRAHAMSON,
1991; FORMIGA et al., 2009), no entanto, no caso especifico dos formadores de galhas,
esse metabolito é usado pelo indutor como mediador do crescimento do vegetal, seja pela
interacdo com hormonios e/ou enzimas, ou pela indugdo da expressdo dos genes na planta,
influenciando na hipertrofia celular (HARTLEY, 1999; BRAGANCA et al., 2017).

Segundo Carneiro et al., (2014), a disponibilidade destes metabolitos para os
indutores ou manutencdo do metabolismo celular, necessita da atividade de enzimas, que
por sua vez, dependem do comportamento nutricional dos indutores e do perfil quimico
do vegetal hospedeiro. Os compostos fendlicos talvez sejam os metabdlitos mais
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estudados na relacédo inseto-planta, sendo relacionados com o desenvolvimento estrutural
da galha (ABRAHAMSON, 1991).

Sharmaet al., (1986) sugerem que os compostos fenodlicos agem como reguladores
de germinacdo e crescimento de plantulas, uma vez que, a presenca destes inibem a
atividade do ABA, permitindo entdo a atividade da amilase, aumentando a
disponibilidade de carboidratos mobilizaveis, restaurando o crescimento e germinacao de
mudas. Resultados semelhantes encontrados por Ray et al., (1980), os quais relataram
atividade inibitoria de compostos fendlicos na atividade de ABA, também em mudas

vegetais.

Grande quantidade de amido foram observadas na regido da galha, formando um
tecido de armazenamento de energia (Fig. 8) em forma de um gradiente centripeto em
diregdo a camara larval, além de livres, presentes também em meio a idioblastos e
laticiferos por todo cértex da galha. Segundo Mani (1964), a presenca de amido esta
frequentemente atrelada a zona de reserva do vegetal. Enquanto Guedes et al., (2018), ao
analisarem galhas foliares em Schinus polygama (Anacardiaceae), relataram a presenca

do amido em folhas saudaveis e auséncia em folhas galhadas.

Oliveira et al., (2010) afirmaram que o gradiente de amido é somente encontrado
nas galhas em fases iniciais de desenvolvimento da larva, destacando o amido como de
suma importancia para manutencao estrutural da galha e/ou translocagdo de substancias
para o tecido nutritivo. Esse amido ndo pode ser utilizado diretamente, necessitando
entdo, da acdo de invertases, enzimas que vao converter o produto do metabolismo desse
amido em glicose e frutose (OLIVEIRA & ISAIAS, 2010; OLIVEIRA et al., 2010).

InGmeros tdxons podem induzir a formag&o de tecidos de armazenamento comuns,
ricos em células contendo amidos localizados em vacuolos ou no citoplasma periférico,
com uma certa semelhanca citoldgica em relagdo ao tecido nutritivo, recebendo o nome
de “tecido semelhante a nutrientes” (FERREIRA et al., 2019).

Os lipidios foram detectados na forma livre (Fig. 9A-B) e também no interior de
laticiferos e idioblastos na regido galhada e no mesofilo foliar (Fig. 9C-D), corroborando
parcialmente com resultados de (MANI, 1964) para estruturas galigenas induzidas por
Rondaniella bursarius e Cistiphora sonchi, espécies de galhadores da ordem Diptera, na
qual foi evidenciada alta presenca de lipidios livres em tecidos nutritivos. Segundo Isaias
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et al., (2018), lipidios estdo relacionados diretamente com a atividade de nutricdo do

indutor, sendo considerado um dos principais métodos de alimentag&o.

Os Cecidomideos galhadores utilizam o acimulo de lipidios como uma reserva
energética tanto para sua nutricdo, quanto para o desenvolvimento da galha
(BRAGANCA et al., 2017). Oliveira et al., (2010) encontraram lipidios apenas nas
camadas celulares mais externas das galhas e os relacionaram com o tecido reserva da
planta. Oliveira & lsaias (2010), afirmaram que a concentracdo de lipidios no tecido

reserva, possuem funcdo direta na manutencéo da estrutura galigena.

Tecidos nutricionais observados no local de formagéo da galha, surgem a partir de
um aumento no fluxo de recursos alimentares, promovidos pela neoformacao de feixes
vasculares e diferenciacdo de emergéncias, levando a divises celulares em distintos
angulos, alterando o padréo laminar da folha relacionado a fotossintese e garantindo fonte
nutricional e um microambiente propicio para os galhadores (ISAIAS & OLIVEIRA,
2012).

Proteinas apresentaram resultados negativos para sua presenca de forma livre na
galha (Fig. 10A), bem como no interior de idioblastos (Fig. 10B), sendo encontradas
apenas no interior de laticiferos, estes presentes no cortex da galha (Fig. 10C). Resultados
que diferem dos dados de Silva & Santos (2018), os quais detectaram proteinas no
esclerénquima e tecido nutritivo das galhas foliares de Ouratea spectabilis
(OCHNACEAE). OLIVEIRA et al., (2010) relacionaram a presenca de proteinas em
galhas de Aspidosperma spruceanum (Apocynaceae), como principal fonte nutricional do

galhador.

Quando livre, as proteinas sdo consideradas recursos nutritivos de organismos
galhadores e seus altos niveis sdo seguidos pelo aumento da concentragdo de hexoses,
que séo produtos da atividade de sacarose e invertases, relacionadas com a ativacéo de
mecanismos de defesa vegetal, por meio de um aumento na sintese de metabolismos
secundarios. As proteinas podem ter seu acumulo atrelado ao aumento do estresse
oxidativo e respiratorio estabelecido durante o processo cecidogénico (BRAGANCA et
al., 2017).
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Tabela 2. Resultados encontrados para os testes histoquimicos.

Dicromato de + +
Potassio

B

Pectinas

Borracha

Vermelho de
Ruténio

Oil Red O
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Figura 7. Secdo transversal da galha. A. Vista geral da galha, apontando resultado
positivo para compostos fendlicos 4x; B. Visdo ampliada dos compostos fenolicos 40x.
C-D Compostos fendlicos detectados no interior de idioblastos 40x. Elipse/ld =

Idioblastos.
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Figura 8. Secdo transversal da galha. A-B Presenca de gréos de amido por todo

cortex da galha 20-40x.

30



Figura 9. Secdo transversal da galha e mesofilo foliar. A. Viséo geral da galha,
evidenciando resultado positivo para a presenca de lipidios livres no cortex 4x; B. Visao
ampliada da regido galhada destacando resultado positivo também para lipidios no
interior de idioblastos 20x; C. Lipidios detectados no interior de laticiferos, no mesofilo

40x; D. Lipidios detectados no interior de laticiferos na regido da galha 40x.
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Figura 10. Secdo transversal da regido galhada. A. Vista geral da galha,
evidenciando resultado negativo para proteinas dispostas livremente na regido da galha
4x; B. Proteinas ndo encontradas em idioblastos 40x; C. Resultado positivo para proteinas

no interior de laticiferos 40x. Elipse = Laticifero.
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6. Consideracdes finais

A descricdo anatdbmica e histoquimica das galhas presentes em folhas de
Cnidoscolus pubescens, reforcam o entendimento sobre a relacdo inseto-planta e sua
coevolucdo, principalmente dentro do bioma Caatinga, 0 qual permanece quase que
inexplorado quanto a essas relagdes. O estudo demonstra uma reorganizagao tecidual
como efeito dos galhadores sobre o vegetal, e como 0 mesmo utiliza mecanismos fisicos
e quimicos para fugir da herbivoria, fornecendo também informac6es complementares ao

banco de dados da espécie, a qual ndo possui registo de galhas na literatura.

Em comparacdo com a folha sadia, as folhas galhadas de C. pubescens
apresentaram certo grau de deformacdo parenquimatica, homogeneizando 0s
parénquimas palicadico e lacunoso nos locais de formagao das galhas, com neoformagéo
de vasos condutores em direcdo as regiGes atacadas, irrigando os loculos para o

desenvolvimento da estrutura.

Tricomas tectores, idioblastos, cristais tipo drusa e laticiferos foram encontrados
principalmente em regides galhadas, representando por sua vez, um conjunto de
estruturas com funcionalidade de defesa vegetal, diminuindo a possivel area de nutricdo
do galhador ou dificultando seu trafego, e até mesmo tornando tecidos verdadeiras

barreiras anti-nutricionais, como a impalatabilidade causada pela presenca de latex.

Metabolitos primarios e secundarios encontrados nas galhas foliares de C.
pubescens apresentam pequenas diferencas espaciais no que diz respeito aos padrdes
esperados para ataques de insetos galhadores, o que demonstra a peculiaridade das
caracteristicas apresentadas por cada espécie galhadora e seu hospedeiro na formacéao das

galhas.

A presenca de lipidios na forma livre e de proteinas apenas no interior de
laticiferos indica uma dieta exclusivamente formada pelo primeiro metabolito primério
citado, cuja concentracdo se deu por toda regido galhada, formando um tecido nutritivo
muito rico e capaz de suprir as necessidades alimenticias do indutor. Enquanto as
proteinas encontradas no interior de laticiferos certificam apenas que a substancia € uma
das componentes do latex da espécie em estudo. O gradiente de amido encontrado nédo
esta diretamente relacionado a nutricdo do indutor, mas sim, a manutencgdo estrutural da

galha.
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