Revista Brasil. Bot., V.29, n.4, p.657-667, out.-dez. 2006

Reacoes de defesas quimicas e estruturais de Lonchocarpus
muehlbergianus Hassl. (Fabaceae) a acao do galhador
Euphalerus ostreoides Crawf. (Hemiptera: Psyllidae)
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ABSTRACT - (Structural and chemical defensive reactions of Lonchocarpus muehlbergianus Hassl. (Fabaceae) to Euphalerus
ostreoides Crawf. (Hemiptera: Psyllidae) galling stimuli). Galls are plant structure induced in response to stimuli of a gall-inducing
organism. Euphalerus ostreoides induces galls on the adaxial surface of leaflets directly on secondary veins of Lonchocarpus
muehlbergianus. Anatomical analyses were performed to compare healthy leaflets, immature and mature gall tissues.
Histochemical tests for detection of phenolic derivatives, flavonoids, lignins, lipids and starch were performed to check the
chemical impact of gall-inducing action. The lost of sinuosity of epidermal cells, the neoformation of trichomes, of conducting
cells, and fibres were the most conspicuous plant responses features to gall induction. Mesophyll hiperplasia with maintenance
of tissue stratification, and accumulation of lipids, starch, flavones, flavonols and flavanones in gall tissues were observed.
Nevertheless, the formation of oxonium salts by the reaction with sulfuric acid only in gall tissues was a remarkable feature. The
results suggested that L. muehlbergianus was submitted to a high oxidative stress induced by the action of E. ostreoides. It
was possible to conclude that the structural and chemical alterations observed were considered as plant defensive reactions
against herbivory and adaptive mechanisms that favor the galling insect establishment within plant tissues
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RESUMO - (Reagoes de defesas quimicas e estruturais de Lonchocarpus muehlbergianus Hassl. (Fabaceae) a ag¢do do
galhador Euphalerus ostreoides Crawf. (Hemiptera: Psyllidae)). Galhas s@o estruturas vegetais induzidas em resposta ao
ataque de organismos indutores. Fuphalerus ostreoides (Psyllidae) induz galhas sobre a face adaxial de foliolos nas nervuras
de segunda ordem de Lonchocarpus muehlbergianus (Fabaceae). Se¢Oes anatdmicas foram realizadas e comparados os
tecidos de foliolos sadios com os de galhas imaturas e maduras. Testes histoquimicos para deteccdo de derivados fendlicos,
flavonoides, ligninas, lipidios e amido foram realizados para avaliar o impacto quimico causado pelo galhador. Em termos
estruturais, a perda de sinuosidade das células epidérmicas, a neoformagéo de tricomas, de células condutoras e de fibras
foram os caracteres mais conspicuos observados em decorréncia da inducao das galhas. Destaca-se a hiperplasia e hipetrofia
do mesofilo com manutencao da estratificacdo, a produgio de goticulas lipidicas e amido, flavonas, flavonois e flavanonas nos
tecidos das galhas. Contudo, a formacao de cristais de ox6nio pela adi¢do de acido sulfiirico somente nos tecidos das galhas
foi uma caracteristica marcante. Os resultados sugerem que L. muehlbergianus esta submetida a alto estresse oxidativo
induzido pela ag¢do do E. ostreoides. Conclui-se que as alteragdes sdo consideradas rea¢des de defesa da planta contra
herbivoria e mecanismos de adaptacdo que em conjunto favorecem o estabelecimento do galhador nos tecidos vegetais.

Palavras-chave - anatomia, Fuphalerus, galha, histoquimica, Lonchocarpus

Introducio

Células, tecidos e o0rgaos vegetais estdo sujeitos a
uma série de fatores, principalmente patologicos, que
provocam mudangas no seu desenvolvimento e
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diferenciagdo (Rohfritsch & Shorthouse 1982). Algumas
das mais complexas formas de desenvolvimento atipico
sdo conhecidas como galhas, estruturas que se originam
através de hipertrofia e hiperplasia de tecidos, inibigdo
do desenvolvimento ou modificacdo citologica em
resposta ao ataque de organismos indutores que podem
ser virus, bactérias, fungos, nematodios, acaros ou insetos
(Mani 1964).

Foliolos de Lonchocarpus muehlbergianus Hassl.
(Fabaceae) apresentam galhas induzidas pela agdo de
Euphalerus ostreoides Crawf. (Hemiptera, Psyllidae)
na face adaxial de foliolos sobre as nervuras de segunda
ordem. As galhas sdo de formato bivalvar, uniloculares,
com uma ninfa por loja (Ferreira et al. 1990).
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O género Fuphalerus apresenta ampla distribuigdo
geografica, sendo encontrado em quase todos os
continentes, exceto o australiano. E. ostreoides possui
duas ou trés geracdes anuais em seu ciclo de vida
(Ferreira et al. 1990) e apresenta grande especificidade
ao seu hospedeiro, L. muehlbergianus. A diferenciagio
do tecido vegetal para formar a galha pode envolver,
entre outros, estimulos mecanicos ¢ quimicos fornecidos
pelo inseto, tais como: mastigagdo do tecido vegetal,
fluidos injetados durante a oviposigdo, secregdes
salivares, excretas € hormonios produzidos (Hori 1992).

A acdo de herbivoros galhadores pode resultar em
profundas alteragdes estruturais nos tecidos vegetais das
plantas hospedeiras. Estas alteragdes sdo acompanhadas
por modifica¢des bioquimicas, principalmente notadas
em relagdo a metabodlitos primarios e secundarios
especificos (Hartley 1998). No primeiro grupo, merecem
destaque substancias com fungdo nutricional, tais como
carboidratos e lipidios. Dentre os metabdlitos
secundarios, os derivados fenolicos sdo freqiientemente
citados como substancias sinalizadoras no processo
cecidogénico (Hartley 1999, Soares et al. 2000).
Substancias fenolicas t€ém grande potencial antioxidante,
caracteristica esta que ¢ intensificada paralelamente a
produgdo de espécies reativas de oxigénio (Rao et al.
1996, Queiroz et al. 1998). Muitos destes metabolitos
sdo formados a partir de precursores de um grupo
reduzido de metabolitos primarios (Castro et al. 2004).
Atualmente, compreende-se que estas substancias sao
o resultado da especializagdo celular e que suas
manifestacdes durante certas fases do desenvolvimento
vegetal se devem a expressdo diferencial dos genes
(Gottlieb et al. 1996).

Tanto alteragdes estruturais quanto quimicas tém
grande influéncia na manutengdo do ciclo de vida dos
galhadores, o qual se passa parcial ou totalmente dentro
dos tecidos vegetais, sendo o galhador responsavel pela
formag@o, desenvolvimento e manutengdo das galhas.
Essas sdo estruturas originadas pelo crescimento atipico
do hospedeiro, regulado pela acdo do indutor o qual
obtém abrigo e nutricao (Isaias 1998).

Este trabalho teve por objetivo estudar o impacto
estrutural e quimico da agdo de Euphalerus ostreoides
durante o desenvolvimento da galha de Lonchocarpus
muehlbergianus.

Material e métodos

Foliolos sadios e com galhas em diferentes estadios de
desenvolvimento foram coletados de individuos de
Lonchocarpus muehlbergianus Hassl. utilizados na

arboriza¢do do Campus da Pampulha da Universidade Federal
de Minas Gerais, em Belo Horizonte, MG. Uma exsicata desse
material encontra-se depositada no Herbario BHCB sob o
nimero 23110.

Para estudos estruturais foram preparadas laminas
histologicas. Amostras de material sadio e galhado foram
fixadas em FAA preparado com etanol 50% por 48 horas
(Johansen 1940), desidratadas em série butilica e infiltradas
em Paraplast® (Kraus & Arduin 1997). O material foi secionado
em microétomo rotatorio (8-12 um de espessura) e corado com
solucdo aquosa de azul de astra 0,5% e safranina 0,5%
(Bukatsch 1972). Para obtencdo de epidermes isoladas, as
amostras foram submetidas a técnica de dissociagdo,
utilizando mistura de Jeffrey (acido cromico 10% e acido nitrico
10%) (Johansen 1940) e coradas com solug@o aquosa de azul
de astra 0,5% e safranina 0,5% (Bukatsch 1972).

Para a analise da densidade dos tricomas foram utilizados
10 foliolos sadios e 10 galhas maduras, dos quais foram
obtidos fragmentos de 1 cm? de epidermes isoladas. De 10
fragmentos de cada material, escolhidos aleatoriamente, foram
contados os tricomas em 6 campos de 1 mm? com auxilio de
camara clara acoplada a microscépio de luz. Os dados foram
submetidos ao teste ANOVA, seguidos pelo teste de
Tukey (5%).

Para detectar substancias do metabolismo primario,
lipidios e amido, seg¢des de material recém-coletado foram
submetidas diretamente as reagdes com vermelho B de Sudan
(C.1.26050) em etanol 70 °GL (Brundett et al. 1991) e reagente
de Lugol (Johansen 1940), respectivamente.

Para detecgdo de derivados fenolicos, as amostras foram
fixadas em sulfato ferroso 2% em formalina (Johansen 1940).
A presenca de flavondides mono ou poliméricos
(proantocianidinas) foi testada em cortes histologicos de
material recém coletado fixados em cafeina/benzoato de sodio
1% em butanol 90%, e posteriormente transferidos para
solucdo etandlica de p-dimetilaminocinamaldeido por 2 horas
(Feucht et al. 1986). Derivados flavonoidicos foram testados
pela rea¢do com acido sulfurico (Zuanazzi 2000). Para a
deteccdo de ligninas foi utilizada solucdo acidificada de
floroglucinol (Johansen 1940).

Testes-controle foram realizados em material recém-
coletado, seccionado em micrétomo de mesa, os quais
também foram analisados como cortes-branco. Derivados
fenolicos e flavonoidicos foram extraidos com reagente de
Stockwell (Johansen 1940) por 24 horas e lipidios com
cloroférmio:metanol (2:1) v/v (Moore et al. 1991).

As fotomicrografias foram obtidas a partir de ldminas
montadas em gelatina glicerinada de Kaiser ou glicerina 50%
(Kraus & Arduin 1997) em fotomicroscopio de luz.

Para os estudos em Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), amostras de galhas foram fixadas em glutaraldeido
5% em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,2) por 48 horas a 4 °C
(Bronner 1975). A desidratacdo foi feita em série etanolica
(Johansen 1940) seguida de ponto critico com gas carbonico
e metalizacdo em ouro (O‘Brien & McCully 1981).
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Resultados e Discussao

As galhas foliolares de Lonchocarpus
muehlbergianus Hassl. sdo formadas ao longo das
nervuras de segunda ordem, apresentando-se
aleatoriamente dispostas nos foliolos; projetam-se para
a face adaxial e assumem formato bivalvar (figuras 1-3).
Pela face abaxial, percebe-se o intumescimento formado
pelas projegoes (figura 4). As alteragdes teciduais sdo
marcantes nos trés sistemas de tecidos, quando
comparadas ao foliolo sadio, destacando-se a intensa
esclerificagdo (figura 5).

O sistema de revestimento dos foliolos sadios de
L. muehlbergianus apresenta epiderme uniestratificada
com células de paredes anticlinais diversamente sinuosas
(figuras 6-7). Na face abaxial, sdo observados tricomas
tectores unicelulares, tricomas glandulares sobre as
nervuras e estdmatos paraciticos (figura 7).

Apos a formagdo da galha, as células epidérmicas
perdem a sinuosidade das paredes anticlinais (figuras 8,
12). Na epiderme da face adaxial externa e na interna a
loja, ha sinais de hiperplasia (figura 8), a epiderme na
face abaxial da galha apresenta hiperplasia e hipertrofia
celular. A perda de sinuosidade das paredes das células
epidérmicas parece ser uma alteragdo relativamente
comum nos processos cecidogénicos, tendo sido descrita
anteriormente para galhas em uma espécie de Urtica
(Meyer & Maresquelle 1983) e em diferentes espécies
de Machaerium (Isaias 1998). A hipertrofia celular e a
hiperplasia tecidual também sdo reacdes comuns a
diferentes galhas (Kraus et al. 1996, Isaias 1998, Souza
et al. 2000).

Tricomas glandulares foram observados sobre as
nervuras das galhas na face interna da loja (figura 10).
Ha neoformagdo de tricomas tectores no revestimento
externo da galha (figuras 8, 13), aumento da densidade
no revestimento interno a loja (tabela 1) e no apice das
valvas (figuras 9, 11). Os tricomas influenciam na
manutengdo da temperatura ¢ umidade na superficie da
folha sadia (Press 1999, Fahn 1990, Woodman &
Fernandes 1991, Gutschick 1999). A neoformagéo de
tricomas na borda das valvas e no revestimento interno
da galha pode favorecer a manutengdo da temperatura
¢ umidade, fatores fundamentais para o estabelecimento
e desenvolvimento do galhador, além de oferecer
protecdo mecanica contra o ataque de predadores e
cecidofagos como apontado por Woodman & Fernandes
(1991).

Ocasionalmente, estdbmatos andmalos sdo formados
no revestimento abaxial da galha e no revestimento
interno a loja (figura 12). A formagdo de estomatos

andmalos na face externa das galhas ja foi descrita
anteriormente para galhas de Ficus microcarpa L.f.
induzidas por Gynaikothrips ficorum Marchal (Souza
et al. 2000). A ocorréncia de ma formagdo estomatica
tanto nos foliolos sadios quanto nas galhas pode estar
relacionada a uma caracteristica genética desta espécie
vegetal, capaz de variar com as condi¢cdes ambientais
nas quais os individuos coletados ocorrem, e
possivelmente devido a mudangas no padrio de
expansdo das células epidérmicas (Glover 2000).

O sistema fundamental do foliolo sadio ¢
constituido por duas a trés camadas de células de
parénquima palicadico e duas a trés de parénquima
lacunoso. Entre o parénquima pali¢adico e lacunoso
nota-se a presenca de um estrato de parénquima
paravenal (figura 14).

Na galha, o sistema fundamental mostra-se
formado por parénquima clorofiliano que se desenvolveu
pela hipertrofia dos parénquimas pali¢adico, lacunoso e
paravenal. Durante o desenvolvimento da galha até sua
maturagdo, ¢ possivel observar diferengas estruturais
e de conteudo nas células do parénquima da galha,
mantendo uma nitida estratificacdo (figuras 16-18). O
parénquima pali¢adico origina o parénquima das paredes
laterais da galha, o lacunoso origina o parénquima da
base da galha e o parénquima paravenal da origem ao
parénquima da regido mediana da galha.

A hipertrofia das células parenquimaticas pode estar
relacionada a armazenagem de agua e balango hidrico,
e acumulo de substancias fenolicas. A formagdo de
esclereides e fibras nas paredes internas da galha
conferem sustentacdo mecdnica e protegdo contra
inimigos naturais do galhador (Kraus 1997). De acordo
com Isaias (1998), galhas em diferentes espécies de
Machaerium (Fabaceae) apresentaram tendéncia a
homogeneizagdo do parénquima pali¢adico e lacunoso,
além da esclerifica¢do de algumas destas células em
maior ou menor grau ¢ em diferentes posi¢des da galha.
Em galhas de L. muehlbergianus, além da
estratificacdo do parénquima como resultado da
ontogenia e de conteudo celular distinto, ha formacéo
de uma capa de esclerecides que se desenvolve
gradualmente ao longo dos estadios de maturacdo e se
localiza ao redor dos feixes das paredes da galha.

O sistema vascular do foliolo sadio € constituido da
nervura de primeira ordem da qual partem
perpendicularmente nervuras de segunda ordem. Estas
sdo formadas por feixe vascular colateral, com porgéo
floematica bem desenvolvida e nitida atividade cambial.
Fibras perivasculares com lignificagdo conspicua estdo
presentes nos foliolos maduros (figura 15).
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Na galha, ha hiperplasia do xilema e do floema com
neoformacgdo de células condutoras (figura 19). O
sistema vascular da galha se dispde em feixes paralelos
nas valvas. Destaca-se uma acentuada atividade cambial
das nervuras de segunda ordem parasitadas,
principalmente em relagdo a formagdo de floema
(figuras 16, 20). Euphalerus ostreoides Crawf. possui

aparelho bucal sugador, deste modo o maior
desenvolvimento do tecido vascular pode ser um fator
facilitador pelo aumento da diferenciacdo de possiveis
sitios de alimentagao.

Em foliolos sadios, a deposi¢do de lignina se
restringe as fibras perivasculares (figura 15). Na galha,
ha uma intensa lignificag@o principalmente nas células

Figuras 1-4. Morfologia externa de Lonchocarpus muehlbergianus Hassl. 1. Folha com foliolos sadios ¢ galhados. 2. Aspecto
bivalvar da galha em MEV. 3. Detalhe de galhas vistas pela face adaxial do foliolo. 4. Detalhe de galhas vistas pela face abaxial
do foliolo. 5. Diagrama da secdo transversal da galha evidenciando disposi¢do dos tecidos. (CL = camara larval (loja);
P = parénquima; SV = sistema vascular; TL =tecido lignificado). Barras = 10 mm (1), 5 mm (3-4), 1 mm (2,5).

Figures 1-4. External morphology of Lonchocarpus muehlbergianus Hassl. 1. Leaf with healthy and galled leaflets. 2. Bivalve
aspect of the gall in SEM. 3. Detail of galls seen by the adaxial surface of a leaflet. 4. Detail of galls on the abaxial surface of the
leaflet. 5. Diagram of the transverse section of a gall showing tissue arrangement. (CL = larval chamber; P = parenchyma;
SV = vascular system; TL = lignified tissue). Bars =10 mm (1), 5 mm (3-4), 1 mm (2,5).
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Figuras 6-13. Fotomicrografias de foliolos sadios e galhas de Lonchocarpus muehlbergianus Hassl. 6-7. Epiderme do foliolo
sadio, face adaxial (6) e face abaxial (7). 8-13. Epiderme da galha, face adaxial externa (8), face interna da loja (9), detalhe de
tricoma glandular sobre a nervura de segunda ordem na face interna da galha (10), detalhe da abertura da galhaem MEV (11),
epiderme adaxial evidenciando estomato anomalo (seta) (12). 13. Epiderme abaxial da galha em MEV. Barras =100 um (6-9, 11,
13),50 um (10, 12).

Figures 6-13. Photomicrographs of healthy leaflets and galls of Lonchocarpus muehlbergianus Hassl. 6-7. Epidermis of
healthy leaflet,adaxial surface (6) and abaxial surface (7). 8-13. Gall epidermis, epidermis of the external adaxial surface (8),
epidermis of the internal surface of the chamber (9), detail of a glandular trichome on a second order vein in the internal surface
of the gall (10), detail of gall aperture in SEM (11), adaxial gall epidermis showing anomalous stomata (arrow) (12). 13. Abaxial
gall epidermis in SEM. Bars = 100 wm (6-9, 11, 13), 50 um (10, 12).
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Tabela 1. Densidade de tricomas no tecido de revestimento
de foliolos sadios e galhas de Lonchocarpus muehlbergianus
Hassl. induzidas por Euphalerus ostreoides Crawf. Médias
seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05). (S=desvio padrio).

Table 1. Density of trichomes in dermal tissue of healthy
leaflets and galls of Lonchocarpus muehlbergianus Hassl.
induced by Euphalerus ostreoides Crawf. Means followed
by the same letter are not significantly different based on the
Tukey test (P <0.05). (S=standard deviation).

Localizacao Tricomas mm™
(média £ S)
Face externa da galha 3+20
Face interna da galha 207 £70°
Face adaxial do foliolo sadio 2+£0°
Face abaxial do foliolo sadio 2+£0°

da base ¢ ao redor dos feixes da parede da galha
(figuras 21-22). A lignificacdo das paredes internas e
das células da base das galhas bem como o aumento
quantitativo de esclereides e de fibras nas galhas
maduras ocorre, muito provavelmente, devido a reagdo
da planta contra radicais livres de oxigénio (Gottlieb
et al. 1996). Deste modo, a maior lignificacdo observada
nas galhas maduras, em relag@o as imaturas, sugere o
aumento do estresse oxidativo (Harkin & Obst 1973,
Lange et al. 1995, Low & Merida 1996), induzido pela
acdo do E. ostreoides. Trabalhos recentes tém
demonstrado que as secregdes orais de alguns herbivoros
contém glicose-oxidase (Felton & Eichenseer 1999), que
pode aumentar a produg@o de peroxido de hidrogénio
(H,0,) no sitio da herbivoria e estimular a formagao de
outras espécies reativas de oxigénio.

A formacdo de fibras que circundam a estrutura
interna da galha é responsavel pela sustentagdo e
protecdo mecanica contra cecidéfagos. Segundo Stone
(2003), a diversificagdo das estruturas internas da galha
tem provavelmente levado a um aumento do suprimento
nutritivo enquanto a diversificagdo externa das estruturas
estd provavelmente relacionada a defesa. A
diversificagdo das estruturas internas da galha no sistema
L. muehlbergianus - E. ostreoides estd relacionada
tanto a nutri¢do do galhador quanto a sua protegao, isto
se sustenta pela presenca de feixes de fibras que
circundam as paredes da galha.

Além das mudangas estruturais, as presumiveis
alteracdes no metabolismo primario das galhas foram
observadas indiretamente e podem estar relacionadas
principalmente & armazenagem de nutrientes para o

crescimento e manutencdo da galha. Goticulas lipidicas
foram detectadas no parénquima de foliolos sadios ¢
nas cavidades secretoras presentes no mesofilo de
L. muehlbergianus (figura 23) e ja descritas por
Teixeira et al. (2000). Esta forma de reserva foi
observada no parénquima ao redor da camara ninfal
em galhas imaturas e maduras em quantidades
relativamente similares (figura 24). Lipidios representam
substancias quimicas de reserva de energia e possiveis
precursores de componentes importantes para o
metabolismo da planta (Buchnan et al. 2000). Lipidios
detectados nos tecidos da galha indicam armazenagem
de nutrientes que, embora ndo sejam diretamente
utilizados pelo E. ostreoides, podem ser metabolizados
e convertidos em componentes estruturais € metabodlicos
fundamentais para o desenvolvimento da galha.

A presenga de amiloplastos é limitada a regido
vascular dos foliolos sadios (figura 25), no parénquima
e na regido perivascular das galhas (figura 26). A
presenca de amiloplastos na galha indica um dreno ativo
desencadeado pelo E. ostreoides dos sitios
fotossintetizantes para a galha.

Bronner (1992) observou, em condi¢des
experimentais com cecidozoa vivo, que a hipernutrigdo
da galha, com agtlicares, aumenta a sintese de amido no
tecido nutritivo de reserva, devido a alta atividade da
amilase no tecido nutritivo propriamente dito, ¢ que a
hiponutrigdo provoca quebra do amido no tecido nutritivo
de reserva e aumento no acimulo de lipidos no tecido
nutritivo. Em galhas de L. muelhbergianus as reservas
amiliferas e lipidicas detectadas provavelmente atuam
como substancias de reserva para manutenc¢ao
metabolica da galha uma vez que o galhador tem habito
alimentar sugador.

O impacto causado pelo E. ostreoides no foliolo
sadio provoca alteragdes quimicas na planta, as quais
sdo notadas principalmente em relacdo a armazenagem
de substancias de defesa. Além das substancias
nutritivas, os tecidos das galhas de L. muehlbergianus
apresentaram-se ricos em derivados fendlicos e
flavonoidicos, além da ampla lignificagdo.

Polifenois sdo substancias de extrema importancia
na relagdo parasita-hospedeiro. Estes foram detectados
como conteudos castanho claros nas células
parenquimaticas, precipitados enegrecidos nas células
epidérmicas e na regido perivascular de foliolos sadios
(figura 27). Nas galhas, houve aumento na quantidade
de polifendis caracterizado pelo acimulo dos
precipitados enegrecidos nas células epidérmicas e em
todas as células parenquimaticas ao redor da camara
ninfal (figura 28).



Revista Brasil. Bot., V.29, n.4, p.657-667, out.-dez. 2006 663

B 20

Figuras 14-22. Fotomicrografias de foliolos sadios e galhas de Lonchocarpus muehlbergianus Hassl. 14-15. Segdes transversais
do foliolo sadio. 14. Aspecto geral evidenciando mesofilo estratificado. 15. Detalhe de nervura de segunda ordem. 16-20.
Secdes transversais de galhas imaturas. 16. Fase de indugdo da galha, tecido vascular e parenquimatico alterados.
17. Estratifica¢do do parénquima da galha. 18. Aspecto geral de galha imatura. 19. Parede da galha em se¢do paradérmica ao
foliolo evidenciando neoformacao de tecido vascular (linhas pontilhadas). 20. Nervura de segunda ordem alterada pela acao
alimentar de E. ostreoides Crawf. evidenciando hiperplasia do tecido vascular (seta). 21-22. Secdo transversal da galha madura.
21. Detalhe da base da galha com intensa lignificacdo. 22. Detalhe da parede da galha evidenciando tecido esclerificado.
Barras = 100 um.

Figures 14-22. Photomicrographs of healthy leaflets and galls of Lonchocarpus muehlbergianus Hassl.. 14-15. Transverse
sections of healthy leaflet. 14. General aspect showing stratified mesophyll. 15. Detail of a second order vein. 16-20. Transverse
sections of immature galls. 16. Gall induction phase showing altered vascular and parenchymatic tissues. 17. Stratified gall
parenchyma. 18. General aspect of immature gall. 19. Gall wall in paradermic section showing neoformation of vascular tissue
(dotted lines). 20. Second order vein altered by the feeding action of E. ostreoides Crawf. showing vascular tissue hyperplasia
(arrow). 21-22. Transverse section of mature gall. 21. Detail of the base of the gall with intense lignification. 22. Detail of gall wall
showing sclerified tissue. Bars =100 um.
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Figuras 23-30. Testes histoquimicos em se¢des transversais de foliolos sadios e galhas de Lonchocarpus muehlbergianus
Hassl. 23. Foliolo sadio com goticulas lipidicas no mesofilo e revestimento cuticular (setas). 24. Parede da galha com goticulas
lipidicas no mesofilo (setas). 25. Amiloplastos detectados no mesofilo e na regido perivascular do foliolo sadio (setas).
26. Amiloplastos observados no parénquima da galha (setas). 27. Derivados fenélicos precipitados no foliolo sadio (setas).
28. Derivados fendlicos precipitados no tecido da galha madura (setas). 29. Flavondides no foliolo sadio (setas). 30. Flavondides
detectados no tecido da galha (setas). Barras = 100 um (25-29), 50 um (23-24, 30).

Figures 23-30. Microchemical tests in transverse sections of healthy leaflets and galls of Lonchocarpus muehlbergianus
Hassl. 23. Healthy leaflet with lipidic droplets in the mesophyll and cuticle (arrows). 24. Gall wall with lipidic droplets in
mesophyll (arrows). 25. Amiloplasts evidenced in the mesophyll and perivascular region of healthy leaflet (arrows). 26.
Amiloplasts observed in gall parenchyma (arrows). 27. Precipitated phenolic derivatives in healthy leaflet (arrows). 28.
Precipitated phenolic derivatives in mature gall tissues (arrows). 29. Flavonoids in healthy leaflet (arrows). 30. Flavonoids
evidenced in gall tissue (arrows). Bars = 100 wm (25-29), 50 um (23-24, 30).
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O aumento relativo de substancias fendlicas
observado nas galhas pode representar uma resposta
da planta a herbivoria. Segundo Abrahamson et al.
(1991), altos niveis de fenois em tecidos de galhas em
desenvolvimento sao registrados em decorréncia da taxa
de crescimento destes tecidos. Essa taxa de crescimento
estd fortemente relacionada a concentra¢do dos
hormonios, cujo balango pode ser alterado em fungéo
da concentracdo de compostos fenolicos.
Provavelmente, os mecanismos de ativagdo ou inibi¢do
do crescimento ocorreriam mediante aumento na
biossintese de fendis, o qual inibiria as AIA-oxidases,
aumentando assim a agdo das auxinas, responsaveis pela
hipertrofia celular (Fosket 1994) e pela conseqiiente
formacdo da galha. Os altos niveis de biossintese de
substancias fenolicas nos tecidos das galhas sdo reflexo
da juventude fisioldgica da estrutura, na qual a atividade
da PAL (fenilalaninaamonialiase) ¢ alta (Hartley 1998),
além de poderem atuar como uma barreira que protege
o inseto indutor do ataque de outros herbivoros (Cornell
1983, Hartley 1998).

Assim como na galha, os tecidos foliares sadios
apresentaram reagao positiva para flavonoéides por todo
o parénquima (figuras 29, 30). Contudo, compostos
flavonoidicos formaram sais de oxdnio com acido
sulfirico aquoso concentrado exclusivamente no
parénquima ao redor da camara ninfal de galhas em
diferentes estagios de desenvolvimento. A formagao
destes cristais somente nos tecidos das galhas indicam
resposta especifica ao estresse biotico induzido pelo
endofitéfago. O composto flavonico precursor dos
cristais de oxdnio pode funcionar como um sinalizador,
evitando a oviposi¢cdo de coespecificos no sitio de
formag@o inicial das galhas. Por outro lado, pode atrair
predadores e parasitoides para este mesmo sitio. O
envolvimento dos flavondides em diversas interagoes
inseto-planta, ¢ sua agcdo como sinalizadores quimicos
na polinizagdo, dispersdo dos frutos ¢ sementes, ¢ na
herbivoria ja foram anteriormente referidos por
Rosenthal & Berenbaun (1991).

Flavonas, flavondis e flavanonas foram observados
nos tecidos foliares sadios, nas camadas periféricas das
galhas e ao redor da loja (tabela 2). Muito embora a
presenga e a fung@o dos derivados fendlicos nos tecidos
das galhas tenha sido estudada por muitos autores
(Cornell 1983, Taper & Case 1987, Schultz 1992, Hartley
1998), o papel dos flavondides na sinaliza¢éo entre insetos
indutores de galhas e a suscetibilidade das espécies
hospedeiras é praticamente desconhecida.

A presenca de flavonoéides, nos foliolos sadios e
nas galhas de L. muehlbergianus, pode estar

relacionada a capacidade de E. ostreoides detectar
sinalizadores quimicos importantes nos processos de
localizag@o, escolha e aceitagdo da planta hospedeira,
como apontado por Aratjo (1997) e Gottlieb et al.
(1996). Flavonas e flavondis, conhecidos como eficientes
protetores contra radiagdo UV (Price 1977), foram
observados nos tecidos foliares sadios, nas camadas
periféricas das galhas e ao redor da camara larval.
Flavanonas foram detectadas nas células
parenquimaticas dos foliolos sadios e no cortex das
galhas. Tal classe de flavonodides pode apresentar sabor
amargo (Zuanazzi 2000) podendo deste modo, proteger
o parasita do ataque de cecidofagos.

L. muehlbergianus esta submetida a um alto
estresse induzido pela acdo do E. ostreoides o qual
promove alteracdes estruturais nos sistemas de
revestimento, fundamental e vascular, conferindo ao
galhador protecdo e nutricdo. A caracterizagdo dessas
alteragdes constitui um passo importante para o
estabelecimento de um modelo morfogénico de galhas
de Psyllidae, a semelhanga dos propostos por Bronner
(1992) para galhas de Cecidomyiidae e Cynipidae. A
avaliagdo da ocorréncia de derivados flavonoidicos em
tecidos de galhas, especialmente a formagao de cristais
de oxonio exclusivamente nos tecidos galhados, ¢ inédito
para os sistemas galhador-planta. O acimulo de reservas
em um tecido nutritivo ¢ também um fato novo para
galhas de Psyllidae, os quais sdo tipicos sugadores de
floema. Esse acimulo de substancias que podem ser
utilizadas no desenvolvimento ¢ manutengao das galhas
¢ oriundo das alteragdes no metabolismo primario da
planta hospedeira, enquanto que aquelas relativas ao
metabolismo secundario sugerem defesas da planta

Tabela 2. Reagdes para compostos flavonoidicos nos tecidos
foliolares sadios e nas galhas de Lonchocarpus
muehlbergianus Hassl. induzidas por Euphalerus ostreoides
Crawf. (+=reagdo positiva; - = reagdo negativa).

Table 2. Reactions to flavonoidic compounds in the tissues
of healthy leaflets and galls of Lonchocarpus
muehlbergianus Hassl. induced by Euphalerus ostreoides
Crawf. (+ = positive reactions; - = negative reaction).

Compostos flavonoidicos Foliolo  Galha Galha
sadio imatura  madura
Flavonas + + +
Flavonois + + +
Flavanonas + + +
Cristais de ox0nio - + +
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contra herbivoria. As mudangas estruturais e quimicas
observadas sdo reacdes de defesa da planta e
mecanismos de adaptagdo que favorecem o
estabelecimento do galhador nos tecidos vegetais.
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